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OZET

Kiiciik Molekiil Yapih Analitlerin Piezoelektrik iImmunobiyosensorler ile

Tespitinde Duyarhk Gelistirilmesi

Amac: Toksinler, pesitisitler, organik toksik kimyasallar ve farmasdtikler olarak
giinliik hayatta sik¢a karsimiza ¢ikmakta olan kiigiik molekiillerin (analit), saglik ve gevre
tizerindeki zararli etkileri nedeniyle izlenmelerine yonelik diizenlemeler yapilmistir. Bu
tir molekiillerin insan ve hayvan saghigi ve g¢evre tizerine olumsuz etkilerinin oniine
gecilmesi i¢in etkin bir sekilde izlenmelerinde kullanilan rutin analitik sistemlere kiyasla,
biyosensorler alanda hassas, kolay ve hizli tarama imkanlar1 sunabilmektedirler.
Biyosensorlerin  saglayacaklart olumlu sonuglara bagli olarak yaygimlastiriimalar:
amaciyla analitik yontemlerle Kkarsilastirildiklarinda, 6zellikle kii¢iik molekiillerin
tespitinde duyarlik agisindan simirliliklart oldugu goriilmektedir. Bu nedenle kiigiik
molekiiler yapiya sahip analitlerin, laboratuvar odakli analitik cihazlara bagimliligin
azalarak yerinde hizli bir sekilde tespitine yonelik biyosensor gelistirme ¢alismalar
analizlerin siklagsmasi ve izlemenin yayginlasmasi agisindan onem tasimaktadir. Bu
calismada, 6nemli gida kirleticileri olan kii¢iik kimyasal yapili mikotoksinlerin, gida ve
yem Ornekleri laboratuvara tasinmadan yerinde tespitine yonelik piezoelektrik

immiinobiyosensorlerle duyarlilig: artirabilecek yontem gelistirilmesi hedeflenmistir.

Yontem: Yontem gelistirme caligmalari kapsaminda antikor immobilizasyonu,
analit-protein konjugati immobilizasyonu ve analitin kovalent olarak immobilizasyonu
stratejileri degerlendirilmistir. Ardindan duyarlik gelistirilmesi amaciyla antikorun
PBM321 dendronuna konjugasyonu ile agirlastirilmast ve valensisinin artirilmasi ile 5
MHz QCM’e gore daha yiiksek frekansta 6l¢lim yapabilen 120 MHz Love wave 6l¢iim
platformu kullanilmasi stratejileri degerlendirilmistir. Calismada, mikotoksinler i¢inde en
yiiksek toksisiteye sahip AFB1 ve OTA kiigiik analit modeli olarak se¢ilmis ve Anti-
AFB1 ve Anti-OTA antikorlart kullanilarak tespit edilmelerine yonelik yontem

gelistirilmistir.

Bulgular: Olgiim platformu olarak 5 MHz QCM kullanilarak 17,2 ppb hassasiyetle

OTA immiinosensorii  gelistirilmistir. Kiiclik analitlerin tespitinde duyarliligin
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artirtlmasina yonelik gergeklestirilen diger calismada ise, Ertekin ve digerleri (2016)
tarafindan 5 MHz QCM ile 1,25 ppb olarak gelistirilen AFB1 belirleme duyarliligi, 120
Mhz Love wave olglim platformu kullanilarak 0,25 ppb’ye, PBM321 konjugasyonu ile
0,0002 ppb’ye kadar diistiriilmiistiir.

Sonu¢: AFBL1 gibi kiigiik bir kimyasalin piezoelektrik biyosensorlerle tespitinde
6250 kat daha yiiksek duyarliga ulagilmistir.

Bu calisma TUBITAK MAM Tarafindan “Coklu Toksin Deteksiyonu Saglayan
Biyosensor Gelistirilmesi (MAMBIYOSENS 5133101) Projesi” ile desteklenmistir.

Anahtar Sozciikler: Kiigiik molekiil, biyosensor, AFB1, OTA, piezoelektrik



ABSTRACT

Enhancement of Sensitivity in Detection of Small Molecules With Piezolectric

Immunobiosensors

Objective: Small molecules are widely encountered analytes in daily life and
divided into four main classes such as toxins, pesticides, organic toxic chemicals and
pharmaceuticals. Although there are regulations for monitoring of many small molecules
due to their impact on health and environment; sensitive, easy and fast on-site detection
devices such as biosensors need to be developed and generalised for effective monitoring
and prevention of these molecules. However many biosensor studies have limitations in
detection of small molecules when compared to analytical methods. Thus studies
focusing on enhancement of sensitivity in detection of small molecules with biosensors
provide the advantage of lower dependency to laboratory based analytical devices and

generalisation of monitoring.

Method: This study consists of two parts as method development and enhancement
of sensitivity for detection of small molecules with piezoelectric immunobiosensors.
Within the context of method development immobilization of antibody, analyte-protein
conjugate and analyte was evaluated. Then mass and valency of the antibody was
increased by conjugation to PBM321 and measurements were made by using 120 MHz
Love Wave that can make measurements at higher frequencies when compared to 5MHz
QCM in order to enhance the sensitivity. 5 MHz QCM was used in the studies carried for
detection of selected model mycotoxins AFB1 and OTA by using Anti-AFB1 and Anti-
OTA.

Results: In this study OTA immunobiosensor was developed and limit of detection
for this biosensor was calculated as 17.2 ppb. Ertekin et. al. (2016) developed a biosensor
for detection of AFB1 by using 5 MHz QCM and the limit of detection for this biosensor
was found as 1.25 ppb. Within the scope of this study, this value was lowered to 0.25 ppb
by use of 120 Mhz Love wave platform and to 0,0002 ppb by conjugation of antibody to
PBM 321.
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Conclusions: As aimed and motivated, 6250 times more sensitive piezoelectric
biosensor was developed for detection of small molecules.

This study is supported by TUBITAK MRC by the project “Development of
Biosensor for Multiplex Toxin Detection (MAMBIYOSENS 5133101).

Keywords: Small molecules, biosensor, AFB1, OTA, piezoelectric
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1. GIRIS

Hizli niifus artis1 tim diinyada saglik, beslenme, giivenlik, ¢evre sorunlarini 6n plana
cikarmakta, insan sagligi i¢in risk olusturan tehdit unsuru bakteri, viriis, toksin ve diger
mikrokirleticiler gibi dis etkenlerin yani sira viicutta hastalik belirteci olarak kullanilan
enzim, protein gibi maddelerin kan, serum, idrar gibi 6rneklerde tespitine yonelik analizler
yapilmaktadir. Gida iiretiminde verimi artirmak, daha besleyici ve saglikli gida liretmek
amaciyla, biyoteknolojik gelismelerle gidalar yeniden tasarlanmakta, insan ve hayvan
besin kaynaklarinda, iretildikleri andan tiiketiciye ulasincaya kadarki zincirde insan
sagligin1 olumsuz etkileyebilecek analitlerin kontroliine yonelik bilgi ve teknolojiler
ilerledikce mevzuatlar gelistirilmektedir. Saglik sorunlari olusturmalarina bagli olarak,
gidalarda ve besin kaynagi olarak kullanilan hayvanlarin et, siit, yumurta vb. liriinlerinden
yararlanildigi i¢in gida zincirinde bulunan hayvan yemlerinde bulunabilecek
mikrobiyolojik Kirleticiler, tarimsal ilag kalintilar1 ve katki maddeleri bu mevzuatlara bagl
yontemlerle izlenmektedir (Brancato ve dig. 2017). Katki, kalinti veya mikorganizmalar
tarafindan tretilen mikotoksin gibi kiigiik molekiiler yapilara sahip bir¢ok ikincil metabolit
olusturduklart saghk riskleri nedeniyle karmasik gida komponentlerinde analiz
edilmektedir (EC 2006; The Commission of European Communities 2006). Bunlara ek
olarak, canlilara zarar vermek amaciyla kullanilan hastalik yapici organizmalar ve bazi
organizmalarin metabolik aktiviteleri ile liretilen kimyasal maddeler ve toksinler biyolojik
silah ajani olarak kullanilarak insanlik i¢in tehdit yaratmaktadir (Anderson 2012; Zilinskas
1997). Milli ve sivil savunma amaci ile tehdidin onceden belirlenip, tedbir alinmasi
amaciyla bu ajanlarin da tespit ve teshislerinin yapilarak izlenmesi ve risk olusturmadan

istihbari bilgi saglanmas1 6nem arz etmektedir.

Sagliktan gidaya, ¢evreden savunmaya kadar saglik sorunlar1 yaratan istenmeyen
maddelerin hizli, giivenilir, hassas ve yerinde tespitleri tani teknolojilerinin etkinlikleri
acisindan deger ifade etmektedir. Biyosensorler bu kriterlerin bir¢ogunu saglamakta veya
saglamaya yoOnelik yiiksek potansiyelleri ile biyosensorlere yonelik alt teknolojilerle

birlikte hizla gelismektedir.

1.1 Kiiciik Molekiiller
Kiiciik molekiiller genel olarak 3500 Da’dan daha kii¢iik molekiiller olarak
tanimlanmakta olup sentetik olarak veya dogal yollarla iiretilebilmektedir. Bu molekiiller

arasinda ila¢ etken maddeleri gibi faydali molekiiller yer aldig1 gibi bir¢ogu cevre ve saglik
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acisindan zararli olan mikotoksinler, norotoksinler, pestisitler ve polimer parcaciklari da
bulunmaktadir. Bu tiir zararlilarin kanser, hormonal bozukluklar, iireme bozukluklar1 ve
hatta 6liim gibi etkileri oldugu bilinmektedir (Brito ve Guthrie n.d.). Kii¢iik molekiiller
yiiz yildan fazla siiredir toksikoloji, farmakoloji ve klinik biyokimya alanlarinda 6ne
cikmakta ve bir c¢ok hastaligin sebebi (toksinler), tedavisi (ilaglar) ve belirlenmesi

(markerlar) ag¢isindan bu molekiillerin tespiti biiyiikk 6nem tagimaktadir (Wishart 2012).

Kiiclik molekiillerde zaman zaman yasanan artislar nedeniyle glinliilk yagsamin énemli
olgiide etkilendigi, hatta dliimlerin oldugu durumlar meydana gelmektedir. Ornegin 2014
yilinda, ABD’nin Ohio eyaletinde yasanan siyanobakteri patlamasi sonucunda igme suyu
ve diger su kaynaklar1 karacigere verdigi biiylik zararlarla ve karsinojenik etkileriyle
bilinen ve oldukc¢a yiiksek toksisiteye sahip mikrosistin gibi kiiclik molekiil sinifina giren
cesitli toksinlerle kontamine olmus ve giinliik yasami ciddi derecede etkilemistir (Funari ve
Testai, 2008). Otoriteler iklim degisikligi ile birlikte bu tarz olaylarin siklasma ihtimalinin
iistlinde durmakta, bu ve daha bir¢cok kiigiik Kirleticinin izlenmesinin 6neminin altini
cizmektedirler (Battilani ve dig. 2016; Brito ve Guthrie n.d.).

Kiiciik molekiiller sinifina giren bir diger toksin olan saksitoksin, protein yapida
olmayan bilinen en toksik maddelerden biri olup deniz yosunlart ve kontamine
yumusakealar tarafindan tiretilmektedir. Norotoksik etkilere, gastrointestinal sorunlara ve
hafiza kaybina neden olmaktadir (Wang ve Wang 2008). Yine deniz canlilari yoluyla
bulasan tetrodotoksin, kas ve sinirlerdeki voltaj kapili sodyum kanallarina baglanarak
solunumun ve kalbin durmasina, buna bagl olarak da hizli ve acili bir 6liime sebep olur
(Kondo ve Matsumoto 1996). Onceki yillarda yalnizca Asya iilkeleri ve Japonya icin
tehdit olusturmakta olan bu toksin, ylikselen su sicakliklari nedeniyle tiim diinyaya yayilma

potansiyeli tasimaktadir (Danovaro ve dig. 2009).

Nadiren karsilagilma ihtimali bulunan bu tip kiigiik molekiil kontaminasyonlarinin
yani sira yiyecekler araciligiyla giinliik hayatimizin pargasi haline gelen ve karsilasilma
thtimali oldukga yiiksek olan pestisit mikotoksin kontaminasyonlar1 daha da korkutucudur.
Pestisitler, viicutta metabolize edilebilir, idrarla disar1 atilabilir veya yag dokuda birikim
gosterebilir (Alewu ve Nosiri C 2011). Birgok dermatolojik, gastrointestinal, ndrolojik,
kanserojenik, solunum, iireme ve endokrin bozukluklar1 pesitisit maruziyeti ile

iligkilendirilmektedir (Sanborn ve dig. 2007; Mnif ve dig. 2011; Semchuk ve dig. 1992).

Yaygin bir sekilde karsimiza ¢ikan ve sagligimizi ciddi sekilde tehdit eden bir diger kiigiik

molekiil sinifi mikotoksinlerdir. Caligmalar, yiyecek ve yem olarak kullanilan tahillarin %30-
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%100’unun birden ¢ok mikototoksin ile kontamine oldugunu gostermektedir (Pinotti ve
dig. 2016; Cheli ve dig. 2013; Zhang ve Caupert 2012). Mikotoksinlerin hayvan ve insan
saglig1 tizerindeki Karsinojenik, mutajenik, teratojenik, genotoksik, nefrotoksik ve immiin
baskilayic1 etkileri goz Oniinde bulunduruldugunda bu sahnenin vahameti ve bu
molekiillerin etkin bir sekilde izlenerek kontamine iiriinlerin tiiketilmesinin Oniine

gecilmesinin 6nemi daha net bir sekilde anlasilacaktir.
1.1.1. Mikotoksinler

Mikotoksinler, fungiler tarafindan fiiretilen ikincil metabolitlerdir. En sik rastlanan

mikotoksinler olan Aflatoksin, Okratoksin, Deoksinivalenol, Fumonisin Bl ve
Zearalenon’un kimyasal yapilari, zararlar1 ve Avrupa Komisyonu (EC) ve Tiirk Gida
Kodeksi tarafindan belirlenen ve bu mikotoksinlerin bulunmasina izin verilen limitler

Cizelge 1. 1’de gosterilmektedir.

Cizelge 1. 1. Yaygin mikotoksinler ve bu mikotoksinlerle ilgili genel bilgiler

Yapisi Ureten Suslar Zararlar1 Gidalarda  izin
Verilen Limitler
Aflatoksin B1 i [ Aspergillus Genotoksik, 0,1-15 ppb
(AFB1) I_:_ﬂ\y T H"'“; parasiticus, hepatoksik, (EC 2006)
*([ H:‘“ o Aspergillus flavus karsinojenik,
H g s e
teratojenik,
Aflatoksin B2 0 Aspergillus mutajen  (Hamid | ¢ 1.15 pppb (EC
o 9 .
(AFB2) <'*"’-T’/ ? . | parasiticus, ve dig. 2013) 2006)
"“"‘4'\\"' ? "*»\»|r"3(\_‘_.o Aspergillus flavus
i, 4
Hico” 2 O H
Aflatoksin G1 cﬁ J(i Aspergillus
(AFG1) 0 I ? | parasiticus,
= JI/ \[ J‘)..-O Aspergillus flavus
HicO” % 0
Aflatoksin G2 ? J? Aspergillus
(AFG2) C[)"'A“ - Q W~ parasiticus,
N . { .
T 0 T %O | Aspergillus flavus
Hco” ~¥ 0 H




Aflatoksin 0 o Aspergillus Genotoksik 0,025-0,05 ppb
M1 (AFM1) O i/(l)/\/][\/\ parasiticus, (Kumar ve dig. | (EC 2006)
é>1 \l | Aspergillus flavus 2016)
H 07> 00H,
Okratoksin A | ™ . Aspergillus Nefrotoksik, 0,5-10 ppb (EC
(0TA) g L ochraceus, A. | karsinojenik 2006)
carbonarius, A. | (Reddy ve

niger, ve Penicillium | Bhoola 2010)
verrucosum (Bui-
Klimke ve Wu 2015)

Deoksinivalen Fusarium Immiin 200-1750  ppb
ol (DON) M graminearum paskilayict, (EC 2006)
genotoksik,
sitotoksik
(Sobrova ve dig.
2010)
Fumonisin B1 v _ Fusarium Karsinojenik, 200-4000 (EC
(FUMB1) L Ll moniliforme sitotoksik 2006)
(Cortinovis  ve
dig. 2014)
Zearalenon J“h i' 3 Fusarium Hiperdstrojenik 20-400 ppb (EC
(ZEA) /L graminearum, (Hueza ve dig. | 2006)
~ 9 Fusarium 2014),

culmorum, Fusarium | hepatotoksik,
roseum hematotoksik,
immunotoksik ve
genotoksik
(Zinedine ve dig.
2007)

Mikotoksinlerin zararlh etkileri kesfedilmeye baslandiktan sonra, 1960’larin sonlarina
dogru diinya genelinde birgok {iilke gidalarda ve yemlerde bulunmasina izin verilen
mikotoksin seviyelerine siirlama getirmeye baglamis ve Cizelge 1. 1’de gosterildigi gibi,
gidalar ve yemlerde bulunmasina izin verilen {ist limitler otoritelerce belirlenmistir.
Tiirkiye i¢in izin verilen degerler 29 Aralik 2011 tarihli ve 28157 sayili Resmi Gazete’de

yayinlanan Tiirk Gida Kodeksi Bulaganlar Yonetmeligi’nde belirtilmektedir.
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Yapilan tiim diizenlemelere ve izlemelere ragmen, yapilan ¢alismalar piyasadaki gida
ve yemlerin birgogunun mikotoksin pozitif oldugunu gdostermektedir. Bu ¢aligmalardan en
vurucu olanlarindan biri 2012 yilinda Rodrigues ve Naehrer tarafindan 3 yillik survey
sonucunda yayinlanan c¢alismadir. Bu ¢alismada 3 yil boyunca Asya, Avrupa ve
Amerika’dan toplanan 7049 yem oOrneginin Aflatoksin, Okratoksin, Deoksinivalenol,
Fumonisin ve Zearalenon analizleri yapilmis ve bu analizler sonucunda orneklerin
%81’inin en az bir mikotoksin a¢isindan pozitif oldugu goriilmiistiir. Yine aynm ¢caligmada
test edilen orneklerin %48’lik kisminin birden fazla mikotoksin barindirdig: belirlenmistir
(Rodrigues ve Naehrer 2012). Bu kontaminasyonlarin ne kadarinin izin verilen limitlerin
tizerinde oldugu bilinmemektedir. Bunun yani sira, birden fazla mikotoksin
kontaminasyonununun saglik iizerindeki etkileri de heniiz net bir sekilde belirlenmemistir.
Bu nedenle belirlenen limitlerin es-kontaminasyon durumundaki gecerliligine dair su an

icin yeterli bilgiye sahip degiliz.

Mikotoksin miktarlar1 ve izlemesi ile ilgili bir diger 6nemli husus; mikotoksin
kontaminasyonlarinin gidalarin {iretiminden once, depolanmasi, islenmesi, taginmast ve
hatta pazarlanmasi sirasinda olusabilecegi gercegidir (Darwish ve dig. 2014). Yiiksek
sicaklik ve nem gibi kosullar yiyeceklerde mikotoksin olusumunu hizlandiran faktorlerdir.
Yukarida sayilan asamalardan bir veya birden fazlasinda bu kosullara dikkat edilmedigi
taktirde mikotoksin kontaminasyonunun olugmasi ve/veya artmasi olasidir (Bhat 1988). Bu
bilgiyle birlestirdigimizde otoritelerce belirlenen limitlerin altinda mikotoksin iceren ve
“giivenli” smifina aldigimiz irlinlerin aslinda bizim i¢in risk grubundan ¢ikmamis
olabilecegini goriiyoruz. Bu {iriinlerin bizim i¢in risk grubundan cikabilmesinin tek yolu,
mikotoksin testleri ve izlemesinin olabildigince sik ve yaygin yapilmasidir. Bunun iginse
kolay, ucuz, hassas mikotoksin analiz sistemlerinin yayginlagmasi elzemdir (Anukul ve

dig. 2013).
1.1.1.1.Aflatoksin B1

Aflatoksinler (AF), Aspergillus spp. tarafindan iiretilen ve tiiketildiginde insanlarda
ve hayvanlarda akut ve kronik toksisiteye sebep olabilen ikincil metabolitlerdir (Do, Jin
Hwan 2007; Quadri ve dig. 2012). Yaklasik 20 farkli ¢esidi olan AF’lerin 5 ana gesidi
vardir. Bunlar; AF B1, B2, G1, G2 ve M1 olup AFB1’ler IARC tarafindan smif 1 karsinojenler
sinifina alinmistir (IARC 2012). Findik, misir, bugday, susam, aycicek, piring ve sorgum gibi
bir ¢cok yiyecekte bulunmakta olan AFBI’e yliksek miktarda maruziyet akut toksisiteye
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sebep olarak oliime yol acgabilmekte; kronik maruziyet ise genellikle karaciger kanseri,
kronik hepatit, hepatomegali ve siroza neden olabilmektedir (Kensler ve dig. 2011; Robens
ve Richard 1992; Shephard 2009). AFBI’in en ¢ok ¢alisilan ve bilinen hepatotoksik
etkisinin yan1 sira bobrek, kalp, epididimis, testis, yumurtalik ve beyin gibi bir ¢ok organ
tizerinde zararli etkileri raporlanmistir (Abdel-Hamid ve Firgany 2015; Abdulmajeed 2011;
Agnes ve Akbarsha 2001; Ibeh ve dig. 2000; Bahey ve dig. 2015).

Gerek hasat asamasinda gerek sonrasinda kosullara dikkat edilmemesi ve izlemenin
yetersiz olmas1 nedeniyle 6zellikle gelismekte olan tilkeler i¢in ciddi bir problemdir. Bu
tilkelerde 5 milyardan fazla kisinin kontamine gidalar nedeniyle kronik AFB1 maruziyeti
oldugu tahmin edilmektedir (Lizarraga-Paulin ve dig. 2011). Az gelismis ilkelerde ise
kronik maruziyetin 6tesinde akut maruziyet sebebiyle 6liimler goriilmektedir. 2004 yilinda
Kenya’da yasanan AF zehirlenmesi sonucunda 125 kisinin yasamini yitirdigi, Nepal ve
Bangladeste ise 2014 yilinda 2004’te Kenya’da belirtilen miktarlarda Aflatoksin’e
maruziyet vakalartyla karsilasildig bildirilmistir (Probst ve dig. 2007; Singh 2014).

Uluslararas1 kanser arastirmalart enstitiisii (International Agency for Research on
Cancer, IARC) tarafindan grup I insan kanserojeni olarak tanimlanan bu mikotoksin
karacigerde bulunan p450 enzimleri tarafindan metabolize edilerek en zararli metaboliti
olan aflatoksin-8,9-ekso-epoksid formuna doniistiiriiliir (Asim ve dig. 2011; Kamdem ve
dig. 2006; IARC 2012). Oldukga reaktif olan bu metabolit protein, RNA ve DNA’lara
baglanir. Aflatoksin-8,9-ekso-epoksidin DNA’ya baglanmasiyla promutajenik 8,9 dihidro-
8-(N7) guanil)-9 hidroksi AFBI eklentisi olusur (Wild ve Turner 2002). Ardindan, AFB1-
N7-Gua AFB1-formamidopirimidin eklentisine ¢evrilir ve guanin>timin doniigiimiine
sebep olur (Hussain ve dig. 2007). AFBI’in bu sekilde p53 tiimor baskilayici genine
baglanip, iiretilen proteinin 249. pozisyonunda arjinin>serin mutasyonuna sebep olarak

karaciger kanserini tetikledigi bilinmektedir (Chan ve dig. 2003; Macé ve dig. 1997).

Mevcut teknoloji ile gliniimiizde AFB1 tayini genelde laboratuvar ortaminda yiiksek
teknoloji {irlinii analitik sistemlerde (HPLC, GC vb.) kromatografik yontemler kullanilarak

yapilmaktadir.

Biyosensorlerin  kullaniminin  yayginlagmasi; bu zahmetli siirecin kisaltilmast,
kullanim kolayligi saglamasi, maliyetin diisiiriilmesi ve yerinde tespitin yapilabilmesi

acisindan yiiksek avantaj potansiyeli tasimaktadir. Fakat esas olarak, tespit sistemlerinde



yayginlasmanin izlemeyi daha etkin hale getirerek kontaminasyonlu iiriinlerin tiiketimini

azaltmasi beklenmektedir (Brito ve Guthrie n.d.).
1.1.1.2.0Okratoksin A

Okratoksin A (OTA), A. ochraceus, A. carbonarius, A. niger ve P. verrucosum
tarafindan iiretilen bir ikincil metabolit olup tahil, kuru meyve, sarap ve kahve gibi ¢ok
gesitli gida iriinlerinde bulunabilmektedir (Bui-Klimke ve Wu 2015). OTA
kontaminasyonu genellikle kotii kosullarda depolama ve yanlis kurutma nedeniyle
olusmaktadir (Moss 1996). OTA’nin gida tiiketimiyle bulasan diger mikotoksinlerden
farkli yani proteinlere karsi yiiksek afinitesi olmasi ve hayvanlarin organlarinda birikmesi
nedeniyle hayvan iiriinlerinin tiiketilmesi sonucunda da kontaminasyonun bulasabilmesidir
(Duarte ve dig. 2012). Bu nedenle bitkisel gidalarin yani sira hayvansal triinlerin de

izlenmesi 6nemlidir. Fakat diinya genelinde bu yonde bir diizenleme bulunmamaktadir.

Hedef organi bobrek olan OTA’nin bir ¢ok hayvanda bobrek kanserine yol agtigi
bilinmektedir (Duarte ve dig. 2011; Hagelberg ve dig. 1989; Anon 2002). OTA’nin diger
yan etkileri icinde immiinotoksisite, makromolekiil sentezi inhibisyonu, lipid
peroksidasyonunda artis ve mitokondriyal solunum inhibisyonu sayilabilmektedir
(Genevieve S. Bondy, James J. Pestka ve Pestka 2000; Kuiper-Goodman ve Scott 1989;
Marquardt ve Frohlich 1992). Ayrica OTA, 1970’lerden beri Balkan Endemik Nefropati
(BEN) ve kronik interstisyal nefropati (CIN)’in muhtemel sebeplerinden biri olarak
goriilmektedir (Barnes ve dig. 1977; Sattler ve dig. 1977; Castegnaro ve dig. 2006; Abid ve
dig. 2003). IARC tarafindan Grup 2B muhtemel insan karsinojenleri listesine alinmistir

(IARC 1993).

OTA’nin tespitinde yaygin olarak tipki AF’lerde oldugu gibi HPLC, LC/MS ve
LC/MS-MS yontemleri kullanilmaktadir. OTA tespit yontemlerinin kolaylagsmasi ve
yayginlagsmasi ile su an regiilasyonlarla takip edilmeyen hayvansal gidalarda OTA
kontaminasyonunun da takip edilebilecegi ve OTA maruziyetinin azaltilabilecegi

diistiniilmektedir.
1.1.2. Kiiciik Molekiillerin izlemesinde Kullanilan Yontemler

Kiiciik molekiillerin hassas ve kantitatif tespiti 6zellikle biyomedikal, gida ve ¢evre
alanlar1 i¢in Onemli bir hedeftir. Biyomedikal analizlerde steroid, tiroid hormonlar
hastaliga 6zgii peptidler diagnostik markerler olarak kullanilmaktadir. Ote yandan,
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ozellikle gelismekte olan iilkelerde pestisitlerin bilingsiz kullanimi, ¢evre kirliligi ve
gidalarin mikotoksinlerin olusumuna meydan veren kosullarda iiretilmesi ve saklanmasi

nedeniyle kiiglik molekiillerin izlenmesi hayati 6nem tagimaktadir(Dong ve dig. 2012).

Kiicik molekiillerin  tespitinde uzun yillardir kromatografik  ydntemler
kullanilmaktadir. Bu yontemler oldukg¢a hassas tespit sagladigi i¢in rutin analizlerde sikga

kullaniliyor olmasina ragmen kullanimlari sirasinda asagida belirtilen sorunlarla

karsilasilmaktadir:
1. Ekstraksiyon ve on temizleme islemleri nedeniyle olduk¢a zaman
alicidir,
2. Maliyeti ytiksektir,
3. Egitimli kullanic1 gerektirmektedir (Dong ve dig. 2012).

Bu dezavantajlarin yan1 sira HPLC, LC/MS, LC/MS-MS, GC gibi kromatografi
cihazlart olduke¢a biiyiik ve laboratuvara bagimli cihazlar olduklarindan bu ydntemlerin
alanda tarama i¢in kullanilmasi imkansizdir. Bu nedenle bir Ornegin analizinin
yapilabilmesi icin gereken toplam siire uzamakta ve mikotoksin izleme siireci
hantallagmaktadir. Bu durum o6zellikle kiiciik iiretici ile baslayan gida tedarik zincirlerinde
kontrolii imkansiz hale getirmekte ve parca parca tedarik edilen gida porsiyonlarinin tiim
stogu kontamine etmesi riskini artirmaktadir. Alanda kullanilabilecek tan1 testleri ise iirlin
tedarigi esnasinda kiigiik porsiyonlarin aninda taramasinin yapilmasimi miimkiin kilarak

gida tedariginde stok kontaminasyonu riskini elimine etme potansiyeline sahiptir.

Kiiciik molekiillerin tespitinde kromatografik yontemler disinda ELISA, EIA ve RIA
gibi immunoassayler de kullanilmaktadir. Bu tiir immunolojik analizler kromatografik
yontemlere gore daha ucuz ve kolay olmasina ragmen akigsiz ortamda diisiik
konsantrasyonlardaki analitlerin yiliksek hassasiyetle belirlenebilmesi i¢in uzun inkiibasyon
stirelerine ihtiya¢ duyulmasi ve bu yontemlerin bircok adim igermesi nedeniyle alanda
taramada rahatlikla kullanilamamaktadir. Bu nedenle yiiksek hassasiyet ve dogruluk ile
kisa stirede alanda taramaya olanak saglayabilecek tani sistemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bu ihtiyaci kargilamak adina son 50 yildir biyosensorler alaninda ¢aligmalar yapilmaktadir.
Yapilan biyosensor c¢alismalarinda yiiksek hassasiyet ve oOzgiinliikleri nedeniyle
immiinosensorler one  ¢ikmaktadir. Immiinosensorler ve temel immiinoassay
yontemlerinden “1.2.1.1. Biyosensorlerde Algilayict Molekiil Olarak Antikorlar”
boliimiinde detayli bigimde bahsedilecektir.



1.2. Biyosensorler

Son 50 yildir biyosensor kavrami hayatimizda yer almasina ragmen gelistirilen
birgok biyosensor hala zararlilarin rutin tespitinde kullanilamamaktadir (Bhalla ve dig.
2016; Heineman ve Jensen 2006). Biyosensorlerin tespit hassasiyetlerinin yerlesik
donanimlar ile rekabet edememesi, bu cihazlarin ayni kesinlik ve dogrulugu
saglayamamasi olarak gosterilmektedir. Gergekte dogruluk, hassasiyet, yerinde ve kolay
kullanimi, genis alanlara uygulanabilirlik, diisiik maliyet ve ¢coklu tan1 imkanlar ile yliksek
potansiyel vadeden biyosensor teknolojilerinin multidisipliner olmas: ve alt teknolojilerin
de gelisime agik olmasi bu alanda gelisiminin siirmesine neden olmaktadir. Ozellikle “label
free” (isaretsiz analiz) imkanlarina dair yiiksek potansiyele sahip biyosensor teknolojileri
kapsaminda bilimsel ve teknolojik arastirmalarin siirmesine neden olmaktadir (Kim ve dig.
2017). Bu tez galismasinin da i¢inde bulundugu biyosensorlerde hassasiyet gelistirme
calismalari ile, laboratuvar bazli yerlesik donanimlarin yerini biyosensdrlerin almasina ve
biyosensorlerin yayginlasarak zararlilarin daha yaygin bir sekilde izlenmesine katkida

bulunulmasi hedeflenmektedir.

Biyosensorler; izole enzim, antikor, doku, organel, niikleik asit ve hatta tiim hiicre
gibi biyolojik materyaller araciligiyla meydana gelen biyolojik siire¢ler sonucunda olusan
fiziksel ya da kimyasal degisikliklerin fizikokimyasal bir transdiiser ile tespitinde
kullanilan analitik cihazlardir (Mehrotra 2016). Transdiiser ve biyoalgilayici elemanlarin
cesitliligi ele alindiginda birgok farkli biyosensor g¢esidi bulunmaktadir (Cizim 1. 1)
(Malhotra ve dig. 2017).
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Cizim 1. 1. Transdiiser ve biyoalgilayic1 elemanlara gore biyosensor ¢esitleri Malhotra,
Verma, Tyagi, ve Kumar, (2017)'den uyarlanmstir.

Biyosensorler Algilama Birimi (Biyolojik Birim), Transdiiser (algilama sonucu
ortaya ¢ikan etkiyi sinyale ¢evirici) Birimi ve Elektronik Birim olmak iizere temelde 3
birimden olusmaktadir (Cizim 1. 2) (Malhotra ve dig. 2017). Segici ve kararli olmasi son
derece onemli olan algilama birimi, ortamda bulunan ve algilanmak istenilen madde ile
etkileserek gerekli sinyalin olugsmasina neden olan birim olarak tanimlanir. Kullanilan bu
algilama birimleri arasinda antikorlar sagladiklar1 yiiksek 0Ozgiinliik, hassasiyet,
Olctilebilirlik potansiyeller ile tani sistemlerinde en c¢ok tercih edilen algilayict
molekiillerdir (Byrne ve dig. 2009). Spesifik antijen-antikor etkilesiminden faydalanilarak
olusan degisikliklerin izlendigi biyosensorler immunosensodrler olarak adlandirilirlar

(Luppa ve dig. 2001).
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Sinyal

Ornek Biyolojik Birim
(Enzim, antikor, reseptor, vb.)

Transdiser Birmi  Elektronik Birim

Cizim 1. 2. Biyosensorlerin temel birimleri

1.2.1. Algillama Birimleri

Biyosensorler kullanilan spesifik algilayict molekiiliine gére enzimlerin kullanildig:

enzim biyosensorleri, antikorlarin kullanildigi immiinosensorler, hiicrelerin kullanildig:

hiicresel sensorler ve aptamerler, DNA, RNA veya PNA’larin kullanildig1 genosensorler
olarak siniflandirilabilir.

Enzim biyosensorleri: Enzimlerin hedef molekiillerine karsi afinite, segicilik ve
katalitik  aktivitelerinden  faydalanilarak,

enzim-subtrat/inhibitér/koenzim/kofaktor

iliskisindeki degisimlerin transdiiser tarafindan O6l¢iildiigii biyosensorlerdir (Rocchitta ve
dig. 2016).

Hiicresel biyosensérler: Olgiilmesi hedeflenen &rnegin, algilayict olarak kullanilan
hiicrenin morfolojik yapisinda veya hiicresel aktivitesinde yarattig1 degisimlerin transdiiser

araciligiyla sinyale ¢evrilerek olgiildiigli biyosensorlerdir (Bousse 1996; Liu ve dig. 2014;
Gui ve dig. 2017).

Genosensorler: Niikleik asitlerin sabitlendigi transdiiserlerde, biyolojik molekiillerin
eslesen, uygun dizilerinin varhiginin saptandigi biyosensorlerdir. Algilayici element olarak

DNA, RNA, PNA veya LNA kullanilabilmektedir (Manzanares-Palenzuela ve dig. 2015;
Aoki ve Tao 2005).

Immiinobiyosensérler: Antikorlarin érnekte aranan antijene baglanmasi sonucunda

olusan sinyal degisiminin transdiiser araciligiyla dlgiildiigii biosensorlerdir (Luppa ve dig.

2001). Bu tez c¢alismasi kapsaminda anti-Aflatoksin ve anti-Okratoksin A antikorlari
kullanilarak immiinobiyosensorler gelistirilmistir.
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1.2.1.1.Biyosensdrlerde algilayict molekiil olarak antikorlar

Biyosensorlerde Antijen-antikor, enzim-substrat, reseptor-ligand gibi afiniteye bagl
tasarimlar siklikla kullanilmaktadir. Diger afinite temelli biyokomplekslere gore antijen-
antikor kompleksleri yiiksek 0zgiinliik, afinite, stabilite ve secicilikleri nedeniyle
avantajhidirlar (Sharma ve dig. 2016). immiin test sistemleri bu dzelliklerinden dolay tip,
tarim, ¢evresel analiz ve biyokimyasal ¢alismalarda yaygin bigimde kullanilmaktadir. 2016
yili itibariyle antikorlarin kullanildigr immunoassaylerin kiiresel pazari 17,2 milyar $,
biyosensorlerin kiiresel pazart 15,6 milyar $ olarak belirtilmektedir. 2021 itibariyle bu
pazarin immunoassayler i¢in 25,2 milyar $’a, biyosensorler i¢in 27,2 milyar $’a ulasmasi

beklenmektedir (Markets and Markets 2016).

Antijene maruz kalan organizmalarin B ve plazma hiicreleri tarafindan dogal tepki
olarak iiretilen antikorlar (Immiinoglobulin-Ig), 6zel bir antijene &zgiin olarak baglanr.
Tipik bir Ig (IgG; MW: 150 kD), agir (H) ve hafif (L) olmak iizere 2 ¢ift polipeptit
zincirden olusmaktadir. Farkli antijenler i¢in degisken olabilen iki Fab (antigen baglama
bolgesi) ve immiin sistemin efektér molekiillerinin baglanmasini saglayan bir Fc (kristalize
olan sabit bolge)’den olusur. Fab kismi degisken agir (Vi) ve hafif (V) zincir igerir ve
Fc’ye baghidir (Cizim 1. 3) (Schroeder ve dig. 2010).

Agir Zincir

W “Degisken

Hafif Zincir\ ' Bolge

Fc

Cizim 1. 3. Tipik bir antikorun yapisi.

In vitro kosullarda da iretilebilen antikorlar, antijenlerine yapilarin1 bozmadan
baglanarak in vitro ve in vivo tani sistemlerinde, korunma ve tedavide basarili bir sekilde

kullanilabilmektedirler.

150 -900 kDa arasinda molekiil agirligina sahip antikorlar ¢oziinlir yapida protein
molekiilleridir. Antijenler ile elektrostatik gii¢ler aracilifiyla bag kurarak immiin-kompleks
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yapilar olustururlar. Antijen (epitop) ve antikor arasindaki kompleks olusumunu birkag tip
¢ekici kuvvet yonetir. Bunlar; Hidrojen baglari, iyon-dipol baglart ve Van der Waals
baglaridir. Hidrojen baglar1 ve iyon-dipol baglar1 zit yiiklenmis atomlarm varligim
gerektirir (Reverberi ve Reverberi 2007). Van der Waals baglar1 bu baglar arasinda en
zayifi olmakla birlikte her tiir molekiili ¢ekebilmektedir. Stabil bir antijen-antikor

baglanmasi i¢in birden fazla giiclin ayn1 anda etkin olmasi1 gerekmektedir.

Antikor afinitesi: Antikorun antijene baglanma afinitesi ¢ekici ve itici kuvvetler
arasindaki denge tarafindan belirlenir (Reverberi ve Reverberi 2007). Yiiksek afiniteli
antikorlar yiiksek uygunlugu ve yiiksek baglanma giiciinii, diisiik afiniteli antikorlar ise
disik uygunlugu ve diisiik baglanma giiclinii tanimlar. Antijen-antikor reaksiyonlari
tersinirdir ve denge sabiti K olarak ifade edilir (Ka: Afinite sabiti). Ka orani, 10*-10%
litre/mol arasinda olan antikorlar yiiksek afiniteli, Ky < 10* litre/mol olanlar ise diisiik

afiniteli antikorlar olarak kabul edilir.

Antikor Aviditesi:Avidite, epitop ile antikor molekiillerinin yakinlasma bdlgeleri
arasindaki baglanma giictidiir. Antijen ve antikor arasindaki ¢oklu baglanma (avidite veya
islevsel afinite, basit monovalent baglanmaya karsilik stabilitede 6nemli diizeyde artis
saglamaktadir. IgM tipi antikorlara 5 antijen baglanabilir ve yiiksek avidite saglarlar.
Ayrica yapilan caligmalar, rekombinant yollarla antikorlarin lizerindeki antijen tanima
bolgelerinin ¢oklanarak aviditenin artirilmasinin miimkiin oldugunu gostermistir (Ito ve

Kurosawas 1993; a. Goel ve dig. 2000).

Antikorlarin algilayict molekiil olarak kullanildigi immiinobiyosensorlerden etkin bir
sonucun alinabilmesi i¢in, sensor ylizeyine antikor veya antijen immobilizasyonunun

yiiksek verimlilikle yapilabilmesi gerekmektedir.

Analitlerin biyosensorler ile tespitinde kullanilan antikorlarin IgG tipi olmasi halinde
sadece iki tanima bolgesi olan IgG’lerin ylizeye baglanirken yonlendirilmeleri ¢ok
onemlidir (Trilling ve dig. 2013). Bunun nedeni, antijen baglama bolgeleri yiizeye gelecek
sekilde yapilan immobilizasyonlarda aktif baglanma bolgelerin kapanmasi ve antikorun
yiizeyde yer isgal ettigi halde islevsiz hale gelmesidir (Cizim 1. 4). Islevsiz antikorlarin
yiizeyde bulunmasi tanima yiizeyinin etkin olmayan bir sekilde kullanilmasi sonucunu
doguracak ve sensOr hassasiyetini diislirecektir. Bu nedenle antikorun antijen tanima
bolgeleri agikta kalacak sekilde immobilize edilmesi, yani antikorun ydnlendirilerek

immobilizasyonu 6nemlidir.
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Cizim 1. 4. Kat1 ylizeye immobilizasyonda Fc bolgesi araciligiyla yiizeye immobilize
edilen antikorlarin antijen baglama bdélgesi kapanmayacagindan bu yolla yiizeye
immobilize edilen antikorlarin antijen baglama etkinligi daha yiiksek olmaktadir.

Immobilizasyonda kovalent olmayan, semi-kovalent ve kovalent baglama yontemleri
kullanilabilmektedir. Kovalent olmayan yonlendirme ¢aligmalar1 arasinda Protein A/G ile
immobilizasyon en sik ve en etkin kullanilanidir ve Staphylococcus aureus tarafindan
iiretilen Protein A ve Streptococcus tarafindan iiretilen Protein G’nin antikorun Fc
bolgesine baglanarak antikorun aktif baglanma bdlgelerinin agikta birakilmasi prensibine

dayanmaktadir (Y. Yuan ve dig. 2009; Podlaski ve Stern 2000).

Semi-kovalent baglanma, baglanma enerjisinin kovalent ve kovalent olmayan
baglanma arasinda oldugu gorece giiglii ve stabil baglanmalar olarak tanimlanmaktadir
(Thangaraj ve dig. 2017). Semi-kovalent baglama yontemleri arasinda altin-thiol
baglanmasi gosterilebilir. Bu sekilde altin ylizeye kendiliginden olusan tek katman (SAM,
ing. Self Assembled Monolayer) baglanmasini saglamak miimkiindiir. Boylelikle altin
sensOr ylizeyleri kovalent baglanmalar i¢in fonksiyonellestirilebilmektedir (Welch ve dig.
2017; Le ve dig. 2011). Altin-thiol baglanmasi ile antikorlarin yonlendirilerek
immobilizasyonu da miimkiindiir. Bunun i¢in antikorlar oncelikle diisiik konsantrasyonda
DTT (dithiothreitol) veya MEA (mercaptoethylamine) ile indirgenerek —SH gruplar1 agiga
cikarilir ve agiga cikan —SH gruplart araciligiyla altin yiizeye yonlendirilmis antikor

immobilizasyonu saglanir (Wang, Mei, Wang, ve Tang, 2017; Oztiirk ve Piringci, 2017).

Antikorlarin  sensOr ylizeylerine kovalent baglanmasi amin, karboksil veya
karbonhidrat gruplari araciligiyla yapilabilmektedir. Amin ve karboksil gruplari antikorun
her yerinde oldugundan bu gruplar araciligiyla yapilan kovalent immobilizasyonlarda
antikorun ydnlendirilmesi s6z konusu degildir. Fakat karbonhidrat gruplart antikorun Fc
bolgesinde yogun bir sekilde bulundugundan bu gruplarin periodat oksidasyonu ile yapilan

immobilizasyonlarla antikorun yonlendirilmesi miimkiindiir (Welch ve dig. 2017).

Immiinosensérlerin dayandigi temel immunoassay yontemlerinden direkt ve sandvig
immunoassayler  kiiclik  analitlerin  tespitinde  kullanilamamaktadir. ~ Direkt

immunoassaylerin biyosensorlerde kullanimi genelde biyosensoriin tipine gore tespit
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edilmek istenen degisikligi dogrudan yaratabilecek bir analitin, tabana immobilize edilmis
antikorla etkileserek olgiilmesi seklindedir. Ornegin Quartz Crystal Microbalance (QCM)
gibi agirlik ol¢iimiine dayali bir sensor sisteminde protein, hiicre gibi yiiksek molekiil
agirlikli bir analitin dogrudan tabana bagl antikor ile etkilesmesi tespit edilebilir bir agirlik
degisimi saglayacaktir. Sandvig tipi immunoassayler ise en az iki epitopu bulunan ve ayni

anda iki antikora birden baglanabilen molekiillerin tespitinde kullanilabilir (Cox 2012).

Kiiclik molekiillerin tespiti i¢in en uygun immunoassay yoOntemi yarisimli
immunoassaylerdir. Yarisimli immunoassayler, antijenin tabana immobilize edildigi
durumlarda antikor veya isaretli antikor ile Ornek icindeki serbest analitin yarigimi
prensibine dayanmaktadir. Ornek iginde analit yoksa antikor tabandaki antijene baglanarak
sinyal alinabilmekte, 6rnek icinde analit varsa antikora baglanarak, analit miktar1 oraninda
antikoru bloke edecegi i¢in tabana daha az antikorun baglanmasini saglayarak sinyalde
diisiise neden olmaktadir. Tabana antikor immobilize edildigi durumlarda ise isaretli
antijen ve isaretsiz antijenin bulundugu karisim sensor yilizeyine uygulanarak elde edilen
sinyal belirlenmektedir (Cox 2012). Ornekte aranan analit yoksa isaretli analit tabandaki
antikora baglanarak sinyal vermektedir. Ornekte aranan analitin oldugu durumda tabandaki
antikora baglanarak isaretli antijenin baglanmasini1 engellemekte ve elde edilen sinyalde
diisiis gozlemlenmektedir (Cizim 1. 5). Bu tez ¢alismasinda, tespit edilecek analitlerin

agirhiginin diisiik olmasi sebebiyle yarisimli immunoassay formati kullanilmustir.
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A. ANTIKOR IMMOBILIZE YARISIMLI SISTEM
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Cizim 1. 5. QCM sisteminde yarisimli immunoassaylerin kullanilmasi. A. Antikor
immobilize yarigimli sistem, B. Antijen immobilize yarigimli sistem

Kiigiik molekiillerin immunoassaylerle tespitinde kullanilan yarigimli immunoassay
sistemleri 6l¢giim hassasiyetinin diismesine neden olmaktadir (Giraudi ve dig. 1999). Bu
nedenle arastirmacilar kii¢iik molekiillerin immunoassaylerle tespitine yonelik hassasiyet
gelistirmek amaciyla farkl stratejiler gelistirmektedir. Bu stratejiler kapsaminda yarigimsiz
immunoassay sistemleri gelistirilmesi (Giraudi ve dig. 1999; Self ve dig. 1994; Eremenko
ve dig. 1998; Pradelles ve dig. 1994; Omi ve dig. 2015) calismalar1 yapilmis olmasina
ragmen sadece belirli kimyasal yapidaki antijenler i¢in kullanilabilmesi, ¢ok fazla adim
icermesi veya antimetatip antikorlarmin gelistirilmesi gerekliligi olusturmasi nedeniyle
verimli bir sekilde uygulamaya aktarilamamistir. Yarisimli immunoassay sistemlerin
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uygulandigr molekiiler biiytlikliige dayali yontemler kapsaminda hassasiyet gelistirmeye
yonelik ¢aligmalar antikorun veya antijenin nanopartikiillerle agirlastirilmas: ¢ergevesinde
yogunlasmaktadir (Mitchell 2010; Cao ve dig. 2017; Ding ve dig. 2014; Lyu ve dig. 2008;
Xia ve dig. 2008). Fakat kullanilan nanopartikiillerin yapilarinin dinamik olmamasi sebebi
ile kullanilan nanopartikiillerin hassasiyet gelistirmeye katkis1 agirlik artisiyla orantili ve
siirli kalmaktadir. Yapilan ¢alismada dinamik olmayan nanopartikiiller yerine dinamik bir
konjugasyon platformu olan dendronlar kullanilmistir. Bu sayede birden fazla antikorun
konjugasyonu saglanmis ve bu yolla agirlik artis1 saglayabilecek bir platform olusturulmus,
olusan dinamik yapi sayesinde ayni zamanda antikorun valensisi artirilarak Kp degeri

diisiiriilmiis ve baglanma kuvveti artirilmigtr.

1.2.1.2. Dendronlar

Yunanca’da “aga¢” anlamina gelen dendron kelimesi; kimyada nanoboyutlarda, {i¢
boyutlu, dalli, makromolekiiler polimerik yapilar1 tanimlar (Love ve dig. 2006). Bu dalli
yapilar, dendrimerlerle benzerlik gostermesine ragmen cekirdek fonksiyonel grubun sabit
kalarak u¢ fonksiyonel gruplarin her bir jenerasyonda 2’nin kuvvetleri seklinde artmasi
yoniiyle farklidir. Ornegin 5. Jenerasyon bir dendronun 2°=32 tane u¢ fonksiyonel grubu
olacaktir. Dendrimerlerde ise bu say1 degisiklik gosterebilmektedir. Dendrimerler ve

dendronlar arasindaki farklar Cizim 1. 6’da gosterilmektedir.
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Cizim 1. 6. Dendrimer ve dendronlarin sematik gosterimi

Gilinlimiizde dendrimer ve dendromerlerin bir¢ok medikal ve pratik uygulamasi
bulunmaktadir. Ilag tasmmasi, gen tasinmasi, sensér uygulamalari, manyetik rezonans
goriintiileme, ¢oziiniirliigiin artirilmasi, kaplama, fotodinamik terapi ve yanik tedavisi igin

basariyla kullanilmaktadir (Abbasi ve dig. 2014).
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Dendronlarin sensér uygulamalarinda kullanimi daha ¢ok immobilizasyon yiizey
alaninin artirilmasi ve fonksiyonellestirilmesi yoniindedir (Montafiez ve dig. 2011; Soler

ve dig. 2015; Satija ve dig. 2011).

Bu ¢alismada, zararli kiigiik molekiillerin en tehlikelilerinden olan Aflatoksin B1 ve
OTA’nin tespiti ve Aflatoksin B1’in biyosensdrlerle tespitinde hassasiyet gelistirilmesi
lizerine yogunlagilmistir. Boylelikle zararli kii¢iik molekiillerin izlemesinin daha etkin
yapilabilmesi ve belki de bizim i¢in risk grubundan ¢ikarilmasina katkida bulunulmasi

hedeflenmektedir.
1.2.2. Transdiiserler

Algilayici birim ve 6l¢lilmesi hedeflenen analitin etkilesimi sonucunda ortaya ¢ikan
degisimin Olgiilmesi ve fiziksel bir veriye doniistiiriilmesi gerekmektedir. Analit ve
algilayict arasindaki etkilesimin dogasina gore, bu degisimi fiziksel sinyale ceviren
aygitlara transdiiser denmektedir. Sensor tasariminda kullanilan transdiiser, algilayict
molekiil ve analitin dogasina gore degisiklik gostermektedir. Transdiiserin doniistiirdiigii
cevap, kalorimetrik, potansiyometrik, amperometrik, optik veya piezoelektrik gibi

sistemler ile dlgiiliir (Rasooly ve Herold 2006; Lowe 1989). Bu sistemler;
1. Reaksiyon sonucunda olusan 1s1 degisimini 6l¢en Kalorimetrik biyosensdrler,

2. Yik dagilimindaki degisimlerin sebep oldugu elektriksel potansiyeli 6lgen

Potansiyometrik biyosensorler,

3. Reaksiyon sonucunda elektronlarin  hareketinde olusan degisimi  Olgen

Amperometrik biyosensorler,

4. Reaksiyon sonucunda olusan renk veya optik ozelliklerin degisimini dlgen Optik

biyosensorler,

5. Reaksiyon sonucunda olusan kiitle degisimini 6l¢en Piezoelektrik biyosensorler

olarak simiflandirilabilirler.

Bu tez calismasi kapsaminda kullanilan piezoelektrik biyosensorlerin diger sensor

cihazlarina ustinliikleri arasinda;

1. Gergek zamanl takip yapilabilmesi,
2. Materyallerin optik ozelliklerinden faydalanilmadigi icin ¢ok cesitli yiizeyler ve

temizlenmemis 6rneklerle caligilabilmesi,
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3. Diislik maliyetli olmasi,
4. Reseptoriin yakinligindan ziyade gergek baglanmanin dl¢iilmesi ve

5. Elde edilen sinyalin kolayca islenebilmesi sayilabilir.

Anlatilan avantajlarindan Otiiri bu tez ¢alismasi1 kapsaminda birer piezoelektrik
biyosensor olan Kuartz Kristal Mikroterazi (QCM) ve Love-dalga sensor cihazlari

kullanilmistir.
1.2.3. Piezoelektrik Biyosensorler

Anizotropik materyaller mekanik olarak sikistirildiklarinda  elektrik  dipolii
olustururlar. Bu elektrik dipolii piezoelektrisite, bu etkinin goriilebildigi materyaller ise
piezoelektrik materyaller olarak da adlandirilir. Piezoelektrik etkinin gdzlemlendigi
anizotropik materyaller arasinda aliiminyum fosfat, aliiminyum nitrit, kuartz, ¢inko oksid,
galyum ortofosfat gibi inorganik materyaller ve Rochelle tuzu, Poliviniliden floriir,
poliamid ve polilaktik asit gibi organik molekiillerin yani sira bazi protein yapida iyon
kanallari, kolajen ve seliiloz gibi biyomolekiiller de bulunmaktadir (Zu ve dig. 2016; Hees
ve dig. 2013; Bagriantsev ve dig. 2014; Fukada ve dig. 1976). Ucuz ve yaygin olmasi, 5-
300 MHz arasinda farkli frekanslarda calisma olanagi saglamasi, elektriksel, mekanik,
kimyasal ozellikleri ve stabil olmalar1 nedeniyle inorganik piezoelektrik materyallerden
olan kuartz kristaller piezoelektrik biyosensorlerde en ¢ok tercih edilen kristallerden biridir

(Bunde ve dig. 1998; Kurosawa ve dig. 2003).

Piezoelektrik materyallere uygulanan mekanik kuvvetin elektrik dipolii olusturmasi
durumunun tersi de gecerlidir. Bu kristallere gerilim uygulandiginda ters piezoelektrik etki
ile belirli bir frekansta rezonans olustururlar. Sensor ylizeyine baglanan analitler, agirliklar:
nedeniyle kuartz kristalin rezonans frekansini degistirdikleri igin kristale bagh frekans
okuyucu tarafindan algilanabilirler (Hauck ve dig. 2002; Kurosawa ve dig. 2003). Kuartz
kristal yiizeyinde olusan agirlik degisiminin frekansa etkisi Sauerbrey denklemi ile

gosterilmektedir.

Denklem 1. Sauerbrey Denklemi
—2F,*Am
F j—

- A Pqiq

Denklemde yer alan parametrelerden F, frekansi (Hertz), A piezoelektriksel aktif

Am
=-23X 106F027

alam (cm?), pq yogunlugu (0.648 g/lcm?), g kesim katsayisini (2.947x1011g/cmxs?), m ise
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agirhigr (g) gostermektedir. Denklem 1°de de goriildiigi lizere, frekans degisimi ile agirlik

degisimi birbirleri ile dogru orantilidir.

Piezoelektrik biyosensorlerde osilasyonun gergeklestigi kristallerde akustik dalgalar
olusur. Akustik Ol¢lim elementlerinde faydalanilan akustik dalgalar bulk akustik dalga
(BAW) ve ylizey akustik dalga (SAW) olarak ikiye ayrilabilir (Voinova 2015; Bunde ve
dig. 1998). Bu tez ¢alismasi1 kapsaminda BAW’1 kullanarak 6l¢tim yapan QCM ve SAW’1

kullanarak 6l¢iim yapan Love-wave sensor cihazlari kullanilmastir.
1.2.3.1. Kuartz kristal mikroterazi (QCM)

QCM, kuartz kristalinin karsilikli yiizlerinde bulunan elektrodlar araciligiyla
uygulanan voltaj sonucunda elde edilen osilasyona bagli olusan Bulk akustik dalganin
(BAW) kullanilarak agirliga bagli degisimlerin gozlemlendigi biyosensor cihazlaridir.
Transdiiser olarak kullanilan kuartz kristallerin ¢cok farkli kesim ¢esitleri olmakla birlikte
(BT, CT, DT, ET, FT, GT, IT, SC, XY ...) genellikle AT kesim kristaller kullanilmaktadir
(Bunde ve dig. 1998) (Cizim 1. 7). AT kesim kristallerin kullanilmasimin ana nedeni
zamana, sicakliga ve ¢evresel faktorlere gore frekans stabilitesinin gorece yiiksek olmasi
ve yiiksek kalite (Q) faktoridiir (Goyal 2006). Q faktorii, sistemin rezonanstaki kayiplari
olarak tanimlanmakta olup depolanan enerji ve dagilan enerji arasindaki orandir. Q faktorti
stvilarda genelde 1000-3000 araliginda olup bu deger havada 100.000’¢ kadar
cikabilmektedir (Kasper ve dig. 2016). Sivilarda Q faktoriindeki biiyiik kayip nedeniyle
QCM’in sivilarda kullanimi gazlarda kullanimina kiyasla daha zordur(Garcia-Martinez ve
dig. 2011).

0,5 ile 300 MHz arasinda calisma olanag1 saglayan QCM kristalleri ile yapilan
Ol¢iimlerde, daha yiiksek frekanslarda ¢alisildiginda oOlglim hassasiyetinin  arttig1
goriilmektedir (Kurosawa ve dig. 2003). Fakat daha yiiksek ¢alisma frekansi her zaman
daha yiiksek hassasiyet anlamina gelmemektedir. QCM’ler ile yiiksek frekanslarda
calismanin temel simirlayicist frekans giirtiltiisiidiir. Bunun nedeni, frekans giirtiltiistiniin
Olclim ¢oziiniirliigiinli azaltarak hassasiyette beklenen artisa ulasmanin 6niine gegmesidir

(Rodriguez-Pardo ve dig. 2005; Montagut ve dig. 2011).

QCM’lerde ¢aligma frekansini kullanilan kristalin inceligi belirler. Kristalin kalinlig1

ve rezonans frekansi arasindaki iliski denklem Denklem 2°de goriilmektedir.
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Denklem 2. Bir kuartz kristale AC alan1 uygulandiginda kristalin rezonans frekansi
kuartz kristalin p, ile gosterilen yogunlugu (0.648 g/em®), Uq ile gosterilen kesim katsayisi
(2.947x1011g/cmxs?) ve ty ile gosterilen kalinligina baghdir.

VWq/Pq

Fo= 2t,

Yiiksek frekanslarda ve daha ince kristallerle ¢alismanin zorluklarindan biri, ¢ok ince
kristallerin islem sirasinda kirilma riskinin yiiksek olmasidir. Bazi kristal iireticileri bu
sorunu asmak i¢in kristali koruyucu bir polimerin i¢ine yerlestirmis ve 6l¢lim hiicrelerini
koruyucu i¢ine yerlestirilmis kristaller ile ol¢iim yapacak sekilde dizayn etmislerdir. Bu
yolla ince kristallerle ¢calismanin zorluklarini agabilmislerdir.

=
Ve~

Cizim 1. 7. AT kesim bir QCM kristalinin onden ve arkadan goriiniimleri
(http://products.inficon.com/en-us/product/detail/p-researchcrystals/’den alintilanmuistir).

1.2.3.2.Love wave sensorler

Love Wave (LW) sensorlerin de mensubu oldugu ylizey akustik dalga (SAW, surface
acoustic wave) cihazlari, mekanik akustik dalganin piezoelektrik kristalin yiizeyinde
ilerlemesi ve ylizeyde olusan degisikliklerin bu dalganin hizi ve siddetine etkisinin
oOlglilmesi prensibine gore ¢alismaktadir (Gronewold 2007). Bir Love Wave sensoriiniin

temel yapist Cizim 1. 8’de gosterilmektedir.

Bir LW o6l¢iimiinde, interdijital transdiiserlerde (IDT) ¢evrilen elektrik sinyali
sonucunda olusan polarize enine dalga, substratin piezoelektrik 6zelliklerinden dolay1
sensOr yiizeyinde ilerler (Martin ve dig. 2004). Dalganin ilerlemesi bagimsiz bir kilavuz
katmana kisitli oldugundan akustik enerji piezoloektrik kristalin dagilmak yerine kilavuz
katmanda yogunlasmis olur. Bu nedenle, sensoriin hassasiyeti kilavuz katmanin 6zellikleri

ve tasarimina 6nemli 6l¢iide baglidir (Lange ve dig. 2008).
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Cizim 1. 8. Bir Love Wave sensdriin temel yapisi

Enerjinin kilavuz katmana yogunlastirilmasi, diger sistemlerin sivilarda kullaniminda
onemli bir kisitlayict olan ve hassasiyeti diisiiren soniim etkisini azaltmaktadir. Soniim
etkisi, biiyiik miktarda enerjinin siv1 tarafindan emilmesi ve bu nedenle enerji kaybi1 olarak
tanimlanmaktadir (Li ve dig. 2017). Kilavuz katman sayesinde soniim etkisinin azaltilmasi
ve giriltiiniin azaltilmasi, sivilarda kullanim agisindan LW sensorlere avantaj
saglamaktadir (Kovacs ve dig. 1994; Harding ve dig. 1997; Puiu ve dig. 2015). Bunun yan1
sira, LW sensorlerin daha diisiik giiriiltii seviyesi, bu sensorlerle daha yiiksek frekanslarda

yiiksek hassasiyetle caligma olanagi sunmaktadir (Montagut ve dig. 2011).
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2. AMAC

Gilnliik yasamda gida ve su tiikketimi ile veya c¢evresel yollarla pek ¢ok zararl
maddeye maruz kalinabilmektedir. Bu zararli maddeler, ilk akla gelen mikrobiyal
etkenlerin yani sira bu organizmalar tarafindan iiretilen metabolik maddeler, gida katki
ve/veya zirai miicadele ilag¢ kalintilar1 (pestisit gibi) gibi kii¢iik molekiiller olabilmektedir.
Bu kiiciik molekiiller, akut zehirlenmelere yol acabildigi gibi uzun vadede kanser, alerji,
dogum defektleri ve immiin sistem bozukluklar1 gibi sorunlara da sebep olabilmektedir
(Wishart 2012). Yiiksek toksisiteye sahip diisiik agirlikli biyolojik toksinler, dogal
orneklerde de belli bir miktar bulunmasi ve kolaylikla iiretilmesi nedeniyle biyolojik silah
ajan1 olarak kullanilma potansiyeline sahiptir. Hali hazirda bu molekiillerin etkin bir
sekilde tespitinde HPLC, LC-MS/MS ve LC-MS gibi yontemler kullanilmaktadir. Fakat bu
sistemler tasmabilir olmamasi, zaman alici olmasi ve egitimli operatér gerektirmesi
nedeniyle kisith sayida ortam ve Ornek zararli molekiillerin varligi acisindan test
edilebilmektedir. Alanda ve hizli tarama ile daha ¢ok Ornek ve ortam izlenerek bu
zararlilarin  ve etkilerinin meydana ¢ikmasinin engellenmesi ve/veya azaltilmasi
miimkiindiir (Brito ve Guthrie n.d.). Ancak diisik molekiil agirligina sahip olan ve
genellikle diisiik miktarlarda bulunan toksik maddelerin tespiti igin gelistirilen yontemlerde
duyarlik sorunu yasanmaktadir. Bunun nedeni, kiiclik molekiillerin iizerinde genellikle bir
epitop bulunmasi ve/veya ikinci bir antikorun baglanamamasi nedeniyle direkt veya
sandwich formatta assayler gelistirilememesi ve dolayisiyla kiigiik molekiillerin tespitinde
genellikle yarisimli assay formatinin kullanilmasidir (Gorton 2005). Bu nedenle kiigiik
molekiil agirligia sahip analitlerin yiiksek hassasiyet ve dogrulukla tespit edilmelerine

yonelik ¢aligmalar analiz yontemlerinin gelistirilmesine katki saglamaktadir.

Bu tez ¢alismasi kapsaminda piezoelektrik immiinobiyosensorler kullanilarak kiigiik
molekiillerin daha yiiksek hassasiyet ile daha diisiik miktarlarda tespit edilmesine yonelik
bir yaklasim gelistirilmesi hedeflenmistir. Bu dogrultuda; antikor immobilizasyonu, analit-
protein konjugati immobilizasyonu, analitin kovalent olarak immobilizasyonu, antikorun
dendron ile agirlastirilmasi ve daha yiiksek frekansta 6l¢iim yapabilen bir 6l¢iim platformu
kullanilmas: stratejileri degerlendirilmistir. Caligmalar, segilen iki model mikotoksin olan
AFB1 ve OTA ile bu toksinleri taniyan Anti-AFB1 (8G8 ve D12E2) ve Anti-OTA (10F4)
antikorlari ile yapilmistir. Calismanin ilk kismi1 olarak ayirabilecegimiz ve immobilizasyon

yontemlerinin ele alindigi “Immobilizasyon ¢alismalar1” béliimiinde 6l¢iim  ydntemi
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gelistirilmesine yonelik tabana antikor immobilizasyonu, tabana analit-protein konjugati
immobilizasyonu ve tabana kovalent analit immobilizasyonu stratejileri ele alinarak
degerlendirilmistir. Kullanilan tiim 06l¢iim yontemlerinde yarisimli immunoassayler
kullanilmistir. Yarisimli immunoassaylerde tabana antikor immobilize edildigi ve tabana
toksin-protein konjugatlarinin immobilize edildigi deney diizeneklerinde toksin-protein
konjugatlar1 hazirlanmistir. Ayrica antikor immobilizasyonuna yonelik caligmalar
kapsaminda antikorun fonksiyonel bolgelerinin ulasilabilir olmamasi ve bu nedenle
etkinlik kayb1 ihtimalini ortadan kaldirmak amaciyla antikorlarin indirgenerek ve Protein A
ile yonlendirilerek immobilizasyonlar1 iizerine calismalar gerceklestirilmistir. Olgiim
yontemi gelistirilmesine yonelik bir diger c¢alisma, antijenin kovalent olarak ve

adsorpsiyon ile ylizeye immobilizasyonunu i¢ermektedir.

Calismanin ikinci kismi olan ‘“Antikor-Dendron Konjugasyonu ile Hassasiyet
Gelistirme” boliimiinde ise hassasiyet gelistirmeye yonelik antikorun dendron ile
agirlastirilmast ve daha etkin bir Ol¢iim platformu kullanilmasi stratejileri iizerine
calisilmistir. Antikorlarin dendronlar ile agirlastirilmasi ¢caligmalar1 Jenerasyon 5 Polyester
bis-MPA dendron 32 hidroksil 1 amin ile konjugasyonu igermektedir. Bunun yani sira
Olciimler 5 MHz QCM ve 120 MHz Love wave Olglim platformlari ile yapilmis ve bu

Olctim platformlariin etkinlikleri karsilagtirilmistir.
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3. YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasallar ve Cihazlar

Sensor ¢alismalarinda kullanilan D12E2, 8G8 ve 10F4 antikorlart TUBITAK MAM
GMBE tarafindan gelistirilmistir.

1-Ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC) ( Thermo Scientific, 22980),
AFB1 (Sigma Aldrich, A6636), OTA (Sigma Adrich, 01877), 5 MHz AT kesim kuartz
kristaller (KVG Quartz Crystal Technology GmbH), dithiothreitol (DTT) (Fermentas,
RV862), ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) (Sigma Aldrich, E5134), Polyester bis-
MPA dendron 32 hydroxyl 1 amine generation 5 (Sigma Aldrich,767239), sodyum
hidroksid (Merck, 1064621000), sodyum dodesil siilfat (SDS) (Sigma Aldrich, 71725),
Glisin (Sigma Aldrich, G8898), Protein A (Sigma Aldrich, P6031), Potassium phosphate
monobasic (Sigma Aldrich, P0662), potassium phosphate dibasic (Sigma Aldrich,
P3786) kullanilmistir.

Kristallerin temizlenerek baglamaya hazir hale getirilmesi i¢in Diener Femto diisiik
basingli plazma sistemi, Almanya; QCM-5 MHz o6l¢iimleri i¢in QCMZ200 (Stanford
Arastirma Sistemleri, ABD) Quartz Crystal Microbalance; Love wave-120 MHz olgiimleri

i¢cin AWS A20-F20 (AWSensors, ispanya) sensor platformu kullanilmustir,

Stanford arastirma sistemleri tarafindan gelistirilmis olan QCM 200 5 MHz sistemi
agirlik ve vizkosite degisimlerini Glgebilmekte olup bir kontrolor, kristal osilatorii ve
kristal yuvasi i¢ermektedir. Cihaz 5 MHz AT kesimli kristalin direncini ve Kkristal
lizerindeki agirlikla ters orantili olarak degisen rezonans frekansini dlger. Olgiilen direng
ise kristal yiizeyi ile temasta olan materyalin (s1vi/film) vizkosite/elastisisine bagli olarak
degisir. Mikrogram-nanogram arasindaki agirlik degisimlerini Olgebilme kapasitesine
sahiptir. Cihaz sadece 6l¢iim modiiliinii igeriyor olup harici pompa ile akis saglanmasi

gerekmektedir. Sicaklik kontrolii mevcut degildir.

AWSensors sirketi tarafindan tretilmis olan AWS A20-F20 biyouygulamalar igin
tasarlanmis bir yiizey akustik dalga 6l¢iim platformudur. Platform ile 10 MHz QCM, 100
MHz QCM ve 120 MHz Love wave Olclimleri yapilabilmekte olup sicaklik kontrolii
saglanabilmektedir. 5 MHz-160 MHz frekans araliina sahiptir. Saniyede 12 frekans

Ol¢timii yapilabilmektedir. Yiiksek frekans, tarama (sweep) ve izleme (tracking) olmak
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lizere li¢ operasyon modu bulunmaktadir. Ayrica dort akis modiilii bulunmakta olup bu

dort akis modiiliine es zamanli akis saglanabilmektedir.

3.2. Yontemler

3.2.1. Sensor Yiizeyine OTA Baglanmasi

Altin kapli 5 MHz QCM kristalleri Diener Femto plazma temizleyici ile 40 mV’de 3

dk temizlendi ve ylizey baglanma i¢in hazirlandi.

Temizlenen ve ethanol i¢inde hazirlanmis olan 2 mM 11-mercapto-undekanoik asit
(MUA) iginde gece boyu oda sicakliginda bekletilerek yiizey SAM kaplandi. Ertesi giin 3
defa ethanol, 3 defa ultrasaf dH20 ile yikanarak yiizeye baglanmayan MUA uzaklastirildu.
400 mM EDC ve 100 mM N-hydroxysuccinimide (NHS) 1:1 oraninda karistirilarak
aktivator sollisyon hazirlandi ve MUA kapli ylizey bu aktivatdr soliisyonla 10 dakika
boyunca aktive edildi. Ardindan yiizey 7 dakika 1 M ethylenediamine (EDA), pH: 8.5 ile
muamele edilerek yiizeydeki karboksilik asit gruplari amin gruplarmna g¢evrildi. Amine
doniismeyen karboksilik asit gruplarin1 kapatmak i¢in ylizey 2 dakika 1 M ethanolamine
(EOA) pH:8.5 ile muamele edildi. Baglama 6ncesinde OTA, 400 mM EDC ve 100 mM
NHS’in 1:1 oraninda karistirilmasiyla hazirlanan aktivator soliisyon ile 2:1 oraninda
karisitirilarak 10 dakika oda sicakliginda bekletildi. Aktive edilen ve baglanmaya hazir
hale getirilen OTA, amin aktive yiizeye yayilarak 40 dk oda sicakliginda bekletildi. MUA
araciligityla OTA’nin sensor ylizeyine baglanmast Cizim 3. 1°de sematik olarak
gosterilmektedir. Baglama sonrasinda yiizey 3 defa ethanol, 3 defa da ultra saf dH,O ile
yikandi. Hemen kullanmlmayacak olan kristaller kurutularak +4°C’de bekletildi.

Cizim 3. 1. MUA araciligiyla aminlenen altin yiizeye OTA baglanmasi. (Ertekin ve dig.
2016)
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3.2.2. Katyonize BSA Hazirlanmasi

Katyonizasyon reaksiyonlari Domen ve arkadaslarinin 1992 yilinda yayinlanan
patent ¢alismalarinda uyguladiklar1 yontemin modifikasyonu ile gerceklestirildi (Patricia
L. Domen 1992). Katyonizasyon reaksiyonlarinda proteinin yapisinda bulunan asidik
aminoasitlerdeki pozitif yiiklii karboksil gruplari ethylene diamine (EDA) ve 1-Ethyl-3-[3-
dimethylaminopropyl]-carbodiimide hydrochloride (EDC) molekiilleri kullanilarak amine
edildi. Sigir serum albumin (BSA)’nin katyonizasyon reaksiyonu Cizim 3. 2’de

belirtilmektedir.

Cizim 3. 2. BSA’nin katyonizasyon reaksiyonu
3.2.3. OTA-cBSA Konjugatlarinin Hazirlanmasi

Yu ve dig. tarafindan 2005’te raporlanan OTA-protein konjugasyon reaksiyonu

modifiye edilerek olusturulan reaksiyon asagida belirtildigi sekilde hazirlandi (Cizim 3.
3)(Yu ve dig. 2005);

o Toplam reaksiyon 500-600u1’ye tamamlanacak sekilde bir eppendorf
tiip icine MES tamponu (0,1M MES, pH4,8, 0,9M NaCl, %25 etanol), 1,2 mg
cBSA, 0,1 mg OTA ve 0,1 mg EDC konuldu.

. Reaksiyon karigimi oda sicakliginda gece boyu ¢alkalanarak inkiibe
edildi. Konjugatlar Vivaspin 500 (10kDa MW limit) filtreli tiiplerde MES

tamponu ile en az 5 kere yikanarak saflastirildi.

En son agamada filtrenin tistiinde kalan konjugatlar PBS, pH 7,2 igerisinde ¢oziildii.
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OTA cBSA OTA-cBSA
Cizim 3. 3. OTA-cBSA konjugasyon reaksiyonu

3.2.4.5 MHz QCM Kiristallerine OTA-cBSA Baglanmasi

5 MHz QCM Kiristallerine OTA-cBSA kaplanmasit SAM ile kapli yiizeye akis altinda
OTA-cBSA immobilizasyonu ve OTA-cBSA’nin adsorpsiyon ile immobilizasyonu olmak

tizere iKi sekilde gergeklestirildi:
1. SAM ile kapl yiizeye akis altinda OTA-cBSA immobilizasyonu;

Diener Femto oksijen plazma ile (60 watt, 3 dk) temizlenen QCM 5 MHz kristalleri
2mM 11-MUA icinde gece boyu oda sicakliginda bekletilerek SAM kaplamas: yapildi.

Kristaller ethanol ve saf su ile yikanip kurutulduktan sonra cihaza yerlestirildi.

Daha sonra 1:1 oranda karistirilan 400 pl 0,4 M EDC/0,1 M NHS 25 ul/dk hizda
sisteme verildi ve 15 dk boyunca gegirildi.

Ardindan 0,2 mg/ml OTA-cBSA konjugati sisteme verilerek 45 dk boyunca
konjugatin kristal ylizeyinden gecisi saglandi.

Kaplamanin ardindan yiizey PBS ile yikanarak sinyalin dengeye ulasmas1 saglandi.
2. OTA-cBSA’nin adsorpsiyon ile immobilizasyonu,

Oksijen plasma ile temizlenen (60 W, 3dk) altin yiizeye OTA-cProtein’in

adsorpsiyon ile immobilizasyonunu igermektedir.

e Adsorpsiyon islemi 50 pl/dk hizda akis altinda 0,1 mg/ml OTA-cProtein
uygulanarak gerceklestirilmistir. Burada cProtein, OTA-cBSA ve OTA-cTF

karigimini ifade etmektedir.

e Immobilizasyonun ardindan kristal PBS ile dengelendi.
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3.2.5. Kovalent OTA immobilizasyonu

Altin kapli QCM kristalleri Diener Femto plazma temizleyici ile 40 mV’de 3 dk
temizlendi ve ylizey baglanma i¢in hazirlandi. Temizlenen ve aktive edilen kristaller,
ethanol i¢inde hazirlanmis olan ImM 11-mercapto-1-undecanol (MUD) i¢inde gece boyu
oda sicakliginda bekletilerek OTA baglanmasina hazir hale getirildi. Ertesi giin 3 defa
ethanol, 3 defa ultrasaf dHO ile yikandi. Baglama oncesinde OTA, 400 mM EDC ve 100
mM NHS’in 1:1 oraninda karistirilmasiyla hazirlanan aktivator soliisyon ile Cizelge 3.

1’de gosterilen oranlarda karistirilarak 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.
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Cizelge 3. 1. OTA’nin yiizey immobilizasyon optimizasyonunda kullanilan reaksiyon

kosullar1
11 ) 0 Son OTA
oTa | Seyreltm | epe gy [EPCOTA 1% | onsantrasyon | Bekleme
e S Orani Cozici U stireleri
EtOH, 10" aktivasyon,
10 mM, | - 15uL 20 %66 6,6 MM
30 UL 30" inkubasyon
EtOH, 10' aktivasyon,
10mM, | - 30 uL 40 %50 5mM
30 Ul 30" inkubasyon
EtOH, 10" aktivasyon,
10mM, | - 30 uL 40 %50 5mM
30 UL 60" inkubasyon
EtOH, 40 UL, 10" aktivasyon,
10 mM, dH20 20 uL 40 %25 2,5 mM
20 UL 30" inkubasyon
EtOH, 20 uL 10" aktivasyon,
20 mM, PBS 20 uL 40 %20 4 mM
10 ul. 30" inkubasyon
EtOH, 10" aktivasyon,
20mM, | 5uLPBS | 10uL 40 %25 5mM
5 UL 40' inkubasyon
EtOH, 10" aktivasyon,
10mM, | - 30 uL 40 %50 5mM
30 UL 40' inkubasyon
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Aktive edilen ve baglanmaya hazir hale getirilen OTA, amin aktive yiizeye yayilarak
40 dk oda sicakliginda bekletildi. Baglama sonrasinda yiizey 3 defa ethanol, 3 defa da ultra
saf dH,O ile yikandi. Hemen kullanilmayacak olan kristaller kurutularak +4°C’de
bekletildi.

3.2.6. Yarisimh ELISA ile 10F4 Konsantrasyon Optimizasyonu

ELISA plaginin tabanina 400ng/kuyu olacak sekilde OTA-cBSA konjugati konarak
gece boyu +4°C’de antijenin tabana immobilizasyonu saglandi. Ertesi giin plak 3’er kez %
0,2 Tween-PBS yikanarak %1’lik (w/v) siit tozu kuyulara eklendi ve oda sicakliginda 1
saat inkiibe edildi. Boylece serbest alanlarin bloklanmasi saglandi. Bloklamanin ardindan
plak 3’er kez % 0,2 Tween-PBS yikandi. Diger yandan tiip iginde 0,1 mg/ml, 0,05 mg/ml
veya 0,02 mg/ml 10F4 antikoru 0, 10, 20, 50, 100 ve 200 ppb serbest OTA ile yaristirildi.
Yarisimin oldugu antikor-toksin karigimlari kuyulara bekletilmeden eklenerek 1 saat
37°C’de inkiibe edildi.

1 saatin sonunda plak 3’er kez % 0,2 Tween-PBS yikanarak 1:2000 oraninda alkalen
fosfataz isaretli ikincil antikor eklenerek 37°C’de 1 saat inkiibasyona birakildi. Kuyular
5’er kez % 0,2 Tween-PBS ile yikandiktan sonra substrat (4-nitrophenyl phosphate)
Img/ml konsantrasyonunda olacak sekilde (substrat tamponunu: 1mM ZnCl2, 1mM
MgCl2, 0.1M glycine ddH2O igerisinde ¢oziildii ve pH 10.4’e ayarlandi, toplam hacim
200ml) hazirland1 ve kuyu basmna 100 pl eklendi. 30-60 dakika sonra 405 nm’de
absorbance (OD) okundu.

3.2.7. OTA Ol¢iimii

OTA immobilize edilerek hazirlanan kristaller 6l¢lim yuvasina yerlestirildi. Yiizey
PBS ile yikanarak sinyalin dengeye gelmesi beklendi. Sinyal dengeye geldikten sonra
yiizey 10 dk boyunca 0,1 mg/ml BSA ile spesifik olmayan baglanmalarin 6l¢iime etki
etmemesi i¢in bloklandi. BSA muamelesinin ardindan yiizey PBS ile yikanarak sinyalin
dengeye gelmesi beklendi. Ardindan, 10F4 50 pl/dk hizda yilizeye gonderilerek sinyal
olgtldi.

3.2.8. Kiristallere Anti-AFB1 8G8 Baglanmasi

Tiim baglama yontemleri i¢in oncelikle Diener Femto oksijen plasma temizleyici ile
40 watt’ta 3 dk temizlenen QCM 5MHz kristalleri QCM 200 cihazina takilarak PBS akis1
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altinda sinyalin dengeye ulagmasi beklendi. Ardindan 8G8 antikorlar1 yiizeye ii¢ farkli
sekilde baglandi. Kullanilan Anti-AFB1 8G8 immobilizasyon yontemleri Cizim 3. 4’te

Ozetlenmektedir.

Direk Adsorpsiyon Protein A ile Yonlendirme DTT ile indirgenen Ab

Cizim 3. 4. AFB1 antikoru (8G8) kullanilarak yapilan antikor yonlendirme g¢aligmalari.
Boylelikle antijen baglama kapasitesine sahip kisimlarin fiziksel olarak ulagilamaz olarak
etkinlik kaybina ugramasinin engellenmesi hedeflenmistir.

3.2.8.1. 8G8 antikorlarinin yiizeye direkt adsorpsiyonu

0,1 mg/ml 8G8 50 pl/dk hizda ylizeye gonderilerek frekansta azalis sonlanana kadar
akis siirdiirtildii.

3.2.8.2. 8GS8 antikorlarinin Protein A ile yonlendirilerek yiizeye baglanmasi

0,1 mg/ml Protein A 50 pl/dk hizda yilizeye gonderilerek frekansta azalis sonlanana
kadar akis siirdiiriildii. Ardindan, 0,1 mg/ml 8 G8 50 ul/dk hizda ylizeye gonderilerek yiizeye

baglanmas saglandi.

3.2.8.3. Dithiothreitol (DTT) ile kesilen 8G8 antikorlarinin yiizeye baglanmasi

Antikorlardaki thiol gruplarini kullanarak kristal ylizeyine yonlendirilmis baglama
yapilabilmesi i¢in 8G8 antikorlar1 1:4, 1:8, 1:16, 1:64, 1:128 ve 1:256 8G8:DTT oraninda
DTT ve 5 mM ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) varliginda PBS iginde 20 dk
37°C’de bekletilerek indirgendi. Reaksiyon 5SmM EDTA igeren PBS’e karsi diyaliz
edilerek DTT ortamdan uzaklastirildi. Ardindan, 0,1 mg/ml indirgenmis 8G8 50 pl/dk

hizda ylizeye gonderilerek yiizeye baglanmasi saglandi.

3.2.9. Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforez
DTT kullanilarak indirgenen 8G8 antikorlarinin indirgenme durumu Sodyum
Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforez (SDS-PAGE) ile gézlemlendi. Calismada,
Bio-Rad Mini protean tetra jel aparatt kullanildi. 10 ml %10’luk ayristirma jeli; 3,8 ml
dH0, 3,4 ml %30 akrilamid/bis-akrilamid, 2,6 ml 1,5 M Tris (pH 8,8), 0,1 ml %10 SDS,
0,1 ml %20 amonyum persiilfat (APS) ve 0,01 ml Tetrametiletilendiamin (TEMED)
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karigtirllarak hazirland1 ve iki cam arasina dokiildii. Butanol ile jelin hava ile temast
kesilerek polimerizasyonu saglandi. Ayrigtirma jelinin donmasimin ardindan 2ml %5°lik
toplama jeli; 0,34 ml %30 akrilamid/bis-akrilamid, 0,25 ml 1M Tris pH 6,8, 0,02 ml %20
APS, 0,02 ml %10 SDS, 0,002 ml TEMED ve 1,36 ml dH,O konarak hazirland1 ve

ayristirma jelinin iizerine eklenerek donmasi beklendi.

Jelin hazirlanmasinin ardindan 12 pl érnek 4 pl Laemmli Ornek Tamponuyla
(BioRad, #1610747) kanistirilarak kuyulara yiiklendi ve 120 V’ta proteinler yiriitiildii.
Jelde proteinler ayristirildiktan sonra giimiis boyama ile boyandi (Chevallet ve dig. 2006).

3.2.10. AFB1-cBSA Konjugasyonu

AFB1 molekiillerinin cBSA, Mannich tip reaksiyon ile gergeklestirildi (Zhou ve dig.
2007). Katyonize proteinlerde bulunan amin gruplari formaldehit ile aktive edildi ve AFB1
molekiiliine baglandi. Bu islem sirasinda reaksiyon 600 pl’ye tamamlanacak sekilde, bir
eppendorf tiip i¢cine MES tamponu (0,1M pH 4,8), katyonize BSA, DMF igerisinde 2
mg/mL AFB1 ve formaldehit (50ul) kondu. Reaksiyonda 100 pg AFB1 ve buna karsilik
olarak molar olarak 1/40 oraninda katyonize protein kullanildi. Boylece baslangi¢
cBSA:AFBI orani 1:40 olarak reaksiyon baslatildi. 24 saat 37°C’de calkalanarak reaksiyon
gerceklestirildi. AFB1-protein konjugasyon reaksiyonlar1 Cizim 3. 5’te 6zetlenmektedir.

Q: . 0—0

o/

Cizim 3. 5. AFB1 — cP konjugat olusturma stratejisi.

Yapilan konjugasyon reaksiyonunun ardindan karisim 0,1 M MES, pH 4,8’¢e karsi
diyaliz edildi ve ortamdaki AFB1’ler ve formaldehit uzaklastirildi. Diyalizle temizlenen
konjugatin OD280 ve OD360 degerleri 6l¢iildii.

3.2.11. Anti-AFB1 8G8 Kaph Yiizeyde AFB1 Ol¢iimii

Antikor bagli QCM 5MHz kristalleri hazneye yerlestirilerek PBS uygulandi. Sinyalin
dengeye gelmesi beklendi ve 10 dk boyunca 50 pl/dk hizda 2 mg/ml OVA (ovalbumin)
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akisi ile bloklandi. Bloklamanin ardindan 0,1 mg/ml Aflatoksin B1-BSA (AFB1-BSA)
konjugat1 sisteme gonderilerek baglanmaya baghh frekans disiisii Ol¢iildi. Tim

uygulamalarin arasinda sabit frekans 6l¢iimii alinana kadar PBS yikamasi yapildi.
3.2.12. Kristallere AFB1 Baglanmasi

AFBl’in altin yilizeye baglanabilmesi i¢in oOncelikle O-carboxymethyloxime ile
reaksiyona sokularak AFB1-oksim olusturuldu. Bunun i¢in; 400 ul methanol i¢inde 1 mg
AFBI1, 100 pl dH>O iginde 2 mg carboxymethyl hydroxylamine HCl ve 100 uL piridin
kanistirildi. 3 saat boyunca tabani 100 °C’de tutulan tiiplerin iistiine buz konarak inkiibe
edildi. Ardindan, reaksiyon 24 saat boyunca oda sicakliginda siirdiiriildii. Coziiciiler azot

altinda uguruldu ve olusan AFB1-oxime son hacim 320 pl olacak sekilde PBS’te ¢oziildii.

Altin kapli Love Wave kristalleri ise plazma temizleyiciye konmadan 6nce 3 dakika
asetonla muamele edilerek tstiindeki koruyucu tabaka uzaklastirildi. Ardindan, altin kapli
QCM kristalleri ve love wave kristalleri Diener Femto plazma temizleyici ile 40 mV’de 10

dk temizlendi ve yiizey baglanma i¢in hazirlandi.

Temizlenen ve aktive edilen kristaller, ethanol i¢inde hazirlanmis olan 1mM MUD
icinde gece boyu oda sicakliginda bekletilerek AFBI1-oxim baglanmasina hazir hale
getirildi. Ertesi giin 3 defa ethanol, 3 defa ultrasaf dH,O ile yikandi. Baglama 6ncesinde
AFB1-oxim, 400 mM EDC ve 100 mM NHS’in 1:1 oraninda karistirilmasiyla hazirlanan
aktivator soliisyon ile 2:1 oraninda karisitirilarak 10 dakika oda sicakliginda bekletildi.
Aktive edilen ve baglanmaya hazir hale getirilen AFB1-oxim, amin aktive yiizeye
yayilarak 40 dk oda sicakliginda bekletildi. Kullanilan yontem Cizim 3. 6’da sematize
edilmistir. Baglama sonrasinda yiizey 3 defa ethanol, 3 defa da ultra saf dH,O ile yikandi.
Hemen kullanilmayacak olan kristaller kurutularak +4°C’de bekletildi.
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" EDC/NHS aktive
N,  AFB1 oksim

11-Mercaptoundecanol AFB1 immobilize MUD

Cizim 3. 6. Sensor yiizeyine MUD araciligiyla AFB1 immobilizasyonu. Ertekin ve dig.
(2016)’dan alinmistir

3.2.13. Anti-AFB1 Antikoru D12E2-Dendron Konjugasyonu

1 mg BPM321 20 mg CDI ile 100 pl kuru asetonda karistirilarak 10 dk oda
sicakliginda aktive edildi. Aktivasyonun ardindan 20 ul dH,O yavasga eklendi. 0,5 mg
DI12E2 250 pl 0,1M sodyum bikarbonat pH 8,5 tamponu i¢inde ortama konarak gece boyu
+4°C’de inkiibe edildi. Reaksiyonun ardindan karisim PBS'e karsi diyaliz edilerek

temizlendi.
3.2.14. AFBI1 Ol¢iimii

AFB1 immobilize edilerek hazirlanan kristaller olglim yuvasma yerlestirildi.
AFB1’in baglanmadig1 aktive gruplar, akis altinda 10 dk boyunca 1 M CH3COONa, pH
4.5 ile muamele edilerek blokland:1 ve ardindan yiizey PBS ile yikanarak sinyalin dengeye
gelmesi beklendi. Sinyal dengeye geldikten sonra yiizey 10 dk boyunca 0,1 mg/ml BSA ile
spesifik olmayan baglanmalarin 6l¢iime etki etmemesi icin bloklandi. BSA muamelesinin
ardindan ylizey PBS ile yikanarak sinyalin dengeye gelmesi beklendi. Ardindan, 0,05
mg/ml D12E2-AFB1 karisimi 20 pl/dk hizda yiizeye gonderilerek sinyal 6l¢iildi.

3.2.15. Yiizey Rejenerasyonu

AFBI1 Yiizey Rejenerasyonu: Olgiimiin tamamlanmasinin ardindan sirasiyla 500 ul
ultrasaf su, 1 ml 75 mM NaOH %1 SDS, 750 pul ultrasaf su ve 750 pul PBS 200 p/dk hizda
yiizeye gonderilerek yiizeyde bagli olan D12E2 uzaklastirildi ve yiizey tekrar D12E2

baglanmasina uygun hale getirildi.
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OTA Yiizey Rejenerasyonu: Olgiimiin tamamlanmasinin ardindan sirasiyla yiiksek
hizda 1 dk ultrasaf su, 2 dk 50 mM NaOH %1 SDS, 1 dk ultrasaf su ve 1 dk PBS yiizeye
gonderilerek yiizeyde bagl olan 10F4 uzaklastirildi ve yiizey tekrar 10F4 baglanmasina
uygun hale getirildi.

36



4. BULGULAR

4.1. Konjugasyon Calismalari
4.1.1. AFB1-cBSA Konjugasyonu

Elde edilen AFB1-cBSA konjugatinin konjugasyon oran1 ve etkinliginin
hesaplanabilmesi i¢in 220-400 nm arasinda dalga taramasi yapild1 (Cizim 4. 1). Bu dalga
taramasinin sonuglarinda goriilen 360 nm absorbans degeri proteinin iizerine konjuge olan

AFB1’1 gostermektedir.
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Cizim 4. 1. AFB1-cBSA konjugatinin UV spektrumu

AFB1-cBSA konjugasyon orani, AFB1’in 360 nm’de gosterdigi absorbans sayesinde

Beer-Lambert kanunundan ¢ikarilan Denklem 3 kullanilarak hesaplandi.

Denklem 3.
Can/Ceprotein) = A360 X € protein 280 /(A280 X € ar3s0 — € Ar280 X A360)
A: absorbans, €: molar ekstinksiyon katsayisi, C: konsantrasyon.
Hesaplamalar sonucunda 0,72:1 oraninda AFB1-cBSA konjugasyonunun basariyla

gerceklestigi belirlendi.
4.1.2. OTA-cTF Konjugasyonu

OTA-cTF konjugasyonunun basarisini belirlemede spektrofotometrik dl¢iim
kullanildi. Spektrofotometrik o6l¢iimlerde cTF-OTA konjugatindaki spektral kaymadan

dolay1 konjuge olan cTF:OTA oram1 kesin olarak belirlenememekle beraber,
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konjugasyonun basarist 334 ve 380nm dalga boylarinda Absorbans degeri doruga ulasan
proteine bagli OTA miktarinin Slgiilmesi ile belirlendi (Cizim 4. 2). Proteinler 280nm
maksimum  absorbans (AbSmax) veritken OTA’nin Absma’t 334nm’de  olup

konjugasyondan sonra 380nm’de de okuma vermektedir.
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Cizim 4. 2. Katyonize hTf proteini (cTf), OTA ve OTA-cTf
konjugatin 260-400nm arasindaki OD (absorbance) degerleri

4.2. Immobilizasyon Cahsmalari

Yiizey immobilizasyonu, gelistirilen biyosensoriin performansini belirleyen temel
faktorlerden biridir. Bu nedenle tez galismasi kapsaminda kiigiik molekiillerin tespiti igin
uygun immobilizasyon ydnteminin belirlenmesine yonelik c¢aligmalar yapilmistir. Bu
dogrultuda ylizeye antikor ve antijenler immobilize edilmis ve immobilizasyon sonucunda
Olclimler yapilarak hazirlanan sensor yiizeyinin verimliligi degerlendirilmistir. Sensor
yiizeyinin verimliliginin degerlendirilmesinde yiizeyin rejenere edilebilme durumu,
tutarlilig1 ve elde edilen sinyal seviyesi goz onilinde bulundurulmustur.

4.2.1.  Antikor Yonlendirme ve Immobilizasyon Calismalar

Biyosensorlerde yiiksek hassasiyetin yakalanmasi icin Onemli unsurlardan biri
yilizeye immobilize edilen algilayic1 miktar1 olarak goriilmektedir. S6z konusu antikorlarin
algilayic1 olarak kullanimi oldugunda, immobilize edilen algilayicinin miktar1 kadar
onemli bir diger unsur antikorun tanima bdlgelerinin ulasilabilirligidir. Bu c¢alismada
yiizeyde algilayict olarak antikor bulundugu durumda antikorun tanima bdlgelerinin
ulagilabilirliginin artirilarak algilama kapasitesinin ylikseltilmesine yonelik calismalar ve

yaklagimlar sunulmaktadir. Calismanin bu bdliimiinde model molekiil olarak AFBI1
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secilmis ve IgG tipi bir antikor olan 8G8’in yonlendirilerek biyosensoriin algilayici
kapasitesinin artirilmasi hedeflenmistir. Bu ¢aligmalar kapsaminda antikorlarin direkt
adsorpsiyonu, Protein A yonlendirme ¢aligmalar1 ve antikorun disiilfit baglarinin DTT ile

kesilerek —SH gruplarinin agiga ¢ikarilmasi yoluyla yonlendirme ¢aligmalari yapildi.

DTT ile indirgeme c¢alismasinda 8G8 antikorunun indirgendigi DTT
konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla 1:4, 1:8, 1:16, 1:64, 1:128 ve 1:256 8G8: DTT
oraninda kesim ¢alismasi yapildi ve elde edilen antikorlarin indirgenme durumu %10 SDS-
PAGE ile gozlemlendi (Cizim 4.3). Elde edilen jel goriintiisii 1:256 oraninda DTT’nin
ortamdaki 8G8 antikorlarini etkin bir sekilde indirgedigini gostermektedir.
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Cizim 4. 3. DTT ile 8G8’in indirgenme caligsmasi sonucunda elde edilen %10 SDS-
PAGE goriintiisii. 1. 8G8, 0 DTT, 2. 8G8, 1:256 DTT, 3. 8G8, 1:128 DTT, 4. 8GS8, 1:64
DTT, 5. 8G8, 1:16 DTT, 6. 8G8, 1:8 DTT, 7. 8G8, 1:4 DTT, 8. 0,5 ug hTF, 9. 0,5 pg CA,
10. Marker (Thermo #26616).

Cizim 4. 3’te gosterildigi gibi indirgenen 8GS8 antikorlari, daha sonra ylizeye
immobilize edildi.

Diger yandan antikorun Fc bolgesine baglandig: bilinen Protein A yiizeye baglanarak
antikorlarin Fc bolgeleri aracilifiyla ylizey immobilizasyonu ve yonlendirilmesi saglandi.

Ardindan, QCM’in agirlik tabanli bir sistem olmas1 ve AFB1’in oldukg¢a kiiclik bir
molekiil olmasi nedeniyle AFBI’in bu sistemde dogrudan tespiti miimkiin
olamayacagindan; biyosensor tabanindaki algilayici kapasitesi, ¢cBSA baglanarak

agirlastirilmis AFB1 kullanilarak yarisimli immiinoassay ile 6l¢iildii.

Bu ¢alismada immobilizasyon ve antijen baglama etkinliginin degerlendirilebilmesi

icin tabana baglanan antikor miktar1 ve tabana baglanan antikorun yakaladigit AFB1-cBSA
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miktar1 olmak {izere iki parametre incelendi. Incelenen parametreler ve elde edilen

sonuclar Cizelge 4. 1°de gosterilmektedir.

Cizelge 4. 1. Antikor immobilizasyonunun etkinligini gelistirmek {izere denenen
direkt adsorpsiyon, Protein A ile yonlendirme ve DTT ile indirgeyerek yonlendirme
calismalarinda antikor ve AFB1-BSA konjugati baglanmasi sonucunda elde edilen frekans
distisleri

DIREKT iNDiRgg;r{];I}i]]EEK __ PROTEINA
ADSORPSIYON VONLENDIRME iLE YONLENDIRME
AF ANTIKOR 18 43 21
(Hz)
AF 15 3 65
KONJUGAT (Hz)

Rejenerasyon calismalarinda kullanilan 50 mM NaOH %l SDS uygulamasi
sonucunda yiizey etkinligini yitirdiginden ayni kristal {izerinde 6l¢iim yapilmaya devam
edilemedi. Bu durum, sert rejenerasyon kosullarmin kullanimini gerektiren durumlarda
antikor kapli ylizeylerin etkin bi¢imde sensor gelistirilmesinde kullanilamayacagini

gostermektedir.
4.2.2. Antijen Immobilizasyon Calismalari

Yarisimli  sistemlerde, ylizeye antijen immobilize edilerek Ornek icerisindeki
antijenin antikora baglanmak icin yiizeydeki antijenle yaristirilmasi ve ornekte bulunan
antijen miktarinin belirlenmesi miimkiin olabilmektedir. Bu tiir sistemlerde ylizeye
immobilizasyon etkinliginin yiliksek olmasi, 6l¢iim hassasiyetini ve deteksiyon araligini
dogrudan etkilemektedir. Bu nedenle yiiksek hassasiyetli Ol¢lim sistemlerinin elde

edilmesinde antijen immobilizasyonunun etkinligi nemli rol oynamaktadir.

Bunun yani sira, 6zellikle proteinlerden daha stabil olan hapten gibi analitlerin yiizey
immobilizasyonu daha yiiksek tekrarlanabilirlik ve rejenerasyonlara dayanikli stabil
yiizeyler olusturulmasi anlaminda avantaj saglamaktadir. Fakat kiiciik molekiil capina
sahip olan molekiillerin yiizeye yiiksek konsantrasyonda immobilizasyonunun molekiiller
aras1 bosluklar1 azaltarak sterik etkilerle antikor gibi biiyilkk molekiillerin antijene
baglanmasinin Oniine ge¢cmesi degerlendirilen ihtimaller dahilindedir. Bu nedenle bu
calisma kapsaminda ylizeye antijen-protein konjugatlarinin immobilizasyonu ve dogrudan

hapten molekiillerin immobilizasyonu stratejileri degerlendirilmistir.
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4.2.2.1. Yiizeye antijen-protein konjugat immobilizasyon calismalari

Bu calismada yiizeye daha seyrek antijen baglanmasi saglanarak antikorlarin sterik
engellenmeden etkilenmeden yiizeye rahatca baglanmasinin saglanmasi hedeflenmistir. Bu

calismada model toksin olarak OTA kullanilmustir.

Bu boliimde, daha 6nce hazirlanmis olan OTA-cBSA konjugati yiizeye kovalent ve

non-kovalent olmak tizere iki sekilde baglanmistir:

¢ SAM ile kaph yiizeye akis altinda OTA-cBSA immobilizasyonu

¢ OTA-cBSA’nin adsorpsiyon ile immobilizasyonu

Bu immobilizasyonlar sonucunda yiizeye 0,025 mg/ml 10 F4 antikoru gonderilmis ve
frekans degisimleri ol¢lilmiistiir. Bunun yani sira, antikor uygulamasinin ardindan 50mM
NaOH+%]1 SDS uygulamasi yapilarak yiizey rejenere edilmis ve yiizeyin tekrar antikor
baglama kapasitesi Ol¢lilmiistiir. Yapilan bu ¢alismada SAM kapl yiizeye akis altinda
OTA-cBSA kaplanmasi durumunda elde edilen antikor baglanmas1 ve rejenerasyon sonrasi
yiizeyin baglama kapasitesi Cizim 4. 4’te, adsorpsiyon yoluyla OTA-cBSA kaplanmasi
durumunda elde edilen antikor baglanmasi ve rejenerasyon sonrasi ylizeyin baglama
kapasitesi Cizim 4. 5’te gosterilmektedir. Yiizeye baglanan antikorlarin yarattig1 frekans

degisimleri Cizelge 4. 2’de karsilastirilmistir.

=

10 # SAM-OTA-cBSA

@ OTA-cBSA

Frekans Degisimi, AF (Hz)

1.10F4 2. 10F4 3. 10F4
Uygulamast Uygulamast Uygulamasi

Cizim 4. 4. OTA-cBSA’nin akis halinde immobilize edildigi yiizeylerde anti-OTA 10F4
antikoru ile etkilesimden saglanan frekans degisimleri. 1. Uygulama, kaplamanin ardindan
yapilan ilk Ol¢iimii, 2. Uygulama ilk rejenerasyondan sonra yapilan ilk o6l¢iimii, 3.
Uygulama ise 2. rejenerasyon sonrasinda yapilan 6l¢iimii ifade etmektedir.
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Cizim 4. 5. OTA-cBSA’nin adsorpsiyon yoluyla immobilizasyonunun ardindan 10F4
antikoru uygulamasi sonucunda elde edilen frekans degisimleri. Rejenerasyonun ardindan
yapilan 10F4 uygulamalarinda frekans degisiminde diisiis oldugu gbzlemlenmistir.
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Cizelge 4. 2. Farkli OTA-cBSA immobilizasyon stratejilerinde yilizeye baglanan 10F4’{in
meydana getirdigi frekans degisimleri ve yiizeyin rejenerasyon sonrasi tekrar baglama
kapasitesi

SAM-OTA- OTA-cBSA
cBSA (Akis altinda) | Adsorpsiyon

1. Uygulama AF 9,5 18
(Hz)

2. Uygulama AF 9,5 9
(Hz)

3. Uygulama AF 1,8 -
(Hz)

4.2.2.2. Yiizeye dogrudan toksin immobilizasyonu ile sinyal gelistirme

Yiizeye OTA toksinlerinin dogrudan kovalent olarak baglanabilmesi i¢in Oncelikle
yizey SAM (MUD) ile muamele edilerek yiizeyde —COOH veya —NH2 fonksiyonel
gruplar1 olusturulmustur. Ardindan detaylar1 yontem boliimiinde anlatildigr sekilde OTA

toksinleri yiizeye immobilize edilmistir.
4.2.2.3. Kovalent OTA immobilizasyonu ile yontem gelistirme ve OTA tespiti

Yapilan ¢alismada, yiizeye dogrudan toksinin immobilize edilerek serbest toksin ile
yarigtirilmasi stratejisi ile sinyal gelistirilmesi hedeflendi. Bu stratejinin tercih edilmesinin

sebebi;

I.  Yizey rejenerasyonu sirasinda kullanilan soliisyonlara antikorun daha dayaniksiz
olmas1 ve dolayisiyla ylizeye antikor immobilize edildiginde yiizeyin daha kisa dmiirlii

olacak olmasi,

ii.  Agirlik temelli 6l¢iim yapilmasi sebebiyle 150 kDa biiyiikliigiindeki antikorun dlgiim

sirasinda yiizeye baglanmasinin daha biiyiik bir frekans degisimine yol agacak olmasi,

iii. Immobilizasyon sirasinda ydnlendirme yapilmasi ihtiyacinin olmamasidir.
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Detaylar1 yontem bdoliimiinde anlatildig: sekilde uygulanan protokolde siire, ¢oziicii
ve toksin konsantrasyonlarinda yapilan degisikliklerle optimizasyon ¢aligmalar

gergeklestirildi.

Farkli immobilizasyon kosullariyla hazirlanan kristallere 10F4 antikoru verilerek
elde edilen frekans degisimleri ve kristaller arasi standart sapmalar Cizim 4. 6’da
gosterilmektedir. Yapilan optimizasyon calismalari sonucunda %66 ¢oziicii oraninda 6,6
mM OTA ile yapilan immobilizasyonlarin (1 numarali reaksiyon kosulu) en tutarh
Olctimleri verdigi ve tutarli reaksiyonlar arasinda en yiiksek antikor baglanmasini sagladigi
goriildli ve immobilizasyonlarda bu reaksiyon kosullarinin kullanilmasina karar verildi. 2,
4 ve 5 numarali reaksiyon kosullarinda kristaller arasi tutarlilik diisiik oldugu igin bu
kristallerle deneylere devam edilmedi. 6 ve 7 numarali reaksiyon kosullarinda hazirlanan
kristallerden elde edilen antikor sinyali ise ¢ok diisiik oldugu i¢in kullanilmadi. Diisiik
antikor yanit1 (algilayici kisit1), toksin icermeyen ortam ve zayif miktarda toksin igeren
ortam arasindaki farkin algilanmasi icin yeterli hassasiyet saglayamacagi icin, belirlenecek

toksin araligini kisitladigi i¢in bu kristallerle ¢alismalara devam edilmedi.
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Cizim 4. 6. Farkli immobilizasyon kosullarinda anti-OTA 10F4 antikoru ile elde edilen
frekans degisimleri ve kristaller aras1 standart sapmalar

Yiizeye dogrudan OTA immobilizasyonunun ardindan 0,025 mg/ml 10F4 yiizeye
gonderilerek frekans degisimi Ol¢iildii. Bunun yani sira yiizey 13 defa 50mM NaOH+%1
SDS ile muamele edilerek rejenere edildi ve rejenerasyonlar sonrasinda yiizeyin etkin

kalma durumu degerlendirildi. Elde edilen sonuglar Cizim 4. 7°de gosterilmektedir.
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Cizim 4. 7. SAM-OTA kapli ylizeyde 10F4 antikorunun baglanma etkinligi
rejenerasyonlar sonrasinda degisiklik gostermemistir.

SAM kapl ylizeye OTA baglanarak elde edilen verilerle OTA-cBSA immobilize
yizey kullanilarak elde edilen veriler karsilastirildiginda SAM kapli ylizeye OTA
baglanarak elde edilen sinyalin gelistirildigi goriildii. Fakat ¢ok kisitli olan bu sinyal
gelistirmeden ziyade verilerin rejenerasyon sonrasinda birbiriyle uyumluluk gostermesi
lizerine bu yontem lizerinden OTA tespiti i¢in yontem gelistirme c¢alismalar1 yapildu.
Yontem gelistirme caligmalari; rejenerasyon optimizasyonu ve kullanilan 10F4 miktarinin

optimizasyon ¢alismalarini icermektedir.

Daha 6nce immobilizasyonu detayli bir bi¢imde anlatilan Okratoksin A kaph
yiizeylerin anti-OTA 10F4 antikor uygulamasi sonrasinda rejenerasyonu ve tekrar
kullanilabilmesine yonelik caligmalar yapildi. Bu sekilde daha hizli, standart ve kolay
Ol¢iim yapilabilmesi saglandi. Rejenerasyon icin farkli stratejiler denenerek etkinlikleri

karsilastirildi. Bu yontemler ve etkinlikleri Cizelge 4. 3’te karsilastirilmistir;
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Cizelge 4. 3. OTA kapli sensor yiizeyinin rejenerasyon degerleri

] Antikor Rejenerasyon
Rejenerasyon Uygulanan o
] uygulamasi sonrast  antikor | % Etkinlik
soliisyonlari antikor
(AF) uygulamasi (AF)
0,1 M HCI 0,025 mg/ml
10 5,1 51
uygulamasi 10F4
50mM NaOH+%1 0,025 mg/ml
3,8 3,8 100
SDS uygulamasi 10F4
0,1 M pH 2,7 Glisin
0,05 mg/ml 10F4 | 17,8 14,3 80,34
uygulamast
0,025 mg/ml
50 mM NaOH 16,7 12,4 74,25
10F4
0,1 M NaOH+0,5M | 0,025 mg/ml
12,4 8,4 67,74
NaCl 10F4
50 mM NaOH+35 0,025 mg/ml
8,4 4,8 57,14
mM EDTA 10F4
100 mM NaOH + 70 | 0,025 mg/ml
4,8 3,8 79,17
mM EDTA 10F4
0,025 mg/ml
%50 Methanol 3,8 3,3 86,84
10F4
6M Guanidine 0,025 mg/ml
8,2 4,6 56,10
hidrokloriir 10F4

Algilama yontemi gelistirilirken, kullanilan antikorun hangi konsantrasyonda serbest
toksinle en verimli sekilde yarisim verdigini belirlemek amaciyla ELISA testi yapildi.
Yarisimlt ELISA’nin prensibi tipki sensor ¢alismalarimizda oldugu gibi ortamda serbest
toksinin varliginda antikorun tabana immobilize antijenlere daha az baglanarak 6lgiilen
sinyalde bir diisiis gozlenmesine dayanmaktadir. Aralarindaki tek fark immobilizasyon
yontemleri ve tespit seklidir. Sensor calismalarimizda kiitle temelli bir tespit yapilirken

ELISA’da alkalen fosfataz enzimi ile isaretli ikincil bir antikor tabandaki antijenle
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etkilesime giren antijene 0Ozgii antikorumuza baglanarak kolorimetrik O6lgiime imkan
saglamaktadir. Bu caligmada elde edilen sinyal egrileri Cizim 4. 8’de gosterilmektedir. Bu
verilerle antikor miktar1 azaltildiginda yarisim kapasitesinin artirildigi gosterildi. Sensor
uygulamasinda 0,02 mg/ml’nin altindaki konsantrasyonlarda hizli ve etkin sonug
allmamamasi sebebiyle bu konsantrasyonun altinda denemeler yapilmaya gerek goriilmedi.
Bu verilerden yola ¢ikilarak ¢alismalar 0,025 mg/ml anti-OTA 10F4 antikoru kullanilarak

stirdiiriildi.

120 4 ® 0.025 mg/ml 10F4
] e 0.05 mg/ml 10F4
A 4 0.1 mg/ml 10F4
100 - A
e
80 -
9 "
g A
T 60~
£
0 "
40 . &
& . A
20 4 - o
0 T T v T v T T
0 50 100 150 200
OTA (ppb)

Cizim 4. 8. 0,025, 0,05 ve 0,1 mg/ml 10F4 ile artan konsantrasyonlarda (0, 10, 20, 50, 100
veya 200 ppb) toksin etkilesimine bagli ELISA sinyali.

0,025 mg/ml 10F4 antikoru uygulamasi ile elde edilen egri Cizim 4. 9’da
gosterilmistir. Elde edilen egri, 0,025 mg/ml 10F4 antikoru kullanildiginda OTA tespitinin
50 ile 200 ppb arasinda giivenle yapilabilecegini gostermektedir.

Olgiim sistemlerinin istenen &zelliklerinden bir digeri, analiz siiresinin kisa
olmasidir. Bu nedenle sensor yiizeyine antikor ve o6rnek karigiminin uygulanmasinin
ardindan gegen siirenin belirleme limiti (LOD, limit of detection) ve kantifikasyon limitine
(LOQ, limit of quantification) etkisinin belirlenmesi amaciyla 5 dk, 10 dk ve sinyal
dengeye ulastiktan sonra Olglimler yapilmistir. Yapilan 6l¢imler sonucunda elde edilen
egriler Cizim 4. 9’da, bu dlgiimlere bagli yapilan R%, LOD ve LOQ hesaplamalari Cizelge 4.

4’te gosterilmektedir.
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Cizim 4. 9. OTA kapl yilizeye 0,025 mg/ml 10F4 uygulamasi sonucunda elde edilen
frekans degisiminin farkli miktarlarda serbest OTA ile etkilesimi.

Cizelge 4. 4. Zamana baglh yapilan olgiimler sonucunda hesaplanan R? LOD ve LOQ
degerleri

R? LOD LOQ
5dk 0,997 19,3 ppb 58,5 ppb
10 dk 0,998 17,2 ppb 52,0 ppb

Denge 0,995 26,5 ppb 80,2 ppb

Yarigimlt OTA tespit ¢alismalarinda farkli toksin konsantrasyonlar1 varliginda elde

edilen sensor 6l¢iim egrileri Cizim 4. 10°da gosterilmektedir.
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Cizim 4. 10. Farkli OTA konsantrasyonlar1 varliginda elde edilen sensor dl¢iim egrileri

4.3. Antikor-Dendron Konjugasyonu ile Hassasiyet Gelistirme

4.3.1. Anti-AFB1 Antikoru D12E2-PBM321 Konjugasyonunun

Karakterizasyonu

3.2.12 D12E2-Dendron Konjugasyonu boliimiinde anlatildigr gibi hazirlanan D12E2-
PBM 321 konjugati boyutunun ¢ok biiyiik olmasi nedeni ile SDS-PAGE ile analiz
edilemedi. Bu nedenle konjugat boyutu ve agirligi dolayli olarak QCM 100 MHz ile test
edilerek konjuge edilmeyen D12E2 ile karsilastirildi. Bu karsilagtirma ¢alismasinda yiizeye
AFB1 immobilize edildi. Immobilizasyon isleminin detaylar1 ydntemler boliimiinde

anlatilmistir.

Olgiim ve karsilastirma ¢alismalarinda 0,05 mg/ml DI12E2 ve DI12E2-PBM321
antikorlar1 ylizeye gonderilmis ve olusan frekans farklari Olclilmiistiir. Calismalar ii¢
tekrarli olarak gerceklestirilmis olup elde edilen frekans farki Cizim 4. 11°de
gosterilmektedir. Yapilan ¢aligma sonucunda D12E2-PBM321°nin D12E2’ye gore 8,6 kat

daha fazla frekans diisiisline sebep oldugu goriilmiistiir.
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Cizim 4. 11. 100 MHz QCM ile yapilan Ol¢limlerde D12E2 ve D12E2-PBM321
baglanmasi sonucunda elde edilen frekans farklari

4.3.2. D12E2-PBM321 Konjugati ve DI2E2 ile Yapilan AFB1 Olgiim

Calismalan

Yontemler boliimiinde detayli bir sekilde anlatildigt gibi  Yiizeye AFBI1
Immobilizasyonu ile Yontem Gelistirme ve AFB1 Tespiti ¢alismalarinda 6ncelikle tabana
SAM Kkaplandi, ardindan olusan SAM tabakasina AFBI-oxim molekiilleri kovalent
bicimde baglandi. Yiizey bu sekilde hazirlandiktan sonra farkli konsantrasyonlarda AFB1
ile 0,05 mg/ml DI12E2 karistirilarak Love Wave 6lgiimleri yapildi. Olgiim sonucunda
olusan Phase Shift degerleri analiz edildi. Verilerin degerlendirilmesinde 0 AFBI
konsantrasyonunda elde edilen phase shift degeri %100 kabul edildi ve diger
konsantrasyonlarda elde edilen phase shift degerleri 0 AFB1 konsantrasyonunda elde
edilen phase shift degerine oranlanarak % degerleri hesaplandi. Yapilan bu caligmalar
sonucunda Cizim 4. 12’de de gosterildigi tizere gelistirilen AFB1 sensoriiniin en diisiik

belirleme siniriin 250 ppt oldugu goriildii.
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Cizim 4. 12. 0,05 mg/ml D12E2 antikoru kullanilarak yapilan 6l¢timler Love wave tabanl
AFBI biyosensoriiniin en diisiik belirleme sinirinin 250 ppt oldugunu gostermektedir.

Bu galigmada D12E2 antikorlar1 5. Jenerasyon Polyester bis-mpa 32-karboksil-1-
amin (PBM321) isimli dendron konjuge edilerek, gelistirilen biyosensoriin AFB1
hassasiyeti degerlendirildi. DI12E2’nin PBM321’¢ konjugasyonu ile antikorun valensi
degeri ve agirligi artirilmak istendi. Yapilan Ol¢timler sonucunda elde edilen degerler
D12E2 yerine D12E2-PBM321 konjugati kullanimimin en diisik AFBI1 belirleme sinirini
250 ppt’den 0,2 ppt’ye disiirdiigli gorildi. Elde edilen sonuglar Cizim 4. 13’te

gosterilmektedir.
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Cizim 4. 13. 0,05 mg/ml D12E2-PBM321 konjugati kullanilarak yapilan 6lgiimler Love
wave tabanli AFB1 biyosensoriiniin en diisiik belirleme smirinin 0,2 ppt oldugunu
gostermektedir.
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5. TARTISMA

Bu c¢alismada antijen ve antikor immobilizasyonuna yonelik farkli yontemler
karsilastirilarak olgtim yontemi gelistirilmis, bunun yan1 sira yiiksek hassasiyete sahip
Olctim platformu kullanilmis ve antikorlarin dendronlar ile konjugasyonu yapilarak
optimizasyonlar gergeklestirilmistir. Bu yolla piezoelektrik immiinobiyosensorler
kullanilarak kiiclik molekiillerin tespitine yonelik duyarlik gelistirmesi saglanmis olup

bu sonuca katk1 saglayan unsurlar asagida tartisilmistir.
5.1. Immobilizasyon Calismalar:
5.1.1. Antikor Yonlendirme Calismalari

Antikorun immobilize edildigi tani sistemlerinde en biiyiik problem, baglanma
sirasinda antikorun edindigi konformasyon nedeniyle antijen tanima bdlgelerinin
ulagilamaz olmasidir. Bu c¢alismada, iki farkli antikor yonlendirme stratejisi denenerek
antikorun tanima bolgelerinin ulasilabilir olmasi1 hedeflenmistir. Bu iki stratejiden ilki,
antikorun iki agir zinciri arasindaki disiilfit baglarinin koparilarak altin yiizeyine S-S
baglar1 ile yiiksek afiniteli baglanmanin gerceklesmesi ve antikorun antijen tanima

bolgelerinden tabana baglanmasinin engellenmesidir.

Literatiirde yer alan ¢alismalar, DTT ile yonlendirmenin l¢iim kapasitesini yaklagik
2 kat artirdigin1 gostermektedir (Sharma ve dig. 2010; Baniukevic ve dig. 2013).
Caligmamizda, yonlendirme olmadan direkt adsorpsiyon yontemiyle immobilizasyon
yapildiginda tabana baglanan antikorlar 18 Hz’lik frekans degisimine yol acti. Ote yandan
DTT ile indirgenen antikorlar ¢ok daha verimli bir sekilde ylizeye baglanarak 43 Hz’lik
frekans degisimine yol agti. Buna karsilik, yonlendirilmemis antikora baglanan AFBI-
cBSA 1,5 Hz’lik kaymaya sebep olurken, DTT ile yonlendirme yapildiginda baglanan
AFB1-cBSA’nin 3 Hz’lik bir kaymaya sebep oldugu goriildii. Bu artis, literatiirde yer alan
caligmalarla uyumlu olarak 2 kattir. Fakat her ne kadar elde edilen baglanma iki katina
ulasmis olsa da, frekanstaki bu kayma bir standart egri elde edilebilmesi igin yeterli
degildir.

Antikorun yonlendirilmesinde kullanilan bir diger strateji Protein A’nin antikorun Fc
bolgesine olan afinitesine dayanmaktadir. Boylelikle tabana baglanan Protein A, antikorun
kuyruk bélgesine baglanarak antijen baglama bolgelerini agikta birakacak ve antijenlerin
bu bolgeye ulasimi kolaylasacaktir. Bu ¢alismada, Protein A yiizeye direkt adsorpsiyonla
baglanmis ve ardindan yiizeye 0,1 mg/ml 8G8 uygulanmistir. Bu yolla baglanan antikor 21
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Hz’lik bir frekans farki olusturmasina ve bu miktar direkt adsorpsiyonla baglanan antikor
miktartyla birbirine ¢ok yakin olmasina ragmen ¢ok daha fazla AFB1-BSA konjugati
baglanabilmis ve 65 Hz’lik frekans farkina yol agmistir. Sinyaldeki bu artis, serbest
ortamdaki AFB1’in yiiksek hassasiyetle belirlenebilecegi konusunda heyecan uyandirsa da
Protein A ve antikor arasindaki iliski olduk¢a hassas bir iliski oldugundan Protein A’ya
baglanan antikorlar ve tabana baglanan Protein A sert rejenerasyon kosullarina

dayanamamis ve ortamdan uzaklasmistir.

Buna ek olarak caligilan sistem agirlik tabanli bir sistem oldugundan tabana antikor
immobilize edildiginde AFB1’in agirlagtirilmasi gerekmis ve antijenler cBSA ile konjuge
edilerek agirlagtirilmistir. Fakat protein ile konjugasyon islemi bir miktar agregasyona

sebep olmus, bu da dl¢iimlerde tutarsizliklara yol agmustir.

Bunun da 6tesinde, ¢alismakta oldugumuz antikor olan 8GS8’in antijenimize ¢ok
yiiksek afiniteyle baglanmasi ve AFB1’in hidrofobik bir molekiil olmasi1 sebebiyle antijen-
antikor arasindaki iliskinin koparilmasi ve yiizeyin rejenere edilip tekrar kullanilabilmesi
icin oldukga sert bir tampon olan 50 mM NaOH %1 SDS kullanilmistir. Bu tampon,
protein yapidaki antikora zarar verdigi i¢in ylizeyde antikor immobilizasyonu stratejisinin

uygulanmasi bu ¢alisma i¢in miimkiin olamamustir.
5.1.2. Antijen immobilizasyon Cahismalar
5.1.2.1.Yiizeye antijen-protein konjugat immobilizasyon ¢calismalar:

Gergeklesen bir algilayici-analit baglanmasinin bir diger etkilesime engel olmasi
durumu, sterik engelleme olarak aciklanmakta olup immobilizasyon temelli tam
sistemlerinde goz oniinde bulundurulmasi gereken bir parametredir (Edwards 2007; Zhao
ve dig. 2013). Antikorlar olduk¢a biiyilk molekiiller olduklarindan, sensor yiizeyine
baglandiklarinda bir diger antikorun baglanmasini engellememesi igin yapilan bu
calismada antijenlerin bir protein iizerine immobilize halde daha seyrek baglanmasi

hedeflendi. Bu ¢alismada model toksin olarak OTA kullanilmustir.

Bu boliimde, daha 6nce hazirlanmis olan OTA-cBSA konjugati yilizeye kovalent ve
non-kovalent olmak iizere iki sekilde baglanmistir. Yiizeye kovalent baglama stratejisinin
rejenerasyonlar sonrasinda antijenin ylizeyden sokiilmesini engelleyerek yiizeyin

fonsiyonelligini kaybetmesini engellemesi acisindan faydali olacag diigiiniilmiistir.
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Bu ¢alismada adsorpsiyon yoluyla baglanan OTA-cBSA’nin ilk asamada kovalent
baglamaya gore 2 kat daha fazla antikor bagladigi fakat ilk rejenerasyonda etkinliginin
yarisini kaybettigi goriilmiistiir. Bu durumun yiizeydeki antijenlerin kaybindan olustugunu
gostermek amaciyla ylizeye tekrar OTA-cBSA gonderildikten sonra antikor baglama
kapasitesinin tekrar ayni seviyeye ulagmasi kapasite kaybinin antijenlerin yiizeyden
uzaklasmas1 nedeniyle gerceklestigini kanitlamaktadir. Ote yandan SAM kapli yiizeye
OTA-cBSA kovalent olarak baglandiginda yiizeyin antikor baglama kapasitesi diismiis
olmasma ragmen akis altinda yapilan immobilizasyonda 1. rejenerasyon sonucunda
aktivite kayb1 goriilmemis, fakat 2. Rejenerasyon sonucunda aktivite kaybi1 gergeklesmistir.
Bu durumun kovalent baglanan antijenlerin yilizeyden uzaklasmasi sonucunda
gergeklesmesi beklenmedik bir durum oldugundan yiizeye tekrar OTA-cBSA verilerek
yiizeye OTA-cBSA baglanmasi olup olmadig: test edildi. Yapilan ¢alismada yiizeye tekrar
OTA-cBSA baglanmamasi; uygulanan rejenerasyon islemi sonucunda yilizeyden antijen
uzaklagmasi sonucunda degil, yiizeydeki protein-toksin konjugatlarinin konformasyonel
yapisindaki degisiklik sonucunda toksinlerin maskelenmesi nedeniyle olabilecegi veya
etkin rejenerasyonun yapilamadigi seklinde yorumlanabilir. Fakat yiizeye kaplanan SAM
tizerine dogrudan toksin immobilize edildiginde boyle bir rejenerasyon sorunuyla
karsilasilmamis olunmasi, sert rejenerasyon kosullarinda tabandaki protein varliginin
aktivitesi onemli olmasa bile yiizeyin tekrar kullanilabilirligini etkiledigini ifade
etmektedir. Literatiirde yer alan ¢alismalarda tabanda OTA-BSA konjugati kullanildiginda
onemli aktivite kaybi yasanmadan etkin rejenerasyon dongiileri uygulanabildigi
goriilmektedir (Adanyi ve dig. 2007; J. Yuan ve dig. 2009). Benzer calismalar farkli
mikotoksinler i¢in de uygulanmig ve 500 defa rejenere edilebilen yiizeyler bu yolla
gelistirilebilmistir (Tiidos ve dig. 2003). Rejenerasyon iglemi, kullanilan antikor ve antijen
arasindaki iliskinin dogasiyla dogrudan alakali oldugundan farkli antikorlar kullanilarak
ayn1 rejenerasyon basarisina ulasmak miimkiin olmayabilmektedir. Yukarida isaret edilen
yayinlarda kullanilan antikoru Guanidine HCI ile tabandaki kaplamaya zarar vermeden
etkin bir sekilde uzaklastirmak miimkiinken bizim antikorumuz ile antijenimiz arasindaki
iliskinin dogas1 nedeniyle bu soliisyon kullanildiginda ancak %356’lik bir rejenerasyon

saglanabilmistir.
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5.1.2.2.Yiizeye OTA immobilizasyonu ile yontem gelistirme ve OTA tespiti

Yiizeye dogrudan toksin immobilizasyonu iizerine yapilan ¢alismalarda Ertekin ve
ark.’mn 2016’da yaptig1 calisma iz alinmistir. Bu ¢alisma, 5 MHz QCM kristallerine 6nce
SAM, ardindan dogrudan AFBI1 kaplanarak yiiksek afiniteli bir antikor olan D12E2 ile
gerceklestirilmistir. Yapilan ¢alismada, bizim de rejenerasyon i¢in kullanmak durumunda
kaldigimiz 50 mM NaOH %1 SDS soliisyonuna direncli sensor yiizeylerinin AFB1 tespiti

i¢in kullanimini icermektedir.

Yiizeye dogrudan OTA immobilizasyonu ile, bu ¢alismada daha once antikor ve
antijen-protein konjugatlari immobilizasyonu sonucunda elde edilen sensor sinyallerinden
daha tutarli ve yiiksek sonuclar elde edilmesi ve sert rejenerasyon kosullarina dayanikli bir
yiizey ile ornek i¢inde bulunan farkli konsantrasyonlardaki OTA’nin yarigimli sistem ile

tespitinin yapilabilmesi hedeflenmistir.

Bu calismada karsilasilan ilk sorun, OTA’nin ¢Oziniir oldugu bilinen ethanol
konsantrasyonunda, ¢apraz baglama i¢in kullanilan EDC ve NHS’in ¢6ziiniir olmamasi
olmustur. Bunun {izerine bir dizi farkli reaksiyon kosulu denenerek immobilizasyon
optimizasyonlar1 ger¢eklestirilmistir. Literatiirde simdiye kadar bu sekilde uygulanmig bir
OTA immobilizasyon stratejisi bulunmamakta olup bu calisma biyosensorlerde OTA
immobilizasyon caligsmalar1 agisindan yenilik tasimaktadir. Hazirlanan bu kristaller ayn
zamanda rejenerasyon etkinligi acisindan da degerlendirilmis ve hazirlanan yiizeylerin en
az 13 defa etkinlik kayb1 yasanmadan kullanilabilecegi goriilmiistiir. Toksinin dogrudan
ylizeye immobilizasyonu ile kii¢iik molekiillerin tespitinde c¢ok defa rejenerasyon
yapilabildigi ve spesifik olmayan sinyallerin azaltilabilecegi raporlanmistir (Ertekin ve
dig., 2016; Taylor ve dig., 2008; Llamas ve dig., 2007; Mitchell, 2010) Taylor ve ark.’in
2008’de kiigiik molekiil yapida bir toksin olan tetrodotoxinin (TTX) SPR ile tespiti iizerine
yaptig1 calismada, TTX yiizeye SAM aracilifiyla konjuge edilmis ve 50 mM NaOH ile
rejenere edilmistir. Bu calismada etkinlik kaybi olmadan yiizeyin 7 defa rejenere
edilebildigi gorilmistiir. Bu ¢aligmada kullanilan rejenerasyon tamponu bizim
caligmamizda ancak %74 liik rejenerasyon saglayabilmistir. Ertekin ve ark., (2016)’mn
calismasi, bizim kullandigimiz rejenerasyon soliisyonu olan 50 mM NaOH %1 SDS
kullanildiginda aktivite kaybi1 yasanmadan 9 ardisik rejenerasyon yapilabildigini

gostermistir. Bu bilgiler 15181inda sert rejenerasyon kosullarmin uygulandigi ¢aligmalarla
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karsilastirildiginda, elde edilen 13 rejenerasyon dongiisiiniin olduk¢a basarili bir sonug

oldugu goriilmektedir.

Yiizeye dogrudan toksin immobilizasyonu sonucunda baglanan antikorun yol ag¢tig1
frekans kaymasi ile OTA-cBSA immobilize yiizeye baglanan antikorun yol agtig1 frekans
kaymas1 karsilagtirlldiginda baglama etkinligi agisindan biiyiik bir sinyal gelistirme elde
edilememistir, bu durumun sterik etkilerden kaynaklandig1 diisiiniilmektedir. Literatiirde
dogrudan toksin immobilizasyonu yapildiginda sterik etkilenmeden dolay1 toksin-protein
konjugati immobilize edildigindekiyle benzer sonuglar goriilmesi durumuna rastlanmistir
(Prieto-Simon ve dig. 2010; Llamas ve dig. 2007). Bu yolla sinyal gelistirme elde
edilememis olmasina ragmen bu sonug, rejenerasyonlara dayanikli yiizeyler ve tutarl
sonuclar elde edilebilmesi nedeniyle yontem gelistirme penceresinden ele alindiginda

kiymetlidir.

Yarigimli sistemlerde yontem gelistirilirken ele alinmasi gereken bir diger unsur
kullanilan antikorun konsantrasyonudur. Ortamda ¢ok fazla antikor olmasi durumunda
Olciilmesi hedeflenen analitin baglanarak blokladig:1 antikorlar disinda serbest kalan
antikorlar yiizeyde immobilize edilmis antijenlere ayni sekilde baglanabilir. Bu nedenle
yiiksek miktarda antikor kullanimi diisiik hassasiyete ve yiiksek tespit limitlerine yol agar
(Wild 2005). Bu durumdan kaginmak i¢in bu ¢alismada tabana antijen kaplanarak yarisimli
ELISA ile olgiilebilen sinyal ve OTA tespit limitleri gozetilerek en uygun antikor
konsantrasyonu 0,025 mg/ml olarak belirlendi. Bu konsantrasyon biyosensor
caligmalarinda 0,006 ile 0,5 mg/ml arasinda degismekte olup bu konsantrasyonun

belirlenmesinde kullanilan antikorun afinitesi belirleyici olmaktadir.

Anlatildig1 sekilde gelistirilen yontem kullanilarak soliisyon igindeki serbest OTA
Ol¢iimleri yapilmis ve bir standart egri elde edilmistir. Elde edilen standart egri
incelendiginde gelistirilen biyosensoriin 50 ile 200 ppb arasinda OTA tespit edebilecegi ve
bu degerin literatiirde yer alan ve tespit araligt 50-1000 ppb olan diger OTA

immiinobiyosensodrle uyumluluk gosterdigi goriilmiistiir (Tsai ve Hsieh 2007).
5.2.  Antikor-Dendron Konjugasyonu ile Hassasiyet Gelistirme

Bu calismada, daha 6nceden kullandigimiz 5 MHz QCM ile elde edilen sinyallerin
artirilmas1 ve hassasiyetin gelistirilmesi amaciyla daha yiliksek frekansta caligilmasi
planlandi. Fakat daha yiiksek frekansta calisiyor olmanin daha yiiksek giiriiltiiye sebep

olacagi bilinmektedir (Isabel ve dig. 2013). Bu nedenle, sivi sistemlerde kullanilmak iizere
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optimize edilen ve yiiksek frekanslarda QCM’lerle karsilastirildiginda daha diisiik giiriiltii
sorunu yasanan bir diger piezoelektrik sistem olan Love Wave sensoriiniin kullanilmasina

karar verildi ve 6l¢gtimler 120 MHz frekansta yapildi.

Love wave sensorii ile yapilan ¢alismalar Ertekin ve ark.’mn 2016’da raporladig:
QCM tabanli AFBI biyosensor caligsmalari 1s1ginda ilerletilmistir. ' Yontem bdliimiinde
detayli sekilde anlatildig: gibi altin yiizeye 6nce SAM kaplanmis, ardindan D12E2-AFB1

karigimlart sisteme gonderilerek faz kaymasi (phase shift) degerleri 6lglilmiistiir.

Yapilan ¢alisma sonucunda en diisiik AFB1 belirleme limitinin 250 ppt oldugu ve
250 ppt ile 5000 ppt arasinda lineer egriye sahip oldugu goriilmiistiir. Ertekin ve ark.,
(2016), ayni sekilde immobilizasyon yapilarak ve ayni antikorla QCM 5 MHz ile
calisildiginda bu araligi 1250-10000 ppt olarak belirlemistir. Elde edilen bu sonuglar 120
MHz frekansta Love wave sensorlerle ¢alisildiginda tespit hassasiyetinin 5 kat artirildigimn
gostermektedir. Love wave sensorler kullanilarak oOrnek igindeki serbest AFB1’in
taninmasina yonelik heniiz literatiirde ¢alisma bulunmadigindan elde edilen degerlerin

literatiirdeki AFB1 Love wave sensorleri ile karsilastirmasi miimkiin olmamaktadir.

Bu tez calismasinda 6l¢iim platformunun ve calisma frekansinin degistirilmesinin
yani sira kullanilan D12E2 antikorunun 5. Jenerasyon polyester bis mpa 32 karboksil 1
amin (PBM321) ile konjugasyonu ile agirliginin ve valensisinin artiritlmasi hedeflenmistir.
D12E2-PBM321 ile love wave platformunda yapilan 6lgiimler sonucunda elde edilen
standart egri, 0,2-20 ppt araliginda AFB1 Olclimii yapilabilecegini gostermektedir. Bu
strateji ile AFB1 6l¢iim hassasiyeti yaklasik 1250 kat gelistirilmistir.

Piezoelektrik biyosensorlerde antikorun agirlastirilarak AFB1 6l¢iim hassasiyetinin
gelistirilmesine yonelik caligmalarin benzerleri bulunmaktadir. Fakat bu c¢alismalarda
genellikle altin nanopartikiil gibi esnek olmayan yapilar kullanilmis ve belirleme limiti 10
ppt’ye, Ol¢lim limiti ise ancak 100 ppt’ye kadar diisiiriilebilmistir (Jin ve dig. 2009). Bu
calismada kullanilan PBM321’in farki, oldukca esnek bir yapi olmasi nedeniyle iizerinde
bulunan birden fazla D12E2’ye yapisal engellemeye neden olmadan tabana baglanabilme

sansi sunmasidir.

Dendrimerlerle yapilan AFB1 biyosensor c¢alismalarinin tamaminda dendronlar
immobilizasyon i¢in kullanilmis olup yapilan c¢alismanin benzeri literatiirde yer
almamaktadir (Castillo, Poturnayova, ve dig. 2015; Castillo, Spinella, ve dig. 2015; Satija
ve dig. 2011). Dendronlarin diisilk molekiil agirligi (=3 kDa) nedeniyle yeterince agirlik
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saglayamayacagl icin daha ¢ok immobilizasyon i¢in kullanilmaktadir. Bu caligmada
dendronlar hali hazirda yiiksek molekiil agirligina sahip IgA tipi antikorlarin birden
fazlasini bir araya getirebilecek esnek bir platform olarak kullanilmistir. Bunun sonucunda
olusan yapimin valensisi artmistir. Antikorlarin valensisinin rekombinant olarak artirildig
bir ¢aligmada, aviditenin ylikselmesi nedeniyle ayrilma katsayisinin 3,5 kat diistiigii (Koff),
dolayistyla antijene daha kuvvetli baglanmanin gerceklestigi deneysel olarak gosterilmistir
(Ito ve Kurosawas 1993). Pankarsinomaya karsi terapétik antikorlarin kullanildigi bir
diger c¢alismada ise bivalent [ScFvy] vyapist rekombinant olarak [ScFv;]2’ye
doniistiiriildiiglinde baglanma afinitesi sabitinin (Ko,) 4 kat arttigi tespit edilmistir (A. Goel
ve dig. 2000). Bu bilgiler ele alinarak kofi/Kon olarak ifade edilen denge ayrilma sabiti (Kp)
yeniden yorumlandiginda, kos’taki diisiis ve kon’daki artis nedeniyle Kp’nin 6nemli oranda

diismesi ve buna bagli olarak baglanmanin 6nemli oranda kuvvetlenmesi beklenmektedir.

Bu calisma kapsaminda elde edilen 1250 kathik sinyal gelistirmenin, D12E2-
PBM321 konjugatinin hem Kp’sinin diismesi nedeniyle baglanmasiin kuvvetlenmis
olmasit hem de agirlik artis1 nedeniyle olusturdugu sinyalde artis olmasi sonucunda

gerceklestigi diistiniilmektedir.
5.3.  Smmrhhklar

Calisma  siiresince  karsilasilan  en  temel  smirlii@in @ zaman  oldugu
degerlendirilmektedir. Calismanin genelleme anlaminda daha kuvvetli olmasi agisindan
PBM321 konjugasyonunun farkli kiiclik analit antikorlar1 i¢in de denenerek hassasiyet
artirma etkinliginin gdsterilmesinin anlamli olacagi disliniilmektedir. Bunun yani sira
tartisma boliimiinde PBM321 ile elde edilen duyarlik gelistirme etkinligi baglanma
kuvvetinin artig1 ve antikorun agirhiginin artmasi ile aciklanmistir. Antikor agirligindaki
artig deneysel olarak gosterilmistir. Fakat baglanma kuvvetindeki artigin da deneysel olarak

gosterilmesi calismayi giliglendirecektir.
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6. SONUCLAR VE ONERILER

Yapilan tez c¢aligmasi  kapsaminda  kiiciik  molekiillerin  piezoelektrik
immiinobiyosensorler kullanilarak tespitine yonelik yontem ve duyarlik gelistirilmesi
hedeflenmistir. Yontem gelistirilmesi kapsaminda ele alinmasi 6ngoriilen immobilizasyon
karsilastirmalar1 yapilmis ve yapilan karsilastirmalar sonucunda tabana kovalent antijen
baglanmasinin rejenerasyonlara dayanikli yiizey olusturulmasi agisindan verimli oldugu

sonucuna varilmastir.

Yontem gelistirilmesinin ardindan duyarlik gelistirmek amaciyla yiiksek frekanslarda
daha disiik giiriiltii ile 6l¢lim yapabilen 120 MHz Love wave platformu ile ol¢limler
gercgeklestirilmis ve 5 MHz QCM ile yapilan Ol¢limlere gore 5 kat daha hassas sonuglar
elde edilmistir. Buna ek olarak antikora PBM321 dendronu konjuge edilerek antikorun
agirligl ve baglanma kuvveti artirilmistir. Yapilan 6l¢timler sonucunda bu stratejinin 1250

kat daha diisiik konsantrasyonda AFB1 6l¢iimiine izin verdigi belirlenmistir.

Sinirhiliklar boliimiinde de ele alindig: {izere etkinligi belirlenen PBM321 dendron
konjugasyonu stratejisinin farkli kiigiik analitlerin tespiti i¢in de uygulanarak sonuglarin
dogrulanmasi stratejinin genellenebilmesi agisindan 6nem tagimaktadir. Bunun yani sira
sadece agirlik artis1 ile agiklanamayacak olan yiiksek hassasiyet artisinin teorik olarak

iliskilendirdigi Kp diisiisii ve baglanma kuvvetinin artis1 deneysel olarak da gosterilmelidir.
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