T.C.

TRAKYA UNIiVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

AMILOID BETA TAYINI ICIN ELEKTROKIMYASAL ESASLI BIYOSENSOR
SISTEMI GELISTIRILMESI

DILEK NUR ALTAY

YUKSEK LiSANS TEZIi

KiMYA ANABILIM DALI

Tez Damismani: Prof. Dr. Hiilya YAGAR

EDIRNE-2021



Dilek Nur ALTAY mn hazirladigi “Amiloid Beta Tayini I¢in Elektrokimyasal Esasli
Biyosensor Sistemi Gelistirilmesi” baglikli bu tez, tarafimizca okunmus, kapsam ve
niteligi agisindan Kimya Anabilim Dalinda bir Yiiksek lisans tezi olarak kabul edilmistir.

Jiiri Uyeleri: Imza

Prof. Dr. Hilya YAGAR .
Prof. Dr. Sebnem SELEN iSBILIR L.
Dr. Ogr. Uyesi Engin ASAV.

Tez Savunma Tarihi: 19/11/2021

Bu tezin Yiiksek Lisans tezi olarak gerekli sartlar1 sagladigini onaylarim.

Imza

Prof. Dr. Hiilya YAGAR

Tez Danismani

Trakya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii onay1

Prof. Dr. Hiiseyin Riza Ferhat KARABULUT

Fen Bilimleri Enstitisu Mudiru



T.U. FEN BIiLIMLERI ENSTIiTUSU
KiMYA ANABILIMDALI YUKSEK LiSANS PROGRAMI

DOGRULUK BEYANI

Trakya Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii, tez yazim kurallarma uygun olarak
hazirladigim bu tez calismasinda, tiim verilerin bilimsel ve akademik kurallar
cercevesinde elde edildigini, kullanilan verilerde tahrifat yapilmadigini, tezin akademik
ve etik kurallara uygun olarak yazildigini, kullanilan tiim literatiir bilgilerinin bilimsel
normlara uygun bir sekilde kaynak gdosterilerek ilgili tezde yer aldigini ve bu tezin tamami
ya da herhangi bir boliimiiniin daha onceden Trakya Universitesi ya da farkli bir

tiniversitede tez ¢alismasi olarak sunulmadigini beyan ederim.

19/11/2021

Dilek Nur ALTAY



Yiiksek Lisans Tezi
Amiloid Beta Tayini i¢in Elektrokimyasal Esasli Biyosensor Sistemi Gelistirilmesi
T.U. Fen Bilimleri Enstitiisii

Kimya Anabilim Dali

OZET

Alzheimer hastaligi néronlarin 6liimiine sebep olan, 6liimle sonuglanan, geri
doniistimsiiz bir demans tiriidiir. Hastalik, hiperfosforile tau proteini ile norofibriler
yumak olusumu ve amiloid-beta (AP) proteini ile amiloid plaklarin olusumuyla
karakterize edilmektedir. Norofibriler yumak olusumu klinik belirtilerin ortaya ¢ikisi ile
es zamanl iken amiloid plak olusumu hastaligin ortaya ¢ikisindan yaklasik 20-30 yil
oncesinde baglayabilmektedir. Bu nedenle APs2 analizi Alzheimer hastaliginda erken
evrede teshisin yolunu acabilir. Ayrica hastaliga dair ilag calismalarinda ilag etkinliginin

takibi icin de AP42’nin kan plazmasi gibi viicut sivilarinda tespiti onem arz etmektedir.

Bu tez kapsaminda, Alzheimer hastaliginda APs42 analizi i¢in elektrokimyasal
temelli impidimetrik bir biyosensor gelistirilmistir. Bu biyosensdrde maliyeti diisiik ve
tek kullanimlik indiyum kalay oksit polietilen teraftalat (ITO-PET) tabakalar ¢alisma
elektrodu olarak kullanilmistir. Biyosensor tasarimi, 3-
glisidoksipropildimetoksimetilsilan (GPDMMS) ile kendiliginden olusan tek tabakalar
(SAMs) olusturulduktan sonra Afs2 proteinine o6zgii antikor immobilizasyonu ile
yapilmistir. Biyosensor dl¢timleri elektrokimyasal impedans spektroskopisi ve dongiisel
voltametri teknikleri ile yapilmistir. Gelistirilen biyosensoriin dogrusal tayin araliginin 1-
100 pg/ml konsantrasyon araliginda ve LOD degerinin 0.37 pg/ml ve LOQ degerinin 1.25
pg/ml  oldugu tespit edilmistir. Bu biyosensoriin yaklasik iki ay siireyle +4 °C’de
depolanabildigi belirlenmistir. Farkli analit proteinlere kars1 se¢iciligini korudugu tespit
edilmistir. Tek kullanimlik ve maliyeti diisiik calisma elektrotlar1 rejenere edilerek
biyosensor maliyetinin 6 kat daha azaltilabilecegi gosterilmistir. APs2 analizi icin
gelistirilen bir biyosensorde ilk kez sabit frekansta impedans (SFI) analizi yapilarak

antikor-antijen kompleksi olusumundaki kinetik davranis izlenmistir. Yapay serum ve



ticari olarak satin alinan insan serumunda A42 analizi yapilarak gelistirilen biyosensoriin

klinik aragtirmalarda kullanilmak iizere kanda analiz yapabilme kapasitesi oldugu

gosterilmistir.
Yil 12021
Sayfa Sayisi 120

Anahtar Kelimeler :  Amiloid-beta (AP) peptidi, Alzheimer hastaligi teshisi,

elektrokimyasal biyosensor, immiinosensor, impidimetrik biyosensor



Master Thesis
Development of Electrochemical Based Biosensor System for Amyloid Beta Detection
Trakya University Institute of Natural Sciences

Department of Chemistry

ABSTRACT

Alzheimer's disease is an irreversible type of dementia that causes the death of
neurons, resulting in death. The disease is characterized by the formation of
neurofibrillary tangles by the hyperphosphorylated tau protein and the formation of
amyloid plaques by the amyloid-beta (Ap) protein. While neurofibrillary tangle formation
is simultaneous with the onset of clinical symptoms, amyloid plaque formation may begin
approximately 20-30 years before the onset of the disease. Therefore, APa42 analysis has
the potential to be used for early diagnosis of Alzheimer's disease. In addition, detection
of AP42 in body fluids such as blood plasma is important for monitoring drug efficacy in

drug studies on the disease.

In this thesis, an electrochemical based impidimetric biosensor was developed for
APa2 analysis in Alzheimer's disease. In the construction of this biosensor, low cost and
disposable indium tin oxide polyethylene terephthalate (ITO-PET) sheets were used as
the working electrode. The biosensor design was made by the immobilization of APa42
protein-specific antibody after self-assembled monolayers (SAMs) were formed with 3-
glycidoxypropyldimethoxymethylsilane (GPDMMS) on the ITO-PET electrode surface.
Biosensor responses were obtained by electrochemical impedance spectroscopy (EIS)
and cyclic voltammetry (CV) techniques. It was determined that the linear detection range
of the developed biosensor was 1-100 pg/ml, and the LOD value was 0.37 pg/ml and the
LOQ value was 1.25 pg/ml. It has been determined that this biosensor can be stored at +4
°C for about two months. It showed selectivity for ABs2 protein when compared with
different analyte proteins. It has been shown that the cost of biosensors can be reduced

by 6 times by regenerating disposable and cost-effective working electrodes. The

Vi



kinetic behavior in the formation of antibody-antigen complex was observed for the first
time by performing single frequency impedance (SFI) analysis in a biosensor developed
for A4z analysis. It has been shown that the biosensor, which was developed by analyzing
APsz in artificial serum and commercially purchased human serum, has the capacity to be

used for blood analysis in clinical studies.
Year 2021
Number of Pages : 120

Keywords : Amyloid-beta (AB) peptide, Alzheimer’s disease diagnosis,

electrochemical biosensor, immunosensor, impidimetric biosensor
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BOLUM 1

GIRIS

Alzheimer hastaligi, demansin en yaygin goriilen formudur ve Diinya Saglik
Orgiitii verilerine gore demans vakalarinin yaklasik %70’ini olusturmaktadir. Beyindeki
sinir hiicreleri yani néronlarda goriilen fonksiyonel kayiplardan kaynaklanan Alzheimer
hastalig, ilerleyici ve dliimle sonuclanan bir hastaliktir. Hastaligin goriilmesinin en
onemli nedeni bireylerin ilerleyen yasidir. 20. ve 21. ylizyillarda diinya ¢apinda niifusun
ve yasam slirelerinin artmasi sebebiyle Alzheimer vakalarina da daha sik rastlanmaktadir.
Gilintimiizde diinya capinda yaklasik 50 milyon Alzheimer hastasi: vardir. Bu rakamin

2050 yilina kadar dort katina ¢ikacagi tahmin edilmektedir.

Alzheimer hastaligiin patofizyolojik gelisimi karmasik ve cok yonliidiir. Bu
yiizden hastalik mekanizmasi hala daha tam olarak agiklanamamaktir. 1901 yilinda, Alois
Alzheimer tarafindan yapilan otopside beyin yapisinda iki belirgin degisiklik tespit
edilmistir. Bunlardan biri ndrofibriler yumaklar digeri ise amiloid plaklardir. Hastaligin
ana nedeni oldugu disiinilen bu yapilarin olusumuna neden olan iki protein;
hiperfosforile tau proteini ve amiloid beta (Af) proteinidir. Tau proteini sinir hiicrelerinde
mikrotiibiil yapisinin sabit ve kararli seklide durmasini saglar. Hiperfosforile oldugunda
ise mikrotiibiil yapisi bozulur, hiperfosforile tau proteinleri hiicre disinda birikerek
norofibriler yumaklari olusturur ve buna bagl olarak sinir hiicreleri arasindaki iletisimde
aksakliklar ortaya ¢ikar. AP, bir transmembran protein olan amiloid oncii proteinin
(amyloid precursor protein-APP) B- ve y-sekretaz enzimleri tarafindan ardisik olarak
kesilmesiyle olusmaktadir. 42 amino asitten olusan bu protein, noronlarda birikerek

(agrege olarak) amiloid plaklart olusturmaktadir.



1992 yilinda John Hardy ve Gerald Higgins tarafindan 6nerilen “Amiloid Kaskad”
hipotezine gore, protofibriller ve fibriller halinde yeniden diizenlenmis AP oligomer
tiirlerinin olusumu ile amiloid plaklar1 olusturan A4z agregasyonu baslamaktadir.
Yapilan ¢alismalar A4z agregasyonun, hiperfosforile tau proteinlerinden meydana gelen
norofibriler yumak olusumunu tetikledigini gostermektedir. Bu durum Alzheimer

hastaliginin ana nedeninin A4z birikimi oldugunu diisiindiirmektedir.

Hastaligin klinik seyrine bakildiginda ise hastalarda klinik belirtilerin ortaya ¢ikisi
ile norofibriler yumak olusumu es zamanlidir. Ancak amiloid plak olusumu ile klinik
belirtiler arasinda ¢ok diisiik bir baglant1 vardir. Bu durum Amiloid Kaskad hipotezini ve

hastaliginin ana nedeninin A4 birikimi oldugu diisiincesini giiglendirmektedir.

Literatiirde yer alan ¢alismalara gore, Afa2’nin birikimi ve bunun sonucunda
amiloid plaklarin olusum siiresi hastalar arasinda farklilik gosterse de genel olarak bu

birikim, klinik belirtilerin ortaya ¢ikisindan yaklasik 20-30 y1l 6nce baslamaktadir.

Glinlimiizde Alzheimer hastaliginin etkin bir tedavi yonetimi yoktur. Mevcut
tedavi yontemleri ile sadece hastaligin ilerleyisi yavaslatilmaktadir. Ancak bu da erken
evrede teshis edilen hastalarda daha etkin bir tedavi yontemi iken orta ve ileri evre
hastalarda pek etkili olmamaktadir. Bu yiizden Alzheimer hastaliginin erken evrede

teshisi 6nem arz etmektedir.

ABa2 proteini, Alzheimer hastaliginin erken evrede teshis edilebilmesi i¢in bir
biyobelirteg olarak onerilmektedir. Ayrica ABs2’nin kan, beyin omurilik s1visi gibi viicut
stvilarinda analizi, hastaliga dair yapilan ilag gelistirme ¢alismalarinda, ilag etkinliginin

takibi i¢in de 6nemlidir.

Bu tez ¢alismasinda AP42’nin kantitatif tayini i¢in alternatif bir yontem olarak, tek
kullanimlik ITO-PET elektrotlar ile maliyeti diisik ve hizli yanit alinabilen,

elektrokimyasal temelli impidimetrik bir biyosensor gelistirilmistir.



BOLUM 2

GENEL BIiLGILER

2.1. Alzheimer Hastahg

Demans, beyindeki sinir hiicrelerinin zarar gérmesinden kaynaklanan, bir insanin
giindelik yasamindaki aktivitelerini gerceklestirmesini engelleyecek kadar siddetli
seyreden, diisiinme becerilerinin azalmasi ile iligkili semptomlari tanimlayan genel bir
terimdir (Oztiirk & Karan, 2009). Alzheimer hastalifi demansmn en yaygmn goriilen

formudur ve vakalarin %70’inden fazlasini olusturmaktadir (Chaib, 2012).

20. ve 21. yiizyillarda diinya ¢apinda niifusun ve yasam beklentisinin artmasiyla
birlikte yasli niifus da artmistir. 2018 yilinda tarihte ilk kez 65 yas ve iistii insan sayis1 5
yas ve alt1 ¢cocuklar1 geride birakmistir. Alzheimer dahil tiim demanslarin en 6nemli
nedeni bireylerin ilerleyen yasidir. Hastaligin goriilme siklig1 65 yasindan itibaren her bes
yilda iki kat artmaktadir. 85 yasinin lizerindeki bireylerde goriilme siklig1 yaklasik %30-
40’tir. Yasam sliresinin artmasiyla beraber Alzheimer hastaligi giderek o6nem
kazanmaktadir (Mofrad, Lundervold & Lundervold, 2021; Ozkay, Oztiirk & Can, 2011;
Oztiirk & Karan, 2009).

Giliniimiizde diinya c¢apinda yaklasik 50 milyon Alzheimer hastas1 vardir ve bu
saymin 2050 yilina kadar dort katina ¢ikacagi tahmin edilmektedir (Arco, Ramirez,
Gorriz & Ruz, 2021). Alzheimer hastalig1 ve diger demans tiirleri diinya ¢apinda ilk 10

6liim nedeni arasinda yer almaktadir. 2009°daki verilere goére Avrupa ve Amerika’da 3.



siradadir ve bu 6liimlerin %65’ini kadinlar olusturmaktadir (Brunier & Muchnik, 2020).

Alzheimer hastaligi, hafiza, diisiince ve davranig problemlerine sebep olan
norodejeneratif bir hastaliktir. Norodejenerasyon, néronal yapinin veya fonksiyonun
bozulmasina neden olan herhangi bir patolojik durumu ifade eder. Noronlar
yenilenemedigi i¢in hastalik geri doniisiimsiizdir ve OJliimle sonuglanmaktadir
(Chidambaram & Chinnathambi, 2020; Mofrad vd., 2021; Oztiirk & Karan, 2009; van
Oostveen & de Lange, 2021).

Alzheimer hastalig1 “ge¢ baslangicli” ve “erken baslangi¢li” olarak iki sinifa
ayrilmaktadir. Geg baslangigli Alzheimer hastaligi 65 yasmin tizerindeki bireylerde
goriilmektedir ve vakalarin yaklasik %96’sin1 olusturmaktadir. Hastaligin erken
baslangicli olarak isimlendirilen formu ise genetik mutasyonlar sebebiyle 65 yasin
oncesinde goriilmektedir ve vakalarin yaklagik %4’tinii olusturmaktadir (Brazaca,

Sampaio, Zucolotto & Janegitz, 2020).
2.1.1. Alzheimer Hastahigimin Kesfi

Alzheimer hastaligmin klinik ve patolojik ozellikleri Alman psikiyatrist ve
noropatolog Alois Alzheimer tarafindan kesfedilmistir. 1901 yilinda, Alois Alzheimer
Frankfurt'ta, yonelim ve bellek bozuklugu ile yazma ve okuma zorlugu yasayan 51
yasindaki August Deter isimli hasta ile ¢alismaya baglamistir. Zaman igerisinde August
Deter’in hastaliginin semptomlar1 ilerlemis, haliisinasyonlar gérmeye baslamis ve diger
bilissel fonksiyonlarinda da bozulmalar goriilmiistiir. 1906 yilinda August Deter hayatini

kaybetmistir (Selekler, 2010).

Hastanin o6liimiinden sonra, Alois Alzheimer yaptig1 otopside hastanin beynini
mikroskobik olarak incelediginde, beyin korteksinin normalden daha ince oldugunu ve
anormal iki bulgunun var oldugunu saptamistir. Bu bulgulardan ilki, ileri yaslardaki
insanlarin beyinlerinde de bulunan, o zamanlarda hiicre dis1 plaklar olarak tanimlanan,
amiloid plaklardir. Digeri o donemde ilk kez kullanilan giimiis boyama yontemiyle tespit
edilen ve sonraki yillarda norofibriler yumak olarak adlandirilan hiicre i¢i yumaklardir

(Marr, 2016; Selekler, 2010).



Alois Alzheimer buldugu sonuglar1 1906°da Giiney-Bati Alman Akil Hastaliklar
Uzmanlar1 Kongresi’nde serebral korteksin tuhaf bir hastaligi ismiyle sunmustur. Dr.
Alzheimer’in klinik sefi Dr. Emil Kraepelin, 1910 yilinda yayimlanan Klinik Psikiyatri
kitabinin 8. baskisinin 627. sayfasinda Senil Beyin Hasar1 basligindan sonra Alzheimer

hastalig1 terimini ilk kullanan kisi olmustur (Selekler, 2010).

1980’lerde biyokimya alaninda yapilan caligmalarla amiloid plaklarinin ana
bileseninin amiloid-beta (AB) peptidi, norofibriler yumaklarin ana bileseninin de Tau
proteini oldugu kesfedilmistir (Marr, 2016).

2.1.2. Alzheimer Hastaliginin Noropatolojisi

Alzheimer hastaliginda beyindeki degisikliklerin, hastalarda belirtiler ortaya
¢ikmadan yaklasik 15-20 yil oncesinde basladig: diisiiniilmektedir. Hastalik belirtileri
hafiza, diisinme ve Ogrenme ile ilgili noronlarda meydana gelen hasarla ortaya
cikmaktadir. Hafif biligsel bozukluk, néronlarin zarar gérmeye basladigi ara gecis donemi
olarak adlandirilmaktadir. Bu durumda yaklasik alt1 yil i¢inde Alzheimer hastaligina

donilisme oran1 %80’dir (Mehmood vd., 2021).

Alzheimer hastaliginin néropatolojisinde, sinaps dejenerasyonu ve ndronlarin
O0limii nedeniyle, temporal ve frontal loblarin dahil oldugu O6grenme ve hafiza
siireclerinde yer alan beyin bolgelerinde hacimsel olarak kii¢iilme goriilmektedir (Sekil

2.1) (Mattson, 2004).



Saghkh Beyin Alzheimer Hastahgmmda Beyin

Sekil 2.1. Saglikl bir kisinin beyniyle karsilastirildiginda, Alzheimer hastasi bir kisinin
beyninde, temporal lobda ve 6n loblarda belirgin bir girus (beyin kivrimlarindaki
cikintilar) kii¢iilmesi (Mattson, 2004)

Beyinde en biiyiik degisim hipokampusta goriilmektedir. Bunu Meynert’in bazal
cekirdegi ve amigdala dahil olmak iizere asosiyasyon korteksleri ve subkortikal yapilarin
izledigi disiintilmektedir (G6tz vd., 2004). Ayrica Alzheimer hastaliginda, beyindeki gri
madde kaybi, oOzellikle medial temporal lobtaki kayip, yas1 ilerlemis saglikli
insanlardakine oranla ¢ok daha hizli ger¢eklesmektedir (Dong vd., 2021).

Alzheimer hastaliginin patofizyolojik gelisimi karmasik ve ¢ok faktorliidiir. Bu
yiizden hastalik mekanizmasi hala daha tam olarak agiklanamamaktadir (Yu & Wau,
2021). Ancak hastalik, beyinde goriilen iki 6nemli degisimle karakterize edilebilmektedir.
Bunlardan ilki amiloid-beta (AB) peptidlerinin birikerek amiloid plaklari olusturmasidir.
Ikincisi ise hiperfosforile veya anormal fosforile tau proteininin nérofibriler yumaklar

halinde toplanmasidir (Muralidar, Ambi, Sekaran, Thirumalai & Palaniappan, 2020).
2.1.2.1. Tau Proteini

Tau proteini ilk kez 1975 yilinda Weingarten ve arkadaslari tarafindan yapilan
caligmada, mikrotiibiillerin protein saflastirilmas1 sirasinda bir kirletici olarak
kesfedilmistir. Calisma sonunda Tau’nun miktotiiblil olusumunun ana diizenleyicisi

oldugu belirlenmistir (Weingarten, Lockwood, Hwo & Kirschner, 1975).



Mikrotiibiiller hiicre siireclerinin gelisiminde ve hiicre i¢i sinyal iletiminin
baslangicinda hayati rol oynamaktadirlar (Muralidar vd., 2020). Tau proteini 17.
kromozom tarafindan kodlanan mikrotiibiil asosiye proteinler (MAP) ailesinden bir
proteindir. Tibiilinin mikrotiibiillere kendiliginden birlesmesini ve noronlarda
stabilizasyonu saglayarak hiicre iskeletinin biitiinliiglinii korumaktadir. Bu proteindeki
degisimler Alzheimer hastaligi, progresif supraniikleer felg, kortikobazal sendrom,
frontotemporal demans ve kromozom-17 ile baglantili Parkinsonizm, Pick hastaligi,
Parkinson hastaligi gibi 20’den fazla hastalia neden olmaktadir (Chidambaram &
Chinnathambi, 2020).

Alzheimer hastaliginda, tau proteininin translasyon sonrast modifikasyonu 6nemli
rol oynamaktadir. Hiperaktif kinazlar ve/veya hipoaktif fosfatazlar, tau proteininin
hiperfosforile olmasina yol agmaktadir. Tau’nun hiperfosforilasyonu, konformasyonunu
ve yikiinl potansiyel olarak degistirebilir. Bu durum onu néron iginde topaklanmaya
(agrege olmaya) meyilli hale getirir. Hiperfosforile Tau birikimi, tau oligomerizasyonunu
saglayan mikrotiibiil baglama alaninin agiga ¢ikmasina neden olur. Bu durum
mikrotiibiillerin parcalanmasina ve bdylece nérotransmisyonun bozulmasina yol acar.
Mikrotiibiillerin parcalanmasi ile tau proteini noronlardan fibriler tiirlerin hiicre disi
ortama salinmasiyla yayilir. Hiperfosforile Tau néron disinda ¢oziinmeyen ¢ift sarmal
filamentler halinde birikir. Biriken Tau proteinleri norofibriler yumaklart olusturur.
Alzheimer hastaliginda norofibriler yumaklarin 6ncelikle entorinal kortekste olustugu
tespit edilmistir. Norofibriler yumak olusumu sinaptik plastisitede ve aksonal transportta
bozulmalara buna bagl olarak da biligsel yetersizliklerin ortaya ¢ikmasina neden olur
(Chidambaram & Chinnathambi, 2020; Muralidar vd., 2020; Nisbet, Polanco, Ittner &
Gotz, 2015; Oztirk & Karan, 2009). Taunun hiperfosforile olmasi ile mikrotiibiil
yapisindaki degisim ve norofibriler yumak olusumu siireci Sekil 2.2°de kisaca

Ozetlenmektedir.
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Sekil 2.2. Tau fosforilasyonu ile mikrotiibiil yapisinin bozulmasi ve nérofibriler yumak
olusumu (Muralidar vd., 2020)

Alzheimer hastalarinda, saglikli insanlara oranla yaklagik dort kat daha fazla
anormal veya hiperfosforile Tau proteini bulunmaktadir (Muralidar vd., 2020). Yapilan
calismalar, Tau proteinlerinin Alzheimer hastalarinda, 6zellikle bilissel bozulmalarin

degerlendirilmesinde iyi bir belirte¢ oldugunu gostermektedir (Yu & Wu, 2021).

2004 yilinda Gotz ve arkadaglarinin transgenik farelerle yaptigi calismada,
Tau’nun beyinde kiimelendigi yere bagl olarak se¢ici davranigsal bozukluklara neden

oldugu tespit edilmistir (Gotz vd., 2004).

Norofibriler yumaklar, belirli bolgelerde gelisip beyin boyunca ongoriilebilir,
rastgele olmayan bir sekilde yayilmaktadir. Bu durum bireyler arasinda ¢ok az farklilik
gostermektedir. Noronal degisiklikler fosfo-tau’ya o6zgii antikor AT8 kullanilarak
norofibriler yumak olusumundan once tespit edilebilmektedir. Ve bu hastalik
ilerlemesinin alt1 agamasini ayirt etmek igin bir temel saglar. Bu asamalar klinik olarak
sessiz vakalar1 temsil eden transentorhinal evreler I-1I; yeni baslayan Alzheimer
hastaliginin limbik evreleri 111-1V; ve tam olarak gelismis hastaligin neokortikal evreleri
V-VI olarak belirtilir (G6tz vd., 2004).



2.1.2.2. Amiloid Beta (Ap) Proteini

Amiloid-f (AB) proteini birikimi Alzheimer hastaliginin en 6nemli ve en yakindan
iliskili patolojik 6zelligi olarak kabul edilir. (Yu & Wu, 2021). Hastaliktaki sinaptik islev
bozuklugunun ve norodejenerasyonun birincil sebebinin A ile iligkili toksisite oldugu

diistiniilmektedir (Sevigny vd., 2016).

Amiloid oncii protein (amyloid precursor protein-APP), beyin de dahil olmak
tizere ¢esitli insan dokularinda eksprese edilen tip I transmembran proteindir. Hiicre i¢i
karboksi ucu, membran icinde 28 amino asitlik boliimii ve hiicre dis1 amino ucu vardir.
Alzheimer hastaligina sebep olan AP proteini, APP’den proteolitik yolla olusmaktadir,
yani APP’nin bir metabolizma irlinidiir. APP, iki yol ile metabolize edilmektedir.
Birincisi non-amiloidojenik yolaktir. Bu metabolik yolakta APP’nin sirasiyla a-sekretaz
ve y-sekretaz enzimleri tarafindan kesilmesiyle sAPPa, p3, C83 ve AICD olarak
isimlendirilen, ¢6ziinebilir fragmentler olusmaktadir. Hiicre kiiltiirii ¢calismalar1 ile bu
yolakla elde edilen SAPPa’nin ndronlar {izerinde olumlu etkileri oldugu tespit edilmistir.
Hastaliga sebep olan amiloid plaklardaki AP proteini, APP’nin 3- ve y- sekretaz enzimleri
tarafindan ardisik olarak kesildigi amiloidojenik yolak ile olusmaktadir. AR nin yani1 sira
¢oziinebilir tiirler olan C99 ve AICD fragmentleri de olusmaktadir. Bu yolakla olusan A
proteini 40 ve 42 amino asit uzunlugundadir. ABso formu tiim A proteinlerinin yaklasik
%90 kadarin1 olusturmaktadir. Ancak APs> daha ndrotoksiktir ve ¢ozliinmeyen
oligomerler seklinde toplanma olasiligi daha yiiksektir (Alsalahat vd., 2021; Cheignon
vd., 2018; Oztiirk & Karan, 2009; Park vd., 2020; Yu & Wu, 2021; Zhao, Deng, Jiang &
Qing, 2016). APP’nin non-amiloidojenik ve amiloidojenik yolak ile kesimi Sekil 2.3’te

gosterilmektedir.
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Sekil 2.3. APP’nin sekretaz enzimleri ile kesimi ve Ap olusumu (Zhao vd., 2016)

Sekil 2.3’te APP’nin - ve y- sekretaz enzimleri tarafindan kesimi ile olusumu
gosterilen APa2’nin molekiiler yapisi, 2016 yilinda Colvin ve arkadaslari tarafindan
yapilan c¢aligmada kati hal niikleer manyetik rezonans (solid-state nuclear magnetic

resonance) kullanilarak aydmlatilmistir (Sekil 2.4 ve Sekil 2.5).

Sekil 2.4. AB42 dimerlerinin fibril ekseni boyunca hizalanmasini gdsteren en diisiik enerji
yapisinin ribbon (serit) gésterimi (Colvin vd., 2016)
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Sekil 2.5. ABa42’nin gubuk model gosterimi (Colvin vd., 2016)

Cogu AP agregati, tipik olarak 5-10 nanometre ¢apinda ve birkag mikrometre
uzunlugunda olabilen fibriller seklini alir (Tycko, 2016).

Alzheimer patolojisine yonelik One siiriilen aciklamalardan en iyi bilineni
“Amiloid Kaskad” hipotezidir ve yapilan ¢aligsmalar bu hipotezi desteklemektedir (Yu &
Wu, 2021). 1992 yilinda John Hardy ve Gerald Higgins tarafindan 6nerilen Amiloid
Kaskad hipotezine gore, protofibriller ve fibriller halinde yeniden diizenlenmis AP
oligomer tiirlerinin olusumu ile amiloid plaklar1 olusturan AP agregasyonu
baslamaktadir. Alzheimer hastalarinin beyinlerinde biriken oligomerlerin, o6zellikle
hiicresel zarlar1 gegirgen hale getirebilmeleri sebebiyle hiicreler i¢in daha toksik tiirler
oldugu, hiicre islev bozukluguna sebep oldugu ve dliime yol agan bir dizi olay1 baslattigi
diisiiniilmektedir. Bu hipoteze gore, hiicre i¢i norofibril yumaklarinin olusumu ve sinaptik
fonksiyonlarin bozulmasi gibi olaylar bu erken ve Kkilit olaydan kaynaklanmaktadir

(Cheignon vd., 2018; Tan & Gleeson, 2019).
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APa2 proteininin ekstraseliiler ortamda birikimi ile olusan yapilar, amiloid plaklar

veya senil plaklar olarak isimlendirilmektedir (Cheignon vd., 2018).

Saglikli bireylerde kendi kendini diizenleyen mekanizmalar yoluyla AP iiretimi
ve eliminasyonu arasinda bir denge saglanmaktadir. Ancak bu dengenin gesitli faktorler
nedeniyle bozulmasi sonucunda AP agregasyonu meydana gelir. Bu da amiloid plaklarin
olugsmasina ve bagli olarak noronal iletimde aksamalara neden olmaktadir (Yu & Wu,

2021).

Beyinde AP birikimi asamalar1 Tau’dan farkli olarak evrelendirilmektedir. Buna
gore neokortikal bolge evre I, allokortikal bolge evre 11, diensefalik ¢ekirdekler, striatum
ve bazal dnbeyin kolinerjik ¢ekirdekleri evre |11, birka¢ beyin sap1 ¢ekirdegi evre 1V ve
son olarak evre V serebellar AB birikimi oldugu goriilmektedir (G6tz vd., 2004).

Oksidatif stres, noroinflamasyon, hiperfosforile tau ve metabolik yolaklardaki

diizensizlik gibi bir dizi mekanizmanin A birikimini tetiklemesiyle toksik oligomerlerin

tiretildigi belirtilmektedir (Yu & Wu, 2021).

Yapilan deneysel ¢aligmalar norofibriler yumak olusumu ile hastaliga dair klinik
belirtilerin eszamanli oldugunu ancak amiloid plak birikimi ile klinik belirtiler arasinda
cok diisiik bir baglant1 oldugunu gostermektedir (Ozkay vd., 2011). Bu durumda Apas2’nin
agregasyonunun, Tau patolojisinden dnce gerceklestigi sonucuna varilmaktadir. Hatta
AP42 birikiminin hastalikta nedensel bir rol oynadigi diisiiniilmektedir (Mitsubori vd.,
2021; Xiong, Ge & Ma, 2019). Ferrari ve arkadaslari tarafindan 2003 yilinda fareler
tizerinde yapilan ¢alismada da bu diisiinceyi destekleyen, AB’nin norofibriler yumak
olusumunu indiikledigi sonucu ¢ikmistir (Ferrari, Hoerndli, Baechi, Nitsch & Goétz,
2003).

APs2’nin birikimi ve bunun sonucunda senil plaklarin olusumunun siiresi bireyler
arasinda farklilik gosterse de bu birikimin hastalik belirtilerinin ortaya ¢ikisindan yaklasik
20-30 y1l 6nce basladigr literatiirde yer almaktadir (Altuna-Azkargorta & Mendioroz-
Iriarte, 2020; Ozkay vd., 2011; Shaw vd., 2019).
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Saglikli bireylerde de ilerleyen yas ile beraber ABa2 birikimine bagli senil plaklara
rastlanmaktadir. Ve bu durum “Bu kisiler sagliklt m1 yoksa klinik 6ncesi evrede mi?”

sorusunu yaratmaktadir (Xiong vd., 2019).

Alzheimer hastaliginda ABs2’nin beyin omurilik sivisindaki miktarlarinin saglikli
bireylerdeki miktarlarina gore farkli oldugu tespit edilmistir. Buna gore hafif biligsel
bozuklugun goriildiigii evre dahil olmak {izere hastalik boyunca beyin omurilik
sivisindaki  APs; miktarlart saglikli  kisilerdeki miktarlarina oranla daha diisiik
bulunmustur. Bu durum, APP’nin amiloidojenik yolakta B- ve y-sekretaz enzimleri
tarafindan kesilmesiyle olusan AB42’nin beyinde hizla senil plak olusumuna katilmasiyla
ve buna bagli olarak da beyin omurilik sivisindaki miktarlarinin azalmasina yol agtigi

seklinde agiklanmaktadir (Mehta, 2007).

Diger taraftan Alzheimer hastaliginda Afs2’nin kan plazmasindaki seviyeleri
hakkinda ¢esitli tartismalar mevcuttur. Bu yonde yapilan ¢alismalarda “erken baglangich
Alzheimer” hastalarinda kan plazmasindaki A4z miktarlariin saglikli bireylerdeki
miktarlarina oranla 2-3 kat daha yiiksek oldugu tespit edilmistir. Fakat “ge¢ baslangich
Alzheimer” hastalar1 arasinda kan plazmasindaki A B2 miktarlari farklilik géstermektedir.
Bu farkliliklarin; ABs2’nin albiimin, eritrosit ve bunun gibi molekiillere degisen oranlarda
baglanmasi ve boylece fibril yapist olusturamamasindan kaynaklandig: diistiniilmektedir.
Farkl1 baglanma ve fibril yapisi olusturma oranlarinin hastalar arasinda benzer sonuglarin
gbzlenmesine engel olusturabildigi goriisii vardir. Ancak bu konudaki tartigmalara
ragmen yapilan aragtirmalar gostermektedir ki; saglikli bireylere gore daha yiiksek A4z
seviyeleri tespit edilen kisilerde, yliksek A4z seviyesi ile hastaligin ilerleyen
donemlerindeki biligsel becerilerde azalma arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
vardir. Bu durum kan plazmasinda yiiksek Apas2 miktarinin Alzheimer hastaligina
yakalanma ihtimalini arttirdigim1  diisiindlirmektedir. Ayrica hastaligin  farkl
donemlerinde AP42 miktarinin arttig1 da gosterilmis olup ayn1 hastalardan belirli siirelerle
alan orneklerde plazma A42 seviyesinin giderek arttigr da gozlemlenmistir (Mehta,
2007; Roher vd., 2009; Song vd., 2011; Xia vd., 2009). Kan plazmasindaki AP
miktarlari, hastalar arasinda bu degisiklikleri gdstermesine ragmen, Ulusal Yaslanma

Enstitiisii-Alzheimer Dernegi ve Uluslararast Calisma Grubu 2, Alzheimer hastaliginin
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teshisinde AP peptidini belirte¢ biyomolekiil olarak dnermektedir (Carneiro, Morais &
Pereira, 2020).

Alzheimer hastaligina dair 6nemli bir biyobelirte¢ olan ABs2’nin kan plazmasi,
beyin omurilik sivis1 gibi viicut sivilarindaki tayini, hem hastaligin klinik 6ncesi tespite
imkan vermesi hem de hastalik mekanizmasinin agiklanmasina katki saglamasi ve ilag
gelistirme calismalarinda ilaglarin etkinliginin takibi i¢in 6nem arz etmektedir (Xing &

Xia, 2015).
2.1.3. Alzheimer Hastaliginin Nedenleri

Alzheimer hastaliginin olusumunda hem genetik hem de cevresel faktorler rol
oynamaktadir. Ancak en 6nemli neden tiim demans tiirlerinde oldugu gibi Alzheimer
hastaliginda da bireylerin ilerleyen yasidir. Yapilan ¢alismalar Alzheimer hastaliginda
genetik etkenin yaklasik %70-80 oraninda oldugunu gostermektedir. Ancak bu
dogrultuda yapilan ¢alismalarda yalnizca APOE’nin risk geni oldugu dogrulanmaktadir

(Gé6tz vd., 2004; Ozkay vd., 2011).

Alzheimer hastaliginin gelisiminde diisiik egitim seviyesi, biling kaybina neden
olan kafa travmalari, Down sendromu, aterosklerotik karotid hastaligi, miyokard

infarktiisii, atriyal fibrilasyon gibi etkenlerden de sdz edilmektedir (Ozkay vd., 2011).

Alzheimer hastalifin  erken baslangich ve ge¢ baslangigh  olarak
siniflandirilabilmektedir. Erken baslangi¢cli Alzheimer hastaliginin {i¢ gende gerceklesen
mutasyonla yakindan iligkili oldugu diistiniilmektedir. Bunlar amiloid beta dncii proteini
(APP), presenilin 1 (PSEN1) ve presenilin 2 (PSEN2) genleridir. Hastaligin erken
baslangigli formu genellikle 65 yasin altindaki bireylerde goriilir ve Alzheimer
hastalariin yaklasik %4-5'ini olusturur. Geg baslangi¢li Alzheimer hastaligi ise daha sik
goriilen formdur, genetik ve cevresel faktorlerin karmasik etkilesiminden kaynaklandigi
diistiniilmektedir. Geg baslangicli Alzheimer hastaliginda Apolipoprotein E (APOE) €4
allelinin varlig1, asir1 AP agregasyonuna sebep oldugu i¢in ge¢ baslangicl hastalik riskini
artirdig1 diisiiniilmektedir. Ek olarak, genom c¢apinda iliskilendirme ¢alismalari, TREM2,
TYROBP ve CD33 gibi bagisiklik sistemi yolaklar1 ve epizodik bellek ile ilgili olanlar
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da dahil olmak {iizere bircok genin ge¢ baslangicli Alzheimer hastaligina yatkinlikla
iliskili oldugunu diisiindiirmektedir (Ozkay, vd., 2011; Yu & Wu, 2021).

Kadinlarin, daha uzun yasam siireleri ve menopoz sonrasi dstrojen seviyelerindeki
azalma nedeniyle Alzheimer hastaligina yakalanma riski erkeklerden daha fazladir

(Cheignon vd., 2018).
2.1.4. Alzheimer Hastaliginin Belirtileri

Alzheimer hastalarinda ilk olarak bellek sorunlar1 bunu takiben muhakeme,
cevreye uyum ve sozel becerilerde problemler ortaya ¢ikmaktadir (Gotz vd., 2004). Hafif
biligsel bozukluklarla baglayan hastalik siirecinde ilerleyen safhalarda plan yapma ve
organizasyon becerilerinde zayifliklar, yer ve zaman kavramlari ile ilgili zihinsel
karigikliklar, sonradan G6grenilen ve motor beceri gerektiren isleri yapmada giigliik
goriilmektedir. Hastaliin son donemlerinde ise konusma becerilerinde kayiplar,
yirimede bozulmalar, yutmada zorluk meydana gelir. Alzheimer hastaligi teshisi
konulan hastalarin ¢ogunda tiim bu zihinsel ve biligsel degisikliklerin yaninda psikiyatrik
belirtilerin de oldugu goriilmektedir. Bunlar; depresyon, anksiyete, apati (cevre ile

ilgisizlik), yalniz kalma fobisi, amagsiz dolagmalar, ajitasyon, saldirganlik ve sanrilardir.

Hastalarin ortalama yasam siiresi tan1 konulduktan sonra 5-20 yildir. En sik 6lim
nedeni brokopnémani yani brons ve akciger iltihabidir (Keles & Ozalevli, 2018; Ozkay
vd., 2011; Selekler, 2010).

Alzheimer's Disease International (ADI), demansli kisileri ve ailelerini
desteklemek iizere, 78 Alzheimer derneginin uluslararasi federasyonu olarak 1984 yilinda
kurulmustur. ADI’nin vizyonu; demans hastalar1 ve aileleri i¢in daha iy1 bir yagam
kalitesidir. ADI, Londra merkezlidir ve ABD'nin Illinois eyaletinde kar amaci giitmeyen

bir kurulus olarak kayitlidir (Chaib, 2012).
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2.1.5. Alzheimer Hastaligimin Teshis Yontemleri

Alzheimer hastalig1 genellikle ileri yaglarda ortaya ¢iktig1 i¢in erken evrelerdeki
semptomlar yaslanmaya bagli bilissel bozukluklarla benzerdir. Bu durum hastaligin erken
evrede teshis edilmesinde zorluga sebep olmaktadir (Arco, Ramirez, Gorriz & Ruz,
2021). Ayrica hafiza problemlerinin altinda yatan pek ¢cok neden olabileceginden, kesin
Alzheimer tanist ancak hastanin oOliimiinden sonra yapilan beyin otopsisi ile
konulabilmektedir. Buradaki ana kriter ise amiloid plaklarin ve norofibriler yumaklarin
bolgesel dagilimi ve miktaridir. Giintimiizde kullanilan klinik kriterlere gore hastalik
ancak ge¢ evrede teshis edilebilmektedir ve diger hastalik ihtimalleri elenerek olasi

Alzheimer tanis1 konulabilmektedir (Ma vd., 2020; Mattson, 2004).

Beyin goriintiileme teknikleri, klinik degerlendirmeleri tamamlayict 6nemli
bilgiler elde edilmesine imkan saglamaktadir. Bu amagla tek foton emisyon tomografisi
(SPECT, Single Photon Emission Tomography), pozitron emisyon tomografisi (PET,
Positron Emission Tomography), fonksiyonel manyetik rezonans goriintiilleme (fMRI,

functional Magnetic Resonance Imaging) teknikleri kullanilmaktadir (Arco vd., 2021).

Ilerleyen yas ile birlikte beyin hacminde kiiciilme (atrofi) goriilmektedir. Saglhkl
yaglanma ile Alzheimer hastaligindan kaynaklanan nérodejeneratif degisimler arasindaki
fark ¢ok belirgin olmasa da beynin belirli bolgelerindeki kii¢iilmelerin, saglikli
yaslanmaya kiyasla Alzheimer hastaliginda daha fazla oldugu tespit edilmistir. Ornegin
hipokampal hacimdeki azalma saglikli bireyler ile demansl bireyler arasinda farklilik
gostermektedir ve beyin bozulma oranmi arastirmak icin belirteg olarak kabul

edilmektedir (Mofrad vd., 2021).

Beyindeki degisim, beyin bolgelerindeki ndronal hiicre kaybinin sayilmasi ve
beyin bolgelerinin  hacmindeki degisikliklerin  norogoriintileme  verilerinden

hesaplanmasi gibi farkli yontem ve tekniklerle incelenmektedir (Mofrad vd., 2021).
2.1.6. Alzheimer Hastaliginda Tedavi Yontemleri

Tim hastaliklarin tedavisinde amag; patolojik durumun ortadan kaldirilmasi,
hastaligin ilerlemesinin durdurulmasi ve hastanin normal yasamina dondiiriilmesidir.

Giiniimiizde Alzheimer hastaligi igin bu kosullar1 saglayan bir tedavi yontemi maalesef
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bulunmamaktadir. Ancak mevcut tedavi yontemleriyle hastaligin ilerleyisi yavaslatilip
hastalarin giinliik aktivitelerini gergeklestirmeleri kolaylastirilabilmektedir (Selekler,
2010; Yu & Wu, 2021). Kullanilan tedavi yontemleri orta ve ileri derecedeki hastalarda
¢ok fazla etkili olmamaktadir. Fakat erken evrede hastaligin ilerlemesi
yavaglatilabilmektedir. Bu noktada hem nérodejenerasyonun yavaglatilmasi hem de yeni
ilaglarin gelistirilebilmesi ve gelistirilen ilaglarin etkinliginin olgiilebilmesi igin erken

teshis dnem kazanmaktadir (Arco vd., 2021; Ma vd., 2020; Mofrad vd., 2021).

1998’den beri biiylik ilag sirketleri Alzheimer hastaliginin tedavisi igin ilag
gelistirme caligsmalar ylriitmektedir. Bugiine kadar yalnizca bes tanesi Amerika Birlesik
Devletleri Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanmustir. Bu ilaglar Kolinesteraz
inhibitorleri (ChEI'ler) ve NMDAR antagonistleri olmak iizere iki ana gruba
ayrilmaktadir. ChEIl'ler donepezil (Aricept), rivastigmin (Exelon), galantamin
(Razadyne) ve takrindir. Ancak hepatotoksisite nedeniyle takrin  artik
kullanilmamaktadir. Bu tip ilaglar sinapslardaki asetilkolinesteraz aktivitesini inhibe
ederler. Boylece néronlar arasinda normal sinir iletimini destekleyen, hastalarin biligsel
performansin1 ve hafizasini gelistiren endojen asetilkolin varligini arttirmaktadirlar.
NMDAR antagonisti memantin ise asir1 glutamat salinimini 6nleyerek glutamat kaynakli
eksitotoksisitenin neden oldugu néronal islev bozuklugunu ve beyin hiicresi hasarin
azaltmaktadir. Maalesef her iki ilag sinifi da sadece klinik semptomlari kisa siireler igin

inhibe etmektedir, ancak hastaligin ilerlemesini durduramamaktadir (Yu & Wu, 2021).

[lag ¢aligmalarinda ana hedef molekiiller genellikle AB ve Tau proteinidir (Nishet
vd., 2015). Ancak genetik, noropatolojik ve hiicre biyolojisi alaninda yapilan galismalar
gostermektedir ki, AP molekiilii, Alzheimer hastaliginin tedavisi igin daha iyi bir hedef
proteindir (Sevigny vd., 2016). Ancak AP'yi hedef alan, arastirmasi devam edenler de
dahil olmak tizere, bir dizi tedavi yontemi, faz III klinik denemelerinde basarisiz
olmaktadir. Ve sonug olarak bu durum amiloid kaskad hipotezinin giivenilirligi hakkinda
siipheler uyandirmaktadir. Yine de tedavide hasta se¢imi, sonug Olgiitlerinin seg¢imi,
ilaglarin tasarimi ve etki mekanizmalart ile ilgili mevcut sorunlarin varligt  hipotezin
cliritiilmesine engel olmaktadir. Hatta Aducanumab ile yapilan c¢alismanin basarisi,

amiloid hipotezi i¢in gii¢lii bir destek saglamaktadir (Yu & Wu, 2021).
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Alzheimer hastaligina yonelik, Sevigny ve arkadaslari tarafindan 2016 yilinda
yapilan ¢alismalar sonunda antikor bazli bir immiinoterapi ilac1 gelistirilmistir (Sevigny
vd., 2016). Aduhelm isimli bu ila¢ 2021 yilinda FDA tarafindan, bir takim klinik
belirsizlikleri oldugu kabul edilerek, hizlandirilmis onay yolu kapsaminda onaylanmistir
(Food and Drug Administration, 2021). Bu ilag i¢in yapilan klinik 6ncesi ¢aligmalarda bir
aducanumab analogunun kan-beyin bariyerini gecerek hedefe baglanip transgenik
farelerin beyinlerindeki plaklarda bulunan AB’y1 temizleme yetenegine sahip oldugu
gosterilmistir. Daha sonra bu ¢alisma kapsaminda, insan B-hiicresi klonlar1 kullanilarak
AP agregatlarinda bulunan neo-epitoplar tarafindan tetiklenen antikor gelistirilmistir. B-
hiicreleri ¢oziiniir oligomerler ve ¢oziinmeyen fibriller de dahil olmak tizere Ap
agregatlar1 ile segici olarak reaksiyona giren, bir insan monoklonal antikoru olan,
Aducanumab’in (BIIB037) molekiiler klonlanmasina, dizilenmesine ve rekombinant
ekspresyonuna izin vermektedir. Calismanin devaminda Aducanumab ile klinik
denemelere gecilmistir. Tedavi Oncesi alinan pozitron emisyon tomografisi (PET)
gorlintiileri ile 1ilag kullannrmindan 54 hafta sonra alman PET goriintiileri
karsilastirildiginda, hastalarin beyinlerindeki amiloid plaklardaki belirgin azalma

goriilmektedir (Sekil 2.6) (Sevigny vd., 2016).
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Sekil 2.6. Aducanumab kullanim1 6ncesi ve 54 hafta sonrasi PET goriintiileri (Sevigny
vd., 2016)

Amerika Birlesik Devletleri Ulusal Saglik Enstitiileri tarafindan diyabet, sigara,
kotii beslenme ve fiziksel hareketsizlik gibi faktorlerin elimine edilmesinin hastalig
onlemede etkili olabilecegi aciklanmistir. Ayrica oksidatif stres, norodejenerasyonda
onemli bir rol oynadig1 i¢in hastalifa yakalanma riski yiiksek veya hastaligin erken

evresindeki bireylerde antioksidanlarin kullanimini tavsiye etmektedir (Yu & Wu, 2021).
2.2. Biyosensorler

Biyosensorler, biyolojik ve sentetik siireclerin siirekli izlenmesi ve bu siireclerin
anlasilmasinda giderek daha fazla kullanilmaktadir (Zhang, Wright & Yang, 2000).
Biyosensorler, ¢evresel, klinik, tarim, gida ve savunma uygulamalarinda gesitli analitlerin
kalitatif ve kantitatif tayini i¢in bir teknik olarak ortaya ¢ikmistir (Malhotra & Pandey,
2017). Son yillarda diinya ¢apinda biyobelirtegler ile yapilan tayinlerde, biyosensorler en
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giivenilir, hizli ve kesin analitik yontemler olarak yaygin kullanim alanina sahiptir (Hasan
vd., 2021). Biyosensorlerin kullaniminin giderek yayginlasmasinda farkli analitlere uyum
saglama ve yiiksek secicilik gibi Ozelliklere de sahip olmalar1 etkendir. Ayrica
biyosensorlerin minyatiirlestirmeye uygun olmalari, onlar1 saha ve yerinde dlgiimler igin

gerekli araglar haline getirmektedir (Sezgintiirk, 2020).

Biyosensorlerin ¢ikis noktasi, canlilarin algilama ve tepki mekanizmalaridir.
Biyosensorler, bir transdiisere yakindan bagli veya entegre edilmis bir biyolojik algilama
eleman1 (biyoreseptor) iceren cihazlardir. International Union of Pure and Applied
Chemistry (IUPAC) tarafindan yapilan tanima gore ise biyosensdrler; biyolojik yaniti
optik, termal veya elektrik sinyallerine doniistiiren cihazlardir. Bu cihazlarin kullanim
amac1 belirli bir kimyasalin veya bir dizi kimyasalin konsantrasyonuyla orantili olan bir

dijital elektronik sinyal tiretmektir (Sezgintiirk, 2020; Turner, Karube & Wilson, 1987).

FIZIKOKIMYASAL
DONUSTURTCT

BIYOSENSORLER

Sekil 2.7. Biyosensorii olusturan bilesenler (Tiiylek, 2017)

Biyoreseptor olarak kullanilan molekiiller, ilgilenilen analit ile spesifik olarak
etkilesime giren ve yiiksek baglanma kapasitesi gosterebilen molekiillerdir. Boylece bir
biyosensor sisteminde, biyoreseptdr yardimi ile analit konsanstrasyonuyla orantili
kimyasal veya fiziksel ¢ikis sinyali elde edilir. Biyoreseptorler, hedef analitleri
tanimadaki rolleri nedeniyle biyosensorlerin 6nemli bilesenleridir. Bu yiizden
biyoreseptor se¢imi hedef analite baghdir (Sezgintiirk, 2020; Thévenot, Toth, Durst &
Wilson, 2001).
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Biyosensorlerde transdiiser yani dondstiiriicii kisim, biyoreseptér ve analit
arasinda gergeklesen biyokimyasal tanima olayini, ¢ift yonlii, Olgiilebilir bir sinyale
dontistiiren elektronik cihazlardan meydana gelmektedir. Burada biyoreseptor ve analit
arasindaki tanima olay1 yeni bir iiriin olusumu, 1s1 salinimi, elektron akisi, pH degisimi
gibi ¢esitli doniisiimlerle gerceklesmektedir. Transdiiserdeki sinyal doniisiimii elektriksel
olmayandan elektrige veya tam tersi sekilde de olabilir (Sezgintiirk, 2020; Thévenot vd.,
2001).

Biyosensorler ilk kez 1950’lerin ortalarinda, L. C. Clark’in Cincinnati
Hastanesi’nde (Ohio, ABD) ameliyat esnasinda, kanda O» miktarin1 bir elektrot ile
izlemesi ile kesfedilmistir. 1962 yilinda Clark ve Lyons tarafindan, bir oksido-rediiktaz
enzimi olan glukozoksidaz enziminin platin elektrot yiizeyine immobilize edilmesi ile
kan glukozunun Ol¢iimii yapilmistir. Bu biyosensor sistemi, enzim elektrodu olarak
bilinen bir elektrotla tasarlanan elektrokimyasal temelli bir biyosensordiir. Olusturulan bu
analiz yoluyla, biyolojik sistemin (enzim) yiiksek spesifikligi ve fiziksel sistemin
(elektrot) tayin duyarliligi birlestirilmistir (Bulut, 2011; Clark & Lyons, 1962; Wang, Xu,
Zhang, & Li, 2008).

Ideal bir biyosensdriin sahip olmas1 gereken dzellikler;

1. Biyoreseptor, analizin amact igin oldukga spesifik olmali, normal saklama
kosullar1 altinda stabil olmali ve testler arasinda diisiik bir varyasyon gostermelidir.

2. Yapilan analiz karistirma, pH ve sicaklik gibi fiziksel parametrelerden miimkiin
oldugunca az etkilenmelidir.

3. Biyosensor cevaplari, seyreltme veya mevcut konsantrasyondan bagimsiz
olarak, ilgili konsantrasyon araliginda dogru, kesin, tekrarlanabilir ve lineer olmalidir.

4. Biyosensor cevaplar elektriksel veya diger doniistiiriicli kaynakli giirtiltiilerden
arindirilmis olmalidir.

5. Tasarlanan biyosensor sistemi eger invaziv klinik uygulamalarda izleme igin
kullanilacaksa, prob kii¢ikk ve biyouyumlu olmali, toksik veya antijenik etkileri
olmamalidir. Ayrica, biyosensor inaktivasyona veya proteolize egilimli olmamalidir.

6. Tasarlanan biyosensdr ucuz, kiigiik, tasinabilir ve uzman kullanicilar
olmaksizin kullanilabilecek nitelikte olmalidir (Grieshaber, MacKenzie, Vorés &
Reimhult, 2008).
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2.2.1. Biyosensorlerin Siniflandirilmasi

Biyosensorlere ait farkli siniflandirmalar olsa da temel olarak biyoreseptor ve

transduser kisimlarina gore siniflandirilmaktadir.

Biyosensorlerin biyoreseptorlere gore siniflandirilmasi Sekil 2.8°de verilmistir.

Biyoreseptorler

Antikor Enzim Hiicre Niikleik Asit Mikroorganizma

Sekil 2.8. Biyosensorlerin biyoreseptorlere gore siniflandirilmast

Sekil 2.8°de verildigi iizere antikorlar biyosensorlerde biyoreseptor olarak siklikla
kullanilmaktadir. Antikorlar, iki agir zincir ve iki hafif zincirden olusan “Y” seklinde
immiinoglobulin proteinleridir. In vitro tiretimleri sonucunda poliklonal ve monoklonal
olarak smiflandirilabilmektedir. Poliklonal antikorlar bir dizi bagisiklik hiicresi
tarafindan iretilir ve antijenlere c¢esitli bolgelerden ve farkli afinitelerle baglanirlar.
Monoklonal antikorlar ise tek bir hiicrenin benzer klonlar1 tarafindan tiretilir ve antijende
epitop adi verilen ayni hedef bolgeye esit afinite ile baglanirlar. Antikorlar analite
spesifik, kararli ve ¢ok yonliidiir (Malhotra & Pandey, 2017; Sezgintiirk, 2020).

Biyoreseptor olarak enzim kullanilan biyosensorlerde, enzimin substrat ile
spesifik  bir etkilesime girmesiyle, enzimin katalizi ve/veya inhibisyonu
oOlgtilebilmektedir. Burada enzim, analiti metabolize edebilir ve bu sayede analitin
konsantrasyonu, analitin katalitik dontistimii ile dlgiilebilir. Veya enzim, analit tarafindan
inhibe edilebilir, analit konsantrasyonunun azalmas: takip edilebilir. Bu tip
biyosensorlerde enzimler adsorpsiyon, kovalent baglanma, ¢apraz baglanma ve jeller
veya polimer matrislerde tutuklama ile bir biyoaktif tabaka tizerinde immobilize

edilebilmektedir. Ol¢iim sisteminde meydana gelen kataliz veya inhibisyon temelli
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reaksiyonlarda konsantrasyonlarin hizli bir sekilde dengeye ulasmasi i¢in diflizyonu
azaltmak amaciyla biyoaktif tabaka kalinliginin miimkiin olan en ince hale getirilmesi
onemlidir. Pratikte enzim elektrotlarinin kullanim alani oldukc¢a genistir. Boyle olmasinin
en 6nemli nedeni, canli sistemler sayesinde her tiirli maddenin dogrudan veya dolayli
olarak analiz isleminde kullanilacak kadar bol enziminin bulunmasidir (Sezgintiirk, 2020;
Tiiylek, 2017; Wang vd., 2008).

Bakteri, mantar, maya, alg ve doku kiiltiirii hiicreleri gibi canli organizmalar
biyoreseptdr olarak kullanilabilmektedir. Burada Ol¢lim canli organizmanin genel
metabolik durumunun takip edilmesiyle yapilmaktadir. Hiicre kullanimindan
kaynaklanan azaltilmis saflastirma adimlar1 gereksinimi 6nemli avantajlarindandir

(Sezgintiirk, 2020).

Biyoreseptor olarak niikleik asitlerin (DNA ve RNA) kullanildig biyosensorlerde
meydana gelen hibridizasyona dayali Ol¢iim yapilmaktadir. Bu tip biyosensdrlerin

avantaj1 biyoreseptor ve analit arasindaki etkilesimin kararliligidir (Sezgintiirk, 2020).

Bir biyosensorde mikroorganizmalar biyoreseptor olarak kullanildiginda 6l¢iim,
mikroorganizmalar tarafindan organik bilesiklerin asimilasyonu, solunum aktivitesindeki
degisim veya elektroaktif metabolitlerin iiretimine dayali olarak yapilmaktadir (Turner
vd., 1987).

Biyosensorlerin transdiisere gore siniflandirilmasi Sekil 2.9°da goriilmektedir.

Transdiiser (Doniistiiriicii)

Kiitle Bazh Elektrokimyasal

Amperometrik impidimetrik

Optik
Piezoelektrik I

Refraktometrik Liiminometrik

Interferometrik Florimetrik Yiizey Plazmon Rezonans Potensiyometrik Kondiiktometrik

Sekil 2.9. Biyosensorlerin kullanilan transdiisere gore siniflandiriimasi

Biyosensorde kullanilan transdiisere gore yapilan siniflandirma ayrintilanacak
olursa; optik biyosensorler klinik, gida giivenligi ve ¢evre kirliligi analizlerinde siklikla
kullanilmaktadir. Bu sensorler, analit molekiillerinin veya bir kemo-optik doniistiiriicii
ortamin kirilma indeksi, absorbans ve floresan ozelliklerindeki degisikligin dl¢limiine

dayanir. Optik biyosensorler kapsaminda refraktometri, interferometri, spektroskopik
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(liminesans, fosforesans, floresan, Raman) ve yiizey plazmon rezonans (SPR) kullanilan
farkl1 biyosensor sistemleri vardir. En yaygin kullanilan biyosensoérler, fiber optik entegre
SPR ve floresan tabanli biyosensorlerdir (Malhotra & Pandey, 2017; Sezgintiirk, 2020).

Piezoelektrik temelli biyosensorler ise analitik kimyadaki potansiyel uygulamalar
icin hassas kiitle-frekans doniistiiriiciilerdir. Bir piezoelektrik cihaz, aktif ylizeyi ile temas
halinde olan numunelerin kiitlesi, yogunlugu veya viskozitesindeki degisiklikleri takip
etmektedir. Bu yontemde piezoelektrik kristale alternatif bir voltaj uygulanir ve daha
sonra dncekinin neden oldugu mekanik salinim analiz edilir. Salinimlarin frekansi 6l¢iiliir
ve buradaki degisim hedef analitin konsantrasyonu ile orantilidir. Piezoelektrik etki, bir
dielektrik malzemeye uygulanan basing, kristal kafesini deforme ettiginde gozlenir.
Piezoelektrik transdiiksiyon, biyolojik bir ortama genellikle farkli tiplerde olabilen
ilerleyici veya duran akustik dalgalar biciminde mekanik ve elektriksel kuvvetler saglar.
Piezoelektrik tabanli biyosensorlerde bu prensip kullanilarak bir¢ok farkli proteinin tayini
icin etiketsiz Ol¢iim sistemleri gelistirilmistir (Malhotra & Pandey, 2017; Sezgintiirk,
2020).

Elektrokimyasal biyosensorler, transduser olarak bir elektrokimyasal sinyal
dontstiiriici eleman1 ile dogrudan temasta tutulan bir biyolojik tanima elemam
(biyokimyasal reseptdr) kullanarak, nicel veya yart nicel analitik bilgi saglayabilen
bagimsiz entegre cihazlardir (Thévenot vd., 2001). Elektrokimyasal biyosensorlerde,
biyoreseptdrde gerceklesen reaksiyonun Ol¢limii akim temelli ise amperometrik,
potansiyel ya da yiik temelli ise potansiyometrik, elektrotlar arasindaki iletkenligin
Ol¢timiine dayaniyorsa kondiiktometrik biyosensor sinifina dahildir (Grieshaber vd.,
2008). Eger biyosensor sisteminin elektrik akimina karsi direnci Olgliliiyorsa

impidimetrik biyosensor sinifina dahildir (Malhotra & Pandey, 2017).

Bu tez kapsaminda elektrokimyasal impedans esasl1 bir amiloid beta biyosensorii

gelistirildigi i¢in elektrokimyasal esasli biyosensdrler daha ayrintili olarak incelenecektir.
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2.2.2. Elektrokimyasal Biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler, biyoalgilama elemaninin analit ile etkilesimi
sonucu elektrokimyasal tiirlerin {iretimi veya tiiketiminin, transduser ile bir
elektrokimyasal sinyale doniistiiriildiigii, analitik 6l¢iim yapabilen cihazlardir (Kuralay,
2019; Thévenot vd., 2001). Elektrokimyasal biyosensorler, yiiksek 6zgiilliikk, duyarlilik
ve segicilikle biyomolekiillerin analizine izin vermeleri, diisiik tepki siiresine sahip
olmalar1 ve uygun maliyetli olmalar1 nedeniyle genis ¢apta arastirma alanina sahiptir. Ve
bu avantajlar1 sebebiyle geleneksel analitik araglarin yerini almaya baslamistir. (Malhotra
& Pandey, 2017; Wang vd., 2008). Elektrokimyasal biyosensorler klinik analizlerde,
endiistri i¢in ¢evrimigi kontrol siireglerinde, ¢evre ile ilgili arastirmalarda ve hatta in vivo

calismalarda kullanilabilmektedir (Malhotra & Pandey, 2017).

Elektrokimyasal biyosensorlerdeki reaksiyonlar kullanilan elektrot yiizeyinde
gergeklestigi icin bu Ol¢liim prensibinde elektrotlar 6nemli bir rol oynamaktadir. Segilen
elektrodun kullanim amacina bagli olarak elektrot malzemesi, yiizey modifikasyonu veya

boyutlari, algilama kabiliyetini biiyiik 6l¢iide etkilemektedir (Grieshaber vd., 2008).

Elektrokimyasal biyosensorlerde 6l¢iim sistemi genellikle bir referans elektrot, bir
yardimci (karsit) elektrot ve ¢alisma (redoks, algilama) elektrotu olarak da bilinen tglii
elektrot sistemi ile yapilmaktadir (Grieshaber vd., 2008).

Tipik bir elektrokimyasal biyosensor sistemi Sekil 2.10°da gosterilmistir.,
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Potentiostat

Sekil 2.10. Tipik bir elektrokimyasal biyosensor sistemi. WE; ¢alisma elektrodu, CE;
karsit elektrot ve RE; referans elektrot (Malhotra & Pandey, 2017)

Sekil 2.10°da gosterilen biyosensor sisteminde referans elektrot olarak genellikle
Ag/AgCl elektrot kullanilir, bilinen ve kararlt bir potansiyeli korumak i¢in reaksiyon
bolgesinden belirli bir mesafede tutulur. Calisma elektrotu, yiizeyinde gerceklesen
biyokimyasal reaksiyonda transdiiksiyon elemani olarak gorev yapmaktadir. Karsit
elektrot ise galisma elektrotuna bir akim uygulanabilmesi igin elektrolitik ¢6zeltiyle bir
baglanti kurar. Bu sistemdeki tiim elektrotlar hem iletken hem de kimyasal olarak kararli

olmalidir (Grieshaber vd., 2008).

Ayrica elektrokimyasal biyosensorlerde hassas ve kararli bir cevap elde etmek
i¢in, 6l¢tim hiicresinde, elektron aracisi olarak redoks probu kullanilir (Shahdost-fard &
Roushani, 2017).

2.2.2.1. Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS), esdeger devrelerin model olarak
kullanildigi, heterojen sistemlerin  (membran/elektrolit  sistemleri) elektriksel
ozelliklerinin belirlenmesini saglayan, malzemeleri ve arayiizleri karakterize etmek icin

kullanilan bir tekniktir (Benavente, 2005).
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Impedans, bir devreden gecen elektrik akimina karsi gosterilen direnctir.
Cozeltiler, arayiizler ve yapilan kaplamalar ile iyon akist engellenebilir. Bu durumda

impedans, engelenen iyon akisinin bir 6lgiisti olmaktadir (Malhotra & Pandey, 2017).

Bir siniizoidal potansiyel uygulandiginda, bu potansiyele verilen yanit, siniizoidal
fonksiyonlarin toplami olarak kabul edilebilecek bir alternatif akim (AC) sinyalinin
tiretilmesiyle sonuglanir. Elektrokimyasal impedans spektroskopsinde (EIS) bir 6l¢iim
hiicresine giden, farkli frekanslarda (genellikle 105-10° Hz araliginda), genligi kiigiik
alternatif akima kars1, 6l¢lim sisteminin gosterdigi direng tespit edilir (Benavente, 2005;
Lasia, 2014; Malhotra & Pandey, 2017).

Impedans &lgiimleri, elektrokimyasal bir reaksiyondan kaynaklanan akimin,
elektrikli bir araylizde aktig1 agik devre potansiyelinde yapilir. Buradaki yiik aktarimi
Faradaik ve Faradaik olmayan bilesenler igerir. Faradaik bilesenler, uygun bir aktivasyon
bariyerini, yani polarizasyon direncini (Rp) ve kompanse edilmemis ¢ozelti direncini (Rs)
asarak arayiiz boyunca 0 elektrokimyasal reaksiyon yoluyla gergeklesen elektron
transferinden kaynaklanir. Faradaik olmayan bilesen ise ¢ift katmanl kapasitoriin (Cdl)
sarj edilmesinden kaynaklanir. Belirli bir potansiyeldeki aktivasyon bariyeri olan Rp
degeri, standart (formal) elektrot potansiyelinde yiik transfer direnci (Rct) haline gelir
(Chang & Park, 2010; Malhotra & Pandey, 2017).

Bir elektrolit ¢ozeltisi ile bir elektrodun temasta oldugu bir sistemde yapilan
elektrokimyasal impedans 6l¢iimii Randles esdeger devre modeli ile belirlenir (Chang &
Park, 2010; Lisdat & Schifer, 2008) ve Randles esdeger devre modeli Sekil 2.11°de

gosterilmektedir.
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Sekil 2.11. Randles esdeger devre modeli. Cd; ¢ift katmanli kapasitor, CE; kars1 elektrot,
Rp; polarizasyon direnci, Rs; ¢6zelti direnci, WE; c¢alisma elektrodu, Zw; Warburg
impedansi (Chang & Park, 2010)

Buradaki Warburg impedans1 (Zw), elektrolit ¢ozeltisinden arayiize difiizyon

yoluyla iletilen akimin impedansidir (Lisdat & Schéfer, 2008).

Impedans 6l¢iimiinde elde edilen verilerin analizi genellikle Nyquist grafigi (Sekil

2.12) kullanilarak yapilir (Benavente, 2005).

A
Z,

1
Wy = ——
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RS+RCT'20'CDL

Sekil 2.12. Teorik olarak Nyquist grafiginin gosterimi (Lisdat & Schafer, 2008)

Sekil 2.12’deki Nyquist grafigi, direngten ve kapasitanstan kaynaklanan gercek
(Zr) ve hayali (Zi) bilesenlerin bir toplami olarak diisiiniilebilir. Grafikte sinirli bir siirede,
yiiksek frekansta akim uygulandiginda gergeklesen elektron transferi yarim daire bolgesi
ile, daha diisiik frekanslarda gerceklesen elektron transferi Zr ekseni ile 45° a¢1 yapan

dogrusal ¢izgi ile gosterilmektedir (Malhotra & Pandey, 2017). Cift katmanli kapasitans
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degeri, grafikteki yarim dairenin maksimum noktasindaki frekanstan, o=2zf=1/Rct x Cdl
esitligi ile hesaplanabilir (Lisdat & Schifer, 2008).

Elektrokimyasal impedans spektroskopisi ile elde edilen verileri sunmanin bir
baska yolu da Bode grafikleridir. Bode grafikleri farkli frekanslarda elde edilen akimlarin
genligini ve faz acismi gosterir. Impedans modiilii olan Z degerine karsilik frekansin
logaritmik grafigi ¢izilir (Fernandez-Sanchez, McNeil & Rawson, 2005; Stevic,
Vujasinovi¢ & Radunovi¢, 2009).

log Z
I

f, f2 f3 f, f5 fG log f

Sekil 2.13. Teorik olarak Bode Grafigi (Stevi¢, Vujasinovi¢ & Radunovi¢, 2009)

Sekil 2.13’teki grafikte yatay c¢izgiler, sistemin gosterdigi direng davranisinin

baskin oldugu frekans bolgelerini gostermektedir (Fernandez-Sanchez vd., 2005).

Elektrokimyasal impedans ol¢iimii ile elde edilen Bode grafigi Sekil 2.14’te

verilmistir.
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Sekil 2.14. Elektrokimyasal impedans 6l¢iimii ile elde edilen Bode grafigi (Fernandez-
Sanchez vd., 2005).

Sekil 2.14’teki Bode grafigi yardimi ile Randles esdeger devre modeline ait tiim
parametreler hesaplanabilir. Ancak Nyquist grafiklerinden farkli olarak, biyosensor
sisteminin insasindaki agamalar1 daha kolay analiz etmeyi saglayan frekans ve faz acisi
degerlerini dogrudan vermesidir (Fernandez-Sanchez vd., 2005; Stevi¢, Vujasinovi¢ &
Radunovi¢, 2009).

Elektrokimyasal impedans spektroskopisinde kullanilan 6l¢iim tekniklerinden biri
de sabit frekansta impedans analizidir. Elektrokimyasal impedans spektroskopisinde
farkli frekanslardaki akima karsi biyosensoriin direnci Olglilmektedir. Bundan farklhi
olarak sabit frekansta impedans analizinde, impedans Ol¢iimii zamana kargi sabit bir
frekansta yapilmaktadir. Boylece biyosensoriin ¢alisma elektrodunda antikor-antijen
kompleksi olusumu esnasinda meydana gelen direncin zamanla artis1 tek bir frekans
degerinde gozlenir. Bu teknik sayesinde c¢alisma elektrodunda gergeklesen
immiinoreaksiyon siiresinin ger¢ek zamanl 6l¢iimii de yapilmis olur. Impedansin
Olclilecegi sabit frekans, Bode grafigindeki verilerden yararlanilarak bulunmaktadir. Bu
amagcla elektrokimyasal impedans Ol¢iimii yapilmis biyosensoriin Bode grafiginde elde
edilen faz acisinin en yiiksek kayma gosterdigi frekans degeri belirlenir ve sabit frekans
analizinde bu deger kullanilir (Benavente, 2005; Lasia, 2014; Malhotra & Pandey, 2017;
Ozcan, Demirbakan, Yesiller & Sezgintiirk, 2014; Singal, Srivastava, Kotnala & Rajesh,
2018).
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2.2.2.2. Voltametrik Yontemler

Voltametri terimi, bir elektrokimyasal hiicreden akan akimin (amper), hiicredeki
elektrotlara uygulanan potansiyelin (volt) degismesiyle olgiildiigii elektroanalitik bir
teknik anlaminda kullanilmaktadir. Voltametrik yontemler, polarografi, amperometri,
linear sweep ve dongiisel voltametri, puls teknikleri (diferansiyel puls ve kare dalga),

kronopotansiyometri gibi alt siniflara ayrilmaktadir (Thomas & Henze, 2001).
2.2.2.2.1. Dongiisel Voltametri (CV)

Bolim 2.2.2°de anlatildig1 sekilde, iicli elektrot sistemi kullanilarak yapilan
dongiisel voltametri (CV) oOlclimlerinde ¢aligma elektrodunda, belirli potansiyel
araliginda ve belirli bir tarama hizinda ortaya ¢ikan akim zamana kars1 kaydedilir. CV,
bilinen bir redoks potansiyeline sahip elektroaktif tiirlerin elektrokimyasal reaksiyonlari
hakkinda bilgi edinmek i¢in kullanilir. Bdylece calisma elektrodunda meydana gelen
stiregler karakterize edilebilir, elektrottaki elektrokimyasal reaksiyonun tersine
cevrilebilirligini (reversibility) degerlendirilebilir. Bu yontem sayesinde c¢alisma
elektrodundaki konsantrasyon, difiizyon katsayisi, oksitlenen veya indirgenen analit
molekiilii bagina elektron sayisi ve analitin redoks potansiyeli hakkinda bilgi edinilebilir

(Malhotra & Pandey, 2017).

Dongiisel voltametride 6l¢tim hiicresindeki ¢ozelti, elektrotlara iyon saglamak
amactyla kullanilir. Karsit elektrot, calisma elektroduna sinyal kaynagindan elektrik iletir.
Sabit bir referans elektrot potansiyeline karsi ¢alisma elektrodunda potansiyel bir tarama
sirasinda olusan akim takip edilir. Ozetle CV 6lgiimlerinde c¢alisma elektroduna
uygulanan iki potansiyel arasinda (Es ve Ef) tarama yapilir, potansiyeldeki bu degisim
Sekil 2.15°te gosterilmektedir (Islam & Channon, 2020; Malhotra & Pandey, 2017).
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Sekil 2.15. Uygulanan potansiyelin zamanla degisimi (Islam & Channon, 2020)

Uygulanan potansiyel daha pozitif hale geldikce, hedef analitin ¢alisma elektrodu
tarafindan oksitlenmesine neden olarak akimda bir artisa yol agmaktadir. Bir mikro
elektrot ile ¢alisildiginda, yiiksek oksitleyici potansiyellerde, akim, kiitle aktariminin hizli
oldugu ve akimin elektrot ylizeyinin analiti ne kadar hizli ¢evirebilecegiyle sinirli oldugu

sabit bir duruma ulasir (Sekil 2.16) (Islam & Channon, 2020).

fim

i(A)

Sekil 2.16. Mikro elektrotta dongiisel voltamogram. Iiim sinirlayict akimdir (Islam &
Channon, 2020)

Bir makroelektrot kullanildiginda ise kiitle aktarimi daha yavastir (1 boyutlu) ve
siirlayicidir. Bu yilizden akim, analitin elektrot yiizeyine ne kadar hizli tasindigi ile sinirh

oldugu bir kararli durum degerine doniismeden 6nce akim maksimuma ulasir (Sekil 2.17)
(Islam & Channon, 2020).
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Sekil 2.17. Makro elektrotta dongiisel voltamogram (Islam & Channon, 2020)

Sekil 2.17°de goriilen grafikte Epa Ve Epc ifadeleri sirasiyla anodik ve katodik tepe
potansiyelleridir. I, ise tepe akimidir (Islam & Channon, 2020).

Eger dalga formu ilk taramadan sonra durdurulursa, bu yonteme lineer tarama

voltametrisi (Linear Sweep Voltammetry) denir (Islam & Channon, 2020).

2.2.3. Biyosensor Gelistirilmesinde Immobilizasyon ve Kendiliginden Olusan Tek

Tabakalar
2.2.3.1. immobilizasyon Yéntemleri

Kelime anlami hareketsizlestirme olan immobilizasyon, herhangi bir molekiilii,
enzimi, mikroorganizmalari, hiicreyi veya partikiilii, fiziksel veya kimyasal yontemlerle
antijenik, katalitik veya diger 6zelliklerinin korunarak tekrar veya siirekli kullanim amaci
ile herhangi bir organik ya da inorganik yiizeyde tutunmasidir (Cammack, 2007; Kurnaz
Yetim, Hasanoglu Ozkan & Sar1, 2019). Biyosensér gelistirilirken bir biyosensériin iyi
bir Ol¢iim performans: sergilemesi ic¢in kullanilan biyoreseptoriin  transdiisere
immobilizasyonunun da iyi olmasi yani uygun sekilde baglanmasi gerekir (Malhotra &
Pandey, 2017).

Bu amagla, bilinen dort yontemden yararlanilmaktadir. Bu yontemler;
adsorpsiyon, kovalent baglama, ¢apraz baglama ve tutuklamadir (Malhotra & Pandey,
2017).
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Sekil 2.18. Biyosensorlerin gelistirilmesinde kullanilan immobilizasyon yontemleri
(Sandhyarani, 2019)

Adsorpsiyon yontemi, biyoreseptdr immobilizasyonu igin en basit yontemdir. Ve
bu yontemin en biiylik avantaji, genellikle hicbir reaktif gerekmemesi ve yalnizca
minimum aktivasyon veya “temizleme” adimlarinin olmasidir. Adsorpsiyon islemi
fiziksel ve kimyasal olarak iki sinifa ayrilabilir. Fiziksel adsorpsiyon zayiftir ve esas
olarak van der Waals kuvvetleri yoluyla gerceklesmektedir. Kimyasal adsorpsiyon daha
giicliidiir ve hidrojen baglari, ¢oklu tuz baglar1 ve uygun olan yerlerde elektron gegis
komplekslerinin olusumundan kaynaklanir. Ancak baglama kuvvetleri, pH, sicaklik,
iyonik kuvvet ve hatta enzim substratinin varligindaki degisime daha duyarhidir ve

elektrodun omri kisadir.

Kovalent baglama, biyoreseptordeki fonksiyonel bir grup ile destekleyici
matrisler arasindaki baglanmayi igerir. Bu baglanma amino, karboksilik asit, hidroksil,
fenolik, imidazol ve tiyol gruplari gibi fonksiyonel gruplarla gerceklesmektedir. Kovalent
immobilizasyon yonteminde diisiik sicaklik, diisiik iyonik kuvvet ve pH gibi yumusak
kosullar gerekebilmektedir.

Capraz baglama, iki veya daha fazla molekiiliin kovalent baglarla baglanmasidir.
Bu yontemde genellikle biyoreseptor, tutunmayi onemli Olgiide artirmak igin kati

desteklere veya capraz baglama maddesi gibi baska bir destekleyici malzemeye
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kimyasal olarak baglanir. Capraz baglama isleminde, biyolojik materyalleri baglamak
icin glutaraldehit gibi bifonksiyonel ajanlar kullanilir. Ayrica bifonksiyonel ajanlar,
fiziksel olarak adsorbe edilmis enzimlerin ¢apraz baglanma yoluyla stabilize edilmesinde

yaygin olarak kullanilmaktadir.

Tutuklama yonteminde; tutuklanacak biyolojik malzemeleri igerecek sekilde
polimerik malzemelerin ¢ozeltileri hazirlanir. Hazirlanan ¢6zelti ¢alisma elektrodu
izerine gesitli yontemlerle kaplanir. Boylece biyolojik molekiil ii¢ boyutlu jeller iginde
tutuklanmis olur. Yaygin olarak kullanilan jeller arasinda nisasta jelleri, naylon ve
polianilin (PANI) veya nafyon gibi iletken polimerler bulunur. Bu yontemin dezavantaji
gozenekler sebebiyle biyoaktivite kaybinin olma ihtimalidir (Malhotra & Pandey, 2017;
Turner vd., 1987).

2.2.3.2. Kendiliginden Olusan Tek Tabakalar (Self-assembled monolayers-SAMs)

Kendiliginden olusan tek tabakalar (SAMS), bir molekiiliin bas grubunun giiglii
kemisorpsiyonu ile kat1 ylizeyde olusturulan molekiillerin sirali topluluklaridir. Boylece
caligilacak yiizey lizerinde istenen Ozelliklere sahip, kontrollii kalinlikta, ultra ince
organik filmler yapmak miimkiin olabilmektedir. SAMs olusumunun kolay bir prosediir
ile gerceklestirilebilmesi ve iyi stabilite gibi 6zellikleri, onlar1 biyosensor gelisimi igin

cekici bir hale getirmektedir (Sandhyarani, 2019).

Son grup
‘ ‘ . ‘ ‘ . Son Grup '_) etkilesimi
Omurga Zincirler arasi
etkilesim
Bas Grup
§ Substrat —s Substrat-molekiil
\ I etkilesimi

Sekli 2.19. SAMs olusum prensibi (Sandhyarani, 2019)

Oksit yiizeylerde karboksilat SAM’leri, cam/silikon yiizeylerde silan SAM’leri ve
soy metaller (altin, giimiis, platin veya bakir) tizerinde alkan tiyol SAM’leri igeren,
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rapor edilmis ve kapsamli bir sekilde ¢alisilmis farkli SAM tiirleri vardir (Sandhyarani,
2019).

Bu tez kapsaminda bir hidroksil grubu ile 6nceden oksitlenmis yiizeyde, kovalent

olarak bagl bir organosilan tabakasi ile SAMs olusturulmustur.

Silan bilesikleri monomerik silikon bazli molekiillerdir. En az bir baglh karbon

atomu iceren silanlar organosilan olarak isimlendirilmektedir.

Silisyum, periyodik tabloda karbon ile ayn1 grupta oldugu i¢in, dort kovalent bag
olusumuna izin verir. Ayrica silan, karbondan daha az elektronegatiftir ve silanl
bilesikler tipik organik bilesiklere kiyasla benzersiz reaksiyonlara girer (Hermanson,
2008; Higson, 2012).

Silisyum atomu

Fonksiyonel veya

reaktif grup Hidrolize edilebilir

\ \ /x / gruplar

R— (CH,),—Si—X
\
/ X

Sekil 2.20. Bir organosilan molekiiliiniin genel yapis1 (Hermanson, 2008)

Alkil zinciri

Organosilanlarin bazi tiirevleri olduk¢a reaktiftir ve bagska molekiiller ya da

herhangi bir yiizeyle kovalent baglar olusturabilir.

Dogrudan silan atomuna bagli cesitli tipte reaktif gruplar olabilir. Bu gruplar
sadece -H atomu, -ClI atomu ve -OH grubu veya metil/etil eter (-metoksi/-etoksi) gibi
gruplar da olabilir. Silanli bilesiklerdeki bu gruplar tipik olarak organik molekiillere karsi
reaktif degildir, ancak belirli inorganik substratlara kovalent olarak baglanabilir. Bu
ozellikleri sayesinde belirli yilizeylerde immobilize edilebilirler (Hermanson, 2008;

Higson, 2012). Boylece hidroksil gruplari ile dnceden oksitlenmis bir yiizeyde, kovalent
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olarak bagli bir organosilan tabakasi ile SAMSs olusturulabilir. Diger tek tabakali
kimyalarda oldugu gibi burada da, uzak ugtaki reaktif gruplar, biyomolekiiller igin
baglanma noktalar1 saglar (Gooding & Zhu, 2014; Sandhyarani, 2019).

Sekil 2.20°de goriildiigii gibi organosilan molekiilleri, diger organik bilesiklere
baglanmasina izin veren fonksiyonel bir grupla sonlanmaktadir. Bu sayede SAMs olarak

kullanildiginda baska molekiillerin immobilizasyonuna imkan saglar.

Dogrudan silan atomuna bagli alkoksi gruplari bulunan organosilanlar, ¢ozelti
icinde, kendiliginden konjuge olarak, silanol tiirevlerinin Kkararsizligi nedeniyle
yiizeylerin modifiye edilmesi igin kullanilir. Metoksisilanlar, substrat -OH gruplarina en
reaktif olanlardir, ancak oda sicakliginda ¢ok yavas reaksiyona girerler. Metoksisilanlar
su olmadan organik bir ¢6ziicii (THF, toluen, etanol veya hidrokarbon ¢oziiciiler) iginde
reaksiyona sokulabilir. Boylece her organosilanin bir siloksan bagi (-O-Si-O-) yoluyla
dogrudan substrata baglandigi bir tek tabaka ortaya ¢ikar. Molekiildeki fonksiyonel
gruplar, biyomolekiiller veya diger molekiiller ile baglanma i¢in bu tek tabakadan disar

dogru ¢ikar (Hermanson, 2008; Higson, 2012).

R R R

R
| | | |

(CHz)y (CH2)a {CHz)y (CHa2)

HO—Si—0— Si-—O—S|i—O—S|i-—OH
| |

(0] O O 0O
1 1 1 |

Sekil 2.21. Bir yiizey lizerinde immobilize edilmis bifonksiyonel organosilan molekiilii
(Hermanson, 2008)

Hidroksil-reaktif kimyasal bilesikler, yalnizca bir -OH grubu ile dogrudan stabil
bir baglant1 olusturabilen modifikasyon ajanlarin1 degil, ayn1 zamanda grubu ikincil bir
fonksiyonel grupla birlestirmek {izere gegici olarak aktive etmek {izere tasarlanmis genis

bir reaktif yelpazesini de icerir (Hermanson, 2008).
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Bu tez kapsaminda epoksi halkasi iceren reaktif gruba sahip bir organosilan olan

3-glisidoksipropildimetoksimetilsilan (GPDMMS) ile SAMs olusumu saglanmistir.

Bir epoksit veya oksiran grubu, bir halka agma isleminde niikleofillerle reaksiyona
girer (Sekil 2.22). Reaksiyon, sirasiyla ikincil amin, tiyoeter veya eter baglar1 olusturmak
icin birincil aminler, stilthidriller veya hidroksil gruplari ile gerceklesebilir. Birlestirme
islemi sirasinda halka agilmasi, epoksi bilesigi lizerinde bir hidroksi grubu olusturur

(Hermanson, 2008).

OH

e w A e w Tk

Sekil 2.22. Epoksi halkast ve amin grubu igeren iki bilesik arasindaki halka agilimi
reaksiyonu (Hermanson, 2008)

2.3. Literatiirde APs2 Analizi I¢in Gelistirilmis Biyosensorler

Literatiirde AP analizi igin gelistirilmis pek ¢ok farkli biyosensor mevcuttur.
Ornegin 2014 yilinda Rama, Gonzilez-Garcia ve Costa-Garcia tarafindan yapilan
calismada Aps2 analizi igin, tek kullamimlik screen-printed karbon elektrotlar ile
elektrokimyasal immiinosensor gelistirilmistir. Bu ¢alismada screen-printed karbon
elektrotlar {izerinde altin nano-pargaciklar biriktirilmis, ardindan elektrotlar streptavidin
ile modifiye edilmistir. Biotin ile isaretlenmis APs2 immobilizasyonu da
gergeklestirildikten sonra screen-printed elektrotlar ABs. ve anti-Afs karisgimi ile
muamele edilmistir. Anti-APs2’nin smirli baglanma bolgeleri icin APs2 ve daha 6nce
immobilize edilmis biotin ile isaretli APs2 arasindaki yarismali baglanmaya dayali bir
biyosensor tasarlanmigtir. Biyosensor yanitlart dongiisel voltametri (CV) kullanilarak
alinmigtir. Yapilan bu ¢alisma dogrusal tayin araligi 0.5-500 ng/ml olarak belirlenmistir
(Rama, Gonzalez-Garcia & Costa-Garcia, 2014).

Dai, Molazemhosseini ve Liu tarafindan 2017 yilinda yapilan bir bagka biyosensor
calismasinda ise; fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisinde (PBS) ve seyreltilmis insan serumunda,
diferansiyel puls voltametrisi (DPV) kullanilarak APs2 analizi yapilmistir. Bu
biyosensorde ¢alisma elektrodu olarak polietilen teraftalat (PET) tabaka iizerinde 50 nm
kalinliginda ince altin film olusturulmustur. 3-Merkaptopropiyonik asit (MPA) ile SAMs
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olusumu gerceklestrildikten sonra anti-Afas2’nin baglanmasi igin MPA’nin karboksil
uclarini aktiflestirmek amaciyla elektrot EDC/NHS (1-Etil-3-(3-Dimetilaminopropil)
Karbodiimit/  N-Hidroksisiiksinimit) ile muamele edilmistir.  Anti-APBs2-APa2
kompleksinin olusumuna dayali 6l¢iim yapilan bu biyosensorde APs2’nin dogrusal tayin

aralig1 0.0675- 0.5 ug/ml’dir (Dai, Molazemhosseini & Liu, 2017).

2017 yilinda yapilan bir diger ¢calismada Diba, Kim ve Lee tarafindan screen-
printed karbon elektrotlar kullanilarak hem kan serumu hem de kan plazmasinda 6l¢tim
yapabilen sandvig tipi elektrokimyasal immiinosensor gelistirilmistir. Bu ¢alismada ilk
olarak screen-printed elektrotlar {izerinde elektrokimyasal biriktirme yontemi ile altin
nanopartikiiller biriktilmis ardindan tiyol ile modifiye edilmis polietilen glikol (PEG-SH)
ve merkaptopropiyonik asit (MPA) ile SAMs olusturulmustur. Ardindan anti-Af ve ABa>
baglanmas1 gerceklestirilmis, son olarak anti-AB-ALP (alkalin fosfataz) konjugati ile
sandvig¢ olusturulmustur (Sekil 2.23). Biyosensor yanitlar1 dongiisel voltametri (CV) ve
diferansiyel puls voltametrisi (DPV) ile alinmistir. Gelistirilen biyosensoriin dogrusal

tayin araligi 100 fM -5 pM’dir (Diba, Kim & Lee, 2017).

Serum/Plazma

Au-NP, MPA ve PEG-SH Anti-Ap (12F4) Serum/Plazma  Anti-Af (1E11)-ALP

Sekil 2.23. Sandvig tipi elektrokimyasal immiinosensor (Diba vd., 2017)

Literatiirde yer alan Aa2 analizine yonelik diger ¢calisma 2018 yilinda Moreira,
Rodriguez, Dutra ve Sales tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada screen-printed karbon
elektrot karbon nanotiip (CNT) ile modifiye edilmis bakir nanopartikiiller ile

kaplanmistir. Ardindan notr pH’ta, AB42 varli§inda anilin (ANI) elektropolimerizasyonu
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ile elektrot yiizeyinde plastik antikor elde edilmistir. Asit ile muamele edilerek AP
molekiilleri uzaklastirilmig ve elde edilen bos alanlara yeniden Afaz peptidi baglanmistir
(Sekil 2.24). Biyosensor dlglimleri kare dalga voltametrisi (SWV) ile yapilmistir. 1-66
ng/ml konsantrasyon aralifinda A4, eklenmis serum numunelerinde analiz yapilmistir

(Moreira, Rodriguez, Dutra & Sales, 2018).

Baski Asamasi

Sekil 2.24. Moreira ve arkadaslar: tarafindan gelistirilen biyosensoriin sematik gdsterimi
(Moreira vd., 2018)

2019 yilinda Ngoc Le, Park, Chinnadayyala ve Cho tarafindan APs4 analizine
yonelik elektrokimyasal impedans spektroskopisi kullanilarak bir biyosensor
gelistirilmistir. Bu ¢alismada cam slayt {izerinde birbirine bagl zincir seklinde elektrot

(ICE) tiretilmistir (Sekil 2.25).

Algilama Alan1

ICE
O ) { ,

20pm

Sekil 2.25. ICE elektrot yiizeyi (Ngoc Le, Park, Chinnadayyala & Cho, 2019)
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Sekil 2.25’teki elektrot yiizeyinde 6-merkaptohekzanoik asit (MHA) ile SAMs
olusturulduktan sonra karboksil uglari EDC/NHS (1-Etil-3-(3-Dimetilaminopropil)
Karbodiimit/ N-Hidroksisiiksinimit) ile aktive edilmis ve anti-AfB immobilizasyonu
yapilarak biyosensor tasarimi tamamlanmustir (Sekil 2.26). Gelistirilen biyosensoriin

tayin araligs 103-10* ng/ml’dir (Ngoc Le vd., 2019).
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Sekil 2.26. Ngoc Le ve arkadagslari tarafindan tasarlanan biyosensoriin sematik gdsterimi
(Ngoc Le vd., 2019)

APa42 analizine yonelik bir diger biyosensdr calismasi 2020 yilinda Ozcan,
Medetalibeyoglu, Akyildirim, Atar ve Yola tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada camsi
karbon elektrot (GCE) yiizeyinde delamin titanyum karbiir MXene (d-TisC2.TX MXene)
ve molekiiler baskilanmis polimerler (MIPs) iceren cok duvarli karbon nanotiipler
(MWCNTSs) kompoziti kullanilarak elektrokimyasal bir biyosensor gelistirilmistir. APa2
molekiilii iceren piroliin (monomer), hazirlanan elektrot yiizeyinde dongiisel voltametri

ile elektropolimerizasyonu yapilmistir (Sekil 2.27). Bu ¢alismada tasarlanan biyosensor
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Olgtimleri dongiisel voltametri (CV), diferansiyel puls voltametrisi (DPV) ve
elektrokimyasal impedans spektroskopisi ile yapilmistir. Biyosensoriin dogrusal tayin
aralig1 1-100 fg/ml olarak belirlenmistir (Ozcan, Medetalibeyoglu, Akyildirim, Atar &
Yola, 2020).

FERELLAAASAS, Elektrokimyasal
PSS L 7 AR Algillama
FIASSAS AL EERE, ——
Pl ddanaannid
d-Ti;C2Tx MXene
+ , :
4
. ) ApB42 protein Eliisvon
MWCNTs yenlden bagianma y

electrodeposition

d-TizC2TxMWCNTs

Sekil 2.27."(")zcan ve arkadaglan tarafindan gelistirilen biyosensor sisteminin sematik
gosterimi (Ozcan vd., 2020)

2021 yilinda Kemikoglu, Tunggdvde ve Ozsarlak-Sozer tarafindan sivi kristallere
(liquid crystal-LC) dayali APa42 biyosensorii gelistirilmistir (Sekil 2.28). Mikroskop cami
Dimetiloktadesil [3-(trimetoksisilil)propil] amomyum kloriir (DMOAP) ile kaplanmuistir.
Ardindan LC molekiillerinin cam tizerinde homeotropik hizalanmasi ile ince bir LC filmi
olusturulmustur. Anti-ABs2 immobilizasyonundan sonra A2 molekiilleri ile ger¢eklesen
immiinoreaksiyon sonucu LC film yapisinda meydana gelen degisiklikler polarize optik
mikroskop ile belirlenmistir. Sonrasinda ise ApOE4, Afs’nin antikor-antijen
kompleksinde APz peptidine spesifik olarak baglanmistir. Olusan immiinokomplekslerin
yansima spektrumlari, dik agida (90°) bir Ocean Optics spektrometresi kullanilarak
belirlenmistir ve APas2 icin dogrusal tayin araligi 1-1000 pg/ml’dir (Kemiklioglu,
Tunggovde & Ozsarlak-Sozer, 2021).
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Ly kg

Cam Yiizey DMOAP Kapli Cam Yiizey LC Molekiillerinin Hizalanmas1

Wi

Anti-ABs: Immobilizasyonu AB42 Peptidi ile Immiinoreaksiyon AB42 Antikor-Peptit ve ApoE4 Kompleks Olusumu

Sekil 2.28. LC bazl1 A4 biyosensorii (Kemiklioglu vd., 2021)

2.4. Tez Kapsaminda Gelistirilen A4 Biyosensoriiniin Tasarim Kimyas: ve Ol¢iim

Prensibi
2.4.1. AB4s2 Biyosensoriiniin Tasarim Kimyasi

Tez kapsaminda gelistirilen APs2 biyosensoriinde calisma elektrodu olarak
kullanilan indiyum kalay oksit polietilen teraftalat (ITO-PET) tabakalar, polietilen
teraftalat (PET) lizerine kaplanmigs metal oksit yiizeye sahip bir filmdir (Sekil 2.29)
(Cakir, Caliskan, Biitiin & Ozbay 2016; Forget, Tucker, Brett, Limoges & Balland, 2015).
Modifiye edilebilir, maliyeti diisiik ve tek kullanimlik olmalar1 gibi 6zellikleri sebebiyle
biyosensor iiretiminde siklikla kullanilmaktadirlar (Demirbakan & Sezgintiirk, 2019;
Ozcan & Sezgintiirk, 2017; Ozcan & Sezgintiirk, 2019).

105 %% %%

Sekil 2.29. ITO tabaka gosterimi (Wang vd., 2011)

APas2 biyosensoriinde SAMs olusumunu saglamak i¢in dncelikle ITO-PET elektrot
ylizeyinde aktif hidroksil gruplari (-OH) biriktirilmistir. Elektrot yiizeyinde var olan kafes
metal iyonlar giiglii Lewis asitleri oldugu i¢in metal iyon bolgelerinde hidroksilasyon

gerceklestirilebilmektedir (Tamura, Mita, Tanaka & Ito, 2001).Bu amagla NHsOH, H20>
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ve ultra saf su (1:1:5) (v/v/v) karisimi kullanilarak elektrot ylizeyinde aktif -OH gruplari

biriktirilmistir.

Metal oksit yiizeylerde bulunan hidroksil gruplari, organosilan molekiillerindeki
alkoksi gruplarina saldirarak kovalent Si-O (Siloksan) bagi olusturmaktadir. Bu bag
kimyasal olarak kararlidir (Boccafoschi vd., 2018; Brehm vd., 2020; Fadeev vd., 2002;
Godoy-Gallardo vd., 2015). ABa42 biyosensoriinde SAMs olusturmak igin bir ucunda iki
metoksi grubu diger ucunda epoksi halkasi bulunan bir organosilan molekiilii olan 3-

glisidoksipropildimetoksimetilsilan (GPDMMS) kullanilmistir (Sekil 2.30).
<§
@)

siz CH3

HsCO™ 0,
J

Sekil 2.30. 3-glisidoksipropildimetoksimetilsilan molekiili

GPDMMS molekiiliiniin SAMs olusumunda kullanildig1 caligmalar literatiirde
mevcuttur. Bu caligsmalardan biri 2018 yilinda Zhang ve arkadaslar tarafindan yapilan
ITO yiizey lizerinde GPDMMS ile SAMs olusturulduktan sonra kitosandan elde edilen
karbon dots (CDs) ile gergeklestirilen fotoelektrokimyasal reaksiyondur (Zhang vd.,
2018). Santos ve arkadaslar tarafindan Escherichia coli (E. coli) analizi igin gelistirilen
ITO bazli immiinosensér de GPDMMS kullanilan bir diger ¢alismadir (Barreiros dos
Santos vd., 2015). Lin, Harris, Chan ve Jemere tarafindan da 2018 yilinda patojenlerle
iliskili molekiillerin tespiti icin ITO kapli cam substrat iizerinde GPDMMS ile SAMs
olusumu gergeklestirilen bir biyosensor gelistirilmistir (Lin, Harris, Chan & Jemere,
2018).

Tez kapsaminda gelistirilen ABs2 biyosensoriinde, elektrot yiizeyinde biriktirilen
aktif -OH gruplar1 ile GPDMMS molekiiliine ait metoksi gruplar1 arasinda Kkurulan
siloksan bag1 ile SAMs olusumu saglanmistir (Sekil 2.31).
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Sekil 2.31. AB42 biyosensoriinde aktif -OH gruplari birikimi ve SAMs olusumu

SAMs olusumunda kullanilan bifonksiyonel GPDMMS molekiiliiniin epoksi ucu
niikleofilik saldiriya ve halka agilimina yatkindir (Connell vd., 2017; Hermanson, 2008).
Boylece Aa2 proteinine 6zgii antikorun (Anti-ABs2) amin gruplari ile GPDMMS’nin
epoksi halkasi arasinda olusan kovalent baglar sayesinde Anti-Aps2 molekiilii, SAMs

olusturulmus ITO elektrot ylizeyinde immobilize edilmistir (Sekil 2.32).
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Sekil 2.32. A4z proteinine 6zgli Anti-AB42 immobilizasyonu

2.4.2. AB42 Biyosensoriiniin Ol¢iim Prensibi

Tez kapsaminda gelistirilen APs2 biyosensoriinde her bir immobilizasyon
basamaginin kontroliinde, AP tayininde ve biyosensOriin analitik karakteristik
ozelliklerinin degerlendirilmesinde elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS)
kullanild1. EIS 6l¢iimlerinde FRA modiillii potanstiyostat/galvanostat cihazi kullanildi ve

olgtimlerden elde edilen veriler EChem Analyst yazilim programu ile kaydedildi.
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EIS Olctimlerinde elde edilen Nyquist egerilerinin anlamli bir sayisal degere

doniistiiriilmesi igin Randles esdeger devre modeli (Sekil 2.11) kullanildu.

Biyosensoriin impedansi, EChem Analyst yazilim programi yardimi ile Nyquist

egerilerinin yarim daire ¢apina karsilik gelen “Yik transfer direnci (Rct)” ile belirlendi.

Bu amagla EChem Analyst programinda, hesaplanacak olan Nyquist grafigi acildi ve tist

meniide Impedance sekmesinden ‘Fit A Model (Simplex Method)’ kismi se¢ildi.

Ardindan agilan pencereden ‘CPE with Diffusion’ kismu segildi (Sekil 2.33).
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Sekil 2.33. Nyquist grafiginde Rct degerinin hesaplanmasi

CPE with Diffusion, Nyquist grafigine ait Rct degerinin hesaplanacagi yeni bir
pencere acar. Bu pencerede “Reset to Default Values” kismui ile hesaplama tablosundaki
degerler sifirlandi. Ardindan “Calculate” kismi ile secilen Nyquist grafigine ait, yiik
transfer direncinin (Rct) de dahil oldugu, ¢esitli degerler hesaplandi (Sekil 2.34).
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Sekil 2.34. Rct degeri hesaplama tablosu

Sekil 2.34’te verilen hesaplama tablosundaki Rp degeri, calisma elektroduna ait
belirli bir potansiyeldeki aktivasyon bariyeridir. Bu deger standart (formal) elektrot
potansiyelinde yiik (elektron) transfer direnci (Rct) haline gelmektedir (Chang & Park,
2010; Malhotra & Pandey, 2017).

APs2 biyosensoOriiniin tasarim asamasindaki immobilizasyon basamaklarinda
elektrot ylizeyinde meydana gelen degisimler, her basamaga ait Nyquist egerisindeki Rct

degeri hesaplanarak takip edildi.

Biyosensor tasarimi tamamlandiktan sonra ABs2’nin 1-100 pg/ml konsantrasyon
araliginda degisen derigimlerindeki biyosensor yanitlar1 da aym sekilde, her

konsantrasyona ait Nyquist egerisindeki Rct degerleri hesaplanarak takip edildi.

APs2’nin artan konsantrasyonlar: ile beraber Rct degerindeki artisin takibi ise
ARct = Rct (AB42) — Ret (BSA) esitligi kullanilarak yapildi. Bu esitlik ile hesaplanan ARct

degerleri ile ABs2 konsantrasyonlari ile standart grafikler ¢izildi.
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BOLUM 3

MATERYAL ve YONTEM

3.1. Materyal

3.1.1. Calismada Kullanilan Arag ve Gerecler

Hazirlanan bu tez kapsaminda Alzheimer hastaliginin teshisine yonelik olarak
AP42 protein analizi igin elektrokimyasal temelli impidimetrik bir biyosensor sistemi
gelistirilmistir. Biyosensor sisteminin dl¢iimii, redoks probu olarak kullanilan
Ks[Fe(CN)s]/Kas[Fe(CN)s] cozeltisi igeren reaksiyon hiicresinde, ¢alisma elektrodu olarak
iletkenligi 550 nm (>%79) ve yiizey direnci 60€Y/sq olan, tek kullanimlik indiyum kalay
oksit kapli polietilen teraftalat (ITO-PET) tabakalar, referans elektrot olarak KCI ile
doygunlastirilmis 3M Ag/AgCI elektrot ve karsit elektrot olarak da 10 cm uzunlugunda
Platin tel kullanilarak tiglii elektrot sistemi ile yapildi. Deneylerde kullanilan ITO-PET
tabakalar Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA’dan, KCI ile doygunlastiriimis 3M
Ag/AgCl elektrot ve Platin tel BASi, Warwickshire, UK firmasindan temin edildi.

Biyosensor yanitlart dongiisel voltametri (CV) ve elektrokimyasal impedans
spektroskopisi (EIS) kullanilarak elde edildi. Olgiimler CV ve EIS yazilimlar1 ve analiz
programi  (Echem Analyst) igeren bir bilgisayara baglhi FRA modiilli
potanstiyostat/galvanostat cihazi (Gamry Potentiostate/Galvanostate, Reference 600

Gamry Instruments Warminster, USA) ile yapildu.
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Deneysel calismalar esnasinda Trakya Universitesi, Fen Fakiiltesi, Kimya
Boliimii, Biyokimya Arastirma Laboratuvari’nda mevcut olan ultrasonik su banyosu
(Wise Clean DAIHAN, WUC-AO3H, Kore), siticili manyetik karistirict (Biosan
magnetc stirrer MSH 300), hassas terazi (Precisa XB 220A, Precisa Gravimetrics
AG/Switzerland), pH metre (6173 pH, made in China for USA), farkli hacimlerde mikro
pipetler (Eppendorff, Middle East & Africa) kullanildi.

3.1.2. Calismada Kullamlan Kimyasal Maddeler

Tez kapsaminda gelistirilen AP tayinine yonelik biyosensor c¢alismasinda

kullanilan kimyasal maddeler asagida siralanmistir.

e Analit olarak kullanilan Aas2 proteini (sentetik olarak elde edilen Amyloid f
Protein Fragment 1-42, 0.1 mg) ve bu proteine 6zgii olan antikor Anti-Afas.
(tavsandan elde edilen poliklonal Anti-Beta-Amyloid 1-42 Antibody, 50 pg)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e ITO-PET tabaka (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e ITO elektrot yiizeyinde gergeklestirilen hidroksilleme modifikasyonunda
kullanilan %35’lik hidrojen peroksit (H202) (Isolab)

e ITO elektrot yiizeyinde gergeklestirilen hidroksilleme modifikasyonunda
kullanilan %25-30’1uk amonyum hidroksit (NH4OH) (Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA)

e SAMs olusumunda kullanilan 3-glisidoksipropildimetoksimetilsilan (GPDMMS,
%97) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e Antikor immobilizasyonundan sonra elektrot ylizeyinde GPDMMS molekiiliiniin
reaktif olmayan epoksi uglarinin bloke edilmesi i¢in Sigir Serum Albiimin
(Bovine serum albumin, BSA) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e Redoks probunda kullanilan potasyum ferrisiyanat (Ks[Fe(CN)e]), potasyum
ferrosiyanat (K4[Fe(CN)e]3H20) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
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e Tampon ¢ozeltilerde kullanilan potasyum dihidrojen fosfat (KH2POs), disodyum
monohidrojen fosfat (Na2HPO.), sodyum kloriir (NaCl), potasyum kloriir (KCI)
(Merck KGaA, Darmstadt, Almanya)

e Etanol (Absolute %99.9) (Merck KGaA, Darmstadt, Almanya)

e Aseton (Merck KGaA, Darmstadt, Almanya)

e Sabun ¢ozeltisi (Honeywell Fluka)

e Serum replacement 3 (50x) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e Insan serumu (Normal Human Serum) (Merck KGaA, Darmstadt, Almanya)

e Insan serum albiimini (Human Serum Albumin) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

e Luteinlestiricic Hormon (Luteinizing Hormone from human pituitary >8500
IU/mg) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e Alfa-1 Antitripsin (ALAT) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

e Osteokalsin (osteocalcin fragment (1-49) human) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

o Kemik siyaloprotein (Bone Sialoprotein, BSP) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA)

e Biiylime-Farklilagma Faktorii (Growth-differentiation Factor-15, GDF-15)
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)

Biyosensor gelistirilirken kullanilan tiim ¢ozeltiler taze hazirland1 ve giinliik
olarak tiiketildi. Anti-ABs2 ve A4z proteinleri deneysel caligmalarda kullanilacak

konsantrasyonlarda seyreltilerek porsiyonland: ve derin dondurucuda (-20 °C) saklandi.
3.1.3. Calismada Kullanilan Kimyasal Cozeltilerin Hazirlanisi

50 mM Fosfat tamponu (pH 7.0): 3.549 g Na2HPO4 tartildi ve 500 ml saf su igerisinde
¢oziildii. 3.4015 g KH2POg4 tartildi ve 500 ml saf su igerisinde ¢6ziildii. Her iki ¢ozelti pH

7.0 olacak sekilde karistirilarak tampon ¢6zelti hazirlandi.
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1X Fosfat Tamponlu Tuz Cozeltisi (PBS) (pH 7.4): 8 g NaCl, 200 mg KClI, 1.44 g
NazHPO4, 245 mg KH2PO4 tartildi ve saf su igerisinde ¢oziindiiriildii. Elde edilen ¢ozelti

saf su ile 1 L’ye tamamlandi.

5.0 MM Kis[Fe(CN)s]: 0.8231 g Ka[Fe(CN)g] tartildi ve 500 ml 50 mM pH:7.0 fosfat

tamponu i¢inde ¢oziildi.

5.0 mM Ka[Fe(CN)e]: 1.0560 g Ks[Fe(CN)s] tartildi ve 500 ml 50 mM pH:7.0 fosfat

tamponu i¢inde ¢ozildii.

Redoks prob ¢ozeltisi: 5.0 mM Ks[Fe(CN)e] ve 5.0 mM K4[Fe(CN)s] ¢ozeltileri 1:1 (v/v)
oraninda karistirildi. 3.72 g KCl tartild1 ve Kz[Fe(CN)e]/ Ka[Fe(CN)e] ¢6zeltisine eklendi.

Hidroksilleme c¢ozeltisi: Sirasiyla NH4OH, H202 ve ultra saf su karigimi 1:1:5 (v/v)
oraninda olacak sekilde her ITO-PET elektrot i¢in ayr1 ayri hazirlandi.

200.5 3-glisidoksipropildimetoksimetilsilan: Ana stoktan (%97) 51.54 uL ¢ekildi ve
%99.9 etanol ile 10 ml’ye tamamlandi.

%0.5 BSA: 125 mg BSA tartildi ve 25 ml ultra saf su igerisinde ¢oziildii.

Yapay Serum Cozeltisi: 25 ml Sigma Aldrich firmasindan satin alinan serum
replacement 3(50x) igine 8.37 mg KCI, 13.80 mg CaClz, 211.71 mg NaCl, 3.68 mg iire
ve 21.04 mg D(+)-glukoz eklenerek hazirlandi.

3.2. Yontem
3.2.1. ITO-PET Elektrot Hazirhg: ve ABs2 Biyosensoriiniin Tasarim Stratejisi
3.2.1.1. Elektrot Temizligi

ITO-PET tabakadan 2 cm x 3 mm boyutlarinda elektrotlar kesilerek Afaz
biyosensoriiniin inga edilecegi ITO-PET elektrotlar elde edildi.

ITO-PET elektrotlarin yiizeylerinin temizlenmesi biyosensdr hazirhiginin ilk

adimini olusturmaktadir. Bu temizlik adimi, elektrot yiizeyinde gerceklestirilecek
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immobilizasyonlarda ve elektrokimyasal 6lglimler esnasinda, yiizeyde bulunan organik

safsizliklardan kaynakli olusabilecek hatalarin 6nlenmesi i¢in gereklidir.

Yiizey temizligi i¢in; 2 cm x 3 mm boyutlarinda kesilen ITO-PET elektrotlar
sirastyla aseton, sabun ¢ozeltisi ve ultra saf su igerisine daldirildi ve agizlar1 kapali olacak
sekilde, oda sicakliginda, 10’ar dakika siireyle sonike edildi. Bu islemlerin

tamamlanmasinin ardindan elektrotlar argon gazi ile kurutuldu.
3.2.1.2. ITO Elektrot Yiizeyinde Aktif Hidroksil Gruplarimin Biriktirilmesi

ITO elektrot yiizeyinde SAMs olusumunun saglanabilmesi i¢in oncelikle aktif
hidroksil gruplarinin biriktirilmesi gereklidir. Bu amagla boliim 3.2.1.1°’de anlatildig:
sekilde temizlenen elektrotlar, 1:1:5 (v/v/v) oraninda NH4OH, H2O> ve ultra saf su
karisimi igeren ¢Ozeltilere daldirilarak 90 dakika boyunca oda sicakliginda ve karanlik
ortamda inkiibe edildi. Ardindan elektrotlar ultra saf su icerisinde daldirma yapilarak

yikand1 ve argon gazi ile kurutuldu.
3.2.1.3. GPDMMS ile SAMs Olusumu

Boliim 3.2.1.2°de anlatildig1 sekilde hidroksillenen elektrotlar SAMs olusumu i¢in
%99.9’luk  etanol igerisinde  hazirlanan  3-glisidoksipropildimetoksimetilsilan
(GPDMMS) ¢ozeltilerine daldirilarak 16 saat siireyle karanlik ortamda ve oda
sicakhiginda inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin tamamlanmasinin ardindan
cozeltilerden alinan elektrotlar, baglanmamis veya fiziksel olarak adsorbe olmus halde
bulunan GPDMMS molekiillerinin uzaklastirilmasi igin ilk olarak etanol sonrasinda saf

su ile daldirma yapilarak yikandi. Argon gazi ile kurutuldu.
3.2.1.4. AP42 Biyosensoriiniin Tasarim Stratejisi

ITO-PET calisma elektrotlar1 yukarida belirtildigi sekilde aktif hidroksil gruplari
biriktirilip silanlama ajan1 olarak kullanilan GPDMMS molekiilii ile modifiye edildikten
sonra 1X PBS tamponu (pH 7.4) igerisinde hazirlanan 200 pL’lik Anti-APs2
porsiyonlarinda 1 saat silireyle, karanlik ortamda, oda sicaklifinda inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresinin tamamlanmasinin ardindan elektrot yiizeyinde baglanmamis halde
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bulunan Anti-ABa42 molekiillerinin uzaklastirilmasi i¢in ultra saf su ile daldirma yapilarak

yikand1 ve argon gazi ile kurutuldu.

Anti-Aps2 immobilizasyonu gergeklestirilen elektrotlar, GPDMMS molekiiliiniin
acikta kalan epoksi uclarinin kapatilmasi ve bodylece spesifik olmayan etkilesimlerin
Onlenmesi amaciyla %0.5’lik BSA ¢ozeltisi ile 1 saat boyunca inkiibe edildi. Sonrasinda
BSA ¢ozeltilerinden alinan elektrotlar ultra saf su ile yikanip argon gazi ile kurutularak

biyosensor tasarimi tamamlandi.

Gelistirilen biyosensoriin  tasarim  stratejisi  Sekil 3.1°de sematik olarak

gosterilmektedir.

NH/OH/H:0/H:0 [ [ GEDMMS q D

Yaln ITO-PET

Sekil 3.1. APa42 biyosensoriiniin tasarim stratejisi
3.2.2. Gelistirilen Biyosensériin Olciim Prensibi

Bolim 3.2.1’de belirtildigi sekilde tasarlanan biyosensoriin elektrokimyasal
Olctimleri, prob ¢ozeltisinin elektrik direncini azaltmasi i¢cin 0.1 M KCl igeren 5.0 mM

Ks[Fe(CN)s]/Ks[Fe(CN)s] redoks probunun kullanildigi reaksiyon hiicresinde, tglii
elektrot sistemi ile gergeklestirildi. Bu 6l¢iim sisteminde ITO-PET elektrotlar ¢alisma
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elektrodu, KCl ile doygunlastirilmis 3M AQ/AQCl referans elektrot ve 10 cm

uzunlugundaki Platin tel karsit elektrot olarak kullanildi.

Analizi  yapilacak APs2 proteinine  spesifik  Anti-APs;  antikorunun
immobilizasyonu tamamlandiktan sonra, ITO-PET c¢alisma elektrotlari, 1X PBS
tamponunda (pH 7.4) hazirlanan 200 pL’lik A4z protein porsiyonlarinda 1 saat boyunca
karanlik ortamda, oda sicakliginda inkiibe edildi. Sonrasinda baglanmamais halde bulunan
A4z molekiillerinin uzaklastirilmasi igin elektrotlar ultra saf su igerisinde daldirma
yapilarak yikandi. Son olarak, elektrotlar redoks probu igeren oOlgiim hiicresine

yerlestirilerek elektrokimyasal dl¢timleri yapildi.

Elektrokimyasal olgiimler FRA modiillii potanstiyostat/galvanostat cihazi ile
elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) ve dongiisel voltametri (CV) teknikleri
ile gergeklestirildi. Elde edilen veriler EChem Analyst yazilim programi ile kaydedildi.

Elektrokimyasal impedans 6l¢iimlerinde ¢alisma elektroduna 50 000 — 0.05 Hz
frekans araliginda 10 mV’luk alternatif akim uygulandi. Dongiisel voltametri
Olgtimlerinde ise tarama hiz1 100 mV/s, adim biiyiikligii 10 mV ve optimum potansiyel

calisma aralig1 -0.5 - 1 V olarak secildi.
3.2.3. Ap42 Biyosensoriiniin immobilizasyon Basamaklariin Optimizasyonu

Biyosensor tasariminda her bir immobilizasyon adimi i¢in optimum kosullarin
belirlenerek biyosensor yanitinin ve hassasiyetinin arttirilmasi amaciyla optimizasyon
calismalar1  yapildi. Bu amagla, SAMs olusumunda kullanilan GPDMMS
konsantrasyonu, anti-Ap42 konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresi ve biyosensor yanitlar

i¢cin Ol¢lim alinirken A4z proteini i¢in inkiibasyon siiresi optimize edildi.

Bu c¢aligmalarda optimum kosullarin belirlenebilmesi ig¢in farkli  APa2
konsantrasyonlarinda alinan impedans 6l¢iimlerinden Boliim 2.4.2°de anlatildig: gibi elde

edilen yiik transfer direnci (Rct) degerleri kullanildi.

Her bir optimizasyon parametresi i¢cin AP derisimine karsi ARct degerleri
arasinda kalibrasyon grafikleri ¢izildi. ARct degerleri; ARct = Rct (AP42) — Rct (BSA)
esitligi kullanilarak hesaplandi.
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3.2.3.1. GRDMMS Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Aktif hidroksil gruplari olusturulmus ITO-PET elektrot yiizeyinde, kararli ve
dayanikli SAMs olusturabilmek; hazirlanan biyosensorde biyoalgilama elementinin
baglanma kapasitesini etkileyecegi icin oncelikle GPDMMS molekiiliiniin optimum
konsantrasyonu belirlendi. Bu amagla %99.9’luk etanolde %0.1, %0.25, %0.5 ve %1°lik
GPDMMS ¢ozeltileri hazirlandi. Bolim 3.2.1.2°de belirtildigi gibi yiizeyleri
hidroksillenen elektrotlar yukarida belirtilen konsantrasyonlardaki GPDMMS
cozeltilerine daldirilarak oda kosullarinda ve karanlik ortamda 16 saat siireyle inkiibe
edildi. GPDMMS konsantrasyonunun biyosensor cevabina etkisinin incelenebilmesi igin
anti-AP42 ve APs2 konsantrasyonlart ve inkiibasyon siireleri sabit tutuldu. Dort farkli
GPDMMS konsantrasyonunda hazirlanan biyosensdrlerin impedans olgiimleri ile elde
edilen verilerden yararlanarak optimum GPDMMS konsantrasyonu belirlendi ve sonraki

calismalarda bu konsantrasyonla devam edildi.
3.2.3.2. Anti-Ap42 Konsantrasyonunun Optimizasyonu

Tez kapsaminda A4z analizi i¢in hazirlanan biyosensdriin biyoalgilama elementi
olan anti-ABs2’nin konsantrasyonu, daha duyarli ve tekrarlanabilir biyosensor
cevaplarmin elde edilmesi igin optimize edildi. Bu amagla 1X PBS (pH 7.4) ¢ozeltisi
iginde 50 ng/ml, 100 ng/ml ve 200 ng/ml olacak sekilde anti-APa42 porsiyonlari hazirlandi.
Boliim 3.2.4.1°de belirtilen galismayla belirlenen optimum GPDMMS konsantrasyonu
kullanilarak hazirlanan elektrotlar 3 farkli konsantrasyondaki anti-APs2 ¢ozeltilerine
daldirilarak 1 saat siireyle oda kosullarinda ve karanlik ortamda inkiibe edildi. Optimum
anti-Aps2 konsantrasyonunun belirlenebilmesi i¢in anti-Aps2 inkiibasyon siiresi, APz
konsantrasyon araligi ve inkiibasyon siiresi sabit tutuldu. Daha sonraki optimizasyon
caligmalarinda, 3 farkli anti-AP42 konsantrasyonu ile hazirlanan biyosensdrlerin dl¢iimii
sonucunda elde edilen kalibrasyon grafiklerinden yararlanilarak belirlenen optimum anti-

AP42 konsantrasyonu kullanildi.
3.2.3.3. Anti-Aps2 Inkiibasyon Siiresinin Optimizasyonu

APs42 analizi igin tasarlanan biyosensdrde dayanikli, kararli ve hassas APz

ol¢timlerine izin veren antijen-antikor komplekslerinin olusturulabilmesi igin anti-Ap42
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molekiiliiniin inkiibasyon siiresi optimize edildi. Bu amacla GPDMMS ile modifiye
edilen ITO-PET elektrotlar, Boliim 3.2.4.2°de belirtilen ¢aligmayla belirlenen optimum
anti-AP42 konsantrasyonundaki antikor ¢ozeltisi 30, 60 ve 90 dakikalik inkiibasyon
stirelerinde bekletildi ve bu ii¢ biyosensoriin yanitlar1 elektrokimyasal impedans
Ol¢iimleri yapilarak incelendi. Farkli inkiibasyon periyotlar1 sonunda olusturulan
kalibrasyon grafiginden elde edilen veriler 1s181nda belirlenen optimum inkiibasyon siiresi

bir sonraki AP inkiibasyon siiresinin optimizasyonu adiminda kullanildi.
3.2.3.4. AB42 inkiibasyon Siiresinin Optimizasyonu

Yukarida belirtildigi sekilde optimize edilmis kosullarda hazirlanan APa2
biyosensorleri ile 6l¢lim siirecinde, ITO-PET elektrotlarda immobilize edilmis Anti-APa42
molekiillerine yiiksek verimlilikte baglanmay1 saglayabilmek amaciyla APB42 proteininin
inkiibasyon siiresi de optimize edildi. Bunun i¢in optimum kosullarda hazirlanan
elektrotlar 30, 60 ve 90 dakika siireyle APs2 ¢ozeltilerine daldirilarak inkiibe edildi.
Ardindan impedans 6l¢iimleri yapilarak elde edilen Nyquist egrilerinden hesaplanan ARct
degerleri kullanilarak kalibrasyon grafigi ¢izildi. Grafikten elde edilen veriler 15181nda

optimum Ap42 inkiibasyon siiresi belirlendi.
3.2.4. Elektrot Yiizeyindeki Degisikliklerin incelenmesi
3.2.4.1. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ile Yiizeyin Goriintiilenmesi

APa42 biyosensoriiniin immobilizasyon adimlarinda, ITO-PET elektrot yiizeyinde
meydana gelen degisikliklerin incelenmesi amactyla, Namik Kemal Universitesi Bilimsel
ve Teknolojik Arastirma Merkezi'nde (NABILTEM), alan emisyon taramali elektron
mikroskobu (FEI-Quanta FEG 250) ile ylizey goriintiileri elde edildi. Elektrot ylizeyine
ait SEM goriintiilerinde 5 kV hizlanma gerilimi kullanildi.

3.2.4.2. Fourier-doniisiimlii Kizilétesi Spektroskopi (FTIR) ile Yiizeyin incelenmesi

Tez kapsaminda tasarlanan Afs2 biyosensoriinin  SAMs ve anti-ABs
immobilizasyonunda, elektrot yiizeyinde olusan kimyasal baglarin incelenmesi amaciyla

Namik Kemal Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Merkezi'nde
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(NABILTEM), 4000-400 cm™! araliginda isletilen Fourier-doniisiimlii kizilotesi
spektroskopi (FTIR) spektrumlari kaydedildi.

3.2.6. AB42 Analizi i¢cin Tasarlanan Biyosensoriin Karakterizasyonu

Tez kapsaminda AP tayini i¢in tasarlanan biyosensoriin optimum ¢alisma
kosullarinin belirlenmesinin ardindan, ideal bir biyosensor olup olmadiginin belirlenmesi
icin bazi analitik karakteristik 6zellikleri de incelendi. Bu amagla optimum kosullarda
hazirlanan biyosensorlerde dogrusal tayin araligi, tekrar iiretilebilirlik, tekrarlanabilirlik,
secicilik, rejenerasyon, depolama kararliligi, yapay serumda uygulanmasi, ticari olarak
satin alinan insan serumunda uygulanmasi ¢aligmalari ve sabit frekansta impedans analizi

yapild.
3.2.6.1. Dogrusal Tayin Arahg

Bolim 3.2.4’te belirtilen optimizasyon ¢aligsmalari sonucunda belirlenen
kosullarda (%0.5 GPDMMS, 100 ng/ml Anti-ABas2, 60 dakika Anti-AP42 inkiibasyon
stiresi) hazirlanan biyosensorler ile APa2 proteini 60 dakika inkiibasyon siiresi kadar
bekletilerek 1-100 pg/ml konsantrasyon araliginda hazirlanan Afs2 protein ¢ozeltileri

kullanilarak APa42 biyosensoriiniin dogrusal tayin araligi belirlendi.
3.2.6.2. Tekrar Uretilebilirlik

Hazirlanan biyosensoriin tekrar iiretilebilirliginin degerlendirilmesi i¢in optimize
edilen kosullarda, farkl giinlerde 10 adet AB42 biyosensorii hazirlandi. Bu biyosensorlerin
1-100 pg/ml konsantrasyon araliginda hazirlanan APa2 protein ¢ozeltileri igin biyosensor
yanitlar1 EIS spektrumlari ile takip edildi. Elde edilen Nyquist egrileri yardimiyla
hesaplanan ARct degerleri kullanilarak derigsime karsilik yiik transfer direnci grafikleri

cizildi. Grafik denklemleri yardimi ile biyosensoriin tekrar iiretilebilirligi degerlendirildi.
3.2.6.3. Tekrarlanabilirlik

Tekrarlanabilirlik ¢alismasinda, 8 adet ITO-PET elektrot optimize edilen

kosullarda hazirlandi. AB42’nin sabit konsantrasyondaki (60 pg/ml) biyosensor cevaplari
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elde edildi. Yapilan Ol¢limler sonucunda hesaplanan ARct degerleri kiyaslanarak

biyosensoriin tekrarlanabilirligi degerlendirildi.
3.2.6.4. Secicilik

APs42 tayini i¢in hazirlanan biyosensoriin farkli analit proteinler varliginda,
spesifik olmayan etkilesimler yoluyla girisim yaparak biyosensor cevaplara etkisinin olup
olmadiginin belirlenmesi i¢in segicilik ¢alismasi yapildi. Bu amagla boliim 3.2.1°de
anlatildig1 sekilde hazirlanan biyosensorde biliyiime-farklilasma faktorii (Growth-
differentiation Factor-15, GDF-15), alfa-1-antitripsin (A1AT), osteokalsin (OCN), kemik
siyaloprotein (Bone Sialoprotein, BSP), luteinlestirici hormon (LH) ve insan serum
alblimini de analit olarak kullanildi. Seg¢icilik ¢alismalar1 kapsaminda kullanilan tiim
analit proteinler 100 pg/ml konsantrasyonda olacak sekilde 1X PBS ¢ozeltisinde (pH 7.4)
porsiyonlandi. Yukarida belirtilen analitlerin biyosensor cevaplart APs2’nin ayni

konsantrasyonda (100 pg/ml) alinan biyosensor yaniti ile karsilastirildi.
3.2.6.5. Sabit Frekansta impedans (SFI) Analizi

Elektrokimyasal temelli bir biyosensorde, antikor-antijen  kompleksi
olusumundaki kinetik davranig Bolim 2.2.2.1°de belirtildigi gibi sabit frekans yontemi
ile takip edilebilmektedir. Bu amagla GPDMMS modifiyeli ITO-PET elektrotlarda anti-
A4z ve akabinde BSA immobilizasyonu tamamlandiktan sonra yapilan impedans
Ol¢iimiinde elde edilen Bode grafigindeki verilerden yararlanildi. FRA modiillii
potanstiyostat/galvanostat cihazi Bode grafigi yardimu ile belirlenen sabit frekansa (15
Hz) ayarlandi. Olgiimler 50 mM pH 7.0 fosfat tamponu icerisinde iiclii elektrot sistemi
ile yapildi. Bu analiz yonteminde zamanla impedans degerindeki ve faz agisindaki

degisim degerlendirildi.
3.2.6.6. Depolama Kararhhg:

Boliim 3.2.1°de anlatildigr sekilde hazirlanan A4z biyosensorlerinin depo omrii,
belirli periyotlarla 6l¢limii yapilarak takip edildi. Bu amagla aktif hidroksil gruplar
birikimi gergeklestirilen ITO-PET elektrotlar, sirastyla GPDMMS, Anti-AB42 ve BSA
immobilizasyonlar1 gergeklestirildikten sonra 6l¢iim alinincaya kadar +4 °C’de muhafaza

edildi. Biyosensorlerin 7 giinliik periyotlarda, sabit Aps2 konsantrasyonunda (60 pg/ml)
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EIS 6l¢timii yapildi. Biyosensor performansindaki degisim, ilk giin yapilan 6l¢timde elde

edilen yiik transfer direnci baz alinarak degerlendirildi.
3.2.6.7. Tekrar Kullamlabilirlik (Rejenerasyon)

Tez kapsaminda tasarlanan APs2 biyosensoriinde c¢alisma elektrodu olarak
kullanilan ITO-PET elektrotlar, biyosensor maliyetini azaltmak amaciyla rejenere edildi.
Ayni elektrodun tekrar kullanilabilirliginin degerlendirildigi bu ¢alismada GPDMMS ile
modifiye edilmis elektrotlarda anti-AB42 ve BSA immobilizasyonlarindan sonra ITO-PET
elektrotlar 60 pg/ml konsantrasyonundaki Apasz ile muamele edildi. Biyosensor dl¢iimii
yapildiktan sonra, elektrotlar 10 mM HCI c¢ozeltisine daldirilarak rejenere edildi.
Rejenerasyon sonrasi impedans 6l¢iimii yapilarak yiizey deformasyonu degerlendirildi.
Ardindan tekrar 60 pg/ml konsantrasyonundaki A4 ile muamele edildi. Biyosensor
yanitlarinda anlamli bir degisiklik oluncaya kadar bu islem tekrarlandi. Biyosensor
performansindaki degisim, ilk APa42 (60 pg/ml) dl¢iimiinde elde edilen ARct degeri baz

alinarak degerlendirildi.
3.2.6.8. Yapay Serumda Uygulama

Bu karakterizasyon c¢alismasinda, Afas2 protein analizi i¢in tasarlanan
biyosensoriin, ticari olarak satin alinan Serum Replacement 3 (50x) ¢6zeltisinde var olan
proteinlerin ve bu ¢ozeltiye ilave edilen tuz, glukoz, iire gibi bilesenlerin biyosensor
yanitlarina etkisi incelendi. Bu amagla A4z proteini yapay serum ¢ozeltisi igerisinde 1-

100 pg/ml konsantrasyon araliginda olacak sekilde porsiyonlandi.
3.2.6.9. insan Serumunda Uygulama

Tez kapsaminda hazirlanan biyosensor, Afs2’nin kan serumunda kantitatif
analizinin yapilabilmesi amaciyla tasarlandi. Bu amagla, ticari olarak satin alinan insan
serumundaki tuz, protein ve diger biyolojik bilesenlerin Ol¢iim esnasinda ITO-PET
elektrot ylizeyindeki antijen-antikor kompleksi (anti-APa42-AP42 kompleksi) ve dolayisiyla
biyosensor cevabi etkisinin olup olmadigi incelendi. APs2 ¢ozeltileri, 1-100 pg/ml

konsantrasyon araliginda olacak sekilde, 10° kat seyreltilmis insan serumunda hazirland.
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BOLUM 4

SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. AB42 Biyosensorii ile Elde Edilen Bulgular

4.1.1. Biyosensor Tasariminda Elde Edilen Bulgular

AP42 tayini igin tasarlanan biyosensoriin her immobilizasyon adimi sonrasinda
ITO-PET elektrot yiizeyinde olusan degisimlerin izlenebilmesi i¢in EIS ve CV 6l¢timleri
yapildi. Olgiimler sonucu elde edilen grafikler Sekil 4.1a ve Sekil 4.1b’de
gosterilmektedir. Her immobilizasyon adiminda biyosensor yanitt EIS 6l¢iimleriyle elde
edilen Nyquist egrileri yardimu ile yiik trasfer direnci (Rct) degerleri hesaplandi. Elde
edilen Rct sonuglar1 Cizelge 4.1°de ve Sekil 4.1c’de siitun grafik olarak verildi.

Sekil 4.1 ve Cizelge 4.1°de immobilizasyon basamaklari,
1. Aktif hidroksil gruplar biriktirilmis ITO-PET ylizeyi: ITO-OH
2. GPDMMS ile SAMs olusturulmus ITO-PET yiizeyi: ITO-OH-GPDMMS

3. Antikor immobilizasyonu sonrast ITO-PET vyiizeyi: ITO-OH-GPDMMS-
AntiAB42

4. BSA sonrasi ITO-PET yiizeyi: ITO-OH-GPDMMS-AntiAB42-BSA olarak ifade

edilmistir.
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Sekil 4.1a. AP4; biyosensoriiniin her bir immobilizasyon adiminda elde edilen impedans
spektrumlari
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Sekil 4.1b. A4z biyosensoriiniin her bir immobilizasyon adiminda elde edilen dongiisel

voltamogramlari

Sekil 4.1a incelendiginde immobilizasyon adimlarina ait Nyquist grafiklerindeki

yarim daire gaplari, yiik transfer direncini (Rct) gostermektedir. Sekil 4.1b’deki dongiisel

voltamogramlarda, grafiklere ait pik yiikseklikleri elektrot yiizeyinin elektrik iletkenligi

yani akim ile dogru orantilidir.
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Sekil 4.1c. AP biyosensoriiniin her bir immobilizasyon adiminda elde edilen EIS
Ol¢iimlerinden hesaplanan ARct degerlerine bagli siitun grafik

Cizelge 4.1. APs2 biyosensoriiniin her bir immobilizasyon adiminda elde edilen EIS
Ol¢iimlerinden hesaplanan ARct degerleri

Elektrot Yiizeyi Rct (Ohm Q)
Yalin ITO 89180
ITO-OH 555.7
ITO-OH-GPDMMS 780.4
ITO-OH-GPDMMS-AntiABs42 968
ITO-OH-GPDMMS-AntiAB42-BSA 1222

ITO-PET elektrotlar, metal oksit bir yiizeye sahip olduklar1 i¢in, Boliim 3.2.1.1°de
anlatildig1 sekilde temizlendikten sonra yapilan EIS 6l¢iimiinde (Yalin ITO) Ret degeri
Cizelge 4.1°de goriildiigii tizere (89 180 ohm) oldukca yiiksektir.

GPDMMS molekiilleri ile SAMs olusabilmesi i¢in aktif hidroksil (-OH) gruplar1
biriktilen elektrotlara ait EIS (Sekil 4.1a) ve CV (Sekil 4.1b) ol¢iimlerinde -OH
gruplarimin yiik aktarimina izin vermeleri sebebiyle ITO elektrot ylizeyinin iletkenliginde
belirgin bir artis goriilmektedir. Bolim 3.2.1.2°de anlatildig1 sekilde elektrot yiizeyinde
aktif hidroksil gruplart biriktirildikten sonra Nyquist grafiginden hesaplanan Rct degeri
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(555.7 ohm), yalin ITO’ya ait Rect degeri (89 180 ohm) ile karsilastirildiginda elektrot
ylizeyindeki iletkenlik artigini ortaya koymaktadir.

SAMs olusumunda, GPDMMS molekiiliine ait metoksi gruplar1 hidrolize olarak
elektrot yiizeyinde bulunan -OH gruplar ile siloksan bagi olusturmaktadir. Bu sekilde
kovalent olarak baglanan GPDMMS molekiilii iletkenligi diisiirerek impedansi (780.4

ohm) arttirmustir.

GPDMMS immobilizasyonundan sonra agikta kalan epoksi ucunun, anti-Apa.
molekiiliindeki niikleofilik amino grubu ile reaksiyona girmesiyle halka agilimi
gerceklesir ve anti-ABs2’nin immobilize olmasini saglar. Protein yapisindaki anti-Apaz,
iletken olmadig1 igin elektrolit ¢ozeltisinden elektrot yiizeyine elektron gecisini kismen
engeller ve Sekil 4.1a’daki Nyquist egrisinin ¢ap1 yani biyosensor cevabi (968 ohm) artar.
Bu durum Sekil 4.1°deki dongiisel voltamogramlarda iletkenlikteki azalma yani pik

yiiksekligindeki azalma olarak goriillmektedir.

ITO-PET elektrot son olarak Anti-Aps2 immobilizasyonundan sonra agikta kalan
epoksi uglarinin kapatilmasi ve dolayistyla 1-100 pg/ml konsantrasyon araliginda APas2
proteininin spesifik olmayan baglanmalarinin engellenmesi i¢in elektrot yilizeyi sigir
serum albiimin (BSA) ile muamele edilmistir. BSA, antikor baglanmamis epoksi gruplari
ile bag yaparak yiizey direncini daha da arttirarak Rct degerinin 1222 ohm olarak
bulunmasina neden olmustur. Bu duruma bagh olarak dongiisel voltamogramdaki pik

yiiksekligi de azalmgtir.

Kramers Kronig doniisiimii  elektrokimyasal impedans spektrumunda
enstriimental hatalar gibi dis etkenlerden dolay1 olusan sapmalar1 gostermektedir. Bu
yontemde yapilan hesaplamada ya impedans verilerinin gercek kesitinin hayali boliimii
kullanilir ya da hayali bolimiin gergek kesiti hesaplanir (Demirbakan & Sezgintiirk,
FRA modiillii potansiyostat cihazi ile farkli biyosensor ylizeylerine ait uyum degerleri
hesapland: (Sekil 4.2). Bu yontem sayesinde gelistirilen biyosensoriin stabilitesi de test

edilmis oldu.

63



800,0 ohm | @ ITO-OH
- ITO-OH-GPDMMS

- ITO-OH-GPDMMS-AntiAB42
600,0 ohm | -® ITO-OH-GPDMMS-AntiAB42-BSA

400,0 ohm

-Zimag (ohm)

200,0 ohm

0,000 ohm
0,000 ohm 500,0 ohm (IO,HO kohm 1,500 kohm
Zreal m

Sekil 4.2. AB42 biyosensoriiniin immobilizasyon basamaklarina ait Kramers Kronig
doniisiim egrileri

Sekil 4.2’deki kirmizi renkli egriler, Sekil 4.l1a’daki immobilizasyon
basamaklarina ait Nyquist egrileri iizerine potansiyostat cihazi tarafindan belirlenen
Kramers Kronig doniisiimiine ait egrilerdir. Biyosensore ait ger¢ek impedans degerleri
icin ¢izilen Nyquist egrileri ile Kramers Kronig doniisiimiine ait spektrumlar arasindaki

fark Cizelge 4.2°de verilmistir.

Cizelge 4.2. Immobilizasyon basamaklarimna ait Kramers Kronig déniisiim degerleri

Immobilizasyon Adim Kramers Kronig Doniisiim Degeri (n)
Yalin ITO 34.99
OH 95.57
GPDMMS 16.99
Anti-APas2 8.11
BSA 4.273

Cizelge 4.2°deki degerler incelendiginde, iki spektrum arasindaki farkin kiigiik
oldugu dolayisiyla impedans spektrumlarinin dis etkenlerden ¢ok fazla etkilenmedigi

goriilmektedir.
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4.1.2. Iimmobilizasyon Basamaklarinin Optimizasyonuna iliskin Bulgular
4.1.2.1. GPDMMS Molekiiliiniin Optimum Konsantrasyonu

Aktif hidroksil gruplar1 biriktirilmis ITO-PET ylizeyinde SAMs olusumu,
biyoalgilama elemani olan anti-Af42 nin immobilizasyonunda, baglanmay1 biiyiik dlgiide
etkiledigi i¢in ilk olarak GPDMMS molekiiliiniin optimum konsantrasyonu belirlendi. Bu
amagcla elektrotlar, %99.9’luk etanolde hazirlanan %0.1, %0.25, %0.5 ve %]1’lik
GPDMMS ile modifiye edilerck SAMs tabakasi olusturuldu. 4 farkli GPDMMS
konsantrasyonu ile hazirlanan biyosensorlerin EIS 6l¢iimleri alindi ve Nyquist
egrilerinden ARct degerleri hesaplandi. ARct degerlerinin AB42 konsantrasyonuna karsi
cizilen kalibrasyon grafikleri Sekil 4.3’te gosterilmektedir. Hazirlanan her biyosensoriin
kalibrasyon grafiginden elde edilen dogrularin dogrusallik katsayilar1 ve dogru

denklemleri Cizelge 4.3’te verilmistir.

1200 1, 0.1 GPDMMS y = 7,971x + 203,36
m % 0,25 GPDMMS R*=0.9612
1000 1 = 7,6203x + 172,81
® % 0,5 GPFDMMS R2=0,8697
S 800 { *%1GPDMMS = 8,2076x + 120,28
= R2 = 0,9204
=
S 600 -
g y = 6,0653% + 224,59
3 400 R2 = 0,9656
200
O L] L] L] L] L] L] L]
0 20 40 60 80 100 120

AB42 Konsantrasyonu (pg/ml)

Sekil 4.3. GPDMMS optimizasyonuna ait kalibrasyon grafikleri
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Cizelge 4.3. GPDMMS konsantrasyonu optimizasyonundan elde edilen kalibrasyon
grafiklerinin dogru denklemleri ve dogrusallik katsayilari

GPDMMS Dogru Denklemi Dogrusallik Katsayisi (R?)
Konsantrasyonu
%0.10 y = 6.0653x + 224.59 R?=0.9656
%0.25 y = 8.2076x + 120.28 R?=0.9204
%0.50 y =7.971x + 203.36 Rz=0.9612
%1.0 y =7.6203x + 172.81 R?=0.8697

ITO-PET elektrot yiizeyinde SAMs olusturmak iizere kullanilan GPDMMS
konsantrasyonu; elektrot yiizeyindeki SAMs’in kararliligina ve elektrot yiizeyindeki
organosilan molekiiliiniin uzak ucundaki fonksiyonel grup miktarina da etkir.
Fonksiyonel grup miktarina bagl olarak SAMs iizerine immobilize edilecek anti-APas2
miktarint ve dolayisiyla olusacak antikor-antijen komplekslerini de etkileyerek
biyosensor cevabini degistirecektir. Bu nedenle farkli GPDMMS konsantrasyonlarinda

farkli biyosensor davraniglar: goriildii.

Sekil 4.3’te gorildigl {izere %0.1 GPDMMS kullanilarak hazirlanan
biyosensorde, R* = 0.9656 degeri ile dogrusallik katsayisinin oldukg¢a iyi olmasina
ragmen APs2 konsantrasyonu arttikga biyosensor cevabi diger GPDMMS
konsantrasyonlarina gore daha diisiik kalmistir ve elde edilen dogrunun egimi
(m=6.0653) de diger kalibrasyon grafiklerininkine gore daha kii¢liktiir. Bu durum
%0.1’lik GPDMMS’nin kararli SAMs olusumunda yetersiz kaldiginin gostergesi olabilir.
Calismada kullanilan en yiiksek GPDMMS konsantrasyonu olan (%1.0) kullanilarak
hazirlanan biyosensoriin kalibrasyon grafigi incelendiginde ise, grafik denklemindeki
egim degerinin (m=7.6203) daha yiiksek oldugu, ancak dogrusallik katsayisinin R* =
0.8697 oldugu goriilmektedir. Bunun nedeni; kullanilan GPDMMS konsantrasyonuna
bagli olarak yiizeyde daha sik istiflenmis bir SAMs olusmasi, bunin da anti-Apas2
immobilizasyonunda diizensizlige ve biyosensor yanitlarinin diisiik olmamasina ragmen
R? degerinin dogrusalliktan daha uzak olmasina neden olmus olabilir. Ancak %0.25 ve
%0.5’lik GPDMMS ile hazirlanan biyosensorlerin grafikleri karsilastirildiginda egim
degerlerinin birbirine yakin oldugu, biyosensor yanitlarinin ve dogrusallik katsayilarinin

da yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu iki konsantrasyondan; %0.25 GPDMMS

66



kullanildiginda elde edilen grafigin egimi ¢ok az yiliksek olmasma ragmen, %0.5’lik
GPDMMS ile elde edilen grafigin dogrusallik katsayis1 daha yiiksek oldugu icin (R? =
0.9612), %0.5’lik GPDMMS optimum konsantrasyon olarak belirlendi.

4.1.2.2. Anti-Ap42 Optimum Konsantrasyonu

Daha o6nceki ¢aligmada belirlenen optimum GPDMMS konsantrasyonu (%0.5)
kullanarak hazirlanan biyosensorlerde 50, 100 ve 200 ng/ml konsantrasyonlari
kullanilarak anti-Aps2 konsantrasyonunun optimizasyonu c¢alismasi yapildi. Bu amagla
hazirlanan biyosensorlerin EIS 6l¢timleri sonucu hesaplanan ARct degerleri ile 1-100
pg/ml arasinda degisen APs> konsantrasyonlar1 arasinda kalibrasyon grafikleri ¢izildi.
Elde edilen kalibrasyon grafikleri Sekil 4.4°te, grafiklere ait dogrularin dogru denklemleri

ve dogrusallik katsayilar1 Cizelge 4.4’te verilmistir.

1400 - —
¢ 50 ng/ml Anti-Ap42 y= 1%2721;; ;9%43,55

1200 -
® 100 ng/ml Anti-Ap42
1000 -
a ® 200 ng/ml Anti-AB42 y = 7,8829x + 288,49
= 800 - R>=0,9231
S
< 600 °
& y = 5,7954x + 79,72
< 400 R?=0,9588
200
0 L] L] L] L] L] L] 1
0 20 40 60 80 100 120

ApB42 Konsantrasyonu (pg/ml)

Sekil 4.4. Anti-AB42 konsantrasyonu optimizasyonuna ait kalibrasyon grafikleri

Cizelge 4.4. Anti-ABs> konsantrasyonu optimizasyonundan elde edilen kalibrasyon
grafiklerinin dogru denklemleri ve dogrusallik katsayilar

Anti-AB42 konsantrasyonu Dogru Denklemi Dogrusallik Katsayisi (R?)
50 ng/mi y =5.7954x + 79.72 R?=0.9588
100 ng/ml y =11.129x + 100.74 R?>=0.9571
200 ng/ml y = 7.8829x + 288.49 Rz=0.9231
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Anti-APs2 konsantrasyonu optimizasyonuna ait Sekil 4.4’teki grafikler
incelendiginde; 50 ng/ml anti-Afaz ile hazirlanan biyosensoriin EIS cevaplarinin diger
konsantrasyonlara gore diisiik oldugu goriilmektedir. Bu durum anti-AB42 miktarimin,
etkin bir antikor-antijen baglanmasi1 dolayisiyla daha yiiksek biyosensor yaniti igin

yetersiz kalmis olmasi nedeniyle olabilir.

Bu ¢alismada kullanilan en yiiksek antikor konsantrasyonu 200 ng/ml anti-APa2
kullanildiginda elde edilen dogrunun hem dogrusallik katsayisinin hem de egiminin (100
ng/ml anti-APa42 konsantrasyonuna ait grafikten elde edilen verilerden (R? = 0.9231 ve
m=7.8829)) daha diisiik oldugu goriilmektedir. Bu durum yiiksek anti-APs2
konsantrasyonu kullanildiginda elektrot yiizeyinde AP42 baglanmasina yonelik daha fazla
sterik engel olusmasindan ve protein-protein etkilesimindeki inhibe edici etkiden

kaynaklaniyor olabilir.

Bu veriler goz Oniine alinarak, optimum anti-AB42 konsantrasyonu olarak 100

ng/ml se¢ildi.
4.1.2.3. Optimum Anti-Apa42 inkiibasyon Siiresi

Optimum GPDMMS konsantrasyonu (%0.5) ve optimum anti-ABa2
konsantrasyonu (100 ng/ml) kullanilarak hazirlanan biyosensorler ile etkin antikor-antijen
komplekslerinin olusumu i¢in optimum anti-AP42 inkiibasyon siiresinin belirlenmesi
amaciyla 30, 60 ve 90 dakika siireyle bekletilerek elektrotlarin yiizeyinde anti-APa2

immobilizasyonlar1 gergeklestirildi.

Biyosensor cevaplarinin  Olglimii ile belirlenen ARct degerleri ile APa
konsantrasyonlarina kars1 kalibrasyon grafikleri ¢izildi (Sekil 4.5). Sekil 4.5’te goriilen
kalibrasyon grafiklerine iliskin dogru denklemleri ve dogrularin dogrusallik katsayilari

Cizelge 4.5’te goriilmektedir.
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Sekil 4.5. Anti-As2 inkiibasyon siiresi optimizasyonu ¢alismasina ait Kkalibrasyon
grafikleri

Cizelge 4.5. Anti-APs2 inkiibasyon siiresi optimizasyonundan elde edilen kalibrasyon
grafiklerinin dogru denklemleri ve dogrusallik katsayilari

Anti-Apa2 Inkiibasyon Dogru Denklemi Dogrusallik Katsayisi
Siiresi (R?)
30 dakika y =5.9369x + 439.69 R>=0.8586
60 dakika y =18.738x + 103.53 R?=0.9823
90 dakika y = 13.544x + 354.55 R2=0.9021

Sekil 4.5°teki veriler incelendiginde; 30 dakikalik inkiibasyon siiresine ait
caligmada kalibrasyon duyarliginin diisilk oldugu goriilmektedir. Bu durum dogru
denklemindeki egim degerinden (m=5.9369) acik¢a goriilmektedir. Ayrica dogrusalligin
da R? = 0.8586 degeri ile diger grafiklerin dogrusallik katsayilarina gore diisiik kaldigi
goriilmektedir. Biyosensor yanitlarindaki bu diisiik deger 30 dakika antikor inkiibasyon
stiresinin etkin anti-ABs2 - AP42 kompleks olusumu igin yetersiz kalmis olabilecegini
diistindiirmektedir. 90 dakikalik antikor inkiibasyonu sonunda elde edilen dogru
degerlendirildiginde ise; uzayan inkiibasyon siiresi nedeniyle elektrot yilizeyinde kismen
daha fazla antikor baglanmasi diizensizligin artmasma neden olmus, yiiksek protein
konsantrasyonlarinda yapilan Ol¢iimlerde, yilizeyde bulunan fazla miktarda antikor,

protein molekiillerinin dogru yoénelimle antikor molekiillerine yaklasmasina sterik bir
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engel olusturmus olabilir. Bu durum dogrusalliktan (R? = 0.9021) sapmaya ve gorece

daha diisiik biyosensor cevabina yol agmistir. Tiim bu veriler 1s518inda hem dogrusallik

katsayisinin (R? = 0.9823) iyi oldugu, hem dogru egiminin (m=18.738) iyi olmasi

nedeniyle 60 dakika inkiibasyon siiresi optimum kosul olarak kabul edildi.

4.1.2.4. Optimum A2 Inkiibasyon Siiresi

Tez kapsaminda hazirlanan biyosensorde yiiksek verimlilikte A2 baglanmast

saglamak amaciyla, GPDMMS modifiyeli ITO elektrotlarda biyosensdr yaniti almak

tizere; 30, 60 ve 90 dakika siireyle A4 inkiibasyonu calisildi. Gergeklestirilen EIS

analizleri sonucunda sonucunda elde edilen ARct degerleri kullanilarak ¢izilen

kalibrasyon grafikleri Sekil 4.6’da verilmistir. Bu grafige ait dogru denklemleri ve

dogrusallik katsayilari ise Cizelge 4.6°da verilmistir.
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Sekil 4.6. APz inkiibasyon siiresi optimizasyonuna ait kalibrasyon grafikleri

Cizelge 4.6. AP inkiibasyon siiresi optimizasyonundan elde edilen kalibrasyon
grafiklerinin dogru denklemleri ve dogrusallik katsayilar
ABas2 Inkiibasyon Siiresi Dogru Denklemi Dogrusallik Katsayisi (R?)
30 dakika y = 15.285x + 46.66 R2=0.9371
60 dakika y =18.738x + 103.53 R?=0.9823
90 dakika y =11.655x + 317.61 R?=0.9594
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APa2 inkiibasyon siiresi optimizasyonu sonrast elde edilen Sekil 4.6’daki
kalibrasyon grafikleri incelendiginde; 30 ve 90 dakikalik periyotlar sonunda daha diisiik

biyosensor yanitlari elde edilmistir.

30 dakika inkiibasyon siiresi, analit protein olan Aas; molekiiliiniin elektrot
ylizeyinde immobilize edilmis halde bulunan antikor molekiillerine baglanarak etkin,
dayanikli ve kararli antikor-antijen kompleksi olusumu i¢in yetersiz kalmis ve buna bagl
olarak biyosensor cevabinda diisme (Mm=15.285) ve dogrusalliktan sapma (R? = 0.9371)
meydana gelmis olabilir. 90 dakikalik AB42 inkiibasyon siiresinde ise uzayan inkiibasyon
stiresi elektrot ylizeyinde daha fazla analit protein baglanmasina fakat bu baglanmalardan
kaynakli yiizeyde diizensizlige yol agmis olabilir. Bu durum biyosensér cevabinin
(m=11.655) diger inkiibasyon siirelerine oranla diisiik kalmasina ve dogrusalliktan
sapmaya (R2 = 0.9594) neden olmus olabilir. Bu ¢alismanin sonucunda; en iyi biyosensor
cevaplart (m=18.738) ve bu cevaplarin dogrusallik katsayisinin (R? = 0.9823) daha iyi

olmas1 sebebiyle optimum inkiibasyon siiresi 60 dakika olarak bulundu.

Yukarida belirtildigi  sekilde gelistirilen biyosensoriin, immobilizasyon
basamaklarinin optimizasyon ¢alismalar1 sonucunda elde edilen optimum degerlerin
timi Cizelge 4.7°de verilmistir. Bu degerler biyosensoriin analitik karakteristik
ozelliklerini aydinlatabilmek amaciyla gergeklestirilecek bundan sonraki caligmalarda

A4z biyosensorii hazirlarken kullanilmistir.

Cizelge 4.7. ABs2 biyosensoriiniin gelistirilmesinde optimum ¢alisma kosullari

Optimizasyon Parametreleri Optimum Degerler
GPDMMS Konsantrasyonu %0.50
Anti-ABas2 Konsantrasyonu 100 ng/ml

Anti-Apa, Inkiibasyon Siiresi 60 dk

APaz Inkiibasyon Siiresi 60 dk

71



4.1.3. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Gériintiileri

Tez kapsaminda tasarlanan AP42 biyosensoriiniin immobilizasyon adimlarinin
morfolojik karakterizasyonu taramali elektron mikroskobu (SEM) kullanilarak

incelenmistir. SEM ile elde edilen goriintiiler (Sekil 4.7) elektrot yilizeyinde meydana

gelen degisimler hakkinda bilgi vermektedir.

Sekil 4.7. A2 biyosensoriiniin immobilizasyon adimlarina ait SEM goriintiileri (A)
Yalin ITO, (B) ITO-OH, (C) ITO-OH-GPDMMS, (D) ITO-OH-GPDMMS-Anti-ABaz,
(E) ITO-OH-GPDMMS-Anti-AB42-BSA, (F) ITO-OH-GPDMMS-Anti-AB42-BSA-ABa2
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Sekil 4.7(A) temiz ITO yiizeyinin homojen goriiniimii goriiliirken, Sekil 4.7(B)’de
ise aktif hidroksil gruplart biriktirildikten sonra elde edilen SEM goriintiisiiniin yalin
elektroda gore farklilastigi, ylizeyin homojen olarak kiigiik kiireciklerle kaplandigi

goriilmektedir.

GPDMMS ile modifiye edilmis ITO-PET elektrot yiizeyi Sekil 4.7(C)’de
gosterilmigtir. Elektrot ylizeyindeki kiigiik kiireciklerin yerini daha dolgun taneciklerin

aldig1 ve ylizeyin kaplandigi dikkat cekmektedir.

Sekil 4.7(D) goriilen Anti-AB42 immobilizasyonu sonrasi yiizey morfolojisindeki
degisimi incelendiginde yilizeydeki kaplama kalinligimmin arttifi ve taneciklerin de

irilestigi gdzlenmektedir.

BSA immobilizasyonuna ait SEM goriintiisii ise Sekil 4.7(E)’de verilmistir. Bu
SEM goriintiisiinde farkli olarak ylizey iizerinde daha Once goriilmemis kiimelenmis

protein yapilar1 géze ¢arpmaktadir.

Son olarak Anti-ABs2-APs2 immiinokompleks olusumuna ait Sekil 4.7(F)’de
verilen SEM goriintiisiinde amorf kiimelenmis proteinlerin yerini daha diizgiin sekilli

tablet gdriintimlii protein yapilarinin aldigr goriilmektedir.

Sekil 4.7°de sunulan bu SEM fotograflari, ITO-PET elektrot yiizeyindeki

degisimlerin EIS ve CV 6l¢limlerinin sonuglar ile uyumlu oldugunu gdstermistir.
4.1.4. Fourier-doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) Sonuglari

ITO-PET elektrot yiizeyinde GPDMMS ve Anti-AB42 immobilizasyonlarindan
elde edilen FTIR sonuglar1 Sekil 4.8 ve Sekil 4.9°da verilmektedir.

GPDMMS molekiilii ile SAMs olusumu sonrasi elde edilen Sekil 4.8’ deki FTIR
spektrumunda 900 cm™ ve 823 cm™¥’de GPDMMS’nin agikta kalan epoksi grubunun
karakteristik bandi goriilmektedir. Bu da ITO-PET elektrot yiizeyinin GPDMMS ile
halihazirda kaplandigini gostermektedir ve SEM goriintiileri, EIS ve CV dlgiimlerinin

sonuclarii destekler niteliktedir.
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Sekil 4.8. APa42 biyosensoriiniin GPDMMS immobilizasyonu sonrast FTIR sonucu

Biyosensor ingast esnasinda SAMs tabakasi {izerine anti-Afs2 molekiili
immobilize edildikten sonra bu piklerin kayboldugu ve Sekil 4.9°da verilen FTIR
spektrumunda 1746 cm™’de C=0 gerilmesine ait (amid I) ve 1529 cm™ 'de N-H bagina
ait (amid II) karakteristik piklerinin ortaya ciktigi goriilmektedir. S6zkonusu bu pik
degerleri, GPDMMS'in epoksi gruplari ile anti-Afas. antikorunun u¢ amino gruplari

arasinda amid baglarinin olustugunu kanitlamaktadir.
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Sekil 4.9. APz biyosensoriinde anti-AfB42 immobilizasyonu sonrasi FTIR sonucu

74



4.1.5. Ap4+2 Biyosensériiniin Karakterizasyona Iliskin Bulgular
4.1.5.1. AP42 Biyosensoriiniin Dogrusal Tayin Arahg:

Cizelge 4.7°de verilen optimum kosullarda hazirlanan AP42 biyosensorleri ile
yiiriitiilen deneylerde EIS ve CV olgtimleri ile dogrusal tayin araligir 1-100 pg/ml olarak
belirlendi. Bu konsantrasyon araliginda elde edilen EIS ve CV o6lgiimlerinin Nyquist

egrileri olarak alinan impedans spektrumlari ve dongiisel voltamogramlar1 Sekil 4.10 ve
Sekil 4.11°de verilmistir.

EIS ol¢timlerinden hesaplanan ARct degerleri kullanilarak ¢izilen standart grafik
Sekil 4.12°da goriilmektedir.

2,000 kohm| o 11 OH.GPDMMS-AntiAB42-BSA

1 pg < 100 pg
1,500 kohm

1,000 kohm

-Zimag (ohm)

500,0 ohm ,/,

0,000 ohm
0,000 ohm 2,000 kohm 4,000 kohm

Zreal (ohm)

Sekil 4.10. AB42’nin 1-100 pg/ml konsantrasyon araligindaki Nyquist egrileri
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Sekil 4.11. APB42’nin 1-100 pg/ml konsantrasyon araligindaki dongiisel voltamogramlari
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Sekil 4.12. A4 biyosensoriiniin 1-100 pg/ml tayin araligina ait standart grafik

GPDMMS modifiyeli ITO-PET elektrot yiizeyinde immobilize edilen anti-Apas2
molekiillerine baglanan A4 molekiillerinin konsantrasyonu arttik¢a, EIS 6l¢iimiinden
elde edilen Nyquist egrilerinin de capi1 artmaktadir. Captaki bu artis yik transfer
direncindeki (Rct) artis ile iliskilidir. Rct degerindeki artis ise elektrottaki antikor-antijen
kompleksinden kaynakli yiizey iletkenligindeki azalisin gostergesidir. Sekil 4.10°da
goriildiigl tizere Nyquist egrilerinin ¢ap1 yani Rct degerleri APBs2 konsantrasyonu artikga
artmaktadir. Sekil 4.11’de ise dongiisel voltamogramlarin tepe akimlarinin A4
konsantrasyonundaki artisin yiizeydeki iletkenligi azaltmasi nedeniyle gittikce azaldigi

goriilmektedir.
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APs42 biyosensoriiniin standart grafigi; optimum kosullarda hazirlanmis tekrar
tiretilebilirlik ¢alismasinda 10 adet biyosensoriin  ARct degerlerinin  ortalamasi
kullanilarak ¢izildi (Sekil 4.12). Grafikte; ABa2 konsantrasyonu arttik¢a biyosensor yaniti
yani ARct degerinin de lineer olarak arttig1 goriilmektedir, dogrusallik katsayisinin da R?=

0.9974 degeri ile oldukga iyi oldugu tespit edilmistir.

Tespit limiti (LOD), bir numunedeki analitin nicelendirilemeyen ancak tespit
edilebilen en disiikk konsantrasyonu olarak tanimlanir. Tayin smiri (LOQ) analitik
proseslerin belirtilen ¢alisma kosullari altinda kabul edilebilir kesinlik ve dogrulukla
belirlenebilen bir numunedeki analitin en diisiik konsantrasyonudur (Shrivastava &
Gupta, 2011; Uhrov¢ik, 2014). Tez kapsaminda tasarlanan biyosensor ile AB42’nin analizi
icin LOD ve LOQ degerleri APs2’nin en diisiik konsantrasyonda alinan o6lgtimlerin
standart sapmasi hesaplanarak belirlendi. LOD ve LOQ degerinin hesab1 asagidaki
esitliklere gore yapild:

LOD = 3 x SD (Standart Sapma) / m (Standart grafigin egimi)
LOQ =10 x SD (Standart Sapma) / m (Standart grafigin egimi)

Yukaridaki esitliklere gore LOD degeri 0.37 pg/ml ve LOQ degeri 1.25 pg/ml
olarak hesaplandi.

4.1.5.2. APs2 Biyosensoriiniin Tekrar Uretilebilirligi

Farkli zamanlarda, optimum ¢alisma kosullarinda hazirlanan 10 ayr1 biyosensor
sistemi ile dogrusal tayin araligindaki konsantrasyonlarda EIS 6l¢timleri yapildi. Nyquist
egrilerinden hesaplanan ARct degerine karsi konsantrasyon grafikleri ¢izildi. Bu

grafiklerdeki dogrularin denklemleri ve dogrusallik katsayilar1 Cizelge 4.8’de verilmistir.
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Cizelge 4.8. AB42 biyosensoriine ait tekrar tiretilebilirlik calismalarinin dogru denklemleri

ve dogrusallik katsayilar

Biyosensor Dogru Denklemi Dogrusallik Katsayisi Tayin Arahgi

Numarasi (R?) (pg/ml)
1 y =22.271x — 98.561 R2=0.9928 1-100 pg/ml
2 y =21.708x + 80.067 R2=0.9921 1-100 pg/ml
3 y = 21.485x + 45.735 R>=0.9976 1-100 pg/ml
4 y = 19.852x + 156.33 R>=0.9943 1-100 pg/ml
5 y = 19,281x + 44,614 R>=0,9875 1-100 pg/ml
6 y = 19.152x + 205.34 R?>=0.9874 1-100 pg/ml
7 y =18.627x + 125.18 R*>=0.9828 1-100 pg/ml
8 y =18.517x + 118.3 R?=0.9924 1-100 pg/ml
9 y = 18.064x + 79.321 R2=0.987 1-100 pg/ml
10 y =17.574x + 152.79 R>=0.9871 1-100 pg/ml

Cizelge 4.8’de goriildigli lizere Olglimleri yapilan biyosensdrlerin  dogru
denklemleri ve dogrusallik katsayilart birbirine olduk¢a yakin degerlerdedir. Bu da

tasarlanan biyosensoriin tekrar iiretilebilirliginin yiiksek oldugunu gostermektedir.
4.1.5.3. Ap42Biyosensoriiniin Tekrarlanabilirligi

Optimum ve benzer ¢alisma kosullarinda hazirlanan 8 adet ITO-PET elektrotla
sabit AP42 konsantrasyonunda (60 pg/ml) dlgiim yapildi. Her elektrot igin hesaplanan
ARct degerinin Sekil 4.8’de verilen standart grafikte yerine konmasiyla hesaplanan Afa2

miktarlar Cizelge 4.9°da verilmistir.

Cizelge 4.9°daki veriler dogrultusunda A4z analizine yonelik hazirlanan
biyosensoriin, 60 pg/ml konsantrasyonundaki ortalama konsantrasyon degeri 59.38 +1.71

pa/ml ve relatif standart sapma degeri ise %2.89 pg/ml olarak hesaplandi.
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Cizelge 4.9. Tekrarlanabilirlik 6l¢iimlerine iliskin tablo

Elektrot | Kullanilan Aa2 Olgiilen Ap42 Geri Kazanim
Numarasi1 | Konsantrasyonu Konsantrasyonu (%)
1 60 pg/ml 59.9 pg/ml 99.83
2 60 pg/ml 59.53 pg/ml 99.21
3 60 pg/ml 59.58 pg/ml 99.3
4 60 pg/ml 60.48 pg/ml 100.8
5 60 pg/ml 62.02 pg/ml 103.36
6 60 pg/ml 58.1 pg/ml 96.83
7 60 pg/ml 56.14 pg/ml 93.56
8 60 pg/ml 59.32 pg/ml 98.86

4.1.5.4. AB42 Biyosensoriiniin Seciciligi

Tez kapsaminda gelistirilen A4z biyosensoriiniin segiciliginin, farkli antijenler
varliginda, degerlendirilmesi amaciyla LH, OSCN, A1AT, GDF-15, BSP ve insan
albiimini kullanilarak biyosensor yanitlart incelendi. Yapilan ¢alismada kullanilan tiim
analit proteinleri 100 pg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde 1X PBS (pH 7.4)
tamponunda porsiyonlandi. EIS 6l¢iimleri yapilarak elde edilen biyosensor yanitlart Sekil

4.13’te kullanilan antijene kars1i ARct degeri olarak verilmektedir.

2500 ~

2000

1500 +

ARct (Ohm Q)
=
S

500 A

Ap42 LH OCN A1AT  GDF15 BSP Human
Albumin

Antijen (100 pg/ml)

Sekil 4.13. A4z biyosensoriiniin segicilik caligmalari grafigi
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Sekil 4.13teki siitun grafikler incelendiginde 2159 ohm ARct degeri ile en yiiksek
cevap APs2’nin analit olarak kullanildig1 biyosensérde elde edilmistir. Diger
proteinlerdeki biyosensor yanitlari ise; LH’ta 306 ohm, OSCN’de 265 ohm, A1AT’ de
250 ohm, GDF-15’te 226 ohm, BSP’de 105 ohm, insan albiiminde 104 ohm olarak

bulunmustur.

Yapilan ¢alismada elde edilen ARct degerleri géz oniinde bulunduruldugunda,
ayn1 konsantrasyonlarda (100 pg/ml) farkli analit proteinleri varlifinda hazirlanan
biyosensorler ile A4z biyosensoriiniin verdigi cevap arasindaki biiyiik fark, biyosensoriin
seciciliginin iyi oldugunu gostermektedir. Farkli analit proteinleri kullanildiginda alinan
EIS yanitlari, APa42 proteinine ait amino asit kalintilari ile diger proteinlerdeki amino asit
kalintilar1 arasindaki benzerlikten ve buna bagli olarak da biyoalgilama elementi olan
anti-ABs2 ile antikor-antijen kompleksleri olusturmalarindan kaynaklaniyor olabilir.
Ancak elde edilen ARct degerlerinin diistikligii, diger analit proteinlerle kararli ve etkin

antikor-antijen komplekslerinin olugsmadigini gostermektedir

4.1.5.5. APs2 Biyosensériiniin Sabit Frekanstaki iImpedans (SFI) Analizi

APaz biyosensdriinde, anti-Apasz ile APaz arasindaki antikor-antijen baglanmasinin
kinetik davranisinin izlenmesi ve bdylece ¢alisma elektrodundaki immiinoreaksiyonun

gercek zamanli siiresinin tespiti i¢in sabit frekansta impedans analizi yapildi.

Bu amagla GPDMMS modifiyeli ITO-PET elektrodun BSA immobilizasyonu
adimindan sonra EIS Ol¢limii yapildi. Bu dl¢lime ait Bode grafigindeki (Sekil 4.14)
verilerden yararlanilarak sabit frekans analizinde kullanilacak tek frekans degeri (15 Hz)

belirlendi.
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Sekil 4.14. AB42biyosensoriiniin BSA adimina ait Bode grafigi

Sekil 4.14’teki grafige incelendiginde, impedansin frekansa bagliligi dogrudan
goriilmektedir. Bu grafikte impedans degerindeki degisim ile faz agisindaki degisim
arasindaki farktan yararlanilarak sabit frekans analizi i¢in potansiyostat cihazinda frekans

degeri 15 Hz olarak segcildi.

Bu 6l¢iim tekniginde de tglii elektrot sistemi kullanilirken diger dlgiimlerden
farkli olarak, redoks probu yerine 50 mM pH 7.0 fosfat tamponu kullanildi. BSA
immobilizasyonu gergeklestrilmis ITO-PET elektrot 6l¢iim hiicresine yerlestirildikten
sonra APz protein ¢ozeltisi, 6l¢iim esnasinda mikro pipet yardimi ile 6l¢lim hiicresine

eklendi.

AP42 biyosensoriiniin sabit frekansta impedans analizi sonucu elde edilen grafik

Sekil 4.15°de verilmektedir.

81



6,000 kohm 0,000 °

5,950 kohm -20,00 °
25,900 kohm 40,00° %
= [
) N
25,850 kohm -60,00° F
E 3

5,800 kohm| -80,00 °©

5,750 kohm -100,0 ©

0,000 s 1,000 ks 2,000 ks 3,000 ks 4,000 ks
Time (s)

Sekil 4.15. APa42 biyosensoriiniin SFI analizine ait grafik (siyah renkli egri impedansi,
kirmizi renkli egri faz agisint gdstermektedir.)

Sekil 4.15°te verilen grafik; impedans ve faz agisinin zamana bagl olarak
degisimini gostermektedir. Tez kapsaminda yapilan optimizasyon g¢aligsmalarinda APaz
proteininin optimum inkiibasyon siiresi (Boliim 4.1.2.3) 60 dakika olarak belirlendigi i¢in

SFI analizinde de 6l¢iim stiresi 60 dakika (3600 saniye) olarak secildi.

Sekil 4.15’teki grafik incelendiginde; antikor-antijen (anti-Apa2-Aps2) kompleksi
olusumu esnasinda meydana gelen direncin zamanla artisi impedans egrisinden agikca
goriilmektedir. Bu artis ilk 1000 saniyede daha fazla iken 2600. saniyeden itibaren
azalarak sabitlenmeye baslamistir. Bu durum elektrot yiizeyinde anti-Af42 nin doygunluk
noktasina ulagmasi ve buna bagli olarak daha fazla A4z baglanmasina izin vermemesiyle

agiklanabilir.
4.1.5.6. AP42 Biyosensoriiniin Depolama Kararhhg

Tez kapsaminda hazirlanan A4z biyosensoriiniin  depolama kararliliginin
degerlendirilmesi amaciyla GPDMMS modifiyeli ITO-PET elektrotlar, Anti-APas> ve
BSA immobilizasyonlar1 tamamlandiktan sonra +4 °C’de tampon kullanmaksizin kuru
olarak depolandi. Bu ¢alisma dogrultusunda yapilan tiim olgtimlerde 1X PBS (pH 7.4)
tamponunda hazirlanmis 60 pg/ml konsantrasyonundaki APs2 molekiilii kullanildi.
Elektrotlarin hazirlandigr ilk glin alinan EIS 6l¢iimii 100 olarak kabul edildi. Daha
sonrasinda 7 giinliilk periyotlarla yapilan EIS Olclimleri sonucu elde edilen ARct

degerlerinin, ilk 6l¢iime baglh olarak (%) grafigi ¢izildi (Sekil 4.16).
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Sekil 4.16. A4z biyosensoriiniin depolama kararliligina ait grafik

Sekil 4.16°daki grafige incelendiginde A4z analizi igin tasarlanan biyosensoriiniin
antijen baglama kapasitesini dokuzuncu haftaya kadar yaklasik %60 oraninda korudugu
goriilmektedir. Bu degerler gbz oniine alindiginda ITO-PET elektrotlarda insa edilen
biyosensoriin, sekizinci haftaya kadar antikor-antijen kompleksleri olusturabilme
kabiliyetinin yaklasik %65’ini korurken, dokuzuncu hafta itibariyle biiyiik oranda
kaybettigi goriilmiistiir. Laboratuvar kosullarinda elde edilen depolama kararlilig1
sonuglar1 endiistriyel 6lcekte degisebilir. Bu amacla daha ileriki ¢calismalarda endiistriyel

anlamda biyosensoriin operasyonel kararliligi degerlendirilebilri.
4.1.5.7. Ap42 Biyosensoriiniin Tekrar Kullamilabilirligi (Rejenerasyon)

APs2 analizi i¢in gelistirilen biyosensoriin tekrar kullanilabilirliginin (rejenere
edilebilirliginin) degerlendirildigi bu ¢alismada optimum kosullarda hazirlanan elektrot
ylizeyindeki antikor-antijen immiinokompleksinin ayristiritlip tekrar baglanabilme
kapasitesi analizlenmistir. Bu amagla GPDMMS modifiyeli ITO-PET elektrotta anti-
APs2ve BSA immobilizasyonu gergeklestirildikten sonra 60 pg/ml konsantrasyonundaki
A4z proteinine ait EIS yanit1 alindi. Ardindan elektrot rejeneresyon iglemi i¢in 10 mM
HCl ¢ozeltisinde 1 dakika siireyle inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin
tamamlanmasindan sonra ultra saf ile daldirma yapilarak yikanan elektrotlarin EIS

olgtimii yapilarak elektrot yiizeyindeki antikor-antijen kompleksindeki ayrisma tespit
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edildi. 10 mM HCI c¢ozeltisi ile muamele edilen elektrotlarda, asit c¢ozeltisinden
kaynaklanan pH degisiminden &tiirii elektrot yiizeyindeki proteine ait R yan gruplarinda
iyonlagma sonucu gergeklesen denatiirasyon, Afs2 molekiillerinin biyoalgilama
elemanindan (anti-AP42) ayrilmasina yol agmaktadir. Rejenere edilen elektrot tekrar 60
pa/ml konsantrasyonundaki ABaz ¢ozeltisi ile optimum inkiibasyon siiresi olan 60 dakika
boyunca inkiibe edildi. Sonrasinda elektrot yiizeyinde baglanmamig halde bulunan Apa.
molekiillerinin uzaklastirilmasi amaciyla ultra saf su ile daldirma yapilarak yikandi ve
EIS olgiimii ile biyosensor yaniti alindi. BOylece rejenerasyon sonrasi biyoalgilama
eleman1 olan anti-Afs2’nin yeniden 60 pg/ml konsantrasyonundaki Afs2’yi baglama
kapasitesi tespit edildi. Bu islemlere biyosensor yanitinda anlamli bir farklilagsma

oluncaya kadar devam edildi.

10 mM HCI ile rejenere edilmeden once 60 pg/ml konsantrasyonundaki APa2
proteinine ait EIS dl¢timiindeki Nyquist egrilerinden hesaplanan ARct degeri 100 olarak
kabul edildi. Her rejenerasyon dongiisii sonunda alinan AP42 (60 pg/ml) proteinine ait
ARct degerlerinin ilk 6l¢iime bagli olarak (%) grafigi ¢izildi (Sekil 4.17). Biyosensor
yanitlarina ait ARct degerleri Cizelge 4.10°da verilmektedir.
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Sekil 4.17. A4z biyosensoriiniin tekrar kullanilabilirligine ait grafik
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Cizelge 4.10. AP42 biyosensoriiniin tekrar kullanilabilirligine ait ARct degerleri

Ol¢iim Sayisi ARct Biyosensor Yaniti AP42 konsantrasyonu

(Ohm) (%) (pg/ml)
1 1156 100 60 pg/ml
2 1115 96.45 60 pg/ml
3 1157 100.08 60 pg/ml
4 1157 100.08 60 pg/ml
5 1108 95.84 60 pg/ml
6 1054 91.17 60 pg/ml
7 1085 93.85 60 pg/ml

Sekil 4.17 ve Cizelge 4.10 incelendiginde, ilk 6l¢iim rejenerasyon dncesi 60 pg/ml
APs2’ye ait oldugu ig¢in, tez kapsaminda gelistirilen biyosensoriin 6 kez rejenere
edilebildigi goriilmektedir. 6. Rejenerasyondan sonra biyosensor aktivitesi %93.85tir. 7.
Rejenerasyondan itibaren anlamli bir biyosensor yaniti elde edilememistir. Bu durum 10
mM HCI ile ard arda muamele edilen elektrot yiizeyinde, GPDMMS ile olusturulan
SAMs tabakasinin deforme olmasi ve/veya anti-Afs2’nin asit ¢ozeltisinden kaynaklanan

geri dontisiimsiiz denatiirasyonu ile agiklanabilir.
4.1.5.8. Biyosensoriin Yapay Serumda Aps2 Analizi

Boliim 4.1.3.1°de dogrusal tayin aralig1 verilen APs2 biyosensoriiniin gergek kan
orneklerinde analiz yapabilme kabiliyetinin incelenmesi amaciyla, 1-100 pg/ml
konsantrasyon araliginda yapay serum ¢ozeltilerinde porsiyonlanan Apa. proteinleri ile

EIS 6l¢timi yapildi.

Elde edilen biyosensor yanitlar ile ABaz protein ¢ozeltirlerinin konsantrasyonlari
arasinda standart grafik ¢izildi (Sekil 4.18).
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Sekil 4.18. AB42 biyosensoriiniin yapay serumda uygulamasina ait standart grafik

Sekil 4.18’deki grafik incelendiginde; yapay serumda Aa2 analizine ait standart
grafigin egimi (m=16.337) ve dogrusallik katsayis1 (R?= 0.9803) olarak bulunmustur.
Serum replacement ¢ozeltisinde bulunan serum alblimini, transferrin, rekombinant
insiilin gibi biyomolekiillerin ve eklenen tuz, iire ve glukoz molekiillerinin girisim
yaparak, etkin anti-APa2-ABs2 kompleks olusumunu etkilemedigi Sekil 4.12°de verilen
dogrusal tayin aralig1 ¢caligmasina ait standart grafigin egim degerine (m=18.874) yakin
oldugu goriilmektedir. Egim degerleri arasindaki bu farkin az olmasi ve dogrusallik
katsayisinin (R?= 0.9803) iyi olmasi nedeniyle, tasarlanan APz biyosensoriiniin yapay

serum ¢ozeltisinde de AP42 protein analizi yapabildigi sOylenebilir.
4.1.5.9. Biyosensoriin insan Serumunda Aps2 Analizi

Tez kapsaminda gelistirilen AP42 biyosensorii, kanda analiz yapabilmesi amaciyla
tasarlandig1 i¢in ticari olarak satin alinan insan serumundaki biyosensor yanitlar1 da
degerlendirildi. Bu ama¢ dogrultusunda insan serumu ultra saf su ile 10° kez
seyreltildikten sonra 1-100 pg/ml konsantrasyon araliginda A4z molekiiliiniin
porsiyonlanmasinda kullanildi. As2 proteini, daha onceki calismalarda belirlenen
optimum kosullarda hazirlanan elektrotlarla muamele edilerek EIS Glgiimleri yapildi.
Sekil 4.19°da EIS ol¢iimleri sonucu Nyquist egrilerinden elde edilen ARct degerlerinin

APs2 konsantrasyonuna kars1 ¢izilen standart grafigi gosterilmektedir.
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Sekil 4.19. AB42 biyosensoriiniin insan serumunda uygulamasina ait standart grafik

APa42 biyosensoriiniin, Sekil 4.19°da verilen, insan serumunda uygulamasina ait
grafik incelendiginde egiminin (m=17.885) ve dogrusallik katsayisinin (R?=0.9925)

oldugu goriilmektedir.

Insan serumunda, bir dnceki galismada kullanilan yapay serum ¢ozeltisindeki
bilesenlere ilave olarak; biiylime faktorleri, steroid hormonlar, glukokortikoidler, hiicre
adezyon faktorleri, lipidler, saptanabilir Ig ve mitojenlerin de var olmasina ragmen elde
edilen Sekil 4.19’daki standart grafigin egimi Sekil 4.12°deki dogrusal tayin araligi

calismasina ait standart grafigin egimine benzerdir.

Insan serumu uygulamasinda elde edilen ARct degerleri Sekil 4.12°deki standart
grafik denkleminde (y= 18,874x + 99,348) yerine konularak Apas2 proteininin 6lgiilen

miktarlar1 hesaplandi ve elde edilen sonuglar Cizelge 4.11°de verildi.
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Cizelge 4.11. APs> biyosensoriinilin ticari insan serum uygulamasinda Olciilen Afa2
miktarlari

Kullanilan ABs2 | ARct (Ohm) Olciilen Aps2 Geri
Konsantrasyonu Konsantrasyonu (pg/ml) Kazanim

(pg/ml) (%)
1 157 2.89 £0.71 289

10 312 10.69 + 3.88 106.9

20 449 17.59 +4.51 87.95

30 643 32.23+3.48 107.4

40 886 39.58 +7.61 98.95

60 1174 54.07+3.16 90.11

80 1702 80.63 £ 2.57 100.78

100 1988 95.18+0.11 95.18

Insan serumun ¢odzeltisinde yapilan dlgiimlerde yiiksek dogrusallik ve biyosensor
yanitlarinin elde edilmis olmasi, klinik alanda gergek kan Orneklerinde var olan
biyomolekiil ve diger bilesenlerin APs2 biyosensoriiniin calisma kapasitesini
etkilemeyecegini gostermektedir. Boylece gelistirilen APs2 biyosensoriiniin  klinik

aragtirmalarda 6l¢iim yapabilme kabiliyetine sahip oldugu sdylenebilir.

Sonug olarak; ABs2 miktar tayini i¢in tasarladigimiz APa42 biyosensori, ITO-PET
elektrot ile gelistirilen ilk elektrokimyasal temelli APs2 biyosensoriidiir. ITO-PET
elektrotlar tek kullanimlik, ucuz ve modifiye edilebilir o6zellikleri ile biyosensor

calismalarinda dikkat ¢cekmektedir.

Literatiirde yer alan Afs analizinde kullanilmak iizere gelistirilen diger
biyosensor sistemleri ile tez kapsaminda gelistirilen biyosensoriin karsilastirmasi Cizelge

4.12°de verilmistir.
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Cizelge 4.12.

APs2 analizi i¢in gelistirilen biyosensoriin literatiirdeki diger biyosensorler ile karsilagtirmasi

Calisma Elektrot Tasarim Basamaklari Biyoreseptor | Ol¢iim Yontemi | Dogrusal LOD- Referans
Numara Tayin LOQ
s1 Arahg
1 Screen-printed | 1. Altin kaplama Biotin ile Dongiisel 0.5-500 0.1 Rama,
Karbon 2. Streptavidin Isaretlenmis Voltametri (CV) ng/ml ng/mL- | Gonzalez-Garcia
Elektrot immobilizasyonu ABaz 0.4 ng/mL &
(SPCE) 3. Kazein immobilizasyonu Costa-Garcia,
3. Biotin ile Isaretlenmis APs2 2014
4. Anti APao- AP cozeltisi
2 Polietilen 1. Altin kaplama Anti-APas2 Diferansiyel Puls | 0.0675- 0.5 - Dai,
Teraftalat 2. MPA ile SAMs Voltametrisi pug/mL Molazemhossein
(PET) 3. EDC/NHS (DPV) i &
Tabaka 4. Anti-ABs Liu, 2017
3 Screen-printed | 1. Altin biriktirme Anti-Ap Dongiisel 100 fM -5 - Diba, Kim &
Karbon 2. MPA ve PEG-SH ile SAMs Voltametri (CV) pM Lee, 2017
Elektrot 3. EDS/NHS Diferansiyel Puls
(SPCE) 4. Anti AP (12F4) Voltametrisi
5.Ap (DPV)
6. Anti AB (IE11)-ALP
4 Screen-printed | 1. CNT biriktirme APa Kare Dalga 1-66 ng/ml | LOD: 0.4 Moreira,
Karbon 2. CuO nanopargacik baskilanmis Voltametrisi +0.03 Rodriguez,
Elektrot 3. ANI - ABs, kompozit (SWV) pg/mL Dutra &
(SPCE) elektropolimerizasyonu Sales, 2018
5 Birbirine Bagh | 1. Altin biriktirme Anti-Ap Elektrokimyasal 103-10° LOD: Ngoc Le, Park,
Zincir 2. MHA ile SAMs Impedans ng/ml 100 Chinnadayyala
Seklinde 3. EDC/NHS Spektroskopisi pg/mL &
Elektrot (ICE) | 4. Anti-ABas2 (EIS) Cho, 2019
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Cizelge 4.12. APB42 analizi i¢in gelistirilen biyosensoriin literatiirdeki diger biyosensorler ile karsilastirmasi (devam)

Calisma Elektrot Tasarim Basamaklar1 | Biyoreseptor | Olciim Yontemi | Dogrusal LOD- Referans
Numaras Tayin LOQ
1 Arahg
6 Camsi 1. d-Ti3C2TX sentezi APa2 Dongiisel 1-100 fg/ml LOD: Ozcan,
Karbon 2..d- baskilanmis | Voltametri (CV) 0.3 Medetalibeyoglu
Elektrot TiI3C2TX/MWCNTs kompozit Diferansiyel Puls fg/mL , Akyildirim,
(GCE) kompozit olusturma malzeme Voltametrisi Atar & Yola,
3. ABa2 Molekiilii Igeren (DPV) 2020
Pirol ile polimerizasyon Elektrokimyasal
4. MIP olusturma Impedans
Spektroskopisi
(EIS)
7 Mikroskop 1. DMOAP kaplama Anti-ABa2 Ocean Optics 1-1000 - Kemiklioglu,
Camu 2. LC film olusumu Spektrometresi pg/ml Tunggdvde &
3. Anti-APas2 Ozsarlak-Sozer,
4. Sinyal giiciinii 2021
arttirmak i¢cin APOE
immobilizasyonu
8 Indiyum 1. -OH biriktirme Anti-APas2 Elektrokimyasal | 1-100 pg/ml 0.37 Bu Calisma
Kalay Oksit- | 2. GPDMMS ile SAMs Impedans pg/ml-
Polietilen 3. Anti-ABas2 Spektroskopisi 1.25
Teraftalat (EIS) Dongiisel pg/ml

(ITO-PET)

Voltametri (CV)




Cizelge 4.12°de 1, 2, 3 ve 4 olarak numaralandirdigimiz ¢aligmalarla gelistirilen
APs2 Dbiyosensorleri ile karsilagtirildiginda; tez kapsaminda gelistirilen  APs2
biyosensoriiniin LOD ve LOQ degerlerinin daha diisiik oldugu ve buna bagli olarak 6l¢tim
hassasliginin daha yiliksek oldugu soylenebilir. Cizelgede 5, 6, 7 ve 8 olarak
numaralandirdigimiz ¢alismalardaki APa2 biyosensorlerinin, dogrusal caligma araliklari
ve LOD-LOQ degerlerinin daha diisiik konsantrasyon araliginda oldugu goriilmektedir.
Ancak gelistirdigimiz biyosensoriin dogrusal tayin araligi 1-100 pg/ml olup, Alzheimer
hastalarmin kan plazmasinda bulunan A4, konsantrasyonu araligi ile uyumludur
(Kemiklioglu vd., 2021). Bu nedenle bu biyosensoriin ger¢ek numunelerde ABs2 analizi
oncesinde 6n hazirlik islemlerine ihtiya¢ duymaksizin ABs> miktar tayini yapabilme
kabiliyetine sahip oldugu da soylenebilir. Daha diisiik dogrusal tayin araligi ve LOD
degerlerine sahip 5, 6, 7 ve 8 olarak numaralandirilmis AP42 biyosensorleri ise; analiz

oncesinde seyreltme gibi 6n hazirlik islemleri gerektirebilir.

Cizelge 4.12°de verilen AP miktar analizi i¢in gelistirilen biyosensorlerin
calisma elektrotlar1 karsilastirilacak olursa; bu calismada kullanilan ITO-PET
elektrotlarin maliyetinin, 1, 3, 4 ve 6 numarali ¢aligmalardaki elektrotlarin maliyetinden
daha diisiik oldugu sdylenebilir. 2, 5 ve 7 numarali ¢aligmalarda kullanilan elektrotlar ise
belirlenen yiizeylerde arastirmacilar tarafindan gelistirildikleri i¢in  maliyet

karsilastirmasi yapilamamaktadir.

Cizelge 4.12°de yer alan Aa2 biyosensorlerinin tasarim basamaklari incelenecek
olursa; tez kapsaminda tasarlanan biyosensoriiniin literatiirdeki tiim ¢aligmalardan daha
az sayida hazirlik adimi igerdigi goriilmektedir. Bu durum; gelistirilen biyosensoriin
iiretim siirecinin daha az zahmetli, daha diisiik maliyetli ve daha kisa zamanda iiretilebilen

bir biyosensor oldugunu gostermektedir.

Ayrica bu tez kapsaminda gelistirilen biyosensor; literatiirde AB42 miktar analizi
icin yapilan biyosensor c¢alismalar1 arasinda, antikor-antijen immiinokompleks
olusumunun kinetik davranisinin izlenebildigi SFI teknigininin kullanildigi ilk

biyosensor ¢aligsmasidir.
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Hazirlanan bu biyosensor; geleneksel analiz yontemleri ve ELISA Kkitleri ile
karsilastirildiginda ise, yetismis teknik personel gereksinimi olmaksizin ¢ok daha kisa

siirede A4z analizine imkan vermektedir.

Bu c¢alismada APs2 analizi i¢in hazirlanan tek bir biyosensériin maliyetinin
yaklasik olarak 1.22 euro oldugu, 6 kez rejenere edilebilme 6zelligi dikkate alinacak

olursa maliyetin 0.20 euro’ya diisebilecegi soylenebilir.

Bu biyosensor tek kullanimlik ITO-PET elektrotlar ile hazirlandigi i¢in yapilacak
daha ileri ¢aligmalar ile minyatiirize edilebilme potansiyeli de tasimaktadir. Boylece
Alzheimer hastaliginin erken evrede teshisinde, uzman gereksinimi olmaksizin saglik
kuruluslarinda kullanilma veya kisilerin kendileri i¢in kolaylikla kullanabilecegi analiz

cihazlaria doniistiiriilebilme imkan1 saglamaktadir.

APa2 biyosensorii ile yapilan elektrokimyasal dl¢limler ve elektrokimyasal hiicre
ile elektrot entegrasyonu sadece calisma standartlarina uygun olup, endiistriyel
standartlarda degildir. Daha ileri ¢aligmalarla bu sorunun asilmasi, biyosensor sisteminin
daha ileri boyutlara tasinmasina yardimci olacaktir. Ayrica yapay serum ve ticari olarak
satin alinan insan serumunda yapilan A4z analizleri sonucunda biyosensoriin gergek kan
orneklerinde uygulanabilme potansiyeline sahip oldugu belirlenmis olsa da gerekli etik
izinler alinarak hasta ve saglikli gruplara ait kan 6rneklerinde yapilacak ¢alismalarin ve
bu calismalar dogrultusunda elde edilecek ¢apraz istatistiki verilerin degerlendirilmesi ile
klinik alanda kullanilabilirligi daha genis kapsamli olarak degerlendirilebilir. EK olarak
klinik alanda uygulanabilirliginin incelenmesi amaciyla gerekli etik izinlerin alinmasi
halinde beyin omurilik sivisinda da hazirlanan biyosensoriin A4, miktar tayini kapasitesi

belirlenebilir.
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