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OZET

Enzim bagli immiinosorbent analizinde (ELISA); hedef molekiilleri yiiksek hassasiyet ve segicilikle tespit etmek igin
fonksiyonel molekiillerin mikro plaka {izerindeki immobilizasyon verimlerinin arttirllmasi ve sinyal-giiriiltii oraninin
yiikseltilmesi dnemlidir. Bu amagla konvansiyonel immobilizasyon yontemleri kullanilarak antikorla fonksiyonellestirilmis
malzemeler yiiksek enzim kapasitesi ile dikkate deger sinyal artisina neden olabilir. Son yillarda farkli bir enzim
immobilizasyon yontemi olan protein/enzim ve Cus(P0a4)2 i¢eren hibrit yapilar hiyerarsik mikro yapilara sahip olmalari ve genis
aktif ylizey alanlart olusturmalari neticesinde igerigindeki protein yapili molekiillerin serbest formuna gére daha yiiksek
katalitik aktivite gosterebilmektedir.

Bu ¢alisma kapsaminda; protein-inorganik hibrit yap1 sentez metodu kullanilarak enzimi, antikoru ve Cus(P04)2’1n hepsi bir
arada olacak sekilde antikorla fonksiyonellestirilmis hibrit konjugat sistemleri sentezlenmis, olusan yapilarin
karakterizasyonlarit SEM, EDX, XRD ve FTIR analizleri ile gerceklestirilmistir. Arastirmalar sonucu elde edilen bulgular
degerlendirildiginde, hibrit nano yap1 183,5 EU/mg peroksidaz aktivitesi gosterirken serbest HRP enzimi 59,01 EU/mg aktivite
gostermistir. TNF-alfa’ya spesifik gesitli antikorlar kullanilarak hazirlanan hibrit konjugat yapilar 5-1000 ug mL™* araligindaki
konsantrasyonlarda kullanilarak ELISA sistemindeki performansi lgiilmiistiir. Coklu organik molekiil igeren hibrit konjugat
yapinin ELISA sistemindeki performans: diger yapilara gore daha yiiksek bulunmustur. Bu metot; ELISA’da antikorlarin
enzimle isaretlenmesi yontemi yerine gegebilecek pratik olarak uygulanabilirligi kanitlanmus bir uygulamadir.

Anahtar Kelimeler: Hibrit konjugat, protein-inorganik hibrit yap1, ELISA

USABILITY OF PROTEIN-INORGANIC HYBRID CONJUGATE IN ELISA SYSTEM
ABSTRACT

In the Enzyme-linked immunosorbent assay method (ELISA), it is important to increase the immobilization efficiency of the
functional molecules on the microplate and increase the signal-to-noise ratio in order to detect the target molecules with high
sensitivity and selectivity. For this purpose, antibody functionalized materials can generate remarkable signal amplification
with high enzyme capacity by using conventional immobilization methods. Recently, hybrid structures containing
protein/enzyme and Cus(POa)2, which is a different enzyme immobilization method, have higher catalytic activity compared
to the free form of protein-containing molecules as they have hierarchical microstructures and form large active surface areas.
In this study; using protein-inorganic hybrid structure synthesis method, hybrid functionalized conjugate systems with enzyme,
antibody and Cus(POa4)2 were synthesized all together and characterization of the resulting structures was performed by SEM,
EDX, XRD and FTIR analysis. When the findings obtained from the researches were evaluated, the hybrid nano structure
showed 183.5 EU/mg peroxidase activity and free HRP enzyme showed 59.01 EU/mg activity. The performance of the ELISA
system was measured using hybrid conjugate constructs prepared using various TNF-alpha specific antibodies at a
concentration of 5-1000 [1g mL™. The performance of hybrid conjugate structure containing multiple organic molecules in
ELISA system was higher than other structures. This method is a highly practical method that can replace enzyme-labeled
antibody method in ELISA.
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1. GIRIS

ELISA; Engvall ve Perlmann tarafindan 1971 yilinda gelistirilmis gliniimiizde kantitatif analiz alaninda
sikca kullanilan hassas, secici, basit ve ¢ok sayida numuneyi hizli ve ayni anda analiz edebilen
immiindiagnostik bir tekniktir [1, 2, 3]. Serolojik testlerde enzimlerin yiiksek katalitik aktivitesinden
faydalamilarak sinyal cogalmasi yoluyla hedef molekiiliin (antijen) iz miktarmin tespitinde kullanilir [4].
Gelisiminden bu yana ELISA, gida endiistrisindeki uygulamalarda, serolojik kan testlerinde ve
toksikolojide sik¢a kullanilan bir yontem olmustur. Geleneksel ELISA tekniginde, kaplama reaktiflerinin
(yani antijen veya antikor) eklenmesi esas olarak molekiiller ile mikro plaka yiizeyi arasindaki elektrostatik
ve hidrofobik etkilesimlere dayanmaktadir. Kiicilk molekiillerin ELISA plakasmna baglanma
yetenekleriyle sonuglanan zayif etkilesimler nispeten diisiiktiir ve ELISA test performansinin iizerine
azaltict etkileri oldugu tespit edilmistir [5,6]. Bu nedenlerden dolay1 hedef molekiilleri yiiksek hassasiyet
ve segicilikle tespit etmek i¢in fonksiyonel molekiillerin mikro plaka iizerindeki immobilizasyon
verimlerinin arttirilmasi ve sinyal-giiriiltii orammn yiikseltilmesi onem arz etmektedir.

Teknigin pratik uygulamalarinda enzim-substrat etkilesimi, enzimatik aktivite, inkiibasyon kosullari,
yalanci pozitif ve konjugat gibi bir dizi degisken parametre analizin sonucunu etkilemektedir [7]. Tim
faktorler arasinda enzimle isaretli antikor (konjugat) bu teknigin kritik reaktifidir. Konvansiyonel enzim
isaretli antikor nispeten diisiik bir duyarliliga sahiptir ve glutaraldehit yontemi ve periodat yontemi [8]
dahil olmak iizere ana hazirlama ydntemleri nispeten karmasik ve verimsizdir. Bu, sebeple bu durumu
iyilestirmek icin yeni enzim-antikor konjugat sistemlerine gereksinim oldugu agiktir. Ornegin; Speroni
ve arkadaglart (2010) yaptiklar1 ¢alismada antikor kapli manyetik mikropartikiilleri ELISA test
sisteminde kullanarak gidalardaki alerjen maddelerin hassas tespitini ger¢eklestirmislerdir [9]. Enzim-
yiiklii nanomateryal ile isaretlenmis antikorlar yiikksek enzim kapasitesine sahiptirler ve analizlerde
dikkate deger sinyal amplifikasyonu olusturmaktadir [10, 11, 2]. Bununla birlikte antikorla
fonksiyonellestirilmis nanopartikiillerin hazirlanmasi sirasinda konvansiyonel immobilizasyon
yontemleri kullanilmakta, bu da ¢ogu zaman enzimin stabilitesinde artisa neden olurken aktivitesinde
de diistise neden olmaktadir [7, 2].

Son birkag yildir, farkli ve yeni bir enzim immobilizasyon yaklasimi protein-inorganik hibrit yap1
metodu kullanilarak enzimlerin aktivitesinin ve kararliliginin yiikseltilmesi hedeflenmektedir. Bu
amagla bazi protein / enzim ve metal iyonlarmin (6zellikle Cu?") inkiibasyonu ile hibrit yapilarin sentezi
literatiirde rapor edilmistir [12]. Bu yontemde inorganik bilesen olarak Cu?* iyonu ve organik bilesen
olarak ¢esitli protein ve enzimler kullanilarak nano yapraklardan olusan mikrometre boyutlu protein-
inorganik hibrit yapilarin olusumu gosterilmistir [13]. Bu yontemle immobilize edilmis enzimlerin
kararhiliklarmin ve aktivitelerinin serbest enzimlere gore yiiksek oldugu bilinmektedir [12, 14-18].
Protein ve Cus(P0s). i¢eren protein-inorganik hibrit yapilar; hazirlanmasi kolay, farkli hiyerarsik mikro
yapilar1 olmasi, genis aktif ylizey alanlarina sahip olmalari ve bir¢cok antikor ve enzim ile cok
zorlanmadan etkilesebilmeleri nedeniyle oldukga ilgi ¢ekmektedirler. Ayrica enzim-inorganik hibrit
bilesimi serbest formun katalitik aktivitesini artirmamin yami sira stabiliteyi de olumlu yonde
etkilemektedir [2, 12, 19-23]. Tiim bu ozellikleri sebebiyle farkli biyomolekiillerin belirlenmesinde
kullanilabildikleri yapilan ¢esitli ¢aligmalarla gosterilmistir [13, 17, 24, 25]. Hibrit fonksiyonel
materyaller, ¢ok sayida tanima molekiiliiniin, 6rnegin antikorlarin, enzimlerin ya da organik tanima
molekiillerinin immobilizasyonunu kolaylastiran yiizey-hacim oranmna sahip olduklarindan, bu
malzemeler yaygin olarak glukoz [20], H,O> [19], kiiclik organik molekiiller [17], hatta bakterilerin
(6rnegin, Escherichia coli) [2] tespiti ve ayrica bilesiklerin etkilesim yetenegini gelistirmek i¢in
kullanilmustir.

Bu c¢alisma kapsaminda; protein-inorganik hibrit yapi sentez teknolojisi kullanilarak antikorla
fonksiyonellestirilmis hibrit konjugat sistemleri (HK) optimum kosullarda sentezlenmis, olusan yapilar
Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) yardimiyla goriintiilenmis ve yapinin karakterizasyonlar1 Enerji
Dagilimhi X-1ginlar1 (EDX), X-Isin1 Kirmnimi (XRD) ve Fourier Doniisiimli Kizilétesi Spektroskopisi
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(FTIR) analizleri ile gerceklestirilmistir. Ardindan hibrit konjugat yapmin ELISA sisteminde
calisabilirligi TNF-a ve TNF-a’ya spesifik ¢esitli antikorlar kullanilarak test edilmistir.

2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Kullamlan Kimyasallar-

Tiimor nekroz faktor alfa (TNF-a), infliksimab (Abi: Remicade® ve Ab,: Remsima®) Adalimumab
(Abz:Humira®), at turpu peroksidaz enzimi (HRP), bovine serum albiimin, NaH2PO4, CuS0O4.5H.0,
etanol, fosforik asit, coomassie brilliant blue G-250, NaCl, KCI, Na;HPO4, KH:PO4, HCI, NaOH,
Sukroz, H,SO., Tween 20, TMB Sigma-Aldrich’ ten temin edilmistir.

2.2. Hibrit Konjugatin Hazirlanmasi

Hibrit konjugat (HK) sentezinde; Zare ve ark. tarafindan rapor edilen protein-inorganik hibrit yap1
sentez metodu bazi modifikasyonlar yapilarak uygulanmustir [12]. Sentez i¢in Oncelikle 120 mM
konsantrasyonda stok CuSQ04.5H20 ve 0.01 M PBS (pH 7.4) ¢ozeltileri hazirlanmustir. Ardindan 4 farkl
tiipte hibrit konjugat sentezi gergeklestirilmistir. Sentez sirasinda farkli konsantrasyonlarda protein
iceren (HRP, Abi, Aby, Abs) fosfat tampon (pH 7.4) iizerine stok bakir ¢6zeltisinden 0.8 mM
konsantrasyon olacak sekilde ilave edilmistir. Karigim 30 s vortekslenmis ve +4°C’de 72 h boyunca el
degmeden inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda tiiplerin dibinde olusan mavi renkli pellet
5000 g’de 10 dk santrifiij sonrasi toplanmig, 3 defa saf suda yikanip ve 30°C’de etiivde kurutularak
sonraki uygulamalar i¢in saklanmistir. Siipernatanta protein tayini yapilmustir.

Sentezi yapilan HK yapilarmin son konsantrasyonlar: su sekildedir;

HK-1: 0,00125 mg mL™* Abs, Ab,, Abs(1:1:1) karisimi, 0,02 mg mL™* HRP, 0.8 mM CuSO,
HK-2: 0,00125 mg mL™* Abs, 0,02 mg mL™ HRP, 0.8 mM CuSO,4

HK-3: 0,00125 mg mL™* Ab,, 0,02 mg mL™ HRP, 0.8 mM CuSO,4

HK-4: 0,00125 mg mL™* Abs, 0,02 mg mL™ HRP, 0.8 mM CuSO,

Blank: Protein/Enzim igermeyen hibrit yap1 (0.8 mM CuSQs)

2.3. Hibrit Konjugatin Karakterizasyonu

HK yap1 morfolojisi SEM ile goriintiilenmistir. Hibrit yapmin EDX o6l¢iimleri ile elementel analizi
yapilmis, yapidaki Cu metalinin varlig1 tespit edilmistir. Sentezlenen hibrit yapinin kristal yapis1t XRD
ile kimyasal yapis1 ise FTIR ile aydinlatilmistir.

2.4. Direkt ELISA Yonteminde Hibrit Konjugatin Test Edilmesi

Plastik kuyucuklar; TNF-a igeren, 50-100 pg protein/plak ve 40 pg seker/plak konsantrasyonu seklinde
0,05 M Na;HPO4/KH:PO4, pH 6,8 kaplama soliisyonu ile her kuyuda 100 ul hacim olacak sekilde
kaplanmustir. Plak iizeri seal ile kapatilmis ve +4 °C’ de gece boyunca inkiibe edilmistir. Ertesi giin plak
+4 °C’ den ¢ikarilmis, 1 saat oda sicakliginda bekletilmistir. Yikama tamponuyla (PBS-%0,5 Tween 20)
100 pl/kuyu olacak sekilde 3 defa yikanmistir. Plak ici havlu kdgida hizlica vurularak kurutulmustur.
200 pl/kuyu olacak sekilde bloklama ajani (0.01 M PBS-%1 BSA) eklenmis ve tlizeri kapatildiktan sonra
30 dk 37 °C’ de ardindan 30 dk oda sicakliginda karanlikta inkiibe edilmistir. Siire bitiminde plak i¢i
aspire edilmistir. Ardindan hibrit konjugatin 5-1000 pg mL™ konsantrasyon araliginda fosfat tampon
icerisinde stok c¢ozeltileri hazirlanmig ve 100 pl/kuyu olacak sekilde kuyucuklara dagitilmistir. 30 ve 60
dakika calkalayici iizerinde inkiibasyon siiresi bitiminde yikama tamponu ile 100 pl/kuyu olacak sekilde
3 defa yikanmistir. Plak i¢i havlu kdgida hizlica vurularak kurutulmustur. TMB Substrat 100 pl/kuyu
olacak sekilde eklenip, 10-15 dk karanlik ortamda oda sicakliginda bekletildikten sonra 1 M H>SO4
cozeltisinden 50 pl/kuyu olacak sekilde ilave edilmis ve 450 nm’de okuma yapilmistir.
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3. BULGULAR
3.1. Hibrit Konjugatin Morfolojisi ve Karakterizasyonu

Hibrit konjugat yapilar materyal ve yontemde anlatildig: sekilde sentezlenmistir. HK sentezinde organik
bilesen olarak HRP enzimi yaninda hem ayr1 ayr1 hem de birlikte bir havuz olusturacak sekilde anti-
TNF antikorlar (Abs, Ab,, Abs) kullanilirken inorganik bilesen olarak Cu®* iyonlar1 kullanilnustir. Bu
yontem de ¢icek benzeri morfoloji gosteren HK yapilarin iskeleti, fosfat tamponu ile Cu?" nin
olusturdugu yapiyla proteinlerin kompleks olusturmasi esasina dayanarak oriiliir. Sekil 1. de
gosterildigi gibi ilk olarak birincil bakir fosfat kristalleri olusur. Bu asamada protein molekiilleri baskin
olarak Cu?* iyonlari ile 6zellikle protein omurgasindaki amin gruplarinin koordinasyonu sayesinde
kompleksler olustururlar. Olusan bu kompleksler bakir fosfat birincil kristallerin ¢ekirdeklenme alanlar
haline gelir. Ikincil biiyiime asamasinda, protein molekiilleri ve primer kristaller iri topaklar haline gelir.
Bakir fosfat kristallerinin kinetik olarak kontrolii agregatlarin yiizeyindeki bireysel bakir baglayici
bolgelerden kaynaklanir bu da ayr1 ayr1 yapraklarin olusmasina neden olur.

Son agamada anizotropik biiyiime dalli ve ¢igek benzeri bir yapinin olusmasi ile sonuglanir. Bu biiyiime
siirecinde, protein yaprak iskeletinin olusturulmasi i¢in bakir fosfat kristalleri ¢ekirdeklenmeyi
indiiklemekte ve yapraklar1 birbirine baglamak i¢in bir “tutkal” olarak gorev yapmaktadir. Nano
boyuttaki bu yaprak sekilli yapilar bir araya gelerek birbirine baglanirlar ve ¢igek benzeri sekillere sahip
yapilar olustururlar. Bu nedenle sentezlenen yapilar ilk defa Zare ve ark. [12] tarafindan “gicek benzeri
hibrit nano yapi-Nanoflower” olarak adlandirilmstir.

Cekirdeklenme Kristallerin Organik-inorganik Hibrit
. ve Biiyiimesi Yapinin Olusumu
IIk Kristallerin Olusumu

Vel Protein @ Cu* Q Cu,(PO,),

Sekil 1. Cigek benzeri hibrit konjugat yapilarin olusum mekanizmasi. Cu?* iyonlar1 (Mavi renkli) protein yapili enzim ve
antikorlarin (kirmizi renkli) amin gruplarina baglanmaktadir.

HK yapilarinin enkapsiile ettigi antikor/enzim miktari sentez sonrasinda siipernatanta kantitatif protein
tayini yapilmasiyla belirlenmistir. Protein tayini sonucunda ortama ilave edilen protein yapili
bilesenlerin tamaminin hibrit yap1 igerisinde enkapsiile oldugu tespit edilmistir. Sekil 2” de goriildiigii
iizere pH 7.4’te gerceklestirilen sentezde elde edilen yapi morfolojisi kiire seklinde, biiyiik ve yapraklari
siki paketlenmis haldedir. Ayrica 2-3 pm boyutunda diizgiin ve homojen cicek benzeri yapi
goriinmektedir. Ortama organik molekiil ilave edilmediginde ¢igek benzeri hibrit yap1 olugsmamaktadir.
Sentezde kullanilan bu y6ntem yeni bir enzim immobilizasyon yontemidir. Nanomalzemelerin enzim
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immobilizasyonlarin da kullanilmas1; malzemelerin boyutunun ve seklinin kolayca kontrol edilebilmesi,
genis yiizey alani olusturmasi ve malzemelerin ylizeyine enzimlerin kolaylikla baglanmasi gibi
avantajlar sunmaktadir. Yontemde genis yiizey alanina sahip nano malzemelere ¢ok miktarda
enzimin/antikorun baglanmas1 saglanarak yiliksek Kkatalitik aktivite ve kararlilik gostermesi
hedeflenmistir. HK yapisinda yer alan HRP enziminin aktivitesinin ve kararliligmin serbest formuna
gore dikkat cekici olgiide arttigr dnceki calismalarda kamtlanmistir **2°. Bu ¢alismada elde edilen
bulgulara gore HK-3 (183,5 EU/mg) ve serbest HRP (59,01 EU/mg) enziminin aktivitesi kargilagtirilmig
ve hibrit yapinin gosterdigi aktivite Sekil 3* de goriildiigii iizere serbest forma gore 3 kat daha yiiksek
bulunmustur. Hibrit yapmin stabilitesi 15 giine kadar kontrol edilmis olup ilk sergilenen peroksidaz
aktivitesi %15 oraninda azalma gostermistir. Sentezlenen protein-inorganik hibrit yapilarin
aktivitelerinin artmasimin, muhtemel sebepleri su sekildedir: (1) olusan yapilarin yiiksek yilizey alanina
sahip olmasi 6nemli bir kiitle transfer simirlamasi olusturmaz, (2) nano Olgekte hapsedilmis enzim
molekiillerinin kooperatif etkisi ve (3) enzimin yapisinda metal iyonu igermesidir. Sekil 2 (b)
incelendiginde porlu yiizey alamna sahip olan HK yapraklarinda HRP/Ab, nin aminoasit rezidiileri ve
Cu iyonu arasinda olusan kooperatif etki ile yapinin stabilitesi ve katalitik aktivitesi artmaktadir [26].

00 K X EHT = 3.00 kV

zerss 200 nm* fag .00 K X EHT = 3.00 kv

GeminiSEM 500-71-08

Date :20 Feb 2019 wo mm

Sekil 2. infliksimab (Abz) ve HRP enzimi igeren hibrit konjugatn (HK-3) SEM gériintiisii (a) 5.00 K.X biiyiitme (b) 20.00
K.X biiyiitme
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Sekil 3. HK-3 ve serbest HRP enziminin aktivite karsilastirmasi

Sentezlenen HK-3 yapisindaki bakir metalinin varligi EDX teknigi ile analiz edilmistir. Sekil 4’ te
verilen EDX spektrumundan Cu metaline karsilik gelen pikler agik¢a goriilmektedir. Hibrit nano yapi
sentezinin, karakterizasyonunun yapildigr diger ¢alismalarda da kristal yap1 igerisindeki elementler
goriintiilenmistir [2, 12, 21].
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Sekil 4. Infliksimab (Ab2) ve HRP enzimi igeren hibrit konjugatin (HK-3) EDX sonucu

Sekil 5’te goriildiigii tizere, XRD spektrumu ile hibrit konjugat yap1 karakterize edilmistir. Hibrit yapinin
pik pozisyonlar1 ve siddetleri verilen XRD spektrumunda (Sekil 5) goriilmektedir ve Cus(PO4) nano
kristallerin kirtim pikleri JCPDS kart (00-022-0548) ile uyum igindedir.
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Sekil 5. HK-3 yapisinin XRD spektrumu. (JCPDS card no: 00-022-0548, Cus(POa4)2:3H20)

Serbest Ab;, HRP enzimi ve HK-3 yapisi hakkinda bilgi sahibi olmak ve hibrit yap: formuna
gecildiginde serbest yapida meydana gelen degisiklikleri incelemek ig¢in FTIR spektrum analizi
yapilmustir. Serbest HRP, serbest Ab, ve HK-3 yapisinin karakteristik pikleri sirastyla Sekil 6 (a), (b) ve
(c)’de verilen FTIR spektrumunda gosterilmistir. Sekil 6’da serbest formda ~570 cm™ ve ~620 cm™ *de
gbzlenen O=P-O grubu frekans1 immobilize edilmis yapida Sekil 3.6 (c)’de goriildiigii tizere ~550-650
cm™deki frekanslarina kayma gostermistir. Serbest HRP protein iskelet yapisinda yer alan peptit
bagimin C=O0 titresimi, N-H biikiilmesi ve C-N titresimi ile amit I band1 ~1656 cm™ ve amid II band1 ise
~1546 cm™ da pik vermistir. ~990, ~1075 ve ~1146 cm™ deki bantlar P=O grubuna spesifiktir ve HK-3
yapisinda gerilim azalarak tek bir bant olarak ~990-1100 cm™ frekans arahgma kaymustir. —NH;
grubunun titresim band1 serbest HRP enziminde ~1634 cm ™ iken hibrit yapida kayma gostererek ~1400-
1680 cm* titresim araliginda gériinmektedir. ~3000-3400 cm™ araliginda yer alan bantlar -CH, ve -CHjs
gruplarma aittir, serbest HRP ve Ab, molekiiliinde bu bantlar siddetli iken hibrit yapida daha zayif olarak
gOrlilmiistiir.
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Sekil 6. (a) Serbest HRP (b) Serbest Ab2 Vgn(b) HK-3 yapisinin FTIR spektrumu

3.2. Hibrit Konjugatin Direkt ELISA Yontemindeki Performansi

Hibrit konjugat temelli ELISA sisteminde TNF-a kaplanmus plak kullanilmustir. Sentezlenen dort farkli
hibrit konjugat 5-1000 pg mL™ konsantrasyon araliginda performans tespiti amaciyla ilave edilmis ve
baglanma diizeyleri 450 nm’de spektrofotometre ile dlciilmiistiir. Tk olarak TNF-[1 kaph plak iizerine
5-250 ug mL™ konsantrasyon araliginda sentezlenen HK tiirleri ilave edilip 30 dk inkiibasyon sonrasi
elde edilen absorbans degerleri l¢iilmiistiir (Sekil 7). 5 pg mL™ ve 10 png mL™ konsantrasyonda ilave
edilen HK degerlerinde farklilik gozlenmezken 100 pg mL™ ve 250 pg mL™ konsantrasyonda ilave
edilen HK-1 (Aby, Aby, Abs(1:1:1) degerinde artis gozlenerek sirasiyla 0,076 ve 0,220 absorbans yanit
vermistir. Inkiibasyon siiresi 30 dk’dan 60 dk’ya ¢ikarildiginda iiclii antikor tiirii igeren HK-1 yapisinda
100 ug mL™ konsantrasyonda benzer yamit alinirken 250 pg mL™ konsantrasyonda absorbans degeri
artarak 0.292 absorbansa ¢ikmustir. Sekil 7 ve Sekil 8 incelendiginde HK-1 yapist hem 30 dk hem de 60
dk inkiibasyon sonucunda diger HK tiirlerine gore daha yiiksek absorbans yanit1 vermistir. HK yapilarin
icerisinde es miktarda yani 0,02 mg mL™ konsantrasyonda HRP enzimi yer almaktadir. Oysa antikor
miktarlar: ve icerikleri farklidir. HK-2, HK-3 ve HK-4 icerisinde 0,00125 mg mL™ konsantrasyonda
sirastyla Abs, Ab, ve Abs antikorlar1 mevcuttur. HK-1 yapisinda ise her bir antikor 0,000417 mg mL™
konsantrasyonda yapinin igerisinde olmak {izere diger yapilara gore 3 kat daha az bulunmaktadir. Buna
ragmen fazla sayida organik molekiil igeren hibrit konjugatin (HK-1) ELISA sistemindeki performansi
daha yiiksektir.

ELISA performansina hibrit yapi iskeletini olusturan Cus(POs) nano kristallerin etkisi olup olmadiginin
gbzlenmesi amaciyla Blank=protein igermeyen hibrit yap1 (0.8 mM CuSO.)’nin absorbans degerleri de
kontrol edilmistir. Sekil 7 ve 8’de goriildiigii gibi hem konsantrasyon hemde inkiibasyon siiresi
artirllmasina ragmen protein icermeyen hibrit yapinin esik degeri diigiik bulunmustur.
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30 dk inkiibasyon

0,30 -

0,25 -

0,20 -
o
Io
A 0,15 -
(@]

0,10 -

0,05 -

0,00

5 pg/mL 10 pg/mL 100 pg/mL 250 pg/mL

et HK-1 0,036 0,038 0,076 0,220
ali=HK-2 0,038 0,036 0,040 0,044
e HK-3 0,036 0,035 0,039 0,036

HK-4 0,039 0,039 0,047 0,072
emiemBlank 0,037 0,036 0,038 0,040

Sekil 7. Direkt ELISA yonteminde farkli konsantrasyonlarda HK kullanilarak 30 dk’lik inkiibasyon sonucu elde edilen optik
yogunluk degerleri
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60 dk inkiibasyon

0,30 -

0,25

0,20
o
2
A 0,15
(@]

0,10

0,05

0,00

5 pg/mL 10 pg/mL 100 pg/mL 250 png/mL
et HK-1 0,033 0,034 0,083 0,292
ali=HK-2 0,038 0,033 0,058 0,106
e HK-3 0,033 0,032 0,034 0,032

HK-4 0,037 0,037 0,059 0,112

e Blank 0,034 0,034 0,034 0,04

Sekil 8. Direkt ELISA yonteminde farkli konsantrasyonlarda HK kullanilarak 60 dk’lik inkiibasyon sonucu elde edilen optik
yogunluk degerleri

ELISA sisteminde; HK-1 yapisinin konsantrasyonu 1000 pg mL™* degerine kadar artirildiktan sonra elde
edilmis absorbans degerleri Sekil 9°da gosterilmistir. Grafikte goriildiigii iizere 7,8-1000 pg mL*
araligindaki konsantrasyonda kullanilan Ab;, Ab, ve Abs antikorlarini igeren hibrit konjugat 30 dk

inkiibasyon sonucunda 450 nm’de 0,685 absorbans yanit1 vermistir.
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Sekil 9. Direkt ELISA yonteminde farkli konsantrasyonlarda HK-1 kullamlarak 30 dk’lik inkiibasyon sonucu elde edilen optik
yogunluk degerleri

4. TARTISMA VE SONUC

Bu ¢alismada ilk defa tek bir basamakta HRP enzimi ile birlikte tekli/¢oklu antikor baglanmis hibrit
konjugat yapilar sentezlenmis, karakterizasyonu yapilmis ve direkt ELISA sisteminde kullanilabilirligi
arastirilmustir. Konvansiyonel enzim immobilizasyon yontemlerinde enzimin stabilitesi artmasina
ragmen ¢ogunlukla enzimatik aktivitesi diismektedir [27]. Protein-inorganik hibrit yap1 yonteminde ise
enzimin hem stabilitesi hem de aktivitesi artmaktadir [28]. Bu ¢aligmada ise hibrit nano yapi igerisinde
yer alan HRP enziminin hem stabilitesi hem de enzimatik aktivitesi artmustir. Sentezlenen HK-3 183,5
EU/mg aktivite gosterirken ve serbest HRP enzimi 59,01 EU/mg aktivite gostermektedir. Ayrica 15
giine kadar sadece %15 oraninda bir aktivite kayb1 yasanmaktadir. Konvansiyonel ELISA yonteminde
kullamilan HRP ile isaretlenmis antikorlarm enzim ile isaretlenmesi i¢in 6ncelikle HRP’nin aktive
edilerek proteinlerle baglanmasi saglanmalidir. Bu amagla enzime bagli antikor bazli ELISA
yonteminde kullanilan antikorun isaretlenmesi ayri bir deneysel prosediir olup, hem zaman kayb1
olusturmakta hem de uzmanlik gerektirmektedir. Isaretleme basamaklarinda organik solventler
kullanilmasi1 sebebiyle kullanilan yontem ELISA sisteminde diisiik duyarlilifa neden olmaktadir. Bu
calismada tanimlanan hibrit konjugat sayesinde konvansiyonel yontemlerde bir gereklilik olan enzimle
isaretleme basamagi ortadan kaldirilmis olup her antikorun ELISA sisteminde 6n iglemlere tabi
tutulmadan direkt kullanilabilecegi bir forma indirgenmistir. Uygulanan yontem sonucunda hibrit
konjugatin ELISA sisteminde pratik olarak kullanilabilirligi kanitlanmistir. HK yapilarinin igerdigi
antikor miktarlar1 ve tiirleri birbirinden farkl olarak test edildiginde Abi, Ab, ve Abs antikorlarmi igeren
HK-1 yapisimin ELISA sistemindeki performanst HK-2, HK-3 ve HK- 4 ile karsilastirildiginda daha
yiiksek bulunmustur. Bu sonu¢ ¢oklu organik yapilarin hibrit konjugat icerisinde etkin bir sekilde
fonksiyonunu gerceklestirdigini kanitlamaktadir. Bu metot ELISA’da enzimle isaretli antikor yontemi
yerine pratik olarak gegebilecek dnemli bir potansiyel yontem 6zelligi tagimaktadir.
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