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Giliniimiiz diinyasinda gelisen teknoloji ile su, gida ve gevresel kirliligin artmasiyla bu temel ihtiyaglarin saglik
kontrolii oldukg¢a zorlayicidir. Bu tiir eksiklerin giderilmesi lizerine bir ¢alisma olmustur. Bu amagla iki temel
asamal1 bir ig plan1 olusturulmustur. Birincisi; hedef bakteriye secici tepki veren biyomolekiillerden olan
proteinoidler sentezlenip karakterize edilmistir. Suana kadar kullanilan biyolojik tanima elemanlarindan ilk defa
farkl1 olarak proteinoidler bu ¢alisma ile kullanilmustir. ikinci asamada ise proteinoidler, yayilim gdsteren
bakterileri sec¢ici olarak algilayarak elektriksel empedans ile fiziksel parametrelerde degisime neden olarak
bioelektrik doniisiimii saglanmasidir. Doniistiiriicii (transducer) igerisinde elektriksel karakterizasyon yontemleri
ile bakteri uyarimlarinda teshis basarimi elde edilmistir.

Anahtar Kelimeler- Proteinoid, Antibakteriyel, Biyobozunur, Biyoelektronik, Empedans

ABSTRACT

In today's world, with the developing technology and the increase in water, food and environmental pollution, the
health control of these basic needs is quite challenging. There has been a study on the elimination of such
deficiencies. For this purpose, a two-stage business plan was created. First; Proteininoids, which are biomolecules
that react selectively to target bacteria, were synthesized and characterized. Unlike the biological recognition
elements used up to now, proteinoids were used in this study for the first time. In the second stage, proteinoid
selectively detects spreading bacteria and cause a change in electrical impedance and physical parameters, thereby
providing bioelectric transformation. Diagnostic performance in bacterial stimulation was achieved with electrical
characterization methods in the transducer.
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|. GIRIS

Giliniimiizde giincel gelismelere ragmen yaygin mevcut teknolojiler ile ortamdaki patojen analizi
ortamdan numune alinarak yapilan laboratuvar testlerinin degerlendirilmesi ile yapilmakta, bu yontem hem zaman
hem de biiyiik bir milli gelir kaybina yol agmaktadir. Bu yontemler ¢ogu karmasik, pahali, zayif segicilige sahip
ve tekdiize prosediirler gerektirirler. Buna karsilik, elektrokimyasal yontemlerin diisiik maliyetli, basit, hassas
olmasi ve gesitli biyolojik tiirlerin segici olarak belirlemesi ayrica hizli cevap siiresi bu yontemleri ¢ekici
kilmaktadir. Kimyasal olarak modifiye edilmis elektrodlarin ortaya g¢ikmasi ile elektro analiz alaninda hizh
iyilestirmeler saglanmis, hassasiyet ve segicilik i¢in daha yiiksek istekler karsilanmigtir [1]. Bu gelismeler ile
beraber yiiksek performansli biyoalgilayicilarin gelistirilmesi hizli patojen tespiti igin gerekli agigin kapatilmasini
saglayacaktir. Biyoalgilayicilar, verilen 6rneklerden anlagildig: gibi yagam kalitesini iyilestirmeyi amaglayan ¢ok
genis bir uygulama alanina sahiptir. Giinlimiizde hastaliin tani, tedavisinde ve hastaligin ilerlemesini izleme,
cevresel izleme, gida kontrolii, gida izlenebilirligi, kalitesi, giivenligi ve besin degerini izlemek, ila¢ kesfi, adli tip
ve biyomedikal aragtirmalar gibi bir¢ok alanda kullanim alanlar1 vardir [2-5] Biyoalgilayicilarda gesitli analitlere
(patojen vd.) baglanan biyolojik tanima elemanlari olarak; proteinler, aptamer, niikleik asit, bakteriler, metal
iyonlar1, peptidler, enzimler ve antikorlar gibi biyomolekiiller yaygmca kullanilmistir [6-8]. Dolayisiyla
patojenlerin yiiksek segicilikte algilanmasi i¢in biyoduyargada segilecek biyolojik tanima eleman: &nemlidir.
Molekiiler biyoduyargalarin en 6nemli 6zellikleri yiiksek secicilik ve afinitedir. Bu ¢alismada biyoduyargalar da
kullanilan sistemlerden farkli olarak ilk defa proteinoid kullanildigi igin 6zgiindiir. Proteinoidler (termal proteinler)
kullanilan biyolojik tanima elemanlar1 i¢inde afinitesi ve segiciligi en yiiksek olanlardan biridir [9]. Bu sebeple bu
calismada bakterileri algilamasi igin proteinoid kullanilacaktir. Proteinoidler en kisa tanimiyla ilkel proteinlerdir.
Yiiksek sicakliga maruz birakilmis amino asitlerden olusan bir grup sentetik, protein benzeri polimerden herhangi
biridir [10,11]. Proteinoidler veya termal proteinler, cogunlukla abiyotik olarak amino asitlerden olusan ¢apraz
bagl molekiillerdir. Ik defa laboratuvar ortaminda Sidney W. Fox tarafindan olusturulmus ve canli hiicrelerin
onciilii (protocells) olarak kabul edilmistir. Proteinoidler ilaglarda oral ilaglarin paketlenip verilecegi mikroskobik
biyobozunur kapsiiller, kanser teshis ve tedavisinde, nanobiyotip gibi alanlarda kullanilmistir [12-14]. Bazik ve
asidik proteinoidlerin elektriksel hareketleri, elektrik yiiklerine ve bu proteinoidlerin tagidigi amino asitlerin
yiiklerine bagli olarak birbirleri arasinda farklilik gostererek biyolojik uyumluluklari, toksik olmamalar1 nedeniyle
bir¢ok alanda kullanilmasini saglamistir [15,16].

Proteinoidler birgok aktiviteye sahiptir. Esteroliz, dekarboksilasyon, aminasyon, deaminasyon ve
oksidorediiksiyon gibi katabolik enzim aktiviteleri bunlarin basinda gelir. Ek aktivitelerinden baz1 6zellikleri ise
hormonal aktivite gosterdigi gibi aym: zamanda hormonal aktiviteyi inhibe edicidir. ATP, peptidler veya
oligoniikleotitlerin olusumu sentetik enzim aktiviteleridir. Proteinoid olusumu ise, proteinoidlerin kendi
aktivitesidir ve termal polimerizasyon sonucu rastgele olusmaktadir [17]. Ozetle birgok biyokimyasal aktiviteye
sahip proteinodiler ayni anda bir hormon gibi ya da bir enzim veya bir antikor gibi davranabilir. Bu sekilde
davranabilme ozellikleri diger biyolojik tanima elemanlarmin ic¢inde kendisine yiiksek afinite ve secicilik
katmaktadir. Ayni zamanda proteiniodlerin sentezlenme yontemleri diger biyolojik tanima elamanlarina gére ¢ok
daha kolay ve ucuz olmasi, bu bilesikleri daha cazip kilmaktadir [18]. Proteinoidlerin biyolojik tanima amaciyla
bakterilerin belirlenmesi amaciyla kullanilmasi oldukga yeni bir uygulamadir ve bu ¢alismanin 6zgiinligiiniin en
6nemli kismudir.

Il. MATERYAL METOD
A. Proteinoid Sentezi ve Karakterizasyonu

Belli oranlarda amino asitler alinarak azot gazi altinda bir silikon yag banyosunda karistiricili 1siticida tig
boyunlu cam balonda refliiks edilerek 1sitildi. Silikon yagi banyosunun sicakligi, aminoasitler eriyik duruma
gelene kadar agsamali sicaklik arttiralirak ytikseltildi. Karigim azot gazi altinda 12 saat ve 160 °C'de sicaklikta
karistirildi. Kahverengi macunsu kiitlenin, reginemsi sert bir kiitleye donene kadar oda sicakliginda sogumaya
birakildi. Daha sonra tortu, agirlik¢a 40 mL, % 10 sodyum bikarbonat ¢ozeltisi ile ekstrakte edildi. Elde edilen
polimer toz haline getirildi, bir desikatorde gece boyunca kurutuldu.

B. Proteinoidlerin Mikroskop Gériintiileri

Proteinoid ilk dnce 151k mikroskopta (Inverted Microscope, ZEiSS AXIO) 20x biiyiitmede su ortaminda
goriintiller alindi.  Floresan mikroskop, c¢ogunlukla yiiksek duyarliligi nedeniyle en sik kullanilan
mikroskoplardandir. Boyama islemi proteinoidlerin sentez asamasindan sonra gergeklestirildi. Floresan mikroskop
ile okunabilir etiketleme saglayabilmek i¢in en uygun boyama protokolu belirlendi. Goriintiileme igin bir Floresan
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mikroskop (Fluorescence Inverted Microscope, ZEISS AXIO) kullamildi. Floresan boya ¢ozeltileri hazirland1 ve
proteinoidler ile etkilestirildi. Proteinoidler boyandiktan sonra, baglanmayan boya polimerik partikiillerin
siipernatantta boya kalmayana kadar distile suyla yikanmasiyla ayrildi. Sekil 2° de CD-138 ile boyanmis
proteinoidlerin invert floresans mikroskop 50x biiyiitme ile goriintiileri alinmaktadir. Daha sonra SEM (Taramali
elektron mikroskop- JEOL JSM 7000F Field) goriintiileri aldi. Elektron mikroskobu icerdigi geri sagilan elektron
goriintiisii ve ikincil elektron goriintiisii teknikleriyle malzemelerin ylizey ve kesitlerinin, yiiksek biiylitmelerde
morfolojik ve kimyasal analizi i¢in kullanilmaktadir.

C. Proteinoidlerin Cyclic Voltammetry (CV) Deneyi

Elektrolit ¢ozeltisini elektrokatalitik 6l¢limlerde hazirlamak igin ultra saf su ve siilfiirik asit kullanildi.
Katalizor hazirlanmasinda Vulcan XC-72 (VC) (Cabot Co.), % 5 Nf ¢ozeltisi (Aldrich), ekstra saf etil alkol (Merck)
ve proteinoid bilesikleri kullanildi. Pine Instruments'tan cams1 karbon disk elektrodu, platin halka-cams1 karbon
disk elektrodu ve bu elektrotlar i¢in bir cilalayici alindi. RRDE (halka-disk elektrot) dl¢timleri, 25 © C'de yar1 sabit
kosullar altinda (0.005 V1 tarama hizi) doymus O2 altinda 0.5 M H2S04 sulu ¢ozeltisi i¢cinde camsi bir karbon
disk (5 mm cap) ile gerceklestirildi. RRDE deneyleri igin, ¢aligma elektrodu camsi bir karbon disk (5.61 mm ¢ap)
ve bir toplama verimliligine (N>% 37) yol agan bir platin halkadir. Bu deneyler 2500 rpm'de doymus oksijende
gerceklestirildi 25 °C'de 0.5 M H2S04 sulu elektrolit ¢ozeltisi disk potansiyeli -0.1 Vs-1'de siipiiriildii, halka
potansiyeli SCE'ye kars1 0.8 V'de tutuldu. Katalizorleri RRDE deneyleri igin bir karbon destegi tizerine dagitmak
amaciyla, 200 pL mutlak etanol i¢inde 0.8 mg proteinoid bilesigi, 1.2 mg VC ve agirlikga 10 pL % 5 Nf ¢ozeltisi
karigimi hazirlandi ve yarim saat ultrasonik olarak homojenlestirildi. Her voltammogram, asidik ortamdaki olasi
katalizér bozunmasindan dolay1 yeni hazirlanmis bir elektrot ile kaydedildi. Karsi elektrot bir Pt spirandi ve
referans elektrot bir SCE idi (Sekil 3).

D. Bradford Protein Belirleme Deneyi

Bradford belirteci(ayirag, reagent) 1:4 oraninda seyreltildi (1 ayirac, 4 dd su). BSA (Bovin serum
albumin)’dan belli konsantrasyonlarda standartlar hazirlanildi. BSA’nin lineer ¢aligma araligi 0.2 ile 0.9 mg/ml’dir.
Ornek ve standart ¢ozelti temiz tiipe pipetlenir daha sonra seyreltilmis ayirag iizerine eklendi ve karistirildi. 10
dakika oda sicakliginda beklendi. Biorad Smart Spektrofotometresi ile 595 nm’de kiivetlerle spektrometrik dlgiim
yapildi. Olgiimler ii¢ kere tekrarlandi. Proteinoidin protein miktar1 0,450 mg/ml olarak bulundu. (Sekil 4).

E. Proteinoidlerin Jel Ge¢irgenlik Kromatografi Ile Molekiil Agirlik Grafigi (GPC)

Jel gegirgenlik kromatografi (GPC) sistemi ile proteinoidlerin molekiiler agirlik dagilim 6lgiim analizi
yapilmistir. Shimadzu Prominence GPC sistemi 6zellikle yiiksek data giivenilirligi ile proteinoidlerin molekiiler
agirligr 312 dalton olarak bulundu (Sekil 5) .

F. Proteinoidlerin Hiicre Canliligina Etkisi

Proteinoidler kanser hiicre hatlarinda uygulanan hiicre canliligina olan etkileri farkli derisimlerinde MTT
testi ile % canlilik kontrolii yapildi. Hiicre canliliginin belirlenmesinde kullanilan MTT stabil bir tetrazolyum tuzu
olup, canli hiicrelerde glikolitik yolakta iiretilen NAD(P)H’e bagimli olarak indirgenir ve formazan kristallerinin
olugmasina sebep olur. Deney sonunda olusan formazan kristali miktari canli hiicre sayisi ile dogru orantili olarak
artar. Hiicreler ¢ogaltilip, sayildiktan sonra 10 000 hiicre/kuyu olacak sekilde 100 pl besiyeri/kuyu igeren 96
kuyucuklu plaklara ekildi ve 24 saat 37°C’de kuyulara tutunmalar igin inkiibasyona birakildi. Ertesi giin
proteinoidlerden hazirlanan ana stoklardan 0, 12.5, 25 ve 50 pg/ml olacak sekilde etken maddeler hiicrelere
uygulandi. Bu maddelerin hiicre canliligina olan etkileri zamana bagli olarak incelenmek iizere, ilag
uygulamasindan 24 saatin sonunda MTT’dan 10 pl eklendi. 37°C’de 3 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon
sonrasinda hiicre canlilig1 spektrofotometre kullanilarak 540 nm’de 6l¢iildii asagidaki formiile gore hesaplandi.

Canlilik= (Ornek540nm-Blank540nm)/(Control540nm-Blank540nm)
G. Antimikrobiyal Madde Etkinliginin Test Edilmesi (Agar Disk Difiizyon Yontemi)

Test mikroorganizmalarindanBL21 ve ER2508 E.colibakteri suslari daha 6nceden hazirlanan taze sivi
kiiltiirti (18-24 saatlik) dokme plak yontemiyle dokiilmistiir. 1-1.5 cm ¢apindaki kagit diskler (filtre kagitlarindan
hazirlanmig)kapali kapta otoklavda sterilize edildi. Her disk denenecek AMM’nin farkli diliisyonuna ya da farkli
bir AMM (antimikrobiyal madde) ¢ozeltisine daldirildi. Cozeltiyi absorblamis kagit diskler test mikroorganizmasi
astlanmis agarli besiyerinin yiizeyine yerlestirildi. Steril kagit disklerden bir tanesi ise steril suya daldirilir ve
kontrol olarak agarh besiyeri yiizeyine yerlestirilir. Petri kutusu diiz sekilde inkiibatore yerlestirilir ve test
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mikroorganizmasima uygun kosullarda inkiibasyonu (6rnegin 37 “C’de 22 saat) saglanir. Sekil 7°de yapilan
deneyde inhibisyon zonlan inkiibasyonun 24. saatlerinde ayri1 ayri incelemeye alinarak degerlendirilmis ve zon
olugsmadig1 goriilmiistiir. Kontrol amagli olarak yapilan ikinci deneyde iki plate hazirlanmistir. Bu kontrol deneyin
amaci ¢aligilan bakteri ya da kullanilan diger malzemeden kaynakli herhangi sorunun olmadigini garantilemektir.
Birinin agarina proteinoid emdirilerek stiriilmiis iki ecoli bakterisi (BL21 ve ER2508 E-coli bakteri suglari)
ekilmistir. Diger plate ise proteinoid siiriilmeyerek yine ayni iki bakteri ekilmistir. Bu deneyin sonucunda
proteinoid ve kullanilan diger malzemelerde herhangi bir sorun olmadigi ve bakterilerinde saglikli bir sekilde
calisildig gortilmiistiir (Sekil 7).

H. Elektrokimyasal Empedans Spektroskopi (EIS) Olgiimleri

Empedans, ohm cinsinden 6lgiilen ve toprak 6z direnci olarak nitelendirilen bir degerdir. Empedans
Ol¢iimil yapilarak, akim degisikligi belirlenir ve direnci artmasi ya da azalmasiyla maddenin ayirt edici 6zelligi
belirlenir. Empedans, Z semboliiyle belirlenmekte ve Ohm cinsinden 6l¢iilmektedir. Elektriksel empedans olarak
tanimlanan 6zellik, ayni 6z dirence sahip farkli maddelerin ayirt edilmesi i¢in kullanilir. Kisaca empedanst, elektrik
akimina kars1 koyan faktor olarak tanimlayabiliriz. Yontem: Jel matriks igerisinde serbest olarak proteinoid ile
ornekler hazirlandi. Bunun en 6nemli nedeninin, jel igerisinde serbest bulunan proteinoidlerin entropi prensibine
daha kolay uyum saglayip hareket edebilecegi bir fiziksel ortam bulmalari oldugu diisiiniilmektedir. Jel matriks
igerisinde serbest olarak bulunan proteinoidleri ¢evreleyen plakalarin boyutlari (2cmX2cmx4mm) iki plaka
arasindaki alana hacimce dagilmaktadir. Jel matriks ile ¢aligma kosullarindan dolay1 ¢ok kiigiik plakalarin
kullanilmas1 miimkiin olmamustir. Proteinoidler 50 pg/ ml ve 100 pug/ ml iki farkli derisimde hazirlandi.
Proteinoidlerin ¢oziiciisii olan distile suyu kontrol olarak kullanildi. Proteinoidler 50 pg/ ml ve 100 pg/ ml, distile,
bakteri ve besiyeri sirasiyla jel matrikse eklenip faraday kafesinde empedans 6l¢iimleri yapildi (Sekil. 8). Deney
sirasinda empedans spektrometresinden (HF2IS /Zurich Instruments) alinan sonuglar logaritmik 6lgekte ¢izildi.
Ikinci asamada ise; doniistiiriicii (transducer) icerisinde elektriksel karakterizasyon yontemleri ile bakteri
uyarimlarinda teshis basarimi elde edilmeye c¢alisildi. Teshis basarimi tekrarli olarak hedef basarim aralig:
yakalanincaya kadar karakterize eden isaret islemi ve algoritmasi arasindan uygunluk saglamak iizere
iyilestirmeler yapildi.

I Istatistiksel Analiz

Verilerin karsilagtirilmasi, Graphpad Instat (GraphPad Software, San Diego, CA, ABD) kullanilarak yapildi.
GraphPad Software yazilimi ile bir ANOVA tek yonlii testi hiicre absorbans sayilari kullanilarak Sidak testi yapildi.
Tiim degerler tanimlayici istatistiklerde ortalama + SD olarak rapor edildi. T testi, verilerin Gauss dagilimlarim
takip eden popiilasyonlardan 6rneklendigini varsayar. Bu varsayim, Kolmogorov ve Smirnov yontemi kullanilarak
test edilir. Eslestirilmemis iki degiskenin karsilastirmasi, Welch diizeltmesi ile eslestirilmemis t testi ile yapildi.
Ikiden fazla parametrik olmayan degiskenin karsilastirmasi Friedman Testi (Nonparametric Repeated Measures
ANOVA) ile yapildi ve bir post hoc testi i¢in Dunn'in Coklu Karsilagtirma Testi kullanildi.

I1l. DENEYSEL BULGULAR
A. Proteinoidlerin Karakterizasyonu

Preoteinoid sentezlendikten sonra FT-IR, H-NMR ve Uv-Vis ile karakterize edildi. Proteinoidlerin FT-
IR (cm™) spektrumlar incelendiginde 3299 cm * ve 3062 cm  de amid gerilim pikleri, 2956 cm -1 2870 cm'* de
alifatik CH2 pikleri, 1540 cm * amid CO piki, 1451 amid biikkme NH pikleri ve 1666 cm L bu yapiya 6zgiin C=0-
OH pikinin goriilmesi kanit niteligindedir. Yapiya 6zgii tiim fonksiyonel gruplarin spektrumda goriilmesi yapry1
dogrulamaktadir. Protenioidin H-NMR spektrumunda, 0.7 ppm — 0.9 ppm'de bulunan sinyaller Losin kalintisinin
metil grubuna aittir. 2.5 ppm — 2.8 ppm'deki sinyaller Losin kalintisinin metilen grubuna bagli protonlarm
sinyallerine aittir. 3.4 ppm — 3.6 ppm'deki sinyaller Aspartik asit'in metilen grubuna bagl sinyaller ve 3.6 ppm —
3.7 ppm'deki sinyal, amino asit kalintilarinin a isaretli karbonlarinin protonlarindan kaynaklanmaktadir. Aspartik
asit kalintisinin sinyali ve Losin kalintisinin sinyali spektrumda birlikte bulundugundan, Proteinoidlerin bagariyla
sentezlendigi disiiniildii. Uv spektrumunda iki ayr1 pik 280 nm ve 380 nm de gériilmiistiir.

671



BSEU Fen Bilimleri Dergisi BSEU Journal of Science
8(2), 668-679, 2021 https://doi.org/10.35193/bseufbd.949812

BILECIK SEYH EDEBALI
UNIVERSITESI

e-I1SSN:2458-7575 (https://dergipark.org.tr/tr/pub/bseufbd)

Simgie2 Smeating

m k1 m @ o@m m W W
Waangh )

e b ene Y
coon cH d
(CHyy &

EE

05 pem

Sekil 1. Proteinoidlerin FT-IR, H-NMR ve Uv-Vis Spektrumlari
B. Proteinoidlerin Mikroskop Gériintiileri

Proteinoidlerin 151k mikroskobunda 20x biiylitme ile goriintiilerine bakilarak su da kapsiile olup
olmadiklarma bakilmigtir. Sekil 2” de goriildiigii gibi basarili sekilde sonuca ulasilmistir. Proteinoidlerin CD-138
olan etiket boyas! ile boyanarak alinan floresan mikroskop 50x biiyiitme goriintiileri alinmustir. Ugiincii olarak da
SEM mikroskopta 30um skalada kuru ornekten goriintii alinmistir. Proteinoidler su gibi polar ortamda kapsiile
oldugu ve kuru ortamda ise bu yapinin bozuldugu goriilmiistiir (Sekil 2).

Sekil 2. Proteinoidlerin 20x 151k, 50x floresans ve SEM mikroskop goriintiileri

C. Proteinoidlerin Cyclic Voltammetry (CV) Grafigi

Bazik ve asidik proteinoidlerin elektriksel hareketleri, elektrik yiiklerine ve bu proteinoidlerin tasidigi
amino asitlerin yiiklerine bagli olarak birbirleri arasinda farklilik gostermistir. Kontrol olarak ham aminoasitler

kullanilmigtir. Bundan dolay1 proteinoid ve baslangi¢ bilesikleri olan aminoasitlerin elektriksel potansiyelleri
kargilagtirilmali olarak incelenmis ve anlamli farkliliklar goriilmiistiir (Sekil 3).
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Sekil 3. Proteinoidlerin cyclic voltammetry (cv) grafigi

D. Proteinoidlerin Bradford Protein Belirleme Grafigi

Proteinoidler en kisa tanimiyla ilkel proteindirler. Yiiksek sicakliga maruz birakilmis amino asitlerden
olusan bir grup sentetik, protein benzeri polimerden herhangi biridir. Proteinoidler protein tabanli olduklar1 igin
protein miktarlarina bakilmigtir (Sekil 4). Burada sentezledigimiz proteinoidin kiitlesel miktar1 0,450 mg/ml olarak
bulunmustur.
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Sekil 4. Proteinoidlerin Bradford protein belirleme grafigi

E. Proteinoidlerin Jel Gegirgenlik Kromatografi Ile Molekiil Agirlik Grafigi

Jel gecirgenlik kromatografisi, bir maddenin parmak izi olan molakiil agirliginin bulunmasi i¢in bu
calisma da kullanilmistir. Proteinoidlerin molekiil agirligi araligi 100-450,000 Da arasindadir. Bu ¢alisma igin
sentezlenen proteinoidin molekiil agirhigi (312 dalton) bulunmustur (Sekil 5).
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Sekil 5. Proteinoidlerin jel gecirgenlik kromatografi ile molekiil agirhk grafigi
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F. Proteinoidlerin Hiicre Canliligina Etkisi

Proteinoidler kanser hiicre hattinda (Mda-mb-231 hiicre hatt1) ve kontrol olarak saglikli hiicre olarak
(L929 fibroblast hiicre hatti) uygulanan hiicre canliligina olan etkileri farkli derisimlerinde MTT testi ile % canlilik

kontrolii yapilmistir. Normal hiicrelerde anlaml bir etki géstermezken kanser hiicresinde 50 ug/ml da % 50 den
az canlilik gorillmistir (****P < 0.001 ) (Sekil 6).

120
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60 T * kK k
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40
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Proteinoid konsantrasyonlari

Sekil 6. Proteinoidlerin % canlilik testi grafigi

G. Proteinoidlerin Kagit Disk Agar Difiizyon Yintemi

Antimikrobiyal madde etkinliginin (AMM)’nin (6zellikle antibiyotik vs.) etkinligi bu yontemle kisa
siirede ortaya konulabilir. Yontem; BL21 ve ER2508 E-coli bakteri suslart ile asilanmig petri kutusundaki
besiyerine eklenen AMM nin, besiyerinde difiize oldugu alanda BL21 ve ER2508 E.coli bakteri suslarinin
gelisimini engelleyip engellemediginin belirlenmesine dayanmaktadir. Proteinoidler mikroorganizmalar tizerinde
etkiliyse; proteinoidler’in eklendigi yerin gevresinde, inkiibasyon sonrasinda mikroorganizma gelisiminin
gozlenmedigi bir “inhibisyon zonu” olusur. Etkili degilse inhibisyon zonu olugsmaz ve AMM etkiliginin
olmadigina karar verilir. Bu ¢caligmada “kagit disk agar difiizyon” yontemi uygulandi ve inhibisyon zonu olugmadi.
Proteinoidlerin antibakteriyel aktivite gostermedigi sonucuna ulasildi (Sekil. 7). Petri kutusu, inkiibasyon
sonrasinda disklerin gevresi incelemeye alindi. Inhibisyon zonlan inkiibasyonun 24. ve 48. saatlerinde ayr1 ayr1
incelemeye alinarak degerlendirildi. Sekil 7 da yapilan deneyde inhibisyon zonlan inkiibasyonun 24. ve 48.
saatlerinde ayr1 ayri incelenmis zon olugsmadig1 goriilmiistiir. Kontrol amagh olarak yapilan deneyde iki plate
hazirlanmigtir. Birinin agarina proteinoid siirtilerek iki ecoli bakterisi (BL21 ve ER2508 E.coli bakteri suglari)
cizgi ¢izgi ekilmistir. Diger plate proteinoid siiriilmeyerek yine ayni iki bakteri ayni sekilde ekilmistir. Her iki
plate de bakterilerin ¢ogaldig1 goézlenmistir. Bunun sonucunda proteinoidler antimikrobiyal madde olmadigi
goriilmiistiir. Biyolojik tanima elemani olarak proteinoidlerin bakterilerde kullanilacagi kanisina varilmustir.
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Sekil 7. Kagit disk agar difiizyon yontemi

H. Empedans Spektroskopi Olgiimleri

Yapilan l¢timlerde farkli proteinoid degisimleri oldugu gibi, ayni proteinoid derisimi i¢inde farkli bakteri
sayilarina sahip 6rneklerin empedans olgiimleri yapilmis olup alinan frekansa bagli empedans degisim analizleri
yapilmustir. 50 pg/ ml proteinoid I1Z1= 46 Q ve faz (¢) = 87.6 iken 100 pg/ ml preoteinoid IZI= 50 Q ve faz ()
=87.6 dir. Empedans artar iken voltaj etkinliginde diisiis goriilmiistiir. Proteinoid derisiminin artmasi rezesif etkiyi
artirip fazda (¢) herhangi bir degisime neden olmamustir (Sekil 8).

100ugini Proteinoid
Demod 1 Sample R
Demod 1 Sample Phase
B Sugiml Poteinoid
2 | | W 600ul Water

i
Frequency (Hz)

Sekil 8. Proteinoidin empedans spektrumu

Oncelikli olarak empedans 6lgiim araligi 10kHz ile 80MHz arasinda yapilmistir. Empedans dlgiimleri
sadece distile su, sadece bakterilerin yetismesi i¢in kullanilan besiyeri, sadece bakteri ve 1-4 saat arasi gogalmalari
saglanan ecoli bakterilerinin proteinoidle karigtirilmis Ornekleri ayr1 ayr1 empedans-frekans bagimliliklar
Ol¢iilmiistiir. Alinan 6rneklemde distile su, besiyeri ve sadece proteinoid ¢ozeltisi dlglimleri referans alinarak
empedanstaki faz degisimin 180 derece degistigi goriilmiistiir. Degisimin oldugu noktada faz gecisinin belli
proteinoid derigimlerinde bakteriler ile karistirildiktan sonra empedans faz gecisinin bakteri iiremesine bagli olarak
lineer degistigi gozlenmistir. Sekil 8’da 500ul’lik 100 pg/ ml proteinoid ve belli saatte cogalmasi saglanmis bakteri
ortamindan 500ul karigtirilarak toplamda 1000 pl olan Orneklerin empedans degisimleri gosterilmektedir.
Proteinoid + E.coli bakterilerinin empedans degerleri distile su ve besiyerinden daha yiiksek degerlere ¢iktig1 Sekil

8’de gosterilen voltaj diisiisiinden ¢ikarmak miimkiindiir.
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Sekil 9. 15MHz-55MHz arasi frekanslarda goreceli empedans degisimi
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Sekil 9°’da bakterilerin relatif empedansda gozle goriiliir bir degisiklik yaptigi fakat onciil deneylerde
empedans biiyiikliigiiniin bakteri yogunluguyla arasinda net bir iligki olmadigi gézlemlenmistir. Sekil 10°da

empedansin frekans bagimhigt Srnekleri

empadanslarinin  faz degisimlerine bakilarak analiz edildigi

gosterilmektedir. 30MHz frekansi civarlarinda empedans fazda 180 derece gegiste ayirt edilebilir ve
iliskilendirilebilir bir faz kaymasi goriilmektedir.
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Sekil 10. Empedans Fazi- Frekans grafigi

Faz gecisindeki bu kayma Sekil 10°da gozlenen faz kaymasi, proteinoid+ecoli orneklerinde belli bir

oriintiiye isaret etmektedir.
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Sekil 11. Faz degisimdeki kaymalarin karsilastirmasi

30 MHz mertebelerindeki kaymalar 100-300 kHz mertebelerinde olup, elektronik algilama agisindan
rahatlikla ayirt edilebilir bir bant araligindadir. Proteinodlerin empedansda bu kaymalar sirali hale getirebilecegi
ve kayma miktarlarinda bir yiikletmeye ve daha diisiik frekanslara kayabildigi gézlemlenmistir (Sekil 11). Yapilan
calismalarin devaminda bu kayma mikralar1 disiik frekanslara dogru kayma ve bu kaymanin proteinoidler
tarafindan artirilmasi iizerine optimizasyon ¢aligmalar1 yapilmistir. Proteinoidlerin bakteri algilamasi sonucunda
farkli frekanslarda sinyal vermistir.

I. Istatiksel Analiz

Ikiden fazla parametrik degiskenin karsilastirilmasi Tek Yonlii Varyans Analizi (ANOVA) ile, Sidak
Coklu Karsilastirma Testi ise post hoc testi ile yapilmistir. Tiim istatistiksel analizler % 5 anlamlilik diizeyinde
yapildi ve P <0.05, P <0.01 ve P <0.001 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi. Analiz, Graphpad Instat
(GraphPad Software, San Diego, CA, ABD) kullanilarak gerceklestirildi. Kanser hiicresinde proteinoid 50 pg/ml
*H4%p <0.001 vs diger biitiin gruplar, Normal hiicresinde proteinoid 50 pug/ml ****P <0,001 vs diger gruplar (Sekil
6)

V. SONUCLAR

Bu ¢aligmada bakterin tespit edilmesi igin yeni bir biyolojik tanima eleman1 kullanilmistir. Kullanilan bu
biyolojik tanima elemant olan proteinoid sentezlenip karakterize edilmistir. Hedef organizmaya (analit) duyarliligi
olan molekiil se¢imi; biyolojik tanima elemani, biyoduyarganin 6zgiinliigiinii belirledigi i¢in hayati bir rol oynar.
Molekiiler biyoduyargalarin en dnemli 6zellikleri yiiksek segicilik ve afinitedir. Proteinoidler (termal proteinler)
kullanilan biyolojik tanima elemanlari iginde afinitesi ve segiciligi en yiiksek olanlardan biridir. Ciinkii bazik ve
asidik karakterli proteinoidlerin elektrik yiiklerine ve bu proteinoidlerin tasidig1 amino asitlerin yiiklerine bagh
olarak hedef organizma ile anahtar- kilit modellerinden dolay1 biyolojik uyumluluklari, ve toksik olmamalar
nedeniyle birgok alanda kullanilmasini saglamustir [19]. Bu sebeple bu ¢aligmada biyolojik uyumluluklari yiiksek
olan proteinoidler biyotanima elemani olarak kullanilmistir. Proteinoidler en kisa tanimiyla ilkel proteinlerdir.
Yiiksek sicakliga maruz birakilmis amino asitlerden olugan bir grup sentetik, protein benzeri polimerden herhangi
biridir. Proteinoidler birgcok aktiviteye sahiptir. Esteroliz, dekarboksilasyon, aminasyon, deaminasyon ve
oksidorediiksiyon gibi katabolik enzim aktiviteleri bunlarin basinda gelir. Ek aktivitelerinden baz1 6zellikleri ise
hormonal ve inhibe edicidir. ATP, peptidler veya oligoniikleotitlerin olusumu sentetik enzim aktiviteleridir [20].
Ozetle bircok biyokimyasal aktiviteye sahip proteinoidler aym anda bir hormon gibi ya da bir enzim veya bir
antikor gibi davranabilir. Bu sekilde davranabilme 6zellikleri diger biyolojik tanima elemanlarinin (proteinler,
aptamer, niikleik asit, bakteriler, metal iyonlari, peptidler, enzimler ve antikorlar) i¢inde kendisine yiiksek afinite
ve segicilik katmaktadir.

Segilen molekiiliin ekonomik olarak fizibilitesine bakildiginda; proteiniodlerin sentezlenme ydntemleri
diger biyolojik tanima elamanlarina gore ¢ok daha kolay ve ucuz olmasi, bu bilesikleri daha cazip kilmaktadir.
Proteinoid olusumu ise, herhangi ¢oziicii ve katalizor kullanilmaksizin proteinoidlerin kendi aktivitesidir ve termal
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polimerizasyon sonucu rastgele olusmaktadir [21]. Diger biyolojik tanima elemanlarindan peptid ile karsilastiracak
olursak 3 sekanslik bir amino asit zincirinden peptileri sentezlemek yiiksek maliyetler gerekmektedir. Alinacak
aminoasitler bile proteinoidte kullanilan aminoasitler gibi degildir yan zincirleri herhangi reaksiyona girmemesi
icin bloklanmistir. Bu bloklanma aminoasitlere yiiksek maliyet katmaktadir. Peptid sentezleri igin bu
aminoasitlerdeki bloklar1 kaldirmak i¢in ¢6ziicii ve katalizorde kullanilarak maliyet gittik¢e katlanmaktadir.

Birbiri ile etkilesime gegtigi takdirde (bakteri ve proteinoid) logaritmik olarak hangi fiziksel degisiklikler
olusuyor? Proteinoid sentezlenip karakterize edildikten sonra dncelikle bu soruyu sorduk. Ornegin: Uv grafik ,
Empedans grafik vb.; Proteinoidin hedef analite baglanmasi ile analitin konsantrasyonuyla orantili sinyaller
iireterek hangi biyolojik veya kimyasal reaksiyonlar vermektedir. Biyoduyargalarin gelistirilmesinde ¢ok ¢esitli
teknikler kullanilabilir. Biyoduyargalarin yiiksek afiniteli biyomolekiillerle birlesmeleri bir dizi analitin hassas ve
secici bir sekilde algilanmasini saglar. Biyomolekiiliin (proteinoid) analitle (bakteri vb.) etkilesimi {izerine sinyal
iiretme islemi (151k, 1s1, pH, elektrik yiik veya kiitle degisimi vb.) seklinde biyotanima olarak adlandirilir. Is1 151k
ve elektrik yiik olarak doniistiiriilen sinyali isleyen ve gosterime hazirlayan biyoduyarganin diger kismi
elektroniktir. Proteinoidin iletkenligi 1266 mikrosimens oldugundan bu referans alinarak proteinoid ile bakterilerin
birlegsmesindeki elektrik yiik degisikliginden empedans 6lgiimleri ile bakteriler tespit edilmistir. Tespit basarimi
tekrarli olarak hedef basarim aralif1 yakalanincaya kadar karakterize eden isaret islemi ve algoritmasi arasindan
uygunluk saglamak iizere iyilestirmeler yapilip istenilen sonuca varilnustir. ileriki arastirmalarimizda ki
hedeflerimiz; proteinoidlerin farkli patojenler ile caligmalarimiz devam edecektir. Jel matriks ile g¢aligma
kosullarindan dolay1 ¢ok kiigiik plakalarin kullanilmasi miimkiin olmamigtir. Bu nedenle, daha saglikli sonuglar
aliabilmesi i¢in bir mikroakiskan ¢ip sistemi tasarimi yapilip, bundan sonraki dl¢timler bu sistemde alinacaktir.
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