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OZET

PEPTID TEMELLI ELEKTROKIMYASAL BiYOSENSOR
GELISTIRILMESI VE UYGULAMALARI

SAYAR, Pelin
Yiksek Lisans Tezi, Biyomedikal Teknolojiler Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Kadriye Arzum ERDEM GURSAN
Ocak 2024, 75 sayfa

Tez calismasinda Oncelikle tek kullanimlik kalem grafit elektrot (PGE)
ylzeyine doniisiimlii voltametri (CV) teknigi kullanilarak elektropolimerizasyonla
kurkumin  (Kur)  modifikasyonu  gerceklestirilmistir. PGE  ylzeyinde
elektropolimerize kurkumininin Aliiminyum (Al), Nikel (Ni) ve Bakir (Cu)
metalleri ile etkilesimi diferansiyel puls voltametrisi (DPV) teknigi kullanilarak
voltametrik incelenmistir. Elde edilen sinyaller kiyaslandiginda kurkumin-metal
kompleksleri arasinda en fazla etkilesimin Cu(ll) varliginda gergeklestigi
goriilmiistir.  Poli(Kur)-Cu(I)/PGE'nin  elektrokimyasal  karakterizasyonu
elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) ve CV Olgimleri ile
gerceklestirilmistir. Kurkumin ve bakirin farkli konsantrasyon oranlarinda

etkilesimleri impedimetrik yontemle incelenmistir.

Alzheimer Hastaligi (AH) biyobelirteci olarak bilinen Amiloid peta
(AB) (1-42) peptidinin PGE yuzeyine immobilizasyonu asamasinda sicaklik ve
konsantrasyondaki degisimin elektrot yanitina etkisi impedimetrik yonteme dayali

incelenmis olup deneysel kosullarin optimizasyonu gerceklestirilmistir.

Tez ¢alismasi kapsaminda, poli(Kur)-Cu(ll)/PGE elektrotlarin yanisira
kontrol deneyleri sadece kurkumin ve sadece Cu(Il) i¢eren drneklerle hazirlanmis
elektrotlar varliginda gergeklestirilmis olup elektrotlarin yiizeyine AP (1-42)
peptidinin immobilizasyonu sonrasinda EIS teknigine dayali analizler yapilmistir.
Elde edilen sonuglara gore, AP (1-42) peptidinin en fazla poli(Kur)-Cu(Il)/PGE

elektrot ylizeyine baglandigi sonucuna varilmistir.
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Anahtar sozcukler: AP (1-42), kurkumin, kurkumin-metal kompleksi,
elektrokimyasal empedans spektroskopisi



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF PEPTIDE BASED ELECTROCHEMICAL
BIOSENSOR AND ITS APPLICATIONS

SAYAR, Pelin
MSc in Biomedical Technologies
Supervisor: Prof. Dr. Kadriye Arzum ERDEM GURSAN
January 2024, 75 pages

In this study, curcumin (Cur) modification was firstly carried out by
electropolymerization on the surface of disposable pencil graphite electrode
(PGE) wusing cyclic voltammetry (CV) technique. The interaction of
electropolymerized curcumin with Aluminum (Al), Nickel (Ni) and Copper (Cu)
metals on the PGE surface was investigated voltammetrically using differential
pulse voltammetry (DPV) technique. In contrast to the signals observed in this
experiment, the highest interaction between curcumin-metal complexes was
occured in the presence of Cu(ll). Electrochemical characterization of
poly(Cur)-Cu(ll)/PGE was carried out by electrochemical impedance
spectroscopy (EIS) and CV. The interaction of curcumin with Cu(ll) at different
concentration ratios was performed and accordingly, the impedimetric

measurument was done.

Amyloid Beta (AP) (1-42) is known as the biomarker of Alzheimer's Disease
(AD). The effect of AB (1-42) concentration and temperature upon to the
electrode response was investigated impedimetrically, and the experimental

conditions were optimized.

Under the scope of this study, both poly(Cur)-Cu(l1)/PGE electrodes and the
control experiments were carried out using the electrodes prepared with samples
containing only curcumin and only Cu(ll). After immobilization of
AP (1-42) peptide on the electrode surface, impedimetric analysis was performed.



According to these results, it was concluded that Ap (1-42) peptide interacts and
binds as the most to the surface modified with poly(Cur)-Cu(l1)/PGE.

Keywords: AP (1-42), curcumin, curcumin-metal complex, electrochemical

impedance spectroscopy
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ONSOZ

Lisans stajimdan beri ilgim olan elektrokimyasal biyosensorler alaninda
hastalik tespitine yonelik elektrokimyasal peptid temelli biyosensorlerin
gelistirilmesi kapsaminda tez ¢aligmami tamamlamis olmak bundan sonrasi igin
de bu alanda ¢alismalar yapma motivasyonumu arttirmistir. Bunu gergeklestirme
noktasinda, yiiksek lisans egitimim boyunca tez ¢alismamda desteklerini
esirgemeyen, bana sundugu bilgi ve tecriibelerin 1s18inda yolumu aydinlatan
degerli damigman hocam Prof. Dr. Kadriye Arzum ERDEM GURSAN’a

katkilarindan dolay1 tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Biyosensorler genellikle, iki ana bilesen olan biyokimyasal bir
mekanizmanin kullanildig1 tanima sistemine sahip biyolojik algilayici eleman
(reseptor, biyoaktif materyal) ve bir fiziko-kimyasal doniistiiriiciiniin (detektor) i¢
ice gecmesiyle olusan kiiciiltiilmiis cihazlardir. Biyolojik algilayict eleman diger
bir deyisle reseptor, yiiksek bir secicilige sahiptir ve analiz edilecek maddeyle

(analit) etkilesime girerek analitin taninmasin1 saglar (Thevenot et al., 1999).

Biyoreseptor ile analitin etkilesim sonucu meydana gelen biyolojik
reaksiyonu olculebilir elektriksel sinyallere ¢eviren biyosensorler elektrokimyasal
biyosensorler olarak adlandirilir. Biyoreseptor olarak peptidlerin kullanildigi
biyosensorlerde, analit olarak proteinler, niikleik asit, bakteriler, metalik iyonlari,
enzimler ve antikorlar gibi gesitli biyolojik bilesenler kullanilabilir. Spesifik
sekanslara sahip yapay peptidlerin kolay modifikasyon, ylksek stabilite, cok
yonlu kimyasal 6zellik ve hedef analitle yiiksek afinite gostermek gibi birgok
avantaja sahip olmalar1 arzu edilen molekiiler biyosensorii gelistirme firsati

sunmaktadir (Zhang et al., 2023).

Alzheimer Hastaligi’nin (AH) patogenizinde, beyinde hiicre disinda biriken
amiloid (senil) plaklarin ana bilesini olan ve yanlis Kkatlanan proteinlerin bir
sinifini temsil eden Amiloid Beta (AB) peptidi kritik bir rol oynamaktadir (Hilbich
et al., 1991). AH, 40 aminoasit kalintisina sahip AP (1-40) ve 42 aminoasit
kalintisina sahip AP (1-42) peptidlerinin amiloid plaklarda toplanmasi ve
kiimelesmesi ile karakterize edilir (Chiti et al., 2006; Hardy et al., 2002).

Bilissel islev ve hafiza bozukluklari ile karakterize edilen AH, glinlimiizde
diinya c¢apimnda milyonlarca insanin muzdarip oldugu bir ndrodejeneratif
bozukluktur (Anand et al., 2007). Dolayisiyla, AH’ye yol agan AB (1-42)
agregasyonunun erken evrelerinin izlenmesinde ve tayininde Af temelli
elektrokimyasal biyosensorlerin gelistirilmesi yliksek hassasiyeti, tespit hizi,
uygun maliyeti, kararlilig1, diisiik tespit limitleri gibi avantajlar1 nedeniyle giiclii

bir arag olarak biiyiik 6nem kazanmistir (Veloso et al., 2013).



Yapilan  aragtirmalarda, = AP  agregatlarin  igeriginde  ylksek
konsantrasyonlarda Bakir (Cu), Cinko (Zn), ve Aliiminyum (Al) gibi bir takim
gecis metallerinin varligina rastlanmistir (Breydo et al., 2011, Yu et al., 2018). Bu
gecis metal iyonlari, AP peptidi ile ylksek afinite gostererek Ap-metal
koordinasyonunu olusturdugu bildirilmistir (Bush, 2008; Jiang et al., 2013).

Kurkumin, zerdecal bitkisinin sar1 pigmentinden dogal yollarla iiretilen
farmakolojik olarak aktif bir molekuldir (Ramsewak et al., 2000). Kurkuminin
anti-amiloid 06zelligi sayesinde AP agregasyonunu inhibe etme yetenegi ileri
siiriilerek AH iizerinde yararli etkilerini ortaya koyan caligmalar mevcuttur
(Benilova et al., 2012; Caesar et al., 2012; Ruby et al., 1995). Ayrica, elektroaktif
ozellige sahip kurkuminin ge¢is metal iyonlar1 ile kolayca selatlanarak
kompleksler olusturmasi sonucunda modifiye edildigi elektotlarin elektrokimyasal
performansini arttirdigi rapor edilmistir (Ciszewski et al., 2003; Devadas et al.,
2014; Qin et al., 2018; Khorasani et al., 2019; Majdi et al., 2007).

AP peptidi, kurkumin ve metal iyon Gglisuniin her birinin birbirine olan
afinitesi goz oniine alindiginda AP (1-42) tespiti icin kurkumin-bakir kompleks
modifiyeli elektrot gelistirilmesine yonelik caligmalarin  yapilmas1 tez
calismasinda hedeflenmistir. Tez kapsaminda, poli(Kur)-Cu(ll) kompleksinin
elektropolimerizasyonu tek kullanimlik kalem grafit elektrot (PGE) yuzeyinde
dontisimlii  voltametri (CV) yontemi ile gergeklestirilmesi hedeflenmistir.
Poli(Kur)-Cu(11)/PGE'nin elektrokimyasal karakterizasyonu CV ve EIS teknikleri

ile aragtirilmasi planlanmistir.

AP (1-42) peptidinin poli(Kur)-Cu(Il)/PGE ile etkilesimi sayesinde AH’nin
erken evrede tayinini mimkiin kilabilecek peptid temelli elektrokimyasal

biyosensor gelistirilmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Elektrokimya

Elektrokimya, kimyasal tepkimeler sonucu elektron transferi araciliiyla
elektrik enerjisi Uretimini ya da bunun tam tersi olarak elektriksel enerjinin
kimyasal enerjiye doniisiimiinii inceler. Elektron transferi, bir ¢ozelti icerisinde
elektrot ad1 verilen kat1 bir maddenin yiizey molekiilleri arasindaki etkilesimi ile
olusan kimyasal tepkimeler sonucu meydana gelir. Kimyasal tepkimeler sonucu
meydana gelen yukseltgenme-indirgenme (redoks) reaksiyonlari bir arada
gerceklesir ve en genel tanimiyla elektrokimyasal reaksiyonlar olarak adlandirilir
(Bard et al., 2001).

Y ukseltgenme-indirgenme tepkimeleri elektrokimyasal hiicre ad1 verilen bir
diizenek icerisinde gergeklesir ve elektrokimyasal reaksiyonlar sirasinda yiik
aktarimlar1 sonucu fiziksel degisimler meydana gelir. Elektrokimyasal hucreler;
harici bir kaynaktan aldig1 elektriksel enerjiyi tiiketip kimyasal enerjiye
doniistiiren elektrolitik hiicreler ve tam tersi olarak kimyasal enerjiyi kullanarak
elektrik enerjisi tireten galvanik hiicreler olarak siiflandirilabilir (Wang, 2006).
Elektrokimyasal bir hiicre igerisinde, elektrokimyasal bir reaksiyon meydana
gelebilmesi icin analiz edilmek istenen maddeyi (analit) iceren tampon ¢ozelti,
cozeltinin igerisine daldirilmis elektrot sistemi ve disaridan elektrotlar1 birbirine

baglayan gevirici bir sistem (transduiser) olmasi gerekmektedir.

Elektrot sistemi ikili veya iiclii elektrottan olusabilecegi gibi genellikle ticlii
elektrot sistemi yaygin olarak kullanilmaktadir. Sekil 2.1°de gosterildigi gibi GglU
elektrot sistemi; ¢alisma elektrodu, referans elektrot ve yardimer (karsit) elektrot

olmak tizere (¢ elektrot tiriinden olusmaktadir.
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Sekil 2. 1. Uglii elektrot sistemi.

2.1.1. Elektrokimyasal tabakalar

Elektron transfer reaksiyonlar1 ¢alisma elektrodu ile ¢ozelti arasinda ara
yizey bolgesinde elektron yiizeyine yakin bir yerde gerceklesir. Redoks
tepkimeleri elektrolit icerisinde homojen olarak veya elektrot yiizeyinde heterojen

olarak meydana gelir ve yik transferine yol acar.

Sekil 2.2°de gosterildigi gibi elektrot ve ¢Ozelti ara yuzinde elektrotun
yuzeyindeki elektrik yukiinden ve ayn1 zamanda elektrot yilizeyine yakin bir
mesafede bulunan iyonlarin yiikiinden elektriksek ¢ift tabaka sistemi olusur
(Zoski, 2007).

Elektriksel ~ cift tabaka sisteminde, potansiyel fark  sonucu

konsantrasyon/uzaklik iligskisine bagli olarak cesitli tabaka bilesimleri meydana

gelir (Skoog et al., 1996).
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Sekil 2. 2. Elektrot yiizeyinde olusan tabakalarin sematik olarak gosterimi.

Tiirbiilent Akis Tabakasi: Elektrot yiizeyinden en uzak ¢ozelti yigininda
olusur ve oldukca diizensiz bir akis modelidir.

Laminer Akis Tabakasi: Elektrot yiizeyine daha yakin bir bolgede, akiskanin
katmanlar halinde ve elektrot yiizeyine paralel bir dogrultuda birbiri Uzerine
kayarak hareket ettigi modeldir.

Nernst Diflzyon Tabakasi: Elektrot yiizeyinden yaklagik & cm uzakliktaki
mesafelerde gozlemlenen, redoks reaksiyonu hizi ile kiitle tasima hizinin esit
oldugu ya da iyon konsantrasyonunun egiminin sabit oldugu varsayimsal bir
modeldir. Elektrot-elektrolit ara yuzinde ince durgun bir ¢ozelti tabakasi
meydana gelir. Tabakanin kalinligi “iyon konsantrasyonuna karsi elektrot
ylizeyinden uzaklik” grafigiyle olgiilebilir ve elektrolitin viskozitesine ve
konveksiyonun yogunluguna bagl olarak 0,1-0,001 mm araliginda degisiklik

gosterebilir.

2.1.2. Elektrokimyasal olaylarda kitle aktarim yollar

Cift tabaka sisteminde, zit yiiklii pargaciklar birbirini ¢ekerek go¢ etme
egilimi ve her bir maddenin ylizeyinde toplanma gosterir. Elektrolit icerisindeki
elektrik yiiklii zit iyonlarin elektrot yiizeyinde hizalanmasi yiik etkilesimine neden

olur ve bunun neticesinde elektrostatik bir cekim meydana gelir. Ters ve ayr iki



yiilk arasindaki elektrostatik ¢ekim, iki maddenin sinir1 boyunca bir elektrik
alaninin olugmasina neden olur. Hiicre ortaminda, elektriksel alanin etkisiyle
elektrot yiizeyine maddeler ti¢ farkli aktarim yolu ile tagmabilir (Brett et al., 1992;
Yildiz ve Geng, 1993).

Elektriksel Gog (Migrasyon): Iyon igeren bir hiicrede elektroda disaridan
potansiyel bir giic uygulandiginda anyon ve katyon gibi yiiklii parcaciklar
etkilenir, bunlarin anoda ve katoda dogru hareketi elektrostatik bir alan yaratir.
Elektrostatik cekim kuvveti ile ¢ozeltideki iyonlar itme ve cekme etkisiyle
elektrot ylizeyine taginir.

Kanistirma (Konveksiyon): Karistirma, titrestirme, sarsma veya sicaklik gibi
mekanik bir dis kuvvetin uygulanmasi sonucunda gergeklesen kiitle aktarim
cesididir.

Difiizyon: Bir sistemde konsantrasyon farkindan dolayr kendiliginden
gerceklesen kiitle aktarim cesididir. Elektrokimyasal reaksiyonlar siiresince
elektrot ylizeyinde derisimin artmasiyla elektrot aktif tiirler derisimin daha az
oldugu yigin ¢ozeltiye tasinir veya tam tersi olarak da gergeklesebilir.
Difizyonun amaci konsantrasyon farkini en aza indirmektedir dolayisiyla
derisim dengeye ulasana kadar devam eder ve derisim farki ne kadar fazlaysa

diflizyon hiz1 da o kadar fazladir.

Potansiyel uygulanan bir elektrot sisteminde meydana gelen iki akim ¢esidi

faradayik olmayan (kapasitif) akim (I¢) ve faradayik akim (l) olarak tanimlanir.

Cozeltiye daldirilan kati bir elektrota bir potansiyel uygulandiginda,
cozeltideki iyonlarin elektrota dogru gog¢li sonucu meydana gelen gerilim
farkindan dolay1 elektrot yiizeyinde elektriksel cift tabaka olusur. Olusan bu c¢ift
tabaka sisteminde zit yiiklerin arasinda kalan bolge kapasitor gorevi gorerek
yiikseltgenecek ve indirgenecek maddenin varligindan bagimsiz olarak ortamda
meydana gelen akim kapasitif akimdir. Kapasitif akim, elektrot yizeyinde
meydana gelen reaksiyonlardan etkilenmez ve dogru bir 6lglim yapilabilmesi i¢in

bu akim degerinin olabildigince diisiik olmas1 gerekmektedir (Skoog et al., 1996).



Faradayik akim ise elektrot ara yliziinde analitin konsantrasyonuna bagl
olarak meydana gelen yiik transferi sonucu olusan yiikseltgenme ve indirgenme
tepkimelerinden kaynaklanan akimdir. Ideal olarak bir elektrot sisteminde

faradayik akimin yiiksek, kapasitif akimin ise diisiik olmasi istenmektedir.

2.1.3. Elektroanalitik yontemler

Elektroanalitik teknikler, akim, potansiyel veya yiik gibi elektriksel
blyiikliik ol¢iimleri ile kimyasal parametrelerin arasindaki iliskiye dayalidir.
Elektriksel olctimler, analitik amagclar icin biyomedikal analiz, cevresel izleme,
endustriyel kalite kontrol gibi cesitli uygulamalarda kullanilmaktadir (Wang,
2006).

Elektroanalitik dlctimler temel olarak potansiyometrik ve potansiyostatik iki
prensibe dayanmaktadir. Bir elektrokimyasal hiicreyi olusturan elektrolit ¢ozeltisi
ve ¢Ozelti igerisine daldirilmis en az iki adet elektrot sistemi iki tip teknik icin de
ortaktir. Bir ¢ozeltideki numune kompozisyonuna ait protonlarin veya kalsiyum,
florir ve potasyum iyonlart gibi iyonik tiirlerin dogrudan &lglilmesi

potansiyometrik bir tekniktir (Bard et al., 2001).

Potansiyostatik teknikler, potansiyelin kontrollii oldugu ve elektrot-¢ozelti
ara yiiziinde meydana gelen yiik aktarim siireglerinin izlenmesiyle ilgilidir.
Ayrica, akimin sifirdan farkli oldugu dinamik durumlarda ¢alisma elektrodu ile
referans elektrodu arasindaki voltaj farkinin kontrol edildigi durumlara
dayanmaktadir. Bu teknigin amaci, elektrot potansiyeli sonucu elde edilen
elektron transfer reaksiyonun agiga cikarttigi akimin Slgiilmesidir. Ortaya ¢ikan
akim, elektronlarin elektrot ve elektrolit ara yiizii boyunca hareket etme hizini

yansitmaktadir (Brett et al., 1992).

Elektrokimyasal bir hiicrede potansiyelin kontrollii bir sekilde oldugu
dinamik sistemlerde Olciilen elektriksel parametrelere gore kullanilan metotlar;
voltametri, amperometri, kulometri ve elektrogravimetri olmak (zere

siiflandirilabilir.



Sonug olarak bu yontemler, elektroaktif herhangi bir kimyasal tirin redoks
tepkimesine bagli olarak bir bilesikteki fonksiyonel grubun reaktivitesi ve
elektroaktivitesi hakkinda bilgi saglar. Ayrica, elektroaktif tiirlere karsi segicilik,
genis bir dogrusal aralik, yiiksek hassasiyet, diisiik maliyet, taginabilirlik ve ¢ok
kiiciik numune hacimlerinde tespit olanagi gibi birgok avantaja sahiptir (\WWang,

2006).
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Sekil 2. 3. Elektrokimyasal yontemlerin siniflandirilmasi.

2.1.4. \Voltametri ve esaslari

Elektroanalitik bir ydntem olan voltametri; elektrokimyasal hicrede,
calisma elektrotuna degisken bir potansiyelin uygulandigi ve potansiyelin bir
fonksiyonu olarak sistem tarafindan iiretilen akimin karakteristigine bagl olarak
analit hakkinda bilgi elde edilmesine dayanir. Uygulanan potansiyele kars1 dlciilen
akim degerine bagl olarak ortaya ¢ikan egriye voltamogram denir. Bu dl¢limler
genellikle elektronik bir cihaz olan potansiyostat ile gerceklestirilir.
Potansiyostatin calisma prensibi, calisma elektrotunun referans elektrota karsi
zamanla dogrusal olarak degisen gerilim farkini biiylik bir hassasiyet ile kontrol

etmektedir (Skoog et al., 1996).



Voltametri; kimya, biyokimya, mihendislik, malzeme ve c¢evre bilimi gibi
bircok alanda oksidasyon ve indirgeme tepkimeleri, ylzeylerdeki adsorpsiyon
islemleri ve kimyasal olarak degistirilmis elektrot yiizeylerindeki elektron transfer
mekanizmalar ile ilgili ¢esitli alanlarda uygulamalar yapmak icin oldukca tercih

edilmektedir.

Kullanilacak ¢alisma elektrotunun gesidi, elektrotun yiizey alani, elektroda
uygulanacak potansiyel araliginin sinirlar1 ve elektrolit tiirii gibi birgok degiskenin
secimi, kalitatif ve kantitatif analizlerin yapilabilmesi i¢in analitin elektrokimyasal

davranigini inceleme konusunda 6nemli etkilere sahiptir.
2.1.5. Voltametrik ol¢iimlerde kullanilan cihazlar

Voltametrik 6l¢iimler; elektrot sisteminin, elektriksel iletkenligi saglayan ve
hedef analiti igeren tampon ¢o6zeltiye daldirildigi elektrokimyasal hiicrelerde
gerceklesir. Uclii elektrot sistemi; ¢alisma (mikroelektrot) elektrotu, referans
(karsilastirma) elektrot ve yardimei (karsit) elektrot olmak tiizere iic farkll

elektrottan olusur.

Elektrotlarin iletkenlik ve kimyasal 6zellikleri bakimindan stabil olmalari
onemlidir. Bu nedenle elektrot materyali olarak genellikle; platin, altin gibi kati
metaller; civa, amalgam gibi sivi metaller; karbon (grafit), indiyum-kalay oksit
veya silisyum gibi yart iletkenler kullanilmaktadir. Siklikla kullanilan sivi
elektrolitler ise sodyum, hidrojen ve klor iyonlarini igeren ¢ozeltilerdir (Bard et

al., 2001; Evans, 1991).

Calisma elektrotu

Analitin yilikseltgenme ve indirgenme reaksiyonlari c¢aligma elektrodu
tizerinde gerceklesir. Ideal olarak c¢alisma elektrotunun direncinin diisiik,
iletkenliginin yiiksek olmasi, potansiyel smurlarinin genis olmasi ve ayrica
tekrarlanabilir yanitlar saglamasi gerekmektedir. Polarizasyonun daha verimli
saglanabilmesi i¢in elektrotun kiiciik boyutta olmasi tercih edilir. Calisma

elektrotunun malzemesi, voltametrik Olgiimlerin performansi agisindan kritik
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oneme sahiptir. En ¢ok tercih edilen calisma elektrotlarinin materyaline gore

siiflandirilmasi asagidaki gibidir (Compton et al., 2014; Wang, 2006).

Civa elektrotlar: Disk elektrot, damlayan civa elektrot, asili civa damla
elektrot ve durgun civa damla elektrodu gibi elektrot cesitleri civa elektrotlara

ornek olarak verilebilir.

Metal elektrotlar: Platin ve altin gibi inert ve iletken metallerden yapilmis

elektrotlardir.

Karbon elektrotlar: Camsi karbon elektrot (GCE), perde baskili karbon
elektrot (SPCE), karbon pasta elektrodu (CPE) ve kalem grafit elektrot (PGE) gibi

turleri mevcuttur.
ii. Referans elektrot

Calisma elektrodu potansiyelinin kontrollti regiilasyonu igin sabit bir
potansiyel saglamasi amaciyla deney siiresi boyunca degismeden etkili bir sekilde
stabil kalmalidir. Referans elektrotun potansiyeli, akim akisindan veya dis

ortamdan bagimsizdir (Zoski, 2007).
Gumiis-Gumis Kloriir Elektrot (Ag/AgCl)
Standart Hidrojen Elektrot (SHE)

Doygun Kalomel Elektrot (Hg/Hg2Cl>)
iii.  Yardima elektrot

Elektrokimyasal hiicrede, uygulanan gerilimin c¢alisma elektrotuna
iletilmesini saglayarak calisma elektrotuna elektron sunar ve ara ylizde meydana
gelen reaksiyonlar1 dengeler. Olgiilen akim {izerinde etkisi yoktur sadece hiicre
direncinin yaratti§1 hatalar1 en aza indirmek amaciyla kullanilir. Uretiminde

genellikle, inert bir malzeme olan platin (Pt) tel tercih edilir.
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2.1.6. Voltametrik yontemler

Voltametride, calisma elektrotuna uygulanan degisken bir potansiyel
uyarma sinyali, oOlculebilir bir miktarda bir akim tepkisi {iiretir. Voltametride
kullanilan ¢esitli uyar1 sinyalleri mevcuttur. Farkli voltametrik yontemler farkli
voltaj profillerini icerir. En yaygin olarak kullanilan uyar1 sinyallerine ait
voltametrik teknikler; dogrusal tarama voltametrisi (LSV), diferansiyel puls/darbe
volatmetrisi (DPV), kare dalga voltametrisi (SWV) ve dongiisel/doniisiimli
voltametri (CV) olarak siralanabilir (Skoog et al., 1996).

2.1.6.1. Dongiisel voltametri

Dongiisel voltametri (CV), diger voltametrik tekniklerden farkli olarak
analit hakkinda kantitatif bilgiden ziyade daha ¢ok kalitatif bilgi elde etmek icin
olduk¢a yaygin kullanilan bir tekniktir. Teknigin en biiylik avantajlari; sistemde
meydana gelen heterojen elektron transfer reaksiyonlarinin kinetigi, elektrot
yiizeyinde gerceklesen absorpsiyon olaylar1 ve ayrica redoks tepkimelerinin stireci
ve termodinamigi hakkinda hizli ve duyarli bilgi saglayabilmesidir. (Skoog et al.,
1996; Wang, 2006).

CV’de, sabit bir ¢alisma elektrotuna zamanin bir fonksiyonu olarak ticgen
bir potansiyel dalga dogrusal olarak uygulanir. Uggen uyarma sinyalinde,
potansiyel maksimuma kadar ileri taranir ve tarama yonii ayni egimde ve hizda
tersine cevrilerek geri taranir ve bu sirada potansiyele bagli meydana gelen akim
olgulur (Elgrishi et al., 2017). Birbirini tekrar eden {iggen uyarma sinyalleri, akimi
stirekli degisen potansiyelin bir fonksiyonu olarak kaydedilip grafige gegirilirse

dongusel voltammogram elde edilir (Sekil 2.4.).

CV’de anodik bolgede Ol¢giilen anodik pik potansiyeli ve anodik pik akimu,
katotik Dbolgede olgllen Kkatotik pik potansiyeli ve katotik pik akimi

voltamogramin parametreleridir.
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Sekil 2. 4. (A) Doniisiimlii voltametride ¢aligma elektroduna uygulanan {iggen dalga potansiyelin
zamana karg1 grafigi. (B) CV voltamogrami; “Ep,” anodik pik potansiyeli, “Ipa” anodik

pik akim, “E,c” katodik pik potansiyeli, “Io” katodik pik akimi.

2.1.6.2. Diferansiyel puls voltametrisi

Diferansiyel puls voltametrisi (DPV), organik ve inorganik tdrlerin eser
miktarlarini 6lgebilen oldukg¢a kullanish bir yontemdir. Klasik voltametrilere gore
tespit limiti 2-3 kat daha diisiiktiir ve 107-10® M araliginda oldukca hassas ve
duyarl 6l¢iim yapma kapasitesine sahiptir (Wang, 2006).

DPV’de, calisma elektroduna dogrusal potansiyel artigi gosteren sabit
genlikli pulslar bindirilir. Pulsun diislisiiniin bitiminden hemen o6nce g¢alisma
elektrotuna tekrar ayni biiyiikliikte bir puls uygulanir. Akim, puls uygulamasindan
hemen 6nce ve pulsun dmriiniin bitimine yakin bir noktada tekrar &l¢iiliir. Olgiilen
iki akim degerinin farki alinir ve akim farki (Ai) dogrusal olarak artan uyarma
voltajinin bir fonksiyonu olarak kaydedilir ve voltamogram grafigi elde edilir
(Sekil 2.5.). Elde edilen diferansiyel egrinin tepe noktasinin yiiksekligi analitin
konsantrasyonuyla dogrudan orantilidir (Skoog et al., 1996).
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Sekil 2. 5. Diferansiyel puls voltametrisi voltamogrami.
2.1.7. Elektrokimyasal empedans spektroskopisi

Elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS), elektrot malzemelerinin
elektriksel Ozelliklerin karakterizasyonu, elektrot ile c¢oOzelti ara ylzey
ozellikleriyle ilgili degisikliklerin izlenmesi ve boylece iletken elektrot yiizeyiyle
iliskili elektrokimyasal doniisiim ve siireglerin aydinlatilmasi amaciyla kullanilan

ve oldukga tercih edilen impedimetrik bir yontemdir (Brett, 2022).

Yik transfer kinetigi ve difiizyon ozelliklerine bagli olarak empedansta
meydana gelen degisiklikler gibi ara yiizeyde gergeklesen olaylar hakkinda bilgi
elde etmek igin EIS teknigi kullanilmaktadir. Empedans, potansiyel-zaman
fonksiyonunun V(t), akim-zaman I(t) fonksiyonuna orani olarak hesaplanir ve
gercek (Z’) ve hayali (Z”) olmak iizere iki bilesenden olusur (Chakraborty et al.,
2019).

=27 (2.1)

Denklem (2.1)’de Z empedansi, Z’ gercek empedansi, Z’’ hayali empedansi
ve j ise V-1°i ifade etmektedir. Gercek empedans ve hayali empedans arasindaki

iliskiyi Niquist egrisi vermektedir. Sekil 2.6’da Niquist egrisine 6rnek verilmistir.
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-Z (Ohm)

Sekil 2. 6. Bir elektrokimyasal hiicrede EIS 6l¢timii sonrasinda olusan Nyquist egrisi.

Empedans, bir devredeki toplam direncin ol¢iisi olarak tanimlanir ve
Randles esdeger devre modeli ile ifade edilir. Randles devresini olusturan
bilesenler elektriksel akima kars1 gosterilen direncin 6lgisii olup bu bilesenler
sirastyla; “Rs” ¢ozelti direnci, “Rct” transfer edilen yiike karsi olusan direng, “C”
¢ift katmanl kapasitans ve “W” Warburg empedansindan olusur (Wang, 2006;
Lvovich et al., 2007; Orazem et al., 2008).

Niquist egrisinde yarim dairenin ¢apit transfer edilen yiike karsi olusan
dirence esittir. Warburg empedansini temsil eden lineer bolge ise diisiik frekans
araliginin karakteristigidir ve difiizyonla sinirli islemi temsil eder. Sistemin yik
depolama 6zelligi ise kapasitanstir. Bu teknik kullanilarak 6nceden belirlenmis bir
frekans araliinda empedans taramasi yapilir. Rct degerindeki degisimler

incelenerek elektrot yiizeyinde meydana gelen etkilesimler yorumlanir.
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2.2. Biyosensorler

Biyosensorler genellikle, iki ana bilesen olan biyokimyasal bir
mekanizmanin kullanildig1 tanima sistemine sahip biyolojik algilayici eleman
(reseptor, biyoaktif materyal) ve bir fiziko-kimyasal doniistiiriiciiniin (dedektor) i¢
ice gecmesiyle olusan kiiciiltiilmiis cihazlardir. Biyolojik algilayict eleman diger
bir deyisle reseptor, yiiksek bir secicilige sahiptir ve analiz edilecek maddeyle
(analit) etkilesime girer ve onun taninmasini saglar. Segici olarak etkilesimde
bulunan fizikokimyasal doniistiiriicliler ise tanima olayr sonucu meydana gelen
biyolojik yanitlarin optik, 1s1l, elektrik gibi sinyallere doniistiiriilerek elde edilen
verinin okunabilir/6l¢ulebilir sayisal bir degere doniismesini saglar (Thevenot et
al., 1999).

Rutin ve eski yontemlerin diisiik duyarlilik ve diisiik segicilik gibi ¢esitli
dezavantajlar1 ve sinirlamalar1 karsisinda biyosensorler, kullanim kolaylig
saglamasi, diisiik maliyete ve yliksek hassasiyete sahip olmasi, tekrarlanabilirlik
oOzelliklerinin yliksek olmasi, minyatiirlestirme imkani, islem basamak sayisinin az
olmas1 ve gercek zamanli olup hizli cevap vermesi bir¢ok hastalik i¢in yeni tani
yaklasimi agmaktadir. Bu nedenle, biyosensorler, son otuz yilda muazzam
miktarda faaliyete 151k tutan ve biiylik capli gelismelerin kaydedildigi umut

vadeden bir arastirma alani haline gelmeyi basarmistir (Wang, 2006).

2.2.1. Biyosensor cesitleri

Biyosensorler, biyolojik algilayict elamanina ve transduserine gore birgok
farkl1 madde ve sistem icerebilir. Biyoreseptor yapilar, antikor, enzim, protein ve
nikleik asit gibi biyolojik molekillerden veya hiicre, organel, doku ve
mikroorganizma gibi canli biyolojik sistemlerden olusabilir. Fizikokimyasal
donustiriiciller ise sinyal 6lgim sistemlerine gore elektrokimyasal esasli, optik
esasli, kalorimetrik esasli, manyetik esasli ve piezoelektrik esasli biyosensorler

olarak siiflandirilabilir (Sekil 2.7.).
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Sekil 2. 7. Biyosensor bilesenleri ve calisma seklinin sematik gosterimi.

Analizi yapilacak biyolojik madde ile etkilesime girecek reseptoriin
tepkimesi goz Oniine alinarak uygun doniistiiriicii sisteminin se¢imi yapilir.
Biyotanima elemani ile hedef analitin etkilesim sonucu meydana gelen biyolojik
reaksiyonu olculebilir elektriksel sinyallere ¢eviren biyosensorler elektrokimyasal
biyosensorler olarak adlandirilir. Elektrokimyasal biyosensorlerin  ¢alisma
prensibi, hedef analitin konsantrasyonu ile dogru orantili olacak sekilde elektrik
sinyali Uretme Uzerine kuruludur (Monosik et al., 2012; Thevenot et al., 1999;
Zhang et al., 2003).

2.3. Peptidler

Peptidler, canli organizmalardaki metabolik ve fizyolojik siireclerde kritik
bir rol oynayan proteinlerin yapitagidir. Peptid, iki veya daha fazla amino asitin
peptid baglar1 ile birbirine baglanmasiyla olusan kisa bir amino asit zincir
yapisidir. Peptid baglari, bir amino asidin karboksil grubunun bir diger amino
asitin amino grubuna kovalent bag ile baglanmasiyla olusur ve meydana gelen
peptid baglar yiiksek sicaklik gibi proteinlerin yapisini bozacak kosullarda direng
gosterir. Bir peptid zincirinin 10 ile 20 amino asitin bir araya gelmesiyle olusan
yapisina oligopeptid, 20°den fazla amino asitin bir araya gelmesiyle olusan

dallanmis zincir yapisina ise polipeptid denilir (Friedberg et al., 1947).
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2.4. Alzheimer Hastahg

Alzheimer Hastaligt (AH), Alman bir noérolog olan Alois Alzheimer
tarafindan 1907 yilinda ilk kez tanimlanmistir. AH, kognitif (biligsel) bir hastalik
olup beyin hiicrelerinin ve néronlarin 6lmesi sonucu beynin kiigiilmesine (atrofi)
neden olan norodejeneratif bir bozukluktur. AH, klinik olarak hafiza kaybi ve
biligsel islev bozukluklar ile karakterize edilen demansin (bunama) en yaygin
nedenidir ve yaghlik hastaligi oldugu i¢in yashlarda demans vakalarinin
%80'inden fazlasini olusturmaktadir (Anand et al., 2014). Hafiza kaybi1 ve kognitif
bozuklugun yani sira dil iglevinde azalma ve sanrili bozukluklar (paranoya) da

hastaligin baska belirtileridir.

Damarsal hastaliklar, pozitif aile Oykiisii, kafa travmasi, metabolik
bozukluklar, depresyon gec¢misi, kronik stres, tiroit hastaligi, hareketsiz yasam
tarzi, alkol ve benzer toksik maddelerin tiilketimi demansin birgok nedenlerinden
bazilaridir. AH, giinlimiizde diinya ¢apinda 35 milyon kisiyi etkilemekte olup her
20 yilda bir iki katina ¢ikarak 2030'da 66 milyon ve 2050'de 115 milyon kisiyi
etkileyecegi tahmin edilmektedir (Alzheimer's Disease International, 2021;
Mishra et al., 2008).

AH, patolojik olarak néronal dejenerasyon ile karakterize edilir. AH, beynin
belirli bdlgelerinde, esas olarak, dejenere olan dendrit ve akson gibi ndronal
yapilar (distrofik noritik), hiicre i¢inde norofibriler yumaklar (NFY) ile gevrili
Amiloid-Beta (AB) igeren senil plaklarin hiicre disinda ¢ok fazla birikmesi ile
iligkilidir (Kirschner et al., 1987, Murphy et al., 2021).

Dejenerasyon, beynin hafiza ile ilgili boliimleri olan hipokamiis ve entorinal
kortekste baslar ve daha sonra dil, akil yiiriitme ve sosyal davraniglardan sorumlu
olan alanlar etkileyerek serebral korteksin genis alanlarina ulasarak ndronlari ve
baglantilarini yok eder ve beynin birgok boliimii hasar goriir (Selkoe, 2000). Hafif
hafiza kaybiyla baslayan ve konusmay1 siirdiirme ve ¢evreye yanit verme
yeteneginin kaybi ile hastanin giinliik yasamini1 engelleyen bu davranislar, kisilik
ve fonksiyonel kapasitede degisikliklere yol acar. Hastanin, bagimsiz olarak

yasama ve islev gorme yetenegi zamanla yavas yavas kaybolur. AH’nin kesin
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olarak bilinen bir nedeni olmamakla birlikte hastalig1 tek basina teshis edebilecek
bir test de bulunmamaktadir. Dolayisiyla belirli bir tedavi yontemi de
bulunmamaktadir. AH'de meydana gelen noropatolojik ve nérokimyasal olaylar
anlamadaki 6nemli ilerlemelere ragmen, yaslanma ile iligkili ilerleyici ve bilissel
islev bozuklugunun patogenezi biiyiikk Olclide belirsizligini korumaktadir

(Budimir, 2011).

Beyinde hiicre disinda biriken senil plaklarin ana bilesini olan A, AH’nin
patogenezinde kritik bir rol oynar (Hilbich et al., 1991; Morgan et al., 2004;
Zhang et al., 2013). Proteinler, hiicresel islev, yap1 ve tanima gibi meydana gelen
tim metabolik reaksiyonlar, canli organizmalardaki yasamsal veya biyolojik
faaliyetlerin yiiriitiilmesinde hayati 6nem tasiyan olaylardan sorumludurlar. Cok
sayida biyokimyasal siireg, yiliksek dereceli protein yapilarmin kararli ve iyi
diizenlenmis yapilara birlestirilmesine baglidir. Bu nedenle, yanlis katlanma ve
agregasyonla sonuglanan protein yapisinin diizensizligi, hiicresel fonksiyonlarda
bayuk olcekli hasara neden olabilir. Kontrolsiz protein agregasyonu
norodejeneratif bozukluklarin en biiyiikk nedenidir. Yanlis katlanma ile hastalik
baslangici arasinda net bir baglanti heniiz belirlenmemistir fakat bu proteinlerin
hastaligin ilerlemesine olan etkisi, cesitli sitotoksik biyokimyasal siireclerde yer
alan zararl protein agregatlarin serebral birikiminde agikga goriilmektedir (Chiti

et al., 2006).

2.5. Amiloid Yapilar

Amiloid, yanlis katlanan proteinlerin bir sinifidir. Amiloid terimi, ¢apraz
B-tabaka bakimindan zengin yapilar igeren anormal sekilde kiimelenen ¢ok cesitli
proteinleri kapsayan ve sitotoksik etkilere neden olan ¢ok daha genis bir tanima
sahiptir (Veloso et al., 2013). AH, Parkinson Hastaligi, Huntington Hastalig1 ve
tip 1 diyabet gibi hastaliklar, AP peptidinin, zararli fibriller agregatlara doniismesi
ve kendi kendine birlesebilen spesifik proteinlerin diizensizligi ile yakindan

iliskilidir (Bucciantini et al., 2004; Kayed et al., 2003).

Normal sartlarda ¢oziiniir bir formda bulunan amiloid, B-tabaka alt birimleri

arasinda anti-paralel olarak =-m istiflenmesiyle hizli ve kendiliginden birleserek
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konformasyonel degisikliklere ugrar ve yiiksek derecede ¢oziinmeyen diizenli
fibriler kiimeler olusturur. Ayrica, bu norodejeneratif hastaliklar, beyinde
fibrillerinin birikmesinin yan1 sira mitokondriyal disfonksiyon, oksidatif hasar,
anormal sinyal iletimi, iyon ve metal dishomeostazisi ve hiicre 6lumi gibi

olaylara neden olur (Hardy et al., 2002).

A ile iligkili ndrodejeneratif hastaliklar, hiicre i¢i yumaklar veya hiicre dis1
amiloid fibril birikintileri olarak ortaya ¢ikan hastalikli dokularin yapisal olarak
incelenmesiyle (histopatolojik olusumlarla) teshis edilir. AB, farkli nérodejeneratif
hastaliklarda farkli sekanslara sahip olmasina ragmen ara agrega tiirlerinin, benzer
patogenez mekanizmalarina sebep olan ve P-tabaka bakimindan zengin bir

hidrofobik ¢ekirdek ve fibril morfolojisi olmak tizere ortak yapisal motiflere sahip

oldugu goriilmektedir (Bucciantini et al., 2004; Glabe, 2006; Kayed et al., 2003).

AH’nin patogenezi, 40 aminoasit kalintisina sahip AP (1-40) ve 42
aminoasit kalintisina sahip AP (1-42) olan iki ana AB peptidinin, amiloid (senil)
plaklarda toplanmasi ve kiimelesmesi ile karakterize edilir. AB (1-40) ve
AB (1-42), amiloid plaklarin %90’indan fazlasini olusturdugu bilinmektedir
(Chiorcea-Paquim et al., 2018). AP, transmembran amiloid Oncii proteininin
(APP) B ve 7y sekretazlar tarafindan hidrolitik boliinmesiyle normal olarak
salgilanan kisa ve yaklagik 4-kDa olan kiguk bir peptidtir. AB (1-40) izoformu
insan biyolojik sivilarinda AB (1-42)’ye gore 9 kat daha fazla bulunur ve baskin
olarak ¢oziinen tirdiir. AP (1-40) viicut sivilarinda nispeten bol olsa da
AB (1-42)’nin C-terminal bolgesinde fazladan bulunan 2 hidrofobik kalint1 (lle-
Ala) bu peptidin hiicre dis1 plaklarinda birikme yatkinligin1 carpict bigimde
arttirir. Dolayisiyla, agregasyona ve fibrillogeneze yiiksek egilime sahip olan
AP (1-42), daha patojenik oldugu gercegini yansitir (Budimir, 2011; Hou et al.,
2004).

Monomerik olan endojen dogal AP, ¢apraz ikincil B-tabaka bakimindan
zengin yapilarin kendi kendine birlesme (self-assembly) siirecinin vasitasiyla
yuksek diizeyde duzenli ve ¢6zinmez kimelere yeniden diizenlenebilir. AB’nin

monomerik, ¢Ozunur rastgele bobin ve B-sarmal konformasyonundan fibriller
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agregatlara doniisme islemi, kiiresel oligomerler ve protofibriller dahil olmak
iizere ¢ok sayida molekiiler agirlig diisiik yapilarin (6rnegin dimerler, trimerler ve

tetramerler) ara tiriin olarak olusumunu kapsar (Chiorcea-Paquim et al., 2018).

Yapilan son ¢alismalar, fibril olusum siirecindeki ara {iriinleri temsil eden
¢ozunur amiloid oligomerlerinin, buytk kiimeler halinde biriken olgun fibrillerden
ziyade AH’nin patogenezinde birincil olarak sorumlu olabilecegini ileri
stirmstiir. (Bucciantini et al., 2004; Glabe, 2006). Baz1 arastirmalar ger¢ekten de
gecici ve kararsiz olan oligomerik ara irlinlerin; fibrillerden 10 Kkat,
monomerlerden ise 40 kat daha toksik oldugunu kanitlamistir. Diger ¢alismalarda,
AB'nin ¢ozunilr oligomerik formlarm/tiirlerin (pre-fibriller), daha ¢ok kiimelenmis
olgun fibrillerden veya protofibrillerden ziyade en toksik tiirler oldugunu
gostermistir  (Budimir, 2011). Bu yiizden, oligomerlerin olustugu erken
kiimelenme asamalarmin karakterizasyonu AH’nin erken asama tespitinde ¢ok

kritiktir.

Pre-fibriller evrelerdeki degisikliklerin saptanmasi i¢in son derece hassas,
uygun maliyetli yontemlerin gelistirilmesi, 6zellikle potansiyel bir terapotik
strateji olarak bu evreleri inhibe edebilecek bilesiklerin tanimlanmasi igin yararh
olacaktir. Ayrica, oligomerik ara maddelerin, ¢cogunlukla diisiik kararli durumdaki
konsantrasyonlart ve bu gecici tiirlerin kararsizligi, tespit edilmesinde biiyiik
sinirlamalar tegkil etmektedir ve bu durum AH igin klinik tedavilerin gelistirilmesi

icin onemli bir hedef haline gelmistir.

Son yillarda, AB peptidini tespit etmek ve fibriler polimerik agregatlara
gecisini izlemek i¢in gesitli yontemler kullanilmistir. Gelismis ekipmanlar, yliksek
uzmanlik ihtiyaci, karmasik islemler ve diislik tespit limitinin zorlugu nedeniyle,
norogorintileme, spektroskopik yontemler (CD, Raman ve FTIR) (Schweitzer-
Stenner, 2007; Yu et al.,, 2018), tioflavin T gibi optik olarak aktif problar
(Maezawa et al., 2008; Wolfe at al., 2010) ylzey karakterizasyonu saglayan
cihazlar (DLS, AFM ve TEM) (Harper et al., 1997), enzim baglantili
immdanosorbent tahlili (ELISA) (Englund et al., 2007) ve polimeraz zincir

reaksiyonu (PCR) gibi kullanilan geleneksel yontemler AP'yi tespit etse de
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stirecinin izlenmesinde yeterli degildir ve heniliz hasta basi tani cihazlar

uygulamaya sokulamamustir.

Diger bir taraftan, AH’ye yol acan amiloid agregasyonunun erken
evrelerinin izlenmesinde ve tespitinde AP temelli elektrokimyasal biyosensorlerin
gelistirilmesi; yiiksek hassasiyeti, tayin suresi, uygun maliyeti, kararliligi, diisiik

tespit limitleri gibi avantajlarindan dolay1 6nem arz etmektedir.

2.6. Peptid Tayinine Yonelik Elekrokimyasal Biyosensorler ve

Uygulamalan

Son on bes yilda AH’nin klinik tan1 ve tedavisi i¢in yapilan calismalar
biiyiik ilgi gérmektedir ve giin gectikce artmaktadir. Literatiirde farkli stratejiler
kullanilarak yapilan bircok AP peptid temelli elektrokimyasal biyosensor

calismas1 mevcut olup Tablo 2.1°de yapilan ¢alismalardan bazilar1 6zetlenmistir.

42 amino asitten meydana gelen insan AP (1-42) peptidinin icerdigi bes
potansiyel elektroaktif (redoks-aktif) amino asit kalintisinin dogrudan saptanmasi
elektrokimyasal analizine yonelik bir yontemdir. Bu elektroaktif bes amino asit
kalintis1 arasinda Tirozin (Tyr) en ylksek yukseltgenme tepe akimina sahiptir
(Suprun et al., 2015). Chikae ve arkadaglarinin 2008 yilinda yaptig1 bir calismada
(Chikae et al., 2008), altin nano pargacik modifiye perde baskili grafen elektrota
sakkarit tlrevlerinin immobilizasyonu gerceklestirilmistir. Hedef analit olarak
AP (1-40) ve AP (1-42) peptidlerinin gelistirilen biyosensor ile etkilesimi, DPV
kullanilarak Tyr oksidasyon sinyali iizerinden incelenmistir. Yapilan bu
calismada, Tyr aminoasidi AP agregasyonuna duyarl bir elektroaktif etiket gorevi
gostermistir. 2014 yilinda yapilan baska bir ¢calismada Rushworth ve arkadaslar
(Rushworth et al., 2014), hiicresel prion protein modifiye altin perde baskill
elektrot ile AP (1-42) oligomerlerinin hassas tayinini gergeklestirebilen

impedimetrik biyosensor rapor etmislerdir.



Tablo 2. 1. AP peptid temelli elektrokimyasal biyosensor ¢alismalari.
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. - Olgim | Tayin S
Peptid Elektrot Modifikasyon véntemi (LOD) Kaynaklar
cV
AP (1-42) SPGE pDAN SWV | 1,4pgmL~t Abbgg'zit al,
DPV
AB (1-42) | Altm elektrot | AuNP/MPA SWV | 52pg/mL Camgg;’?et al,
AB (1-40) cVv Chikae et
. IKae et al.,
SPCE AuNP/Sakkarit - 2008
AB (1-42) DPV
Geng et al.,
AB (1-40) GCE - SWV - 5008
AB (1-42) CPE . W
) ung et al.,
CNT SWV ol
AB (1-16)
ABO cv 0,16 pg/mL Liu et al
Iuetal.,
CFP AuPt 2001
DPV
Au disk Negahdary et
AB (1-42) lekirot MGN DPV | 02pg/imL | "0
APO Ni kopik li(kurkumi cv Qin et al
i kopu poli(kurkumin- inetal.,
elektrot Ni) 0,001 nM 2018
EIS
GCE
CS-aCNT v 0,87 Ranjan et al
P -al - , anjan et al.,
PA peptidi AUNP L P
DPV
ABO Au SPE POPA cv ~05pm | Rushworthet

al., 2014
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EIS
AB (1-16) cV . o
SPCE - 0,5 HM uprzuonlg al.,
rAB (1-16) SWV
Suprun et al.,
AB (1-16) SPCE - SWV ; e
AB (1-40) cv
Veloso et al.,
SPCE - ] 0
AB (1-42) DPV
AB (1-42) SPCE - SWV ; Ve'ozsé’lgt al,
cV
AB (1-40) y d
GCE - DPV | 0,7 ug/mL eztlergg%; et
AB (1-42) .
SWV

Kisaltmalar: Peptid: ABO: B-amiloid oligomer, BA: Beta amiloid, rAB: sigan B-amiloidi. Elektrot
cesitleri: SPE: perde baskili elektrot, CFP: karbon fiber kagit, SPGE: perde baskili grafen elektrot,
GCE: camsi karbon elekrot, SPCE: perde baskili karbon elektrot, CPE: karbon pastasi elektrot.
Modifikasyonda kullanilan malzemeler: MGN: mikro gézenekli altin nano yapi, PrPC: hiicresel
prion proteini, poli(kurkumin-Ni): kurkumin-nikel polimerizasyonu, AuPt: Altin-platin alagimi,
AuNP: altin nanopargactk, MPA: merkaptopropiyonik asit, pDAN: elektropolimerize
1,5-diaminonaftalen, CS: kitosan, aCNT: hizalanmis karbon nanotip, CNT: karbon nanotip,
POPA: politiramin/3-(4-hidroksifenil) propiyonik asit. Olgiim yontemi: DPV: diferansiyel puls
voltametrisi, CV: donusumli voltametri, EIS: elektrokimyasal empedans spektroskopisi,
SWV: kara dalga voltametrisi.

2.7. AB ve Metal iyonlar1 Arasindaki Iliski

lleri evre Alzheimer hastalarinin amiloid plaklar1 incelendiginde
agregatlarin igeriginde yiiksek konsantrasyonlarda Bakir (Cu), Cinko (Zn),
Aliminyum (Al) ve Demir (Fe) gibi bir takim gecis metallerinin varligina
rastlanmistir. Bu nedenle, AH’nin patolojisinde degisen metal homeostazinin
kritik bir rolii oynayabilecegine dair giiclii kanitlar vardir. Ciinkii, metal iyonlar

beyinde, oksidatif strese aracilik ederek protein katlanma siireglerini hizlandirip
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amiloid agregat konformasyonlarinin olusmasina neden olarak toksisiteye ve
norodejenerasyonun ilerlemesine aracilik ederler (Breydo et al., 2011; Jiang et al.,
2012). Oksidadif strese neden olan reaktif oksijen tdrlerinin (ROS) Uretimi, Cu(ll)
veya Zn(Il) gibi redoks aktif metallerinin arasinda meydana gelen reaksiyonlar

sonucu gergeklesir.

Gegis metal iyonlari, AP (1-42) peptidinde bulunan (¢ adet Histidin amino
asidi ile yuksek afinite gostererek metal-Ap (1-42) koordinasyonunu gergeklestirir
(Bush, 2008). Bu nedenle, klinik tanit ve tedavi i¢in metal kaynakli amiloid
agregasyon kinetigi ve toksik oligomer olusumunun ayrica bunlarin AH ile
iligkisini hizli, diisiik maliyetli ve hassas bir sekilde saptanmasma yonelik
calismalar ilgi cekicidir. Tablo 2.2°de literatiirde AR peptidleri ve metal iyonlar

etkilesimine yonelik yapilan elektrokimyasal biyosensor calismalar 6zetlenmistir.

Tablo 2. 2. AB peptidleri ve metal iyonlar1 etkilesimine yonelik elektrokimyasal

biyosensor ¢aligmalart.

Olciim Tayin
Peptid Elektrot Y('jr?temi Metal Simir1 Kaynaklar
(LOD)
Zn(ll), i Geng et al.,
AB (1-40) GCE SWV cuh 5008
AB (1-42) CPE SWV %‘83 ) Hung et al.,
AB (1-16) re(ll) 2012
zn(l),
AP (1-16) Cv Cu(ll), Suprun et
(Ap (1-16) | O CF SWV Mg(l1), 05uM 1 51 2015
Ca(ll)
Suprun et
AB (1-16) SPCE SWV Zn(l) - 2016
cV zn(l),
2‘3 (i'jg) GCE DPV cu(l), | 0,7 pg/mL \gfztlergg%?
B (1-42) SWV Fe(ll) 3

Kisaltmalar: Peptid: rAB: sican B-amiloidi. Elektrot cesitleri: SPCE: perde baskili karbon
elektrot, GCE: camsi karbon elekrot, CPE: karbon pastasi elektrot.  Olgiim yontemi:
CV: dontgiimli voltametri, SWV: kare dalga voltametrisi, DPV: diferansiyel puls voltametrisi.

Metaller: Zn(I1): ¢inko, Cu(ll): bakir, Mg(l1): magnezyum, Fe(l1): demir.
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2.8. Kurkumin

Kurkumin, zerdegal bitkisinin sar1 pigmentinden dogal yollarla tiretilen bir
polifenoldir. Hindistan’1n geleneksel tip teknigi Ayurveda’da "vicut temizleyici”
olarak yiizyillardir bir¢ok alanda yaygin olarak kullanildigi bilinmektedir (Hatcher
et al., 2008). Kurkumin, giinimuzde de anti-kanser, anti-oksidan, antimikrobiyal,
anti-amiloid, anti-trombotik, anti-inflamatuar, anti-diyabetik, anti-biyotik, yara
iyilestirme, anti-inflamatuar ve anti-viral dahil olmak Uzere bir¢cok farmakolojik
Ozellige sahip terapdtik bir ajan olmasi nedeniyle ilgi gérmektedir (Anand et al.,
2007; Lim et al., 2011; Menon et al., 2007; Ramsewak et al., 2000; Ruby et al.,
1995).

Son on yilda yapilan c¢alismalarda, kurkuminin farmakolojik aktif
bilesenlere sahip bir molekiil olarak proteinler dahil ¢esitli biyomolekiillere
baglanabilme yetenegi ortaya cikmustir. Ozellikle, yapilan in-vitro ¢alismalarda
kurkuminin anti-amiloid ozelligi sayesinde AP agregasyonunu inhibe etme
yetenegi ileri siiriilerek AH tizerinde yararli etkileri raporlanmistir (Caesar et al.,
2012; Mishra et al., 2008; Ringman et al., 2005; Thapa et al., 2016; Yanagisawa et
al., 2021; Yang et al., 2005).

HO OH
0 y xN o
. [}
CH; 0 0 CH;,

Sekil 2. 8. Kurkuminin kimyasal yapist.

Kurkuminin kimyasal yapisinda bulunan benzen halkalar1 tizerindeki
simetrik iki fenolik ve metoksi gruplarinin Van der Waals kuvvetleri ve n—n
istifleme gibi hidrofobik etkilesimleri sayesinde AP peptidindeki aromatik
kalintilar ile etkilesime girdigi bilinmektedir. Bu etkilesimler, amiloid f

tabakalarinin yapisinin bozulmasina neden olarak amiloid agregasyonun bloke
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edilmesini, plak gelisiminin bozulmasini ve toksisitesinin azaltilmasini

saglayabilmektedir (Kumaraswamy et al., 2013; Ono et al., 2004).

Literatiirde kurkuminle yapilan ¢alismalar, kurkumindeki 1,3-diketon yapisi
sayesinde kurkuminin Cu?*, Al*3, Zn?*, Fe?" gibi gecis metal iyonlar ile kolayca
selatlanarak kompleksler olusturabildigini gostermektedir (Ferrari et al., 2014;
Dinesh et al., 2017; Khorasani et al., 2019). Kurkumin, Kketo-enol
tautomerlesmesini  saglayan 1,3-diketon yapist sayesinde ve gecis metal
iyonlariyla kompleks olusturmak i¢in enolik hidroksil gruplarinin deprotonasyonu
nedeniyle iyi bir ligand 6zelligi gosterdigi bildirilmistir (Borsari et al., 2002).
Elektrot modifikasyonunda kullanilan kurkumin-bakir kompleksinin elektron
transferini kolaylastirdigi rapor edilmistir (Bard, 2010). Kurkuminin bu benzersiz
yapisal Ozellikleri onu koordinasyon kimyasi ve metal iyonu algilamada cesitli
uygulamalar icin cazip bir aday haline getirmektedir. Oregin, elektroaktif bir
ozellige sahip olan kurkumin iki metoksi fenol grubu ve keton grubu icemesi
alkali kosullar altinda serbest radikaller araciligiyla elektrot yiizeyine polimerize
olarak elektrot verimliligini arttirabilmektedir. Kurkuminin metal iyonlarina olan
afinitesi gbéz Oniline alinarak metaller ile kompleksinin elektot yiizeyine
kaplanmasi, modifiye edildigi elektotlarin elektrokimyasal performansini arttirdig
rapor edilmistir (Ciszewski et al., 2003; Devadas et al., 2014; Khorasani et al.,
2019; Majdi et al., 2007; Qin et al., 2018). Ayrica, polimer-metal modifiye
elektrotlarin hazirlanmasinin kolay oldugu ve daha tekrarlanabilir sonuglar verdigi

de bildirilmistir.

Ciszewski ve arkadaglari 2003 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada dongusel
voltametri teknigini kullanarak kurkumin-nikel bazli kimyasal olarak modifiye
edilmis doner disk elektrodun (poli-Ni(ll)kurkumin) karakterizasyonunu
gostermistir (Ciszewski et al., 2003). 2017 yilinda, Dinesh ve arkadaslar
Cu(I)-kurkumin modifiye camsi karbon elektrot (Cu-kurkumin/GCE) kullanarak
4-nitrofenollin elektrokimyasal tayinini gergeklestirmistir. Cu-kurkumin/GCE'nin
karakterizasyonu dongusel voltammetri ve elektrokimyasal empedans
spektroskopisi ile gosterilmistir (Dinesh et al., 2017). 2014 yilinda Devadas ve
arkadaslari, polikurkumin modifiye camsi karbon elektrot kullanarak epinefrin ve

p-asetoaminofenol tayini i¢in elektrokimyasal yontem tabanli voltametrik bir



27

teknik rapor etmistir (Devadas et al., 2014). Cesitli amino asitlerin (alanin,
L-arginin, L-fenilalanin, L-lizin ve glisin) elektrokatalitik oksidasyonu, Majdi ve
arkadaglar1 tarafindan gelistirilen donglsel voltametri, kronoamperometri ve
elektrokimyasal empedans spektroskopisi teknikleri kullanilarak camsi karbon
elektrot yizeyine modifiye edilmis bir poli-Ni(ll)-kurkumin filmi kullanilarak
arastirilmistir (Majdi et al., 2007).

Literatirde amino asitler, proteinler ve peptidler gibi biyomolekullerin
tayini icin gelistirilmis cesitli elektrokimyasal ¢alismalar bulunmaktadir (Qin et
al., 2018; Majdi et al., 2007; Yaral et al., 2020; Erdem et al., 2014). Kurkuminin
elektroaktif yapisi ve AP’ye olan afinitesi goz Oniine alinarak A tayininde
kullanilmak tizere kurkumin-metal kompleks bazli elektrokimyasal sensor
uygulamalar1 AH’nin erken evre teshisinde umut vaat etmektedir. Qin ve
arkadaglarmin 2018 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada, amiloid p oligomerinin
belirlenmesi icin Ni kopuk substrat Gzerinde kurkumin-Nikel elektropolimerize
poli(kurkumin-Ni) elektrot ile impedimetrik yonteme dayali bir elektrokimyasal
biyosensor gelistirmistir. Poli(kurkumin-Ni) bazli elektrot kullanilarak yapilan
impedimetrik 6lcimler soncunda 0,001-5 nM araliginda ABO konsantrasyonlari

ile orantili degisen bir empedans yanit1 gozlenmistir. (Qin et al., 2018).

AB, kurkumin ve metal iyon Gg¢listinun herbirinin birbirine olan afinitesi
g0z Oniine alindiginda A tayininde kullanilmak {izere kurkumin-metal kompleks
modifiye elektrot gelistirilmesi AH’nin tayinine uygulanabilme potansiyeline
sahiptir. Tez ¢alismasinda, kurkumin-bakir kompleksinin elektropolimerizasyonu,
dongiisel voltametri (CV) kullanilarak bir kalem grafit elektrot (PGE) uzerinde
gerceklestirilmis ve ardindan AP (1-42)'nin  poli(Kur)-Cu(ll) kompleksi ile
etkilesmesi, elektrokimyasal empedans spektroskopisi (EIS) teknigi kullanilarak

arastirilmastir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Kullanilan Cihazlar

Tez calismasi kapsaminda yapilan deneylerde kullanilan cihazlar,

ekipmanlar ve yazilimlar asagida verilmistir.

Potansiyostat (AUTOLAB- PGSTAT 204, FRA 2 moduli, NOVA 1.11

programi; Eco Chemie, Hollanda)

Calisma elektrodu (Kalem grafit elektrot; Kalem: Rotring; kalem ucu:
Tombow 0,5 HB)

Referans elektrot (Ag/AgCl, BAS, Model RE-5B, W. Lafayette, ABD)
Yardimei elektrot (Platin tel)
Faraday kafesi
Terazi (Mettler Toledo AB204-S)
pH metre (Orion 420A)
Vorteks (Biosan V1)
Termal karistiric1 ( Biosan TS 100)
Manyetik karistict (Biosan MS 3000)
3.2. Kullanilan Kimyasal Maddeler
Amiloid B Proteini (AB) (1-42), Bachem, Almanya

Bakir (II) kloriir dihidrat (CuCl».2H.0), Merck
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Nikel (I1) klorir hekzahidrat (NiCl>.6H20), Merck

Aliminyum (111) klorir hekzahidrat (AlICI3.6H20), Merck

Kurkumin, Sigma-Aldrich

Potasyum hekzasiyanoferrat (I1) trihidrat, Sigma

Potasyum hekzasiyanoferrat (I11), Sigma

Sodyum klorur (NaCl), Sigma

Potasyum klorlr (KCI), Sigma

Sodyum Hidroksit (NaOH), Sigma

Asetik Asit (%99-100), Merck

Hidroklorik asit (%37), Merck

Ultrasaf su

3.2.1. Ap (1-42) peptidinin aminoasit dizisi

AB (1-42) peptidi, Bachem (Almanya) firmasindan satin alimmistir. Ilgili firma
tarafindan AP (1-42) hakkinda verilen bilgiler Tablo 3.1’de yer almaktadir.
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Tablo 3. 1. AB (1-42) peptidinin aminoasit dizisi.

AP (1-42) Aminoasit Dizisi | ASP, ALA, GLU, PHE, ARG, HIS, ASP, SER, GLY,
TYR, GLU, VAL, HIS, HIS, GLN, LYN, LEU, VAL,
PHE, PHE, ALA, GLU, ASP, VAL, GLY, SER, ASN,
LYS, GLY, ALA, ILE, GLY, LEU, MET, VAL, GLY,
GLY, VAL, VAL, ILE, ALA

AP (1-42) Aminoasit Dizi DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGL
Kisaltmasi MVGGVVIA

AP (1-42) Peptidinin C203H311N55060S1

Molekdiler Formuli

3.2.2. Kullanilan ¢o6zeltilerin hazirlanmisi

Tampon c¢ozeltiler ultra saf su kullanilarak hazirlanmistir. Cam siseler

icerisinde muhafaza edilerek buzdolabinda +4°C’de saklanmistir.

0,50 M asetat tampon (ABS) ¢ozeltisinin hazirlanisi (pH: 4,8)

0,5 M asetat tampon ¢ozeltisinin hazirlanmasi igin 1 litre saf su icerisinde
28,9 mL asetik asit ve 1,168 g NaCl (0,02 mol) ¢ozildi. Cozeltinin pH'sinin 4,8
degerine ulagmasi igin 0,1 M HCI ve/veya 0,1 M NaOH ilave edilerek pH metre

Olcuim ile ayarlanmustir.

0,05 M fosfat tampon (PBS) ¢Ozeltisinin hazirlams1 (pH: 7,4)

0,05 M fosfat tampon ¢o6zeltisinin hazirlanmast i¢in 1 litre ultra saf su
icerisinde 1,36 g (0,01 mol) KH2PQOg4, 6,96 g (0,04 mol) K:HPO4 ve 1,168 g NaCl
(0,02 mol) ¢ozildu. Cozeltinin pH'sinin 7,4 degerine ulagmasi i¢in 0,1 M HCI
ve/veya 0,1 M NaOH ilave edilerek pH metre 6l¢iimii ile ayarlanmistir.
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2,5 mM redoks probu cozeltisinin hazirlanisi

CV ve EIS olgiimlerinde kullanilacak redoks probu, 200 mL saf su
icerisinde 2,5 mM Fe(CN)s*7* ve 0,1 M KCl igerecek sekilde hazirlanmustir.

3.2.3. PGE yuizey modifikasyonunda kullanilan ¢ozeltilerin hazirlanisi

3.2.3.1. Kurkumin co6zeltisinin hazirlanisi

10 mM Kurkumin, 0,1 M NaOH c¢ozeltisi igerisinde karistirilarak

hazirlanmstir.

3.2.3.2. Metal cozeltilerinin hazirlanisi

Bakir Klorur dihidrat, nikel klorlr hekzahidrat ve aliminyum klorir

hekzahidrat ultrasaf su icerisinde karistirilarak hazirlanmistir.

3.2.4. AP (1-42) ¢ozeltisinin hazirlanisi

AP (1-42) c¢ozeltisi 1 mM konsantrasyonda DMSO igerisinde sonike
edilerek hazirlanmistir ve -20°C’de dondurularak saklanmustir. Stok ¢ozeltilerden

yapilan seyreltmeler PBS kullanilarak gerceklestirilmistir.

3.3. Kullanilan Ydntem

Deneysel prosediirin uygulamasi Sekil 3.1’de verilmistir.

I. PGE'nin elektrokimyasal aktivasyonu
ii. PGE Uzerinde kurkumin-metal kompleksinin elektropolimerizasyonu
iii. Kurkumin-metal kompleks modifiye edilmis PGE yiizeyinde AP (1-42)

immobilizasyonu
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Sekil 3. 1. Elektrokimyasal A (1-42) tayinine yonelik gelistirilen peptid temelli impedimetrik

biyosensore ait deneysel prosedrl 6zetleyen sema.

3.3.1. Kalem grafit elektrotlarin (PGE) hazirlanisi

Calisma boyunca kullanilan tek kullanimlik kalem grafit elektrotlar (PGE),
Tombow kalem uglarinin 3,0 cm olarak kesilmesi ile kullanima uygun hale

getirilmistir.

Kalem grafit elektrotlarin aktivasyonu, ABS tamponu (pH: 4,8) icerisinde
30 saniye suresince +1,4 V potansiyel uygulanarak gerceklestirilmistir.

3.3.2. PGE yiizeyinde kurkuminin elektropolimerizasyonu (poli(Kur)/PGE)

Kurkumin elektropolimerizasyonu, CV teknigi kullanilarak +0,15 V ile
+0,55 V potansiyel araliginda, 100 mV/s tarama hiziyla, 16 dongiide
gerceklestirilmistir (Devadas et al., 2014). Kurkumin ile modifiye edilmis kalem
grafit elektrot (PGE) 10 dakika boyunca kurumaya birakilmistir.
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3.3.3. PGE yiizeyinde kurkumin-bakir kompleksinin elektropolimerizasyonu

Kurkumin-Cu(ll) kompleksinin elektropolimerizasyonu, CV teknigi
kullanilarak +0,15 V ile +0,55 V potansiyel araliginda, 100 mV/s tarama hiziyla,
16 dongiide gergeklestirilmistir.

3.3.4. Kurkumin-bakir kompleks elektropolimerize PGE yiizeyine Ap (1-42)

immobilizasyonu

Kurkumin-Cu(Il) kompleksi elektropolimerize PGE (poli(Kur)-Cu(I1)/PGE)
5 UM konsantrasyonda AP (1-42) ¢ozeltisine daldirilmistir ve 30 dakika boyunca

bekletilerek immobilizasyonu gergeklestirilmistir.
3.4. Voltametrik Olglimler

Elektrotlarin elektrokimyasal karakterizasyonu, 0,1 M KCl igeren 2,5 mM
Fe(CN)s*/Fe(CN) ¢* redoks prob ¢ozeltisinde dongiisel voltammetri (CV) teknigi
kullanilarak incelenmistir. CV, 50 mV'luk bir puls genliginde -0,5 V ile +1 V

potansiyel araliginda 50 mV/s'lik tarama hizinda gergeklestirilmistir.

Ayrica, diferansiyel puls voltametrisi (DPV) 50 mM PBS (pH: 7,40) iginde,
50 mV puls genliginde 0,00 V ile +1,45 V potansiyel araliginda 50 mV/s tarama
hiziyla gergeklestirilmistir.

3.5 Empedans Olgumleri

Poli(Kur)-Cu(11)/PGE'nin elektrokimyasal karakterizasyonu elektrokimyasal
empedans spektroskopisi (EIS) teknigi ile gergeklestirilmistir. Bu 6l¢timler 0,1 M
KCl iceren 25 mM Fe(CN)s*/Fe(CN)s* redoks prob cozeltisinde
gerceklestirilmistir. Randles devresi i¢indeki elementlerin degerleri NOVA fitting
programi (siiriim 1.11, EcoChemie, Hollanda) kullanilarak belirlenmistir. ilgili
yarim dairenin ¢ap1 transfer edilen yike karsi olusan direnci (Rct) temsil
etmektedir.
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4. BULGULAR

4.1. PGE Yiizeyinde AP (1-42) Tayinine YOnelik Bulgular

1 ile 30 pM konsantrasyon araliginda degisen AP (1-42)’nin PGE ylizeyine
immobilizasyonu gergeklestirilmistir. AR (1-42)’nin elektrota immobilizasyonu
sonrasinda elektrotlar ile redoks probu ¢ozeltisinde EIS teknigi ile gerceklestirilen
Olcimlerden elde edilen Niquist egrileri ve elde edilen Rect degerleri ile

olusturulmus ¢izgi grafigi Sekil 4.1°de verilmistir.

A
400
350 | 20 pM AB(1-42)
15 uM AB(1-42)
300 | 7puMAB(1-42)
5 uM AB(1-42)
g 250 | qumAB(1-42)
- 200 | PGE
N
150 o ]
100 R ]
0 Ret W
100 200 300 400 500 600 700
Z'(Q)
B
350 -
300 -
— 250 A
&
S 200
£ 150 -
100 4
50 S
0 T T T T T T L]
0 1 5 7 15 20 30
APB(1-42) Konsantrasyonu (uM)

Sekil 4. 1. (A) PGE yiizeyinde farkli konsantrasyonlarda AP (1-42) immobilizasyonu sonrasi EIS
Ol¢timlerimlerinden elde edilen Niquist diyagramlari. (B) PGE yiizeyinde farkli
konsantrasyonlarda AB (1-42) immobilizasyonu sonrasinda yapilan EIS 6lglimlerinden
elde edilen Rct degerlerine dayali ¢izgi grafigi. i¢ sekil: Empedans verilerini
diizenlemede kullanilan esdeger devre modeli. Rs, ¢ozelti direnci; Rct, elektrot/elektrolit
ara yuzeyindeki yik transfer direnci; Sabit faz element W, elektrot yizeyinde kitle

transferinden kaynaklanan Warburg empedansi.
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AB (1-42)’nin 1 uM, 5 uM, 7 uM, 15 uM ve 20 uM konsantrasyonlarinda
PGE ylizeyine immobilizasyonu sonrasinda impedimetrik 6l¢iimlere ait Niquist

diyagramlar1 ve 6lgllen Rct degerini temsil eden kalibrasyon grafigi Sekil 4.2°de

verilmistir.
A a0l p— p—
20 pM AR(1-42) :
- 15 pM AR(1-42) ’ 1
7 UM AB(1-42) . d
S00F  5umAp(1-42) et
L 1.uM AB(1-42) - )
a PGE - X
200 e . :
"‘l'I - .l--l = g
P .:-«;' . e |
100F .., ool T :
_F:«.-'b:-,'- oy ."l q___:l-'*;’_,-'- T i
: Tl |
n. f . | I¢\"'_ 4
100 200 300 400 500 600 700
Z' (Q)
B 3507
300 -
250 - =
E 200 T
E "
s 1801 7 y=10,20x+110,07
® 100 - RI=10.99
50 A
0 ; \ ; .
0 5 10 15 20
AP (1-42) Konsantrasyonu (4M)

Sekil 4. 2. (A) PGE yiizeyinde farkli konsantrasyonlarda AP (1-42) immobilizasyonu sonrasi
Olcumlerden elde edilen Niquist diyagramlari. (B) PGE ylizeyinde 1 ila 20 pM
arasinda degisen farkli konsantrasyon seviyelerinde AP (1-42) immobilizasyonu

sonrasi Ol¢iimlerden elde edilen Rct degerini temsil eden kalibrasyon grafigi.
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4.2. Elektrot Yiizeyine Ap (1-42) immobilizasyonun Sicakhk ile
Tliskisine Yonelik Bulgular

AP (1-42)nin PGE yiizeyindeki immobilizasyonu 4°C ve 37°C sicaklik

kosullart altinda incelenmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 4.3'te gosterilmistir.

A 400 r T T T T T n
300 | T
: 200 | . ]
N ] L ]
100 0 Ll e [y
E ;'...."-":.l:v...- ._g,_‘ - }_ ]
0 { 1 aI bI 1 ‘_‘R_c:l-_\;:‘_‘ .I_
100 200 300 400 500 600
Z' (Q)
B 400 T T T T T T
300 - . ]
g 200} S C
N T A i
100 F ° PR -
. ._'. uuv"a A L ;“_ﬁ_-_‘ .
" ‘l’ 1 1 1 1 1 s F.
100 200 300 400 500 600
Z' (Q)

Sekil 4. 3. AP (1-42)nin farkli sicaklik degerlerinde elektrot ylizeyine immobilizasyonunu
gosteren Niquist diyagramlart. (A) 4°C (a) PGE (b) AP (1-42)/PGE. (B) 37°C (a)
PGE, (b) AP (1-42)/PGE.
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4.3. PGE Yizeyine Kurkumin Elektropolimerizasyonunun

Elektrokimyasal Karakterizasyonuna Yonelik Bulgular

Yontem 3.3.2°de anlatildigr gibi, kurkuminin PGE ylizeyine modifikasyonu,
CV teknigi kullanilarak elektropolimerizasyon islemi ile gergeklestirilmistir. PGE
yuzeyine kurkuminin elektropolimerizasyonu sonrasi elde edilen sonuglar Sekil

4.4'te verilmistir.

A
120 | b
2 30 ‘
E g
I~ 60
=4
40
20
0
0.15 0.25 035 045 0.55
POTANSIYEL (V)
B 2000 | '
. :‘c'—.
b .
a
= 1000 | o
N )
.' §1on::
L ¥ 50:;.-' ~
i/a ol
o | 100 :2310 300
0 1000 2000 3000 4000
Z'(Q)

Sekil 4. 4. (A) (a) PGE (b) 5 mM poli(Kur)/PGE’ye ait dongiisel voltammogramlar. (B) (a) PGE
(b) 5 mM poli(Kur)/PGE'yi temsil eden Niquist diyagramlari.

CV yontemi ile gergeklestirilen kurkuminin elektrot yiizeyine

polimerizasyonunun elektrokimyasal karakterizasyonu Sekil 4.5’te gosterilmistir.
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PGE ve poli(Kur)/PGE elektrotlarina ait anodik (Ia) ve katodik (Ic) pik akimi ile

anodik bagil yik (Qa) ve katodik bagil yiikiin (Qc) ortalama degerleri ve

hesaplanan yuzey alani1 (A) degerleri Tablo 4.1’de verilmistir.

AKIM (pA)

0.5

0 0.5
POTANSIYEL (V)

Sekil 4. 5. (a) PGE (b) Poli(Kur)/PGE 2,5 mM redoks prob ¢ozeltisinde elde dilen CV 6él¢timlerine

ait voltammogramlar.

Tablo 4. 1. PGE ve poli(Kur)/PGE ile él¢ulen anodik pik akim (l.) ve katodik pik akimi (I¢) ile

anodik bagil yiik (Qa) ve katodik bagil yiikiin (Q.) ortalama degerleri (n=3) ve yiizey

alanlar1 (cm?).

la (HA); Ic (HA); Qa(MC); | Q¢ (MC); y
Yiizey
Elektrotlar 2
Alam (cm?)
% RSD % RSD % RSD % RSD
104,35 + 99,61 1,36 + 1,34 +
3,32; 3,72; 0,07; 0,07;
PGE 0,253
% 3,18 % 3,74 % 5,20 % 5,28
10,60 £
18,52 + 0,45 0,30 =
) 9,58; 0,02; 0,02;
Poli(Kur)/PGE 2,75; 0,026
% 51,76 % 4,44 % 5,15

% 25,92
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4.4. Kurkumin ve Metal Kompleksinin Etkilesimine Y0Onelik Bulgular

3 farkli metal (AICI3, CuClz, NiCly) ve kurkumin arasindaki etkilesim
clektrokimyasal yonteme dayali incelenmistir. 5 mM  kurkumin ve
5 mM metal 1:1 oraninda karigtirilarak hazirlanmistir. PGE tizerine kurkumin-
metal kompleksinin elektropolimerizasyonu sonrast DPV  teknigi ile PBS
tamponunda Olgtimler alinmustir.  Kurkumin-Al(lI1),  kurkumin-Cu(ll) ve
kurkumin-Ni(ll) kompleks yapilarinin PGE yiizeyinde elektropolimerizasyonu

sonrasinda elde edilen sonuglar Sekil 4.6 ve Tablo 4.2'de verilmistir.

Poli(Kur)/PGE'ye kiyasla kurkumin ile her bir metal arasindaki etkilesim

sonrast % degisim degerleri, Denklem (4.1)'e gore hesaplanmustir.
e I I
% Degisim =—— x100 (4.1)
Denklem (4.1)’de Ix poli(Kur) elektropolimerize PGE’nin 6l¢iim sonrasinda

elde edilen ortalama akim degerini, Iy ise poli(Kur) ile metal arasindaki etkilesim

sonrasinda elde edilen ortalama akim degerini temsil etmektedir.
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AKIM (pA)
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01 02 03 04 05 06 0.7 0.8
POTANSIYEL (V)
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AKIM (pA)

A A . A A .

01 02 03 04 05 06 0.7 08

POTANSIYEL (V)

Sekil 4. 6. (A) (a) PGE (b) Al(I11)/PGE (c) Poli(Kur)/PGE (d) Poli(Kur)-Al(lI1)/PGE. (B) (a) PGE
(b) Cu(IN/PGE (c) Poli(Kur)/PGE (d) Poli(Kur)-Cu(ll)/PGE. (C) (a) PGE (b)
Ni(IN/PGE  (c) Poli(Kur)/PGE (d) Poli(Kur)-Ni(IN/PGE sinyallerine ait

voltammogramlar.
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Tablo 4. 2. Kurkumin, metal ve kurkumin-metal etkilesimleri sonrasi 6lgiilen pik potansiyelleri,

ortalama akim degerleri (n=3) ve % degisimleri.

Ortalama akim
Elektrotlar Pik Po({';l)nswell degeri (NA); Degisim (%)
% RSD
PGE +0,63V Sinyal yok
7103,67 + 226,73;
Poli(Kur)/PGE +0,45V
% 3,19
382,67 * 86,26;
Al(H)/PGE +0,63V
% 22,54
4234,67 £ 528,95; % 40,38 azalis
Poli(Kur)-Al(111)/PGE +0,43V
% 12,49 (0,6 kat)
294,33 + 47,08;
Cu(I1D/PGE +0,66 V
% 15,99
3338,33 £ 170,94; % 53,01 azalis
Poli(Kur)-Cu(I1)/PGE +0,43V
% 5,12 (2,1 kat)
88,67 + 28,50;
Ni(11)/PGE +0,63V
% 32,14
6838,33 + 673,55; % 3,74 azalig
Poli(Kur)-Ni(I)/PGE +0,43V % 9,85
(0,96 kat)
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4.5. Poli(Kur)-Cu(I1)/PGE Yiizeyinde A (1-42)'nin Impedimetrik

Tayinine Yonelik Bulgular

5 mM kurkumin-Cu(ll) kompleksinin elektropolimerizasyonu PGE
yuzeyinde gergeklestirilmis ve EIS 0lcumu alinmistir. Elde edilen sonuglar Sekil

4.7 ve Tablo 4.3’te sunulmustur.

6000 F——————— . . . .
4000 - et d . |
i}] 400 )
2000 5300 _
- 100 ' |
: Nadl o
0 | Wb 200 400 Zﬁtgﬁ 800 1000 |
0 2000 4000 6000 8000 10000 12000
Z' (Q)

Sekil 4. 7. (a) PGE (b) 5 mM Cu(ll) varliginda elektropolimerize edilen PGE (c) 5 mM kurkumin
varhiginda elektropolimerize edilen PGE ~ (d) 5 mM:5mM oranminda hazirlanan
poli(Kur)-Cu(ll) elektropolimerize PGE’ye ait elde edilen Niquist diyagramlari.
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Tablo 4. 3. PGE, Poli(Kur)/PGE, Cu(Il)/PGE ve Poli(Kur)-Cu(Il)/PGE ile 6lcilen ortalama Rct

degerleri (n=3) ve % degisimleri.

Ortalama Rct degeri (Ohm);
Elektrotlar
% RSD
81,37 + 15,71,
PGE
% 19,30
) 2085,00 + 261,63;
Poli(Kur)/PGE
% 12,55
729,00 + 46,67,
Cu(I1D/PGE
% 6,40
) 8565,00 + 1788,98;
Poli(Kur)-Cu(I11)/PGE
% 20,89

4.6. Farkh Konsantrasyonlarda Kurkumin-Bakir Etkilesimlerine

Yonelik Bulgular

Kurkumin ve Cu(ll) arasindaki etkilesim g¢alismalar1 farkli konsantrasyon
oranlarinda (5:5, 5:10, 10:5 ve 10:10 mM:mM) gerceklestirilmistir. Elde edilen

sonuclar Sekil 4.8 ve Tablo 4.4'te sunulmustur.
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Sekil 4. 8. (a) PGE (b) 10 mM Cu(Il) varhginda elektropolimerize edilen PGE (¢) 10 mM
kurkumin varliginda elektropolimerize edilen PGE (d) 10 mM:10 mM poli(Kur)-
Cu(ll) elektropolimerize PGE 2,5 mM redoks probu icinde elde edilen Niquist

diyagramlari.
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Tablo 4. 4. Farkli konsantrasyonlarda kurkumin ile Cu(ll) etkilesimleri sonras1 6lgiilen ortalama

Rct degerleri, % RSD (n=2) ve % degisimleri.

Poli(Kur)/ Cu(I)/PGE
. . PGE ile ile
Kurkumin:Cu(ll) PGE POIFI,(gIlEJ n/ C;g IIE)/ CPS(I ;E;Sg I-E Karsilastirill | karsilastirildi
diginda % ginda %
degisim degisim
81,37 + 2085,00 729,00 = 8565,00 * 9% 310,79 % 1074,90
5 mM:5mM 15,71; 261,63; 46,67; 1788,98; artiy artiy
% 19,30 % 12,55 % 6,40 % 20,89 (4,10 kat) (11 kat)
208500+ | 640,50 + 1790,00 + g
8115'3771? 4 141’15 % 179,47 artis
. L 261,63; 205,77; 28,28; Rt
5mM:10mM (2,8 kat)
%19,30 %1255 | %3213 %1,58 (0,86 kat) ’
729,00 + 0
10mM:5mM hds 140, 46,67; A4, azalig )
%1930 | %1432 | o640 % 76,02 (0,6 kat) (4.7 kat
640,50 = 0
BLoTE | B8N0 2845,00 + 0 SST 1 9 344,18 arng
10mM:10mMm e s 205,77; 629,33; ¥ (44 kat)
%1930 | %1432 | 053213 % 22,12 (0,5 kat) ’
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4.7. Poli(Kur)-Cu(11)/PGE Yiizeyinde Farkh Sicakhklarda Ap (1-42)

Immobilizasyonun incelenmesine Yonelik Bulgular

10 mM:10 mM  konsantrasyon  oranindaki  kurkumin-Cu(ll)
elektropolimerize PGE yiizeyine 5 uM AP (1-42) immobilizasyonu 4°C ve 37°C
olmak iizere farkli sicakliklarda 30 dakika siireyle gergeklestirilmistir. Farkli
sicakliklarda yapilan

AP (1-42) immobilizasyonu c¢alismalar1 sonrasinda elde edilen sonuglar
Sekil 4.9 ve Tablo 4.5'te verilmistir.

4000 . . o
- - . [ ] b -. --
N 2000 F . . I. [ Teee? ¢
o ® e, e _6077 Jl
[ Ce e, ® 0qge® ?40; v!

ol b a °£‘o‘"1éq?' S‘}so“zéo _
0 2000 4000 6000 8000 1000012000
Z'(Q)

Sekil 4. 9. (a) PGE (b) Poli(Kur)-Cu(Il)/PGE (c) 4°C'de 5 uM AP (1-42) immobilize
poli(Kur)-Cu(Il)/PGE (d) 37°C'de 5 uM AP (1-42) immobilize poli(Kur)-Cu(l1)/PGE
2,5 mM redoks probu i¢inde elde edilen Niquist diyagramlari.



48

Tablo 4. 5. Poli(Kur)-Cu(Il)/PGE vylzeyinde 4°C ve 37°C sicakliklarinda AP (1-42)

immobilizasyonu sonrasi dl¢iilen ortalama Rct degerleri (n=2) ve % degigimleri.

Ortalama Rct degeri 5 uM AP (1-42)
Elektrotlar (Ohm); immobilizasyonu
% RSD sonrasi % degisimi
) 2845,00 + 629,33;
Poli(Kur)-Cu(I)/PGE
% 22,12
4°C’de 5 uM Ap (1-42) 7745,00 + 1746,55; % 172,23 artis
immobilize 0
poli(Kur)- Cu(11)/PGE % 22,55 (2,7 kat)
37°C’de 5 uM A (1-42) 2125,00 + 615,18; % 25,31 azalis
immobilize i
poli(Kur)- Cu(l1)/PGE % 28,95 (0.7 kat)

4.8. Poli(Kur)-Cu(ll) Kompleksinin Ap (1-42) ile Etkilesimine YOnelik

Bulgular

AB  (1-42)nin  Cu(Il)/PGE, poli(Kur)/PGE ve poli(Kur)-Cu(ll)/PGE
yizeylerine immobilizasyonu sonrasi biyosensdr yaniti impedimetrik yontemle
incelenmistir. 5 uM AP (1-42), elektrot ylizeylerine 4°C'de 30 dakika boyunca
immobilize edilmistir. Elektrot yiizeyine 5 uM AP (1-42) immobilizasyonu
sonrasinda elde edilen Niquist diyagramlar1 Sekil 4.10°da gdsterilmistir. Gorlnur
kismi kaplama (O%) (Janek et al., 1998) AP (1-42) immobilize edilmis
poli(Kur)/PGE ve poli(Kur)-Cu(Il)/PGE igin ayr1 ayr1 hesaplanmistir . Elde edilen
sonuclar Tablo 4.6'da verilmistir.
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Sekil 4. 10. (A) (a) PGE (b) Cu(ll)/PGE (c) 5 uM AP (1-42) immobilize Cu(Il)/PGE. (B) (a) PGE
(b) Poli(Kur)/PGE (c) 5 uM AP (1-42) immobilize poli(Kur)/PGE. (C) (a) PGE (b)
Poli(Kur)-Cu(l1)/PGE (c) 5 uM AB (1-42) immobilize poli(Kur)-Cu(l1)/PGE 2,5 mM

redoks probu i¢inde elde edilen Niquist diyagramlari.
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Tablo 4. 6. Poli(Kur)/PGE, Cu(Il)/PGE ve poli(Kur)-Cu(Il)/PGE yiizeylerinde AP (1-42) ile

etkilesimi Oncesi ve sonrasi dlgiilen ortalama Rct degerleri (n=2), % degisimleri ve

goriiniir kismi kaplama degerleri.

Ap (1-42)
Ortalama Rct immobilizasyonu Ap (1-42) Gortnar
Elektrotlar degeri (Ohm); sonrasi ortalama immobilizasy kasmi
YoRSD Rt degeri (Ohm); onu sonrasi kaplama
0 % degisim oRr)
%RSD
81,37 £ 15,71,
PGE
% 19,30
5875,00 + 841,46; | 7095,00 £ 1689,99; | % 20,77 artis
Poli(Kur)/PGE 0,17
% 14,32 % 23,82 (1,22 kat)
640,50 + 205,77; 535,50 + 37,48; % 16,39 azalig
Cu(I)/PGE *
% 32,13 % 7.00 (0,8 kat)
2845,00 + 629,33; | 7745,00 £ 1746,55; | % 172,23 artig
Poli(Kur)-Cu(Il)/PGE 0,63
% 22,12 % 22,55 (2,7 kat)

* Cu(I)/PGE ylizeyinde AB (1-42) immobilizasyonu sonrasi Rct deSerinde artis olmadigi icin

goriiniir kismi kaplama (0% hesaplanamanustir.
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5. TARTISMA

5.1. PGE Yiizeyinde AB (1-42) Tayinine Yoénelik Bulgular ile Tlgili

Tartisma

AP (1-42)'nin PGE yiizeyine immobilizasyonu icin 1 puM ile 30 puM
araliginda AP (1-42) konsantrasyonlarinda impedimetrik tayin gerceklestirilmistir.

Elde edilen veriler Sekil 4.1°de verilmistir.

1 ile 20 pM araliginda AP 1-42°nin PGE yiizeyine immobilizasyonundan
sonra Rct degerlerinde artis gozlenmistir. 30 uM AP (1-42) konsantrasyonunda

Rct degerinde bir azalis gbzlenmistir.

AP (1-42)’nin 1 uM, 5 uM, 7 uM, 15 uM ve 20 uM konsantrasyonlarinda
PGE yiizeyine immobilizasyonu sonrasinda Rct degerlerinde degisimi gosteren
kalibrasyon grafigi Sekil 4.2’de verilmistir. Elde edilen kalibrasyon grafigine
gore, tayin sinirmin hesaplanmasinda y = 10,20 x + 110,07 (R? = 0,99) denklemi
kullanilmigtir. Tayin smirt (Miller et al., 2010), 1-20 uM lineer konsantrasyon
araliginda hesaplanarak 0,425 uM olarak bulunmustur.

AB  (1-42) immobilizasyonundan sonra PGE yiizeyinde farkh
konsantrasyonlarda kurkumin-Cu(ll) etkilesimlerini incelemek igin spesifik bir
AP (1-42) konsantrasyonu belirlenmistir. PGE yiizeyine 5 uM Ap (1-42)
immobilizasyonu ¢ tekrarli Ol¢limii gerceklestirilmis ve ortalama Rct degeri
166,00 + 12,49 Ohm (% RSD = % 7,52; n=3) olarak elde edilmistir.

AP (1-42)'nin 5 uM konsantrasyonunda elde edilen tekrarlanabilir sonuclar
nedeniyle, AP (1-42)'nin  kurkumin-Cu(ll) kompleksi ile farkli oranlarda
etkilesimini arastirmak adina bu konsantrasyon optimum olarak belirlenmistir.
Elde edilen bu sonug literatiirde rapor edilen benzer ¢alismalarin (Chikae et al.,

2008) sonugclari ile uyumludur.
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5.2. Elektrot Yiizeyine Ap (1-42) Immobilizasyonun Sicakhk ile
Iliskisine Yonelik Bulgular ile ilgili Tartisma

AP (1-42)'nin 4°C ve 37°C sicaklik kosullart altinda PGE yiizeyine

gerceklestirilen immobilizasyonuna ait EIS 6l¢iimleri incelenmistir (Sekil 4.3).

4°C sicaklik degerinde 30 dakikalik AB (1-42) immobilizasyonundan sonra,
ortalama Rct degeri 166,00 + 12,49 Ohm (% RSD = % 7,52; n=3) olarak elde
edilmistir. Buna karsilik, 37°C sicaklik degerinde AB (1-42) immobilizasyonunu
sonrasi, ortalama Rct degeri 460,67 = 170,42 Ohm (% RSD = % 36,99; n=3) ile
olarak elde edilmistir. PGE yiizeyine AP (1-42) immobilizasyonu sonrasinda
Olglilen Rct degerlerindeki bu artis, AB (1-42)’nin elektrot ylizey tabakasinda
kiitle ve elektron transferini zorlastirmasi sinucunda transfer edilen yiike karsi

olusan direncin artmasi seklinde yorumlanabilir (Qin et al., 2018).

PGE'nin ortalama Rct degeri 99,55 + 27,37 Ohm (% RSD = % 27,49; n=3)
ile karsilastirildiginda, 37°C'de immobilizasyondan sonra Rct degerindeki artis

4°C’de olgiilen Ret degerinden 2,8 kat daha yiiksek olarak gézlenmistir.

Peptidin fizyolojik kosullar altinda 37 °C'de inkiibasyonu ile agregasyonun
artmast sonucunda peptidin yapisinda meydana gelen konformasyonel
degisiklikler transfer edilen yiike karsi direncin artmasi ile sonuglanmigtir. Elde
edilen bu sonu¢ sicakligin peptid iizerinde etkisinin incelendigi c¢aligmalarin
(Vestergaard at al., 2005;Veloso et al., 2013) sonuglari ile paraleldir. Ayrica,
4°C'de daha tekrarlanabilir sonuglar elde edildigi i¢cin bu deneysel kosullarda
AP (1-42) immobilizasyonu gerceklestirilmesine karar verilmistir. Elde edilen
sonuglarin, Qin ve arkadaslarinin 2018’de raporladigi sonuglarla (Qin et al., 2018)
uyumlu oldugu goriilmiistiir.
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53. PGE Yilzeyine Kurkumin  Elektropolimerizasyonunun
Elektrokimyasal Karakterizasyonuna Yonelik Bulgular ile ilgili

Tartisma

Kurkuminin PGE yiizeyine -elektropolimerizasyon islemi CV teknigi
kullanilarak gergeklestirilmistir (Sekil 4.4-A). Kurkuminin PGE ylzeyine
elektropolimerizasyonu oOncesinde ve sonrasinda EIS teknigi ile olgtimleri
almmustir (Sekil 4.4-B).

Kurkuminin elektrot yiizeyine polimerizasyonunun elektrokimyasal
karakterizasyonu CV yontemi ile gergeklestirilmistir (Sekil 4.5). PGE yiizeyine
kurkumin elektropolimerizasyonu oncesi ve sonrasinda elektrotlar ile redoks
probu ¢ozeltisinde yapilan 6lgimlerde elde edilen sinyaller ve yik gegisindeki
degisimler incelenmistir (Tablo 4.1).

Elde edilen sonuglar incelendiginde, daha once bildirildigi gibi (Devadas et
al.,, 2014; Dinesh et al., 2017; Qin et al., 2018; Zheng et al., 2009)
polimerizasyonun ilk déngusiinde +0,3-0,4 V potansiyel araliginda kurkuminin
yukseltgenme sinyali 6l¢iilmiistiir. Dongii sayisi arttik¢a, anodik akim yogunlugu
onemli 6l¢iide azalirken, literatlirdeki ¢alismalarda (Devadas et al., 2014; Zheng et
al., 2009) raporlandigi gibi 16 donglnun sonunda anodik sinyalin tamamen
kayboldugu goriilmistiir. Elde edilen bu sonug, PGE yiuzeyine kurkuminin
elektropolimerizasyon teknigi ile basarili bir sekilde modifiye edildigini

gostermektedir.

Kurkumin polimerizasyonundan sonra, Ol¢iilen akim degerinde PGE
kontroliiniin akim degerine kiyasla sinyalde azalma gozlenmistir. Poli(Kur)/PGE
ile elde edilen CV ve EIS sonuglar1 incelendigi zaman sonuglarin birbirini
destekler nitelikte oldugu goriilmustiir. Elde edilen sonuclar, PGE yizeyinde
kurkumin elektropolimerizasyonunun basariyla gerceklestigini ve hedef molekdle
spesifik poli(Kur)/PGE elektrodun basariyla hazirlanabildigini gostermektedir.
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5.4. Kurkumin ve Metal Kompleksinin Etkilesimine Ydnelik Bulgular

ile Ilgili Tartiyma

5 mM kurkumin ile 5 mM AI(I11), 5 mM Cu(ll) ve 5 mM Ni(ll) metallerinin
1:1 konsantrasyon oraninda etkilesimleri sonucu elde edilen poli(Kur)-Al(lll),
poli(Kur)-Cu(ll) ve poli(Kur)-Ni(Il) kompleks yapilarinin PGE yiizeyine
elektropolimerizasyonu sonrast DPV 6l¢timleri gergeklestirilmistir. Elde edilen
ortalama sinyal degerleri dikkate alinarak poli(Kur)/PGE'den
poli(Kur)-metal/PGE’ye % degisimler incelenmistir (Sekil 4.6 ve Tablo 4.2).

Kurkuminin PGE vyizeyinde AI(IIl), Cu(ll) ve Ni(ll) metalleri ile
elektropolimerizasyonu sonrasinda +0,63 V'de metallere ait sinyal gézlenmezken,
+0,45 V potansiyelinde kurkumine ait sinyalde azalma gozlenmistir. 5 mM
poli(Kur)/PGE ile yapilan Olctimler sonrasinda +0,45 V’de
7103,67 £ 226,73 nA (% RSD = % 3,199; n=3) ortalama akim degeri elde
edilmistir. Ug farkli metal icin kurkumin ile etkilesim sonras1 degisim yiizdesi
hesaplandiginda, kurkumin sinyalindeki en belirgin azalma (% 53,01) digerleri

arasinda Cu(ll) metali ile etkilesim sonras1 (poli(Kur)-Cu(I1)/PGE) gozlenmistir.

Literatiideki caligmalar incelendiginde, Ap (1-42)’nin sinyali, elektroaktif
Tyr-10 amino asit kalintisnin yikseltgenme sinyaline bagh olarak yaklasik
0,7 V'de dlgtilmiistiir (Zhang et al., 2023). Calismada, Al(111), Cu(ll) ve Ni(Il)’ye
ait yukseltgenme sinyalleri +0,6V - +0,7 V araliginda dlglilmiistiir (Tablo 4.2).
AP (1-42) ve Cu(ll) sinyallerinin ayni pik potansiyelinde O0lgiilmesi nedeniyle,
AB (1-42)'nin kurkumin-Cu(ll) ile etkilesiminin tayini impedimetrik ydnteme

dayali gerceklestirilmistir.

5.5. Poli(Kur)-Cu(Il)/PGE Yiizeyinde AP (1-42)'nin Impedimetrik

Tayinine Yonelik Bulgular ile Tlgili Tartisma

PGE vyizeyinde kurkumin-Cu(ll) kompleksinin 5 mM konsantrasyonda
elektropolimerizasyonu sonrasi EIS teknigi ile olgiimleri alinmis ve elektrot
yuzeyine elektropolimerizasyon Oncesi ve sonrasina ait Rct degerlerindeki

% degisim incelenmistir (Sekil 4.7 ve Tablo 4.3).
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Poli(Kur)/PGE ile yapilan Olgiimlerde elde edilen ortalama Rct degeri,
kurkumin ile Cu(ll) etkilesimi sonrasinda hazirlanan poli(Kur)-Cu(ll)/PGE ile
yapilan Ol¢iimlerde elde edilen ortalama Rct degeri ile kiyaslandiginda % 310,79
oraninda (4,10 kat) artis gOzlendigi saptanmustir. Kurkuminin Cu(ll) ile
etkilesiminden sonra ortalama Rct degeri (8565,00 + 1788,98 Ohm,;
% RSD=% 20,89; n=3), poli(Kur)/PGE ile olgiilen Rct degerine
(2085,00 = 261,63 Ohm; % RSD=% 12,55; n=3) kiyasla daha yuksek gelmesi

nedeniyle farkli kurkumin:Cu(Il) konsantrasyonlar1 ¢alisilmustir.

5.6. Farkh Konsantrasyonlarda Kurkumin-Bakir Etkilesimlerine

Yonelik Bulgular ile Ilgili Tartisma

Kurkumin ve Cu(ll)’nin 5:5 mM:mM, 5:10 mM:mM, 10:5 mM:mM ve
10:10 mM:mM olmak {iizere farkli konsantrasyonlarda etkilesimleri sonrasi elde
edilen Niquist egrileri ve etkilesim Oncesi/sonrast Rct degerlerindeki degisimler
incelenmistir (Sekil 4.8 ve Tablo 4.4). Elde edilen sonuclara gére, 5 mM ve
10 mM konsatrasyonlarindaki poli(Kur)/PGE ile 6lgllen ortalama Rct degerleri
sirasiyla 2085,00 + 261,63 Ohm (n=2) ve 5875,00 = 841,46 Ohm (n=2) olarak
Ol¢iilmiistiir. Bu durumda elektropolimerize elektrotun kurkumin konsantrasyonu

artist ile Ret degerlerinde de artis gézlendigi goriilmiistiir.

Diger bir taraftan, 5 mM ve 10 mM konsatrasyonlarindaki Cu(ll)/PGE ile
Olctlen Rct degerleri ortalama sirasiyla 729,00 + 46,67 Ohm ve 640,50 + 205,77
Ohm (n=2) olarak ol¢iilmiistiir. Cu(ll) konsantrasyonu iki katina ¢ikarildiginda
Ret degerinde bir diislis gozlenmistir, bu durum Cu(ll) iletken 6zelligine bagl
olarak konsantrasyon degerindeki artis nedeniyle Rct degerinde azalig olarak

agiklanabilir.

Kurkumin-Cu(ll) etkilesimleri farkli konsantrasyonlarda incelendiginde,
poli(Kur)/PGE'ye kiyasla en belirgin azalis1 gosteren konsantrasyon degerinin

% 51,57 azalig ile 10 mM:10 mM oldugu goriilmiistiir.
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5.7. Poli(Kur)-Cu(l1)/PGE Yiizeyinde Farkh Sicakhklarda Ap (1-42)
Immobilizasyonun Incelenmesine Yénelik Bulgular ile ilgili

Tartisma

10 mM:10 mM  konsantrasyon  oranindaki  kurkumin-Cu(ll)
elektropolimerize PGE yiizeyine 5 uM AP (1-42) immobilizasyonu 4°C ve 37°C
olmak tizere farkli sicakliklarda 30 dakika siireyle gerceklestirilmistir. Elde edilen
Niquist diyagramlart ve immobilizasyon Oncesi/sonrasi Rct degerlerindeki

degisimler incelenmistir (Sekil 4.9 ve Tablo 4.5).

Farkli sicakliklarda poli(Kur)-Cu(ll)/PGE yizeyinde immobilize edilen
AB (1-42), 37°C’de edilen sonuglara kiyasla 4°C'de daha tekrarlanabilir
sonuglarin elde edilmesi ve bu kosullarda daha yiiksek peptid baglanma oraninin
elde edilmesi nedeniyle calismalar 4°C'de ger¢eklestirilmistir. Elde edilen bu
sonug, Qin ve arkadaslar1 (Qin et al., 2018) tarafindan rapor edilen sonuclar ile

uyumludur.

5.8. Poli(Kur)-Cu(ll) Kompleksinin Ap (1-42) ile Etkilesimlerine
Yonelik Bulgular ile Ilgili Tartisma

AB  (1-42)nin  Cu(Il)/PGE, poli(Kur)/PGE ve poli(Kur)-Cu(ll)/PGE
yizeylerinde immobilizasyonu sonrasi biyosensor yaniti impedimetrik yontemle
incelenmistir. Elde edilen sonuclar Sekil 4.10 ve Tablo 4.6’da verilmistir. 5 uM
AP (1-42), elektrot yuzeylerinde 4°C'de 30 dakika boyunca immobilize edilmistir.
Immobilizasyon oncesi ve sonrasi dlgiilen ortalama Rct degerindeki degisimler

incelenmistir.

Poli(Kur)/PGE’nin ortalama Rct degeri 5875,00 + 841,46 Ohm (n=2) iken
elektroda AB (1-42) immobilizasyonu sonrasi ortalama Rct degerinde
(7095,00 + 1689,99 Ohm; n=2) %20,77 artis gozlenmistir. Cu(ll)/PGE’nin
ortalama Rect degeri 640,50 + 205,77 Ohm (n=2) iken elektroda AP (1-42)
immobilizasyonu sonrasi ortalama Rct degeri %16,39 azalis gostererek

535,50 + 37,48 Ohm (n=2) olarak 6l¢iilmiistiir.
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Poli(Kur)-Cu(11)/PGE’nin ortalama Rct degeri 2845,00 £ 629,33 Ohm (n=2)
iken elektroda AP (1-42) immobilizasyonu sonrasi ortalama Rct degeri %172,23
artis gostererek 7745,00 £ 1746,55 Ohm (n=2) olarak Ol¢iilmiistiir. AP (1-42)
immobilizasyonu sonrasi 0l¢ulen Ret degerlerindeki en yiiksek artis % 172,23 ile
poli(Kur)-Cu(Il) modifiyeli elektrotta gézlenmistir.

Gorinir kismi kaplama degeri (0 &) Janek ve arkadaslari (Janek et al.,
1998) tarafindan agiklanan formiile gore hesaplanmistir. Poli(Kur)/PGE ve
poli(Kur)-Cu(Il)/PGE icin gorinir kismi kaplama degerleri Denklem (5.1)'e gore

hesaplanmustir.

a
Rer
b
Rer

O =1- (5.1)
Denklem (5.1)’de R%p, AP (1-42) immobilizasyonundan onceki transfer
edilen yiike kars1 direnci ve R%; ise AP (1-42) immobilizasyonundan sonraki
transfer edilen yiike karsi direnci ifade etmektedir. Rct degerindeki artis,
poli(Kur)/PGE ve poli(Kur)-Cu(Il)/PGE olmak (zere iki elektrotun yizeylerine
AP (1-42) immobilizasyonunun ardindan elde edilmistir. Cu(ll)/PGE yiizeyine
AP (1-42) immobilizasyonu sonrast sonrasi Rct degerinde artis olmadigi igin
goriiniir kismi kaplama degeri hesaplanamamistir. Ayrica, 5 uM AB (1-42)
immobilizasyonu varliginda poli(Kur)-Cu(ll)/PGE’de meydana gelen Rct
degerindeki artisin, poli(Kur)/PGE ile gozlenen artisa kiyasla daha fazla oldugu

saptanmuistir.

Goriinir  kismi  kaplama  (@R)  degerleri  poli(Kur)/PGE  ve
poli(Kur)-Cu(Il)/PGE igin sirasiyla 0.17 ve 0.63 olarak hesaplanmistir
(Tablo 4.6). Poli(Kur)-Cu(Il)/PGE ile kaydedilen goriiniir kismi kaplama degeri
poli(Kur)/PGE ile elde edilenden daha yiksektir. Bu sonug, AB (1-42)'nin en
yiksek etkilesimi  poli(Kur)-Cu(ll)  kompleksi  varliginda  gosterdigini
desteklemektedir.

Elde edilen sonuglar incelendiginde, poli(Kur)-Cu(ll)/PGE yiizeyine
AP (1-42)’nin immobilizasyonu sonrasi ortalama Rct degerindeki artis, literatiirde

(Qin et al, 2018) rapor edildigi gibi AP (1-42)’nin elektrot ylzeyine
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immobilizasyonu sonrasinda kiitle ve elektron transferini zorlastirdigi ve buna
baghh transfer edilen yiikke karst olusan direncin arttirdigi  seklinde

yorumlanmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

Alzheimer Hastalig1 (AH) son yillarda siklikla karsilasilan bir hastalik olup
2050 yilinda 115 milyon kisiyi etkileyecegi tahmin edilmektedir. AH
olusumunda, ana bilesini Amiloid Peta (AP) peptidi olan plaklarin beyinde
birikerek kiimelesmesinin kritik bir rol oynadigi bilinmektedir (Hilbich et al.,
1991). Amiloid plaklarin iki ana bileseninden birisi olan ve yiiksek derece
plaklarda birikme yatkinligi bulunan 42 aminoasit kalintisina sahip Ap (1-42)
peptididir. Dolayisiyla, AH’ye yol agan amiloid agregasyonunun erken evrelerinin
izlenmesi ve tespiti AH’ye yonelik klinik tedavilerin gelistirilmesi i¢in 6nemli bir

hedef haline gelmektedir.

fleri evre Alzheimer hastalarmm amiloid plaklarda agregatlarin iceriginde
yiiksek konsantrasyonlarda Bakir (Cu), Cinko (Zn), Aliminyum (Al) ve Demir
(Fe) gibi baz1 gec¢is metallerinin bulundugu raporlanmistir. Gegis metal iyonlari,
AP (1-42) peptidine yiksek afinite gostererek AR (1-42)-metal koordinasyonunu

olusturmaktadir.

Zerdegal bitkisinin aktif bir bileseni olan kurkumin bircok farmakolojik
ozellige sahiptir. Ozellikle anti-amiloid 6zelligi ile AR agregasyonunu inhibe etme
ozelligine bagl olarak AH {iizerinde yararl etkileri raporlanmistir (Caesar et al.,
2012; Mishra et al., 2008; Ringman et al., 2005; Thapa et al., 2016; Yanagisawa et
al., 2021; Yang et al., 2005). Ayrica, kurkumin Cu?*, Al*3, Zn?", Fe?" gibi gecis
metal iyonlar1 ile kolayca selatlanarak kompleks olusturabilme yetenegine
sahiptir. Elektroaktif 6zellige sahip kurkuminin metal iyonlarina olan afinitesi g6z
oniine alinarak metaller ile kompleksinin elektot yiizeyine modifikasyonunin
elektrotlarin verimliligini arttirdig1 yapilan ¢aligmalarda (Ciszewski et al., 2003;

Devadas et al., 2014; Khorasani et al., 2019; Majdi et al., 2007) rapor edilmistir.

AP (1-42) peptidi AH i¢in 6nemli bir biyobelirte¢ olarak kabul edilmektedir.
Elektrokimyasal teknikler, beyin omurilik sivisi veya kan serumu gibi biyolojik
orneklerde bir¢cok biyobelirteg seviyelerini gilivenilir bir sekilde 6lgmek ve

izlemek imkani1 saglayabilmektedir.
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Tez calismas1 kapsaminda oncelikle tek kullanimlik kalem grafit elektrot
(PGE) yiizeyine kurkumin elektropolimerizasyonu CV teknigi kullanilarak
basariyla gerceklestirilmistir. PGE ylizeyinde elektropolimerize kurkumininin
AI(I), Ni(ll) ve Cu(ll) metalleri ile etkilesimi diferansiyel puls voltametrisi
(DPV) teknigi kullanilarak incelenmistir. Elde edilen voltametrik sonuglara
bakildiginda, kurkumin-metal kompleksleri arasinda en fazla etkilesimin Cu(Il)

varliginda gergeklestigi sonucuna varilmastir.

Poli(Kur)-Cu(11)/PGE'nin elektrokimyasal karakterizasyonu elektrokimyasal
empedans spektroskopisi (EIS) ve CV dlglimleri ile gergeklestirilmistir. Kurkumin
ve bakirin farkli konsantrasyon oranlarinda etkilesimleri impedimetrik yontemle
incelenmistir. Poli(Kur)-Cu(Il)/PGE elektrotlarin yanisira kontrol deneyleri
sadece kurkumin ve sadece Cu(Il) iceren Orneklerle hazirlanmis elektrotlar
varliginda gerceklestirilmis olup elektrotlarin yiizeyine AP (1-42) peptidinin
immobilizasyonu sonrasinda EIS teknigine dayali analizler yapilmistir. Elde
edilen sonuclara gore, AB (1-42) peptidinin en fazla poli(Kur)-Cu(Il)/PGE elektrot
yiizeyine baglandigi sonucuna varilmistir. AP (1-42)’nin 1-20 pM lineer

konsantrasyon araliginda tayin sinir1 hesaplanarak 0,425 uM olarak bulunmustur.

AP (1-42) peptidinin elektrot yizeyine immobilizasyonu poli(Kur)/PGE,
Cu(I)/PGE ve poli(Kur)-Cu(Il)/PGE ile impedimetrik yonteme dayali
incelenmistir. AB (1-42) immobilizasyonundan sonra poli(Kur)-Cu(ll) modifiye
elektrot yuzeyinde en yuksek Rct degeri elde edilmistir. Poli(Kur)-Cu(Il)/PGE
yiizeyine AP (1-42)’nin immobilizasyonu sonrast ortalama Rct degerindeki bu
artig, literatiirde (Qin et al., 2018) rapor edildigi gibi, AP (1-42)’nin elektrot
yiizeyine immobilizasyonu sonrasinda kiitle ve elektron transferini zorlastirdig1 ve

bu durumun yiizey direncini arttirdig1 seklinde yorumlanmaktadir.

Literaturde PGE ylizeyine poli(Kur)-Cu(ll) kompleksinin
elektropolimerizasyonu sonrasinda gelistirilen elektroda dayali Ap (1-42) tayinine
yonelik bir impedimetrik ¢alisma mevcut degildir. Cu(Il)/PGE, poli(Kur)/PGE ve
poli(Kur)-Cu(IT)/PGE elektrotlarinin elektrokimyasal karakterizasyonu EIS

teknigi kullanilarak ilk kez tez ¢calismasinda gosterilmistir.
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Tez c¢alismasinda AP (1-42) tayini ig¢in gelistirilen tek kullanimlik
biyosensor 10 uL gibi az 6rnek hacminde uygulanabilirlik avantajia sahiptir.
AP (1-42) tayinine yonelik gelistirilen impedimetrik biyosensor sadece AP (1-42)
tayini i¢in degil, ayn1 zamanda AH’ye yoOnelik potansiyel ilaglarin etkinliginin

degerlendirilmesi agisindan yenilik¢i bir yontem olarak umut vericidir.

Sonug olarak, AP (1-42) peptidinin poli(Kur)-Cu(Il) ile etkilesiminin
impedimetrik yonteme dayali tayini, AH’nin teshisine yonelik gelecekte farkli
yaklasimlarin ve tedavisine yonelik yeni molekiillerin gelistirilmesi bakimindan

katk1 saglayacak niteliktedir.
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