@ ANADOLU UNIVERSITESI

ELISA SISTEMLERI ICIN YENI BIR ALTERNATIF TEKNOLOJI:
TEKRAR KULLANILABILIR AFINITE KUYUCUKLAR

Seyda BASKINCI
Yiiksek Lisans Tezi
Ileri Teknolojiler Anabilim Dali

Eyliil 2012



@) ANADOLU UNIVERSITESI

JURI VE ENSTITU ONAYI

Seyda Baskmci’nin " ELISA Sistemleri i¢cin Yeni Bir Alternatif Teknoloji:
Tekrar Kullamlabilir Afinite Kuyucuklar" baslikli fleri Teknolojiler Anabilim
Dalindaki, Yiiksek Lisans tezi 16.08.2012 tarihinde, asagidaki jiiri tarafindan
Anadolu Universitesi Lisansiistii Egitim-Ogretim ve Smav Yonetmeliginin ilgili

maddeleri uyarinca degerlendirilerek kabul edilmistir.

Adi-Soyadi Imza
Uye (Tez Damismami) : Prof. Dr. RIDVAN SAY = eeeene
Uye : Doc. Dr. LUTFUGENC  eeeeee.
Uye : Yard. Do¢. Dr. Serpil 0OZKARA YAVUZ ...........

Anadolu Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Yonetim Kurulu'nun

.................. tarih ve ............ saylh karariyla onaylanmstir.

Enstitiit Midiiri



@) ANADOLU UNIVERSITESI

OZET
Yiiksek Lisans Tezi

ELISA SISTEMLERI iCiN YENI BiR ALTERNATIF TEKNOLOJi:
TEKRAR KULLANILABILIR AFINITE KUYUCUKLAR

Seyda BASKINCI

Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
fleri Teknolojiler Anabilim Dah
Biyoteknoloji
Damisman; Prof. Dr. Ridvan SAY
2012, 74 Sayfa

Enzim bagli immunosorbant testleri (ELISA) peptidler, proteinler,
antikorlar ve hormonlar gibi maddelerin belirlenmesi ve sayisal olarak
degerlendirilmesi i¢in dizayn edilmis plaka temelli testlerdir. Tayin, konjuge
edilmis enzim aktivitesini kullanarak 6l¢iilebilir bir {iriin {ireten substratin
inkiibasyonu yolu ile gerceklesir. Bir enzim dogrudan olarak birincil antikora
baglanabilir ya da bu birincil antikor biyotin isaretli ise streptavidin gibi bir
proteine baglanabilir. En yaygin kullanilan enzimler Horseradish Peroksidaz ve
alkalinfosfatazdir. p-galaktozidaz, asetilkolinesteraz ve katalaz da ELISA
isleyisinde kullanilabilir. Substrat se¢imi sinyal-tespit i¢in uygun bir
(spektrofotometre ya da florimetre gibi) cihaza dayanir. ELISA, antikorlar veya
proteinler ile kaplanan 96 kuyucuk tasiyan polistren plakalarda gerceklesir. Bu
plakalar tek kullanimliktir. Piyasada bulunan Protein A, G, C kapli, Biyotin kapli,
Streptavidin kapli, amin kapl yada antikor kapli modifiye mikroplakalar ELISA
i¢in tercih edilir.

Bu c¢aligmada; ELISA prosediiriinde kullanilan polistren mikroplaka
kuyularinin modifikasyonu ile tekrar kullanilabilir mikroplakalar elde edilmistir.
Plazma yoOntemi ile amin kaplanan polistren plaka kuyular, fotosensitif
monomerler kullanilarak yapilan modifikasyonlarla antikorlar yada diger
proteinlerin yiizeye ¢apraz baglanmasi i¢in uygun hale getirilmistir.

Anahtar kelimeler: ELISA, HRP, Fotosensitif monomer, ANADOLUCA
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Enzyme-linked immunosorbent assays (ELISA) are plate-based assays
designed for detecting and quantifying substances such as peptides, proteins,
antibodies and hormones. Detection is accomplished by assessing the conjugated
enzyme activity via incubation with a substrate to produce a measurable product.
An enzyme can be linked directly to the primary antibody or a protein such as
streptavidin if the primary antibody is biotin labeled. The most commonly used
enzymes are horseradish peroxidase (HRP) and alkaline phosphatase (AP). B-
galactosidase, acetylcholinesterase and catalase can be used for performing the
ELISA. The choice of substrate depends upon the instrumentation
(spectrophotometer, fluorometer) available for signal-detection. ELISA is
performed in 96-well (or 384-well) polystyrene plates which will bind antibodies
and proteins are disposable. Protein A, G, C coated, Biotin coated, Streptavidin
coated, nickel coated, copper coated, amine coated or antibody coated modified
microplates are preferred for ELISA.

In this study, the re-usable microplates by the modification of the
polystyrene microplate wells used in the ELISA procedure have been obtained.
Polystyrene plate wells, coated with the amine by plasma method, have been
made suitable for antibodies or other proteins cross-linking to the surface by
modification using photosensitive monomers.

Keywords: ELISA, HRP, Photosensitive monomers, ANADOLUCA
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1. GIRIS

Antijen antikor reaksiyonlarmni gosterebilmek icin enzim kullanilan tiim
tekniklere genel olarak enzim immunotest (Enzim Immuno Assay, EIA) denir.
Radyoimmiinotestler (Radio Immuno Assay, RIA) EIA’dan daha Once

kullanilmaya baslanmis, ancak isaretleme i¢in |

gibi kisa omiirlii izotoplarin
kullanilmasi, toplum saghigini ve cevreye zararli radyoaktif madde kullanima,
RIA’in endokrinoloji laboratuvarlarinda kullanimi ile smirli kalmasima neden
olmustur. Immiin Floresan (IF) teknikleri RIA’dan daha yaygin bir kullanim alani
bulmustur. Ancak IF tekniklerinin uygulanmasinda iyi egitilmis eleman
gereksinimi ve sonuglarin yorumlanmasinin subjektif olmasi bu tekniklerin de
yaygin kullanimini engellemektedir.

Enzim bagli immiosorbant test sistemleri (Enzyme-Linked Immuno Sorbent
Assay, ELISA), 1960’larda radioimmunoassay yontemlerine alternatif aranirken
bulunmustur. EIA’da kullanilan reaktiflerin uzun émiirlii olmalari, atik maddeleri
ile 1ilgili radyasyon tehlikesi olmamasi, basit testler olmasi ve otomatize
edilebilmesi diger iki teknige olan iistiinliikleridir. Daha 6nemlisi laboratuvarlara
cok fazla sayida ornekle ¢alisma olanagi verme yaninda analizlerin kisa siirede
sonuclanmast gibi dstiinlikkleri de vardir. EIA diye isimlendirilen yontemler,
homojen ve heterojen olmak tizere iki ¢esittir. Homojen tekniklerde, enzim bir
hapten ile konjuge haldedir. Teknigin esasi, bu konjugatin antikor ile reaksiyona
girmesi halinde enzim aktivitesinin baglamasina dayanir. Ancak bu teknigin diisiik
molekiiler agirlikli maddeler kullanma zorunlulugunun bulunmasi, pahali ve
zahmetli olmas1 gibi dezavantajlar1 vardir. Bu nedenlerden dolay1 fazla sik
kullanilmazlar. Heterojen EIA’da bagli olan ve olmayan reaktifler birbirinden
yikama islemi ile fiziksel olarak ayrilirlar. ELISA, heterojen EIA’ya &rnektir
(Cirak 1999).

Antikor veya antijen aranmasinda kullanilan serolojik testlerden biri olan
ELISA yo6ntemi antijen-antikor baglanmasin1 géstermek amaciyla enzimle isaretli
konjugant ve enzim substrati kullanilarak renk olusumu esasina dayanan bir

testtir. Neye 0Ozgilil oldugu bilinen antijen ile orneklerdeki antikoru, tipini,
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miktarini veya antikor var ise de buna 6zgii antijen ve miktar1 saptanabilir (Okay
2006).

ELISA testi son derece duyarli ve kesin sonuglar veren bir test olmasina
ragmen kitlerinin tek kullanimlik olmasi, kitlerin pahali olmasi ve iilke ekonomisi
acisindan bakildiginda disa bagimhiligin s6z konusu olmasi ¢oziilmesi gereken
problemlerdir.

Bu c¢alismanin amaci, mikroplakalarin  tekrar  kullanilabilir  hale

doniistiiriilmesi ve raf dmiirlerinin uzatilmasidir.

1.1. Immiinolojik Teknikler

Immiinolojik teknikler, antijen-antikor etkilesmesine dayanan analiz
yontemleridir. Bu yontemlerde bilinen bir antijen oldugunda 6rnek materyal
igerisinde 06zgiil antikor veya bilinen bir antikor oldugunda ornek materyal
icerisinde Ozgiil antijen saptanabilir. Ayrica 6rnek materyal igerisindeki 6zgiil
antijen veya antikor miktarlar1 niceliksel testlerle saptanabilir. Immiinolojik

teknikler Cizelge 1.1° de simiflandirilmistir.

Cizelge 1.1. immiinolojik tekniklerin siniflandirilmasi

Immiinolojik teknikler

Kalitatif yontemler
-Presipitasyon
-Ring testi (halka deneyi)
-Tiipte sulandirma yontemi
-Jelde presipitasyon (immiinodifiizyon)
-Radyal immiinodifiizyon
-Cift yonliiimmiinodifiizyon
-Immiinoelektroforez
-Flokiilasyon
-Agliitinasyon

-Kompleman fiksasyon testi

Kantitatif yontemler
-Tiirbidimetrik ve nefelometrik
olgiimler
-Isaretlenmis immiinokimyasal
olgtimler
-Radioimmunoassay (RIA)

-Enzim immunoassay (EIA)
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Antijen ve antikor birlesimlerinin 6zellikleri immunolojik teknikler igin
biiytik 6nem tasir. Antijen-antikor birlesmesi spesifik bir olaydir. Fakat birbirine
benzeyen gruplar arasinda da birlesme olabilir. Buna ‘capraz reaksiyon’ adi
verilir. Diger taraftan antijen-antikor birlesmesi kimyasal bir olaydir. Bu
birlesmede kovalent olmayan baglar rol oynar (Sekill.l). Ayrica antijen-antikor
birlesmesi tersinirdir. Antijen ve antikor multivalan olduklarindan ve reaksiyon
icin biitlin valanslarin doymas1 sart olmadigindan degisik oranlarda birlesir.
Antijen-antikor birlesmesinde pH, tuz konsantrasyonu ve isinin da etkisi vardir
(Altimisik 2004).

Baglantilar

Vander Waal
Kuvvetleri

ivonik bag
Hidrojen Bag

Sekil 1.1. Antijen-Antikor Aras1 Baglanma (Altinigik 2004).

Sekil 1.2. Antijen-Antikor Baglanmasinin 3 Boyutlu Goriintiisii (Altimigik 2004).
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1.2. ELISA Testi

ELISA yontemi, AIDS (Acquired Immune Deficiency Syndrome) tanisi igin
yaygin kullanimu ile bilinen immunolojik bir tan1 yontemidir. 1985 yilinda antikor
testlerinin bulunmas ile diinyanin her yerinde kan ve kan iirlinlerinin hastaya
verilmeden 6nce HIV (Human Immunodeficiency Virus) yoniinden test edilmesi
zorunlu hale getirilmistir. Ulkemizde 1987 yilindan beri tiim kan ve kan
tirtinlerine ELISA yontemi ile test yapildiktan sonra hastaya verilmektedir. Bu test
HIV tanisinda, taramasinda ucuz olmasi, standardize edilmis bir yontem olmasi,
giivenilirliginin % 97,3 oraninda olmasi ve ¢abuk sonu¢ vermesi yoniinden en
fazla kullanilan ydéntemlerdendir (Tiimer ve Unal 2001).

ELISA yonteminde, antijen ya da antikor bir enzimle isaretlenmekte ve
immunolojik reaksiyon, enzimatik bir aktivite sonucu Ol¢iilmektedir. Duyarl
spesifik ve g¢abuk sonug veren bir testtir. Serodiagnostikde kolay ve hizli
olmasindan dolay1 genis bir uygulama alani bulmustur.

ELISA yontemine Engwall ve Perlmann Onciiliik etmisler, 1971 yilinda
antijen veya antikorlar1 radyoizotop yerine enzim ile konjuge ederek immunolojik
bir yontem gelistirmislerdir.

Carlson ve arkadaslar1 1972’de, Holmgren ve Svennerholm 1973°de, Voller
1974’de diagnostik mikrobiyolojide ELISA testini kullanmislardir. 1978’de
Bishai ve Galli, 1979°da Leinikki ve arkadaslari, 1980°de ise Ukkonen ve
arkadaglar1 Influenza, Parainfluenza ve Mumps viruslarinin neden oldugu
enfeksiyonlarin tanisinda ELISA yonteminden yararlanmiglardir. ELISA testi,
1980 yilinda Ukkonen tarafindan modifiye edilerek ve mikrotitrasyon plakalar
kullanilarak denenmistir.

ELISA yonteminde antijen veya antikor, kati bir faza baglanmaktadir. Kati
faz olarak rigid polisitren, polivinil veya polipropilenden yapilmis tiipler ve
mikroplakalarin daha uygun oldugu belirtilmistir.

Antijen ve antikoru uygun bir sekilde adsorbe eden ve diger sathalarda yer
alan komponentleri adsorbe etmeyen 6zellikte mikroplakalar tercih edilmelidir.

ELISA'da enzim olarak beta galaktozidaz, glukozoksidaz, peroksidaz ve

alkalin fosfotaz kullanilmaktadir.
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Alkalin fosfataz ile P-nitrofenil fosfat, substrat olarak kullanilmakta,
emniyetli tablet formda bulunmakta ve pozitif reaksiyonda sar1 bir renk
olusturmaktadir.

Peroksidaz konjugat icin substrat olarak, 5 amino salisilik asid ve O-
fenilendiaminden yararlanilmakta ve kahverengi bir renk olusumu pozitif
reaksiyon olarak kabul edilmekte, substrat olarak tetrametil benzidin
kullani1ldiginda ise mavi renk olusumu pozitif reaksiyon olarak kabul edilmektedir
(Altinigik 2004).

Peroksidaz, alkalen fosfataz ve beta-galaktozidaz substratlar1 ile renkli
tirtinler olusturabilme yeteneginde olan enzimlerdir. Bu renkli {irlinler standart
spektrofotometrede okutulabilir. Beta-galaktozidaz kullanilmigsa florimetrede
okutulmalidir (Cirak 1999).

Enzimlerin katabolik etkileri enzim substrasyon reaksiyonu esnasinda
immunolojik reaksiyonun hem hizlanmasin1 hem 6zgilliigiinii saglamaktadir.
Enzim substrat reaksiyonu genellikle 30-60 dakika i¢inde tamamlanir. Reaksiyon
H,SO, ile durdurulabilir ve sonuglar, kullanilan konjugatin 6zelligine gore 400-
600 nm de okutulur.

ELISA testinin her evresi icin asagida belirtilen optimum sartlar gereklidir.
1- Kati fazin kaplamasinda antijen veya antikor optimum konsantrasyonda
olmalidur.

2- Inkiibasyon siiresi ve sicakligi optimum olmalidir.
3-En uygun substrat secilmelidir.

ELISA’da kullanilan antijen ve antikorlar steril kosullarda yillarca
saklanabilir. ELISA, faktor VIII ile ilgili antijenler, ¢esitli timor belirtegleri ve
IgG (immiinoglobilin G), IgM (immiinoglobulin M) gibi antikorlarin 6lgiimiinde
kullanilabilir (Altinisik 2004).
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Sekil 1.3. Ornek bir ELISA protokolii

Sekil 1.3°de o6rnek bir ELISA protokolii yer almaktadir. ELISA plaklar
hazirlanirken antijen aranacaksa antijene 6zgiil antikor veya antikor aranacaksa
antikora Ozgiil antijen kati faza (plastik cukur veya boncuga) baglanmalidir.
Plaklarin kaplanma islemi, 2 saat 37°C’de ya da bir gece oda 1sisinda veya
+4°C’de bekletildikten sonra yikama yapilarak gergeklestirilir.

ELISA yonteminin bircok uygulama alani vardir: TORCH (Toxoplasma
gondii, rubella, CMV, HSV) ajanlarina 06zgiil IgG ve IgM antikorlar
saptanmaktadir. Legionella pneumophila, Mycoplasma pneumoniae, Treponema
pallidum, Chlamydia trachomatis, Rickettsia, Neisseria gonorrhoeae,
Mycobacterium tiirleri ve Brucella tiirlerinin serolojik tanilarinda basariyla
kullanilmigtir. Hepatit viruslarina (Hepatit A, B, C, D ve E) kars1 olusan 6zgiil
antikorlar, HIV, RSV (Respiratory syncytial virus) ve diger birgok virlis
hastaliginda antijen antikor iligkisi bu yontemle saptanabilir. ELISA-antikor
testleri, hepatit viruslari, kizamik virusu, kizamik¢ik virusu, CMV
(cytomegalovirus), Rota virus ve Arbo viruslarin sebep oldugu viral hastaliklarda
da, epidemiyolojik degerlendirmeler yapilabilmesi agisindan da degerlidir.

Paraziter hastaliklarda da ELISA yontemi genis bir kullanim alanina sahiptir.
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Antijen aranmasinda kullanilan ELISA tetkikleri, daha ¢ok endokrinoloji
sahasinda gelismistir (Cirak 1999).

Giliniimiizde ELISA yontemi daha gelismis sistemler i¢inde yer almaktadir.
Arastirilacak  etkenin  DNA’sin1 PCR  (polimeraz zincir reaksiyonu) ile
cogaltilmasi ve elde edilen PCR iiriiniine 6zgii problarla kapli mikrokuyucuklarda
hibridizasyonu takiben ELISA’ya benzer sekilde kolorimetrik reaksiyon ile
degerlendirme yapilmasi tanist konacak viral hastalikta yalanci pozitif sonuglarin
minimuma indirilmesi bakimindan ¢ok yararlidir. Ornegin, Hepatit C virus tanisi
icin gelistirilen ticari bir HCV PCR kiti olan "Amplicor HCV", ELISA ile
HCV’ye karsi antikor pozitifligi saptanan olgularda HCV gosterilmesinde
onemlidir, ancak bu yontem de halen standardizasyon sorunu yagamaktadir.

Amplifikasyon irliniiniin ELISA sistemi ile gosterilmesine dayali bir baska
gelistirilen teknik dallanmig DNA’dir. Amplifikasyon tekniklerinden belirli bir
sekilde farkli olan dallanmig DNA (branched DNA) tekniginde hedef niikleik asit
cogaltilmamaktadir; bunun yerine reaksiyonun duyarliligi sinyal amplifikasyonu
ile saglanir. bDNA teknigi enfeksiydz hastaliklarin degerlendirilmesinde
kullanilir. HIV-1, HCV ve HBV’nin saptanmasi ve kantitatif olarak
degerlendirilmesi i¢cin ELISA sistemini esas alan gelistirilmis kitler bulunmaktadir
(Cirak 1999).

Son yillarda ELISA testleri, viral enfeksiyonun tanisinda kullanilan klasik
testlerden birgogunun yerini almaktadir. Klasik testlerde bir hastaligin serolojik
tamisinin  konulabilmesi i¢in akut ve konvelesan faz serumlarmin birlikte
incelenmesi ve ikisi arasinda en az 4 titre artisinin saptanmasi gerekmektedir.
ELISA testi genellikle ¢ift serum 6rnegi ile caligmaya gereksinim olmadigindan
daha pratiktir. Antijene spesifik 1gG ve IgM antikorlarinin belirlenebilmesi de bu
testin digerlerine Ustilinliiklerinden birini olusturmaktadir.

Indirekt ELISA yéntemi, antikor miktar tayini icin ¢ok yaygm olarak
kullanilan bir testtir. Ancak IgM gibi kiiclik miktarlardaki immunoglobulin
seviyelerinin Ol¢limiinde dikkatli olunmasi ve romatoid faktére bagli yalanci
pozitiflik ile IgG antikorlarinin ¢ok yiiksek olmasi halinde yapismaya baglh olarak
meydana gelen IgM yalanci negatiflik olgularinin gézden uzak tutulmamasi

gerekir. Bu problemleri azaltmak i¢in kati faz anti IgM ELISA yo6ntemi
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kullanilmaktadir. Bu amagla ilk adimda anti-IgM ile kapli mikroplakalar
kullanilir. Serum numunesi {izerine isaretli antijen ve uygun substrat edilerek test
degerlendirilir.

Indirekt ELISA’nin problemlerinden biri olan IgM yalanc pozitifligi, spesifik
antijene baglanan spesifik IgG antikorunun Fc parcasina, I[gM romatoid faktoriin
(RF) baglanmasindan kaynaklanmaktadir. RF ile ilgili nonspesifik pozitifligin
eliminasyonu i¢in cesitli teknikler gelistirilmis ve bu amacla agrege olmus IgG,
19G ile kaplanmus lateks partikiiller Stafilococcus aureus protein A ve sepharose

kullanilmaktadir (Anonim 2011).

1.2.1. Antijen arama icin kullanilan yontemler

Direkt ELISA (sandvi¢ yontemi); arastirilacak antijene 6zgii antikor, kati
faza baglanir. Antijen arastirilacak materyal ile birlikte inkiibe edilir. Uzerine
enzim baglanmis 6zgiil antikor eklenir. Incelenmekte olan materyalde antijen var
ise, kati faza baglanmistir. Buna baglanmis olan enzimli antikorun enzimi,
substrat eklenince kendi substratina etkili olarak renk olusur.

Direkt ELISA tek basamakli sandvi¢ yontemi; direkt ELISA’dan farki, kati
fazda yapisik 6zgiil antikorun {izerine ayn1 anda antijen aranmakta olan materyal
ile enzim baglantil1 antikor eklenir.

Indirekt ELISA; kat1 faza yapismus 6zgiil antikora daha once bir siire
inkiibe edilmis antijen aranacak materyal ve 6zgiil antikor karisimi eklenir. Ancak
bu ikinci antikorun, kati fazda yapisik antikorun elde edilmis oldugu hayvan
tiriinden farkli bir hayvan tiirtinden elde edilmis olmasi gerekir. Eger incelenen
materyalde uygun antijen varsa, bir yandan serbest antikora diger yandan da kati
fazdaki antikora baglanir; eklenen enzimli antiglobulin yikama ile gitmez. Enzime
uygun kromojen substrat eklenince renk olusur.

Kompetitif ELISA yontemi, kati faza yapismis 6zgiil antikorun iizerine
antijen aranacak olan materyal eklenir. Inkiibasyondan sonra, enzim baglanmig
ozgiil antijen, takiben substrat eklenir. Incelenen materyalde antijen varsa, kati
fazdaki antikora baglanmistir, enzimli antijen yapisamayacagi i¢in, yikama ile

uzaklastir; substrat eklenince renk olusmaz.
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1.2.2. Antikor arama amaciyla kullanilan yontemler

Indirekt yontem (kat1 faz sandvi¢ yontemi); bilinen antijenin kat1 faza
adsorbsiyonundan sonra, antikor aranan hasta serumu ile inkiibe edilir. Antijen-
antikor kompleksinin gosterilebilmesi i¢in, enzim ile konjuge insan antiglobulini
eklenir. Antikor baglanmigsa enzimli antiglobulin de baglanir; uygun enzim
substrat1 eklenince renk olusur.

Sandvi¢ inhibisyon yontemi; serbest antijen hasta serumu ile karistirilip bir
stire inkiibe edilir. Hasta serumunda antikor varsa antijene baglanarak onu bloke
edecektir. Bu karisim kati fazdaki 6zgiil antikorun {izerine eklenir. Inkiibasyondan
sonra sirastyla, enzim baglanmis 6zgiil antikor ve kromojen substrat eklenir. Hasta
serumunda antikor varsa serbest antijen ile bloke olmus oldugundan kati fazdaki
antikora baglanmaz. Bu durumda eklenen enzimli antikor da baglanmayacagindan
substrattan renk olugmaz.

Kompetitif ELISA yontemi; kati faza baglanmis antijenin iizerine Once
antikor aranmakta olan hasta serumu, takiben enzimle isaretli 6zgiil antikor ve
kromojen substrat eklenir. Hasta serumunda antikor varsa, enzimle isaretli
antikora gore daha aktif oldugundan, yarisma sonucu kati fazdaki antijene
baglanmistir. Enzimli antikor baglanamayip yikama ile uzaklastigi i¢in substrat
eklendiginde renk olusmaz (Cirak 1999).
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Sekil 1.4. Farkl1 Cesitlerde ELISA Protokollerine Ornekler; A) Indirekt ELISA B) Sandvi¢ ELISA
C)Kompetetif ELISA

1.3. Biyokonjugasyon

Biyokonjugasyon, iki veya daha fazla molekiilin her bilesenin icerdigi
ozellikleri barindiran bir kompleks olusturmak i¢in bir araya gelmesi anlamina
gelmektedir. Dogal veya sentetik bilesenlerin aktiviteleriyle, diizenlenen
ozelliklerine sahip tek bir madde olusturan kimyasal bilesimlerdir. Boylece bir
protein, izlenebilir bir konjugat olusturmak igin belirlenmis diger molekiil
ciftleriyle cagraz baglanabilen bir kompleks karisimindaki hedef bir molekiile
baglanabilir.

Biyokonjugasyon teknolojisi, yasam bilimleri icerisinde neredeyse her
disiplini etkiler. Ayricalikli aktiviteleri ile olusturulan tiim konjugatlar i¢in reaktif
sistemleri ve capraz baglama uygulamalari, maddelerin kiigiik miktarlarinin

analizine, molekiillerin in vivo hedeflenmesine ve spesifik biyolojik sistemlerin

10
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olusturulmasina imkan saglar. Molekiillerin modifikasyonu veya konjugasyonu
hastaliklarin tedavisinde, spesifik hiicresel molekiillerin yerini belirlemede ve
tespitinde ve ya saflastirma islemlerinde kullanilabilir.

Bir molekiile digerlerinin kimyasal yollarla eklenmesi uygulamalari,
arastirma, teshis ve tedavi piyasalarinda milyar dolarlik bir endiistrinin dogmasina
neden olmustur. Klinik testleri igeren tiim biyolojik 6l¢iimlerin 6nemli bir boélimi
¢ozelti, hiicre veya dokularda belirli analitlerle etkilesebilen konjugatlarin
kullanimmna dayanmaktadir. Capraz baglanmis veya modifiye edilmis ajanlar,
peptid ve proteinlerin, seker ve polisakkaritlerin, niikleik asitler ve
oligoniikleotidlerin, lipitlerin kimyasal olarak olusturulan ve goriintiilenebilen
molekiillerin fonksiyonlar1 ve dogal hallerinin degistirilmesinde kullanilabilir.
Dikkatli bir modifikasyon ve konjugasyon stratejisi boyunca proteinin fonksiyonu
ve yapisi, meydana c¢ikan reseptor-ligant baglantilar1 ve aktif bolge
konformasyonu ¢ok iyi bilinmelidir. Biyokonjugat kimyasi gelismeden
molekiillerin  isaretleme, modifikasyon ve konjugasyon birlesimlerinin
Olusturulmasi da miimkiin degildir (Hermanson 1996).

Biyokonjugatlarinin geleneksel yontemlerle sentezlenmesi,
makromolekiillerin sulu ¢o6zeltideki fonksiyonel gruplarinin aktivasyonu ile
gerceklesmektedir. Bilinen tiim biyokonjugasyon reaksiyonlarinda tasiyici
molekiillerin fonksiyonel gruplarinin aktivasyonu ve proteinlere baglanmasi igin
1-etil -3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid hidrokloriir (EDC) gibi gesitli ¢apraz
baglayicilar kullanilmaktadir (Dilgimen ve ark. 2001). Ornegin, 1-etil -3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid hidrokloriir aracilig1 ile polimerlerin karboksil
gruplarinin  modifikasyonu ve proteinlerin amino gruplarinin, aktiflestirilmis
polimer gruplarina amid bagi olusturarak kovalent olarak baglanmas1 Sekil 1.5.’da
gosterildigi iizere iki adimda gerceklesmektedir. Ilk adimda tasiyict dzellikteki
polimerin karboksil gruplar1 karbodiimid ile aktive edilmekte ve O-agilizoiire
kararsiz ara iriinii olugsmaktadir. Sonrasinda ortama ilave edilen proteindeki
amino gruplar1 bu kararsiz ara iirline saldirarak reaksiyon vermekte ve amid bagi

olusumu iizerinden polimer-protein biyokonjugatlari sentezlenmektedir (Akkilig

ve ark. 2007; Mustafaev 1996).

11
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Sekil 1.5. 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)karbodimid hidrokloriir (EDC) ¢apraz baglayicisi
kullanilarak BSA proteinin P(VP-co-AA) kopolimeri ile konjugasyon reaksiyonu

Proteinlerin akrilik asid ve kopolimerleri ile kompleks olusumunu ve
konjugat sentezi reaksiyonlarini incelemis ve elde edilen sonuglardan karbodiimid
varliginda karboksil grubu ile amin grubu arasinda meydana gelen kondenzasyon
reaksiyonundan once hizla protein-polimer komplekslerinin  olustugunu
saptamiglardir. (Kizilbey ve ark. 2009; Akkili¢ ve ark. 2007).

Yapilan calismalarda poliakrilikasidin (PAA) immun sistem iizerinde yiiksek
uyarict etkisinin oldugu gosterilmistir, ancak yiiksek toksisitesinden dolay1
hazirlanan preparatlar immunolojide genis kullanim alan1 bulamamistir. Bu
nedenle PAA’in toksisitesini diistirmek i¢cin PAA’in N-Vinilpirolidon ile ¢esitli
oranlarda ve farkli molekiil agirliklarinda kopolimerlerini sentezleyerek bu
kopolimerlerin de en az PAA kadar immun sistemde uyarict etkisi oldugunu

gostermislerdir ( Rafikov ve ark. 1986).
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1.3.1. Capraz baglama reaktifleri

Capraz baglama reaktifleri (¢capraz baglayicilar) biyokonjugat yontemlerinde
molekiillerin kovalent olarak baglanmasini saglayan ve uygulama amacina gore
cok farkli gesitleri bulunan kimyasal reaktiflerdir. Capraz baglayicilar biyolojik
molekiillerin isaretlenmesinde, ¢apraz baglanmasinda ya da kiiciik molekiillerin
daha biiyilkk molekiillere baglanarak  hedeflenmesi ve  dagitiminda
kullanilmaktadir. iki farkli molekiil intermolekiiler (molekiiller aras1) ya da tek bir
molekiil intramolekiiler (molekiil i¢i) olarak capraz baglayicilar kullanilarak
baglanabilmektedir. Capraz baglayicilar aktif bagin sagindaki ve solundaki R
gruplarinin es olup olmamasia gére Homobifonksiyonel (iki es fonksiyonel R
grubu tasiyanlar) veya Heterobifonksiyonel (farkli fonksiyonel R grubu
tastyanlar) olarak siniflandirilirlar (Hermanson, 1996).

Homobifonksiyonel c¢apraz baglayicilar; karbon zincirinden olusan bir
arabulucunun simetrik olarak iki 6zdes reaktif gruba baglanmasi ile

olusturulmustur (Sekil 1.6).

I. Reaktif grup 2. Reaktif grup

< Spacer (arabulucu) >
I 2

Ozdes reaktif gruplar

Sekil 1.6. Homobifonksiyonel ¢apraz baglayicilarin gematik gdsterimi(Hermanson, 1996).

Arabulucu molekiiler bir ip gibi bir protein molekiiliinii diger bir molekiile
ortak reaktif gruplarina saldirarak kovalent olarak baglamaktadir. Ornegin, bir
proteindeki lizine ait e-amino ya da N-ucundaki amino grubu diger bir
molekiildeki amino grubuna homobifonksiyonel baglayici araciligi ile g¢apraz
baglanmaktadir. Bu sekilde iki proteini ya da diger molekiilleri birbirine
baglayabilme yetenekleri homobifonksiyonel ¢apraz baglayicilarin farkli deneme

ya da hedefleme ¢aligsmalarinda kullanilmasina olanak saglamistir. Bunun yaninda
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homobifonksiyonel ¢apraz baglayicilarin baz1 dezavantajlar1 da mevcuttur
(Hermanson, 1996).

Bunlarin basinda; genel olarak basit homobifonksiyonel baglayicilarin
kullanilmast ile olusturulan konjugatlarin yeteri kadar tanimlanamamasi,
konjugasyon esnasinda ¢apraz baglayici tarafindan aktive edilen ilk protein
tarafindan olusturulan aktif ara {riinlin yine ayni cins protein ile ¢apraz
baglanabilmesi, aktif ara {irlinlin kendi igerisinde ayn1 polipeptid zincirinde diger
bir fonksiyonel gruba ¢apraz baglanarak intramolekiiler konjugat olusturabilmesi,
diger bir ¢apraz baglayicinin yine bu aktif ara {iriine baglanmasi bunun sonucunda
ayn1 molekiiliin ikili (dimer), ti¢lii (trimer) vb, oligomerlerinin olusabilmesi ve bu
sekilde polimerize olabilmesi gerekmektedir.

Bu sekilde homobifonksiyonel c¢apraz  baglayicilar  kullanilarak
gerceklestirilen tek basamakli  konjugasyon reaksiyonlarinda tam olarak
tanimlanamayan konjugatlarin olusumu onemli bir problemdir. Ciinkii bu tip
reaksiyonlarda tiim reaktiflerin ayni anda reaksiyon karisimma koyulmasi
gerekmektedir. Tim bu olumsuz nedenlerden dolay1r homobifonksiyonel ¢apraz
baglayicilar igin iki basamakli reaksiyon prosediirii gelistirilmistir (Hermanson,
1996).

Oncelikle ilk protein molekiilii homobifonksiyonel ¢apraz baglayict ile aktive
edilir ve sonrasinda gapraz baglayicinin fazlasi ile yan iiriinler (protein monomeri,
dimeri, trimeri, vb.) uzaklastirilarak aktive edilmis protein saflagtirilir. Sonrasinda
baglanacak olan ikinci molekiil ya da protein ile konjugat olusumu icin karistirilir.
Ancak burada da aktive edilmis proteinin saflastirilmasi sirasinda hidroliz olmasi
ya da ilk molekiiliin kendi arasinda polimerize olmasi ve reaksiyon veriminin
oldukga diisiik kalmas1 gibi sorunlar ile karsilasiimaktadir (Aslam ve Dent 1998).

Heterobifonksiyonel ¢apraz baglayicilar; karbon zincirinden olusan bir ara
bulucunun iki ucuna farkli reaktif gruplarin baglanmasi ile olusturulmustur (Sekil
1.7).
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|. Reaktif grup 2. Reaktif grup

< Spacer (arabulucu)
1 2

Farkl reaktif gruplar

Sekil 1.7.Heterobifonksiyonel ¢apraz baglayicilarin sematik gosterimi(Hermanson 1996).

Iki farkli reaktif grup, kovalent olarak baglanacak farkli molekiillerdeki iki
farklt fonksiyonel gruba saldirarak bu molekiillerin ¢apraz baglanmalarini
saglarlar. Ornegin ¢apraz baglayicinin bir ucu amino grubuna ydnelen reaktif grup
igerirken, diger ucu stlfidril ya da karboksil grubuna yoénelen reaktif grup
icermektedir. Bunun sonucunda hedeflenen molekiiliin istenilen bdlgesinde ¢apraz
baglanma reaksiyonu gerceklestirilebilmekte ve boylece konjugasyon isleminde
daha iyi kontrol saglanmaktadir (Hermanson 1996).

Heterobifonksiyonel capraz baglayicilar kullanilarak  gergeklestirilen
konjugasyon reaksiyonu birka¢ basamaktan olusmaktadir. Tipik bir konjugasyon
reaksiyonunda ilk protein (ya da peptid, makromelekiil vb.) heterobifonksiyonel
capraz baglayicinin daha reaktif ve reaksiyona meyilli olan ucu tarafindan
modifiye edilir. Sonrasinda modifiye protein, reaktiflerin fazlasinin jel filtrasyon
ya da diyaliz yoluyle uzaklastirilmasi1 sonucu saflastirilir. Konjugasyon igin ikinci
molekiil ilave edilmeden aktive edilmis ara iiriniin saflastirilmasi sirasinda ara
driintin  kararlili@in1  koruyabilmesi igin bircok heterobifonksiyonel ¢apraz
baglayicilar, en az bir tane sulu ortamda uzun siire kararli kalabilecek reaktif grup
icerirler. Ornegin NHS-ester maleimid heterobifonksiyonel ¢apraz baglayicilari,
aminlere karsi oldukga reaktif olan NHS ucu ile proteine baglanip molekiiliin
modifikasyonunu  gergeklestirirken, = maleimid  fonksiyonel  grubunun
kararliligindan dolayi ara iiriiniin aktivitesi korunmaktadir. Ciinkii maleimid grubu
sulu c¢ozeltilerde NHS esterlere gore daha kararlidir. Hizli bir saflastirma
isleminden sonra ikinci molekiil (stlfidril grubu igeren) ortama eklenerek
maleimid ucu ile ilk molekiile ¢apraz baglanmasi saglanir. Bu sekilde c¢oklu

basamakli konjugasyon reaksiyonlarinda konjugat iiriiniiniin molekiil boyutu ve
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capraz baglh firiindeki bilesen oranlar1 {izerinde daha iyi bir Kkontrol
saglanmaktadir. Konjugatin konfigiirasyonu ve ya da yapist ilk proteinin baslangig
modifikasyon derecesine bagli olarak ikinci proteinin konjugasyon reaksiyonuna
eklenecek miktar1 ayarlanarak diizenlenebilmektedir (Hermanson 1996). Bu
sekilde kullanim amacina gore; diisiik ya da yiiksek molekiil agirlikli konjugatlar
elde edilebilir.

Heterobifonksiyonel ¢apraz baglayicilar konjugasyon reaksiyonlarinda hedef
molekiiliin 6zel bir bolgesine karsi spesifik yonlendirici olarak kullanilabilirler.
Bunun yani sira heterobifonksiyonel ¢apraz baglayicilar segici olmayan baglanma
gerceklestiren ve UV 1sinlama ile aktive edilen bir adet fotoreaktif gruba sahip
olabilirler. Heterobifonksiyonel ¢apraz baglayicilar iki farkli fonksiyonel grubun
yani sira bunlar1 birbirine baglayan bir adet de arabulucu (spacer) igerirler. Capraz
baglayicilar her zaman yalnizca reaktivitelerine gore degil bazen de sahip
olduklar1 arabulucunun boyutuna ve ozelligine gore segilip kullanilabilirler
(Aslam ve Dent, 1998).

Capraz baglayicilarin diger bir grubu ise zero-length olarak da bilinen direkt
capraz baglama reaktifleridir. Bu alt gruptaki baglayicilar iki molekiilii arada
herhangi bir grup ya da atom olmaksizin birbirine baglamakta yani ilk
molekiildeki bir atom diger molekiile kovalent olarak baglanirken arada hicbir
arabulucu ya da baglayict bulunmamaktadir. Ancak bircok konjugasyon
reaksiyonu elde edilen konjugattaki molekiiller birbirlerine baglanirken yapiya
yabanci bir madde girmistir ve bu madde konjugatin kullanilmak istendigi yere
gore zararli olabilmektedir. Ornegin, peptid-protein konjugatlari, tasiyici proteine
baglanmis olan peptide karst immun cevap olusumu amaci ile sentezlenmistir.
Bazi durumlarda olusturulan antikorlarin bir kismi, konjugasyon reaksiyonunda
kullanilan ¢apraz baglayici ajanlara spesifiktir. Direkt capraz baglama reaktifleri
iki molekiilii birbirlerine arada bir arabulucu ya da baglayict bulunmadan direkt
bagladigi i¢in bu tir istenmeyen antikor olusumlarini engellemektedirler
(Hermanson 1996).

Bu tiir ¢apraz baglayicilar; primer amino grubu ile karboksilik asid grubunu,
kondenzasyon reaksiyonu sonucu amid bagi olusturarak, organik fosfat grubu ile

primer aminleri fosfoamid bagi iizerinden ya da aldehidler ile primer veya
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sekonder amino gruplarint Shiff bazi olusturarak ve bu bilesigin indirgenmesi
sonucu sekonder ya da tersiyer amin baglar1 ile baglamaktadir.

Peptid-protein, protein-protein, konjugatlarinin olusturulmasinda kullanilan
direkt capraz baglama reaktifleri arasinda en ¢ok tercih edilen karbodiimidlerdir.
Suda ¢O6ziinebilir ve ¢6ziinemeyen formlarinin bulundugu karbodiimidler;
karboksilat ve primer aminlerin amid bag ile, fosfat ve amino gruplarinin ise
fosfoamid bagi ile baglanmasina arabuluculuk ederler. Suda ¢6ziinebilir
ozellikteki karbodiimidler daha ¢ok biyokimyasal konjugasyonlarda tercih
edilmektedir c¢ilinkii biyolojik kokenli bir¢ok makromolekiil sulu tampon
cozeltilerde ¢oziinmektedir. Sadece karbodiimidler degil aymi zamanda yan
iriinler olan iire tiirevleri de suda ¢ozlinen oOzellikte oldugundan konjugatin
saflastirilmasinda kolaylik saglamaktadir. Bunun yani sira suda ¢oziinemeyen
ozellikteki karbodiimidler genel olarak peptid sentezinde ve molekiillerin sadece
organik c¢oziiciilerde ¢ozlinmesi gereken biyokonjugasyon reaksiyonlarinda
kullanilmaktadir. Bu reaksiyonlarda meydana gelen {irlinler ve yan {irlinler de
sadece organik ¢oziiciilerde ¢ozlinebilmekte suda ¢oziinememektedir (Hermanson

1996).

1.3.1.1. NHS

N-hidroksisiiksinimid tarafindan aktive edilmis karboksil gruplar1 iceren NHS
esterleri niikleofilik aminlere karsi1 oldukga reaktiftir (Sekil 1.8). Farkli uzunluk ve
yapidaki arabulucularin her iki yaninda simetrik NHS esterleri bulunduran bu
grup baglayicilar ilk olarak 1970’lerin ortalarinda tanimlanmiglardir (Bragg ve
Hou, 1975; Lomant ve Fairbanks, 1976).

o]

N-Hidroksisiiksinimid
N—r~OH
1-hidroksiprolidin-2,5-dion

o]

Q
(o]

o N-hidroksistiksinimid ester
N—TH+ {}KCH;W > Nio;
" EHW\
o] o

o

Sekil 1.8. NHS molekiiliinden NHS ester olusumu
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Ancak  bircok NHS esteri igeren g¢apraz  baglayicilar  suda
¢oziinemediklerinden olusturulan ¢ogu yontem NHS esterleri i¢in 6nce yiiksek
konsantrasyonda organik g¢oziiciilerde ¢oziinmesini sonrasinda konjugasyon igin
saklanmalarini gerekli kilmaktadir.

Coziinme probleminin giderilmesi i¢in 1980°lerde J.V. Staros tarafindan bir
NHS ester tiirevi olan, N-Hidroksisiilfosiiksinimid esterler hazirlanmistir (Staros,
1982). Siilfo-NHS esterler (Sekil 1.9) siiksinimid halkasindaki 2. ya da 3. karbon

atomunda negatif yiiklii siilfonat grubuna sahiptirler.

NaO 8 _ Q
0.8
N—1©O
+H;0 N—0O
cHS VY YT — +
\ CHW + Na
o} o]

o] o]

N-hidroksisiilfostiksinimid (Siilfo-NHS) ester

Sekil 1.9. Siilfo NHS ester molekiilii

NHS ve siilfo-NHS ester iceren capraz baglayicilar niikleofiller ile reaksiyona
girerek NHS ya da siilfo-NHS agiga ¢ikarirlar ve bunun yaninda agillenmis tiriin
olustururlar. Bu capraz baglayicilarin siilfidril ya da hidroksil gruplari ile
reaksiyonlart ve bunun sonucunda tiyoester ya da ester olusturmalari olasidir
ancak olusan triinler kararli degildir ve sulu ortamda hidrolizleri s6z konusudur.
Ancak primer ya da sekonder aminlerle olusan reaksiyonlar sonucu meydana
gelen amid ya da imid baglar1 oldukga stabildir ve hidrolize karsi daha kararlidir.
NHS esterlerin proteinlerle muamelesinde capraz baglayicilar ilk olarak N-
ucundaki a-amino grubunda daha sonrasinda da lizin zincirindeki g-amino
grubuna saldirirlar. Konjugasyonda kullanilan NHS esterleri Sekil 1.10°da ve

konjugasyon reaksiyonlart da Sekil 1.11°de gosterilmistir.
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Sekil 1.11. NHS ester kullanilarak sentezlenen Peptid-Protein konjugati reaksiyon mekanizmasi

1.3.1.2. EDC

EDC ya da EDAC adi ile bilinen 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid
hidrokloriir ~ biyolojik molekiillerin konjugasyonunda en sik kullanilan
karbodiimid tiirevidir. Suda c¢oziinebilir 6zelligi capraz baglayiciyr reaksiyon
ortaminda daha 6nce bir organik ¢oziiciide ¢ozme zorunlulugu olmadan direkt
olarak ekleme imkani sunmaktadir. Karbodiimidin fazlasi ve g¢apraz baglama
reaksiyonunun yan {riinii olan iire tiirevleri suda ¢oziinebilir oldugundan diyaliz
ya da jel filtrasyon ile kolayca ortamdan uzaklastirilabilir ve elde edilen
konjugatlar saflastirilabilir. Ancak EDC suyun varliginda kararli olmadigindan
kimyasal -20 °C’de saklanmalidir. Daha sonrasinda kimyasal kullanilacagi zaman
oda sicakligina getirilmeli ve dyle agilmalidir. Bu EDC’nin erkenden bozunmasini
onlemektedir. EDC’nin kii¢iik miktarlarin1 reaksiyon ortamina eklemek i¢in suda
stok c¢ozeltisi hazirlanabilmektedir ancak bu c¢ozeltinin kimyasalin aktivitesini
kaybetmemesi i¢in olduk¢a c¢abuk hazirlanmasi ve kisa siirede kullanilmasi

gerekmektedir.
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Primer amin ve karboksil gruplari igeren bircok molekiiliin EDC kullanilarak
konjugasyonu gergeklestirilebilmektedir. Konjugat olusum stirecinde oncelikle N-
substitue karbodiimidler (karbon atomuna komsu iki azot atomu karbona gore
daha elektronegatif oldugundan karbon atomu + yiiklenir ve karboksilat
anyonunun saldirmasi i¢in oldukg¢a uygun bir yap1 olusur) karboksilik asidler ile
reaksiyona girerek oldukga reaktif olan O-agilisoiire ara triiniinii olustururlar.
Sonrasinda bu aktif ara iiriin primer amin gibi niikleofil 6zellikteki gruplar ile
reaksiyona girerek amid bagi iizerinden konjugat olusumunu gergeklestirir
(Williams ve Ibrahim 1981). Reaksiyon esnasinda herhangi baska bir niikleofil de
reaktif olabilmektedir. Ornegin, siilfidril gruplari ara iiriine saldirabilmektedir
ancak olusan tiyoester bagi amid bagi kadar kararli degildir. Ancak EDC
peptidlerin proteinlerle konjugasyonu sirasinda molekiillerin kendi igerisinde
polimerizasyonu da s6z konusudur. Ornegin, peptid molekiilii hem karboksil
grubu hem de amino grubu igerdiginden karbodiimid tarafindan aktive edilen
karboksil grubunun olusturdugu kararsiz ara iriine yine peptid molekiiliiniin
amino grubu saldirabilmekte ve bunun sonucunda peptid-protein konjugatinin
yani sira peptidin oligomerlerininin olusumu da s6z konusu olabilmektedir.
Bir¢ok c¢alismada karbodiimidler i¢in refere edilen optimim pH araligi 4,7 ile
6’dir. Bunun yani sira karbodiimid reaksiyonlar1 pH 7,5’a kadar daha diisiik
verimle de olsa gergeklesebilmektedir.

Konjugasyon pH, kullanilan tampon, reaksiyona giren peptid ya da proteinin
orani, EDC’nin orani degistirilerek modifiye edilebilir. Bazi durumlarda ise
protokol elde edilen konjugatin ¢oziiniirliigiinii ya da aktivitesini kaybetmemesi
icin modifiye edilmektedir. Ornegin, hidrofobik bir peptidin protein yiizeyine
kovalent konjugasyonu sirasinda kismi ya da timiiyle ¢6kme problemi
olusabilmektedir. Bu problem EDC miktarinin ya da ortama ilave edilen
hidrofobik peptid miktariin disiiriilmesi ile azaltilabilmektedir (Hermanson
1996).

Suda ¢6ziinebilir 6zellikteki karbodiimidler; karboksil grubu ile aktif ester ara
irliinli olusturmak i¢in suda ¢oziinebilen siilfo-NHS ile birlikte kullanilirlar
(Hermanson 1996). Once karbodiimid ile karboksil grubunun reaksiyonu sonucu

O-agilisoiire kararsiz ara tiiriinii olusur sonrasinda siilfo-NHS ile bu ara iiriiniin
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reaksiyonundan siilfo-NHS ester ara {iriinii olusur ve bu ara iiriiniin primer amino
grubu ile reaksiyona girmesi sonucu amid bag tizerinden konjugat elde edilir
(Sekil 1.12).

50;Na

Siilfo- NHS ester ara iiriinii

i D
|, \
0 \ W
)i . o Siilfo-NHS
R N Vi
NG SO Na
Konjugat

Sekil 1.12. EDC Plus Siilfo-NHS kullanilarak sentezlenen Peptid-Protein konjugati reaksiyon

Mmekanizmasi

1.3.2. Antikor-enzim konjugasyon yontemleri

Enzimler, analiz sistemlerinde tespit bileseni olarak biyokonjugat kimyasinda
genis Olgiide kullanilir. Bir enzimin katalitik aktivitesi substrat molekiiliiniin
spektroskopik, mikroskobik ve goriintiileme ile kolaylikla 6l¢iim ve tespit
edilebilen kromojenik, florosent veya kemiliiminesent iriinlere doniismesinde
kullanilabilir. Eger bir enzim ilgilenilen analit i¢in spesifik hedef molekiil ile
konjuge edildiyse sonrasinda analiz sistemi, analitin OSl¢iim ve tespiti igin
yapilabilir. En sik kullanilan hedef molekiil, dlgiilebilen substrat ic¢in antijen
baglanma spesifikligine sahip antikordur. Bir antikora konjuge edilmis bir enzim
antijen varhiginda gozlenebilir. Bu basit konseptin avantajlar1 nedeniyle, ELISA
onemli bir immunolojik test halini almistir. Bu sistemlerde, absorbans ve
floresanslar1 ile Olgiilebilen ¢Oziiniir iriinler iiretebilen substratlar tercih edilir.

Alternatif olarak, hiicre ve doku kesitlerinde bulunan antijenler i¢in yiiksek renk
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elde edebilen cokeltiler olan ¢oziinmeyen formdaki substratlar kullanilabilir.
Enzim temelli test sistemlerinin uygulanabilirligi, enzim konjugat kimyasini
biyokonjugat tekniklerinde 6nemli bir uygulama alani haline getirir (Hermanson
2008).

1.3.2.1. Immunoglobulin yapisi ve 6zellikleri

Immiinglobulinler glukoprotein yapisindadirlar ve yaklasik % 90'1 polipeptid,
% 10'u karbonhidrattir. immiinglobulinler temelde benzer yap1 gosterirler ve bir
Ig molekiilii "monomer" adi da verilen en az bir temel birimden olusmustur.
Ig'lerin molekiiler yapisinin daha iyi anlasilabilmesi icin, iizerinde en c¢ok
calisilmis, incelenmis ve monomer bir yapr gosteren IgG molekiiliiniin yapisi
ornek olarak alinir (Sekil 1.13).

Bir Ig molekiilii elektron mikroskopta incelendiginde Y harfi seklinde
goriiliir. Ig'ler globulin yapisinda protein olduklarindan polipeptid zincirlerinden
meydana gelmislerdir. Monomerden olusan IgG molekiiliinde iki ¢esit polipeptid
zinciri vardir ve her bir ¢esitten ikiser adet bulunmaktadir.

Hafif zincir (L zinciri), molekiil agirligi daha az olan kisa zincirlerdir. K
(kappa) ve (lambda) olmak tizere iki tipi vardir. Her iki tip L zinciri de tiim Ig
cesitlerinde bulunabilir. Ancak bir Ig molekiiliindeki iki kisa zincirin tipi aynidir
ve birbirine 6zdestir, biri digerinden farkli olmaz. Bir antikor molekiiliinde her iki
tip L zinciri beraber bulunmaz.

Agir zincir (H zinciri), molekiil agirligi fazla olan, uzun zincirlerdir. Bes Ig
cesidinin de H zincirleri birbirinden farkli yapidadir.

Ig molekiiliinde hafif zincirler Y harfi seklindeki molekiiliin kol kisimlarinda,
agir zincirler ise hem kol, hem de gévde kisminda bulunurlar. Kollarda hafif ve
agir zincir arasinda, govdede ise iki agir zincir arasinda bulunan distilfid baglari,
polipeptid zincirleri bir arada tutarak Ig molekiiliinii olustururlar. H ve L
zincirlerinde her polipeptid zincirinde oldugu gibi NH, ile sonlanan bir
aminoterminal u¢ ve COOH ile sonlanan karboksiterminal u¢ bulunur. Ig
molekiilinde Y harfinin iki kolunun ug¢ kisimlart aminoterminal uglardir ve

antijenler bu kisimlara baglanir. H ve L zincirlerinin aminoterminal uca yakin
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olan kisimlarindaki aminoasitlerin dizilis siras1 degisebilir 6zellikte oldugundan
bu bolgelere V bolgesi (variable, degisken) adi verilir. Bu degisken kisimlar Ig
molekiiliinlin olusumuna neden olan antijen molekiiline uyacak 06zellikte
sentezlenirler. Polipeptid zincirlerinin geri kalan kisimlarinda degiskenlik
goriilmediginden bu kisimlara C bolgesi (Constant, degismez) adi verilir.

lg molekiiliiniin domenler: Ig molekiiliinii olusturan polipeptid zincirlerinde
iImik seklinde katlanmayla olusan ve yine disiilfid baglarinca tutulan kivrim veya
kangal seklinde yapilar vardir. Bunlara domen adi verilir. Ig'lerin bir¢ok
fonksiyonu bu domenlerle iliskilidir. Degisken bolgedekiler V domenleri (hafif
zincirdeki VL, agir zincirdeki VH), degismez bolgedekiler ise C domenleri (yine
hafif zincirdeki CL, sayilar1 birden fazla oldugundan agir zincirdeki CH1, CHZ2,
CH3) olarak adlandirilirlar. Boylece hafif zincirlerde 2, agir zincirlede ise 4 adet

domen bulunur. IgM ve IgE'de ise 5 adet (ek olarak CH4) domen vardir.

Aminoterminal ug

Aminoterminal ug

NH,

Mentege Bdlgesi

Fc pargasi

COOH  COOH

Karboksiterminal ug

Sekil 1.13. immiinglobulinin sematik yapisi
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Proteolitik enzimlerin immunolobulinlere etkisi, Ig yapisi incelemelerinde
¢ok yardime1 olmustur. IgM ve IgE disinda, her Ig molekiiliiniin agir zincirlerinde,
molekiile esneklik veren ve antijenik birlesme durumuna gore gerektiginde Y
catalinin daha fazla agilmasini saglayan bir mentese bdlgesi bulunur. Mentese
bolgesi oldukga esnektir ve enzim ve kimyasal maddelere maruz kalabilmektedir.
Ig'ler proteolitik enzimlerle muamele edildiklerinde, bu mentese bolgesinin st
veya alt kismindan pargalanirlar.

Papain enzimi mentese bolgesinin iist kismindan etki ederek, Ig molekiiliinii
birbirine es iki kol parcasi ve bir gévde parcasi olmak iizere li¢ pargaya ayirir. Ig
molekiiliiniin birbirine es iki kol parcasi antijen ile baglanma o6zelligindedir.
Antijen baglayabilen bu kol pargalarina Fab (Fragment antijen binding, antijen
baglayan parga) adi verilir. Y seklindeki molekiiliin tek par¢a halinde kalan ve pek
¢ok biyolojik aktiviteden sorumlu goévde kismina ise sogukta kristallesme
ozelliginden dolay1 Fc (Fragment crystallizable, kristalize olabilen parga) adi
verilmektedir. Dogal olarak Fab parcasinda hem L, hem de H zinciri bulunur, Fc
pargasinda ise sadece H zincirleri bulunur.

Pepsin enziminin etkisi ise Y seklindeki molekiiliin mentese bolgesinin alt
kismindadir ve Ig molekiilii bir Fc govde pargasi ve birbirine bagl halde iki Fab
kol parcasi olmak iizere iki kisma ayrilir. Immiinglobuliin molekiiliiniin esas
yapisini olusturan monomer yapisini olusturur. Ancak bazi Ig ¢esitlerinde
monomerler J polipeptidi (J zinciri) aracilig: ile birleserek ikili, besli molekiiller
olustururlar. Bunlara dimer (iki temel birimli) veya pentamer (bes temel birimli)
adi verilir (Abbas ve ark. 1994; Akan 1992; Bilgehan 1993; Giilmezoglu ve
Ergiliven 1994; Kilicturgay 1994; Yegen 1990).

Antikorun esas fonksiyonu antijenle baglanmasidir. Boylece antijen-antikor
bilesigi immiinkompleks olusturarak  bunlarin  fagositozla dolagimdan
kaldirilmalarin1 saglarlar. Antikorlar enfeksiyon etkenlerine baglanarak onlar
hareketsiz hale getirir, agliitine eder ve fagositozunu kolaylastirir. Antikorlar
baglandiklar1 toksin molekiillerini ve viruslar1 notralize eder, etkisiz hale
getirirler.

IgG ve IgM smifi antikorlar komplemani klasik yoldan aktive ederler.

Kompleman viicut savunmasinda c¢ok oOnemli bir faktordiir. Canliya zarar
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verebilecek bazi makromolekiillerin bagirsaktan emilimine engel olurlar. Antikora
bagimli hiicresel sitotoksisitede rol alirlar (IgG ile kapli hedef hiicreler bu
antikorlarin Fc ucundan sitotoksik hiicrelere baglanmasiyla lizise ugrarlar).

Immiinglobulin molekiilii B lenfositlerde antijen reseptdrii olarak gdrev
yapar. IgA smifi antikorlar mukozal bagisiklikta onemli rol oynar (Sindirim,
solunum ve genitoliriner sistem mukozalar1 siirekli disaridan  giren
mikroorganizmalarla savagir).

IgG smift antikorlar plasentadan gegen tek immiinglobulin ¢esididir ve
yenidogan doneminde bebegi infeksiyonlardan korur. Anne siitiindeki IgG'ler de
aym gorevi sirdiiriir (Abbas ve ark. 1994; Akan 1992; Bilgehan 1993,
Giilmezoglu ve Ergiiven 1994; Kilicturgay 1994; Yegen 1990).

1.3.2.2. Antikor-enzim konjugatlarinin hazirlanmasi

Enzim-antikor konjugasyonlarinin elde edilmesinde bir ucunda silfidril
reaktif maleimid grup diger ucunda amin reaktif NHS ester bulunan
heterobifonksiyonel ajanlar genellikle tercih edilir. NHS ester-maleimid capraz
baglayicilarin en sik kullanilanlari; SMCC, MBS ve GMBS dir (Hermanson
2008).

SMCC ile enzim aktivasyonu ve arkasindan antikor molekiili ile
konjugasyonu iceren protokolde, siilfidril gruplar1 ile enzimdeki maleimid

gruplarinin birlesmesi sonucu hazirlanan antikor s6z konusudur (Sekil 1.14).
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Sekil 1.14. Siilfidril igeren antikor molekiilii ile birlesmeyi saglamak i¢in enzim molekiiliindeki

amin gruplari ile SMCC’nin reaksiyonu (Hermanson 2008).

Antikorlarin yapilarindan dolay1 konjugasyon i¢in ulasilabilir serbest stilfidril
icermezler, kimyasal yardimcilar ile olusturulmalidir. Immunoglobulin
molekiillerine siilfidril fonksiyonlarinin eklenmesi igin iki segenek mevcuttur. 1gG
yapisinda eklem bolgelerindeki disiilfit kokleri, DTT, TCEP ya da MEA
kullanilarak antijen baglanma bdlgesinden antikor molekiiliint ikiye ayrir (Sekil
1.15).

27



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

2-MEA

I9G molecule

o
o

Maleimid ile aktiflenmis enzim

4
o
< H
N N
S v
o
Tiyoeter baglanyla olusturulan

enzim-antikor konjugat

Sekil 1.15. Tiol gruplan iceren yarim antikor molekiilleri elde etmek igin 1gG molekiiliiniin

disiilfid baglarindan ayrilmasi (Hermanson 2008).

Alternatif olarak, bir tiolasyon ajan1 kullanilarak antikora biitiin seklindeyken
stlfidril eklenir. Tiolasyon ajan1 olarak SATA ve Traut’s ajanlarn
kullanilabilir(Hermanson 2008).

Traut’s ajan veya 2-iminothiolane bir zincir agilma reaksiyonu ile protein
veya diger molekiillerin amin gruplar1 ile terminal siilfid kokler igeren kalic
modifikasyonlar meydana getirir (Sekil 1.16). Onceki islemin aksine bu
protokolde antikor molekiiliiniin divalent dogasi korunur. Ancak, antikorlarin
amin modifikasyonlarindan dolay1 lysine kokiindeki e-amin bolgeleri uygun
olmayan sekilde yerlesebilir, meydana gelen siilfidriller immunoglobulin yapisi
tizerinde rastgele dagilir. —SH gruplar1 ile konjugasyon antikorlarin antijen
baglanma bdlgelerinin kapanmasina veya enzim molekiilii ile bloklanmasina
neden olabilir. ELISA prosediirlerinde yiiksek aktivite iceren komplekslerden

olusan konjugatlarda yeterli serbest antijen baglanma bolgesi bulunur.
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Sekil 1.16. Antikorlarin SMCC aktif enzimle konjugasyonu igin siilfidril olugturan 2-iminotiolane

ile modifikasyonu (Hermanson 2008).

N-Succinimidyl-S-acetylthioacetate (SATA) bir tiolasyon ajanidir. Primer
aminlerle NHS ester yoluyla sabit amit baglantist olusturur. Asetillenmis siilfidril
gruplart hidroksilamin ile deasetile edilene kadar stabildir. Boylece, antikor
molekiilleri bir maleimide aktif enzimle birlesmeye uygun siilfidril hedef gruplar
saglayan SATA ile tiollenebilir (Sekil 1.17). Bu ajanin kullaniminda, SATA-
modifiye antikorlarin stok hazirliklar1 yapilabilir ve gerektiginde deasetillenebilir.
Serbest siilfidril kokii hemen olusturan tiolasyon prosediiriiniin aksine, SATA-
modifiye proteinlerin korunan siilfidril grubu bozulmaya ugramadan uzun vadede

saklandiginda kararliligin1 korur (Hermanson 2008).

29



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

o i 5
NH, + - T& N }_js _<CH,
(o]

Amin gruplan igeren (_«o Korunmus siilfidril gruplan
antikor molekiilii | N-OM olusturan modifikasyon
[¢]
NHS
NH,OH
Maleimid aktif enzim
Siilfidrilin agiga ¢ikmas

|
|

%ﬂwﬁ'

Antikor-Enzim konjugati

Sekil 1.17. Antikor molekiiliinde terminal korunmus siilfidril igeren amit bagi olusturmak igin
SATA ajaninin NHS ester ucuyla antikorun amin gruplarin modifikasyonu
(Hermanson 2008).

Gluteraldehit, antikor-enzim konjugasyonu olusturmak igin kullanilan ilk ve
hala en sik tercih edilen ¢apraz baglayici ajandir (Hermanson 2008).

Kararsiz reaksiyon iirlinlerinin problemi gluteraldehit uygulamasinda
kullanilan tiim konjugasyonlara sorun ¢ikaran bir yetersizliktir. Bu sorunun bir
parcasi ajanlarin homobifonksiyonel yapilaridir fakat problemin énemli bir kismi
ticari trtinlerin belirsiz yapilaridir. Alkalin pH'da sulu ¢o6zeltide gluteraldehit, o,f3-
doymamig aldehitler igeren genis polimer yapisina sahip oldugundan aldol
kondensasyon reaksiyonuna ugrar (Sekil 1.18). Bu ajanin bir diger dezavantaji,
capraz baglama islemi boyunca kontrol edilemeyen polimerizasyona dayali biiytik
molekiil agirliklara sahip konjugatlar olusturma egilimlerinin olmasidir. Olusan

konjugatlar, antikor-enzim konjugatlarinin hazirlanmasinda diisiin aktivite ve
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verime neden olan ¢oziinmeyen polimerlerin énemli bir miktarini olusturur.
Ozellikle bu durum, ¢apraz baglanan iki protein igeren bir ¢ozeltiye
gluteraldehitin eklendigi tek basamakli yontemin kullanildigi konjugasyonlarda
gerceklesir. Bu yoOntemin uygulandiginda olusan enzim-antikor konjugati

kullanildiginda enzimatik aktivite verimi % 10’dan daha diisiiktiir.

Gluterald ehit

NaCNBH

N i
N '_/,,"{) .Q
N
Biiviik
Polimerik
Konjugat

Sekil 1.18. Gluteraldehit antikor-enzim ¢apraz baglanma prosesi (tek basamakli yontem)
(Hermanson 2008).

Polimerizasyondaki bu problemleri ¢ozmek igin iki basamakli prosediir
gelistirilmistir. Bu prosediir, 6nce gluteraldehit ile enzimin aktiflenmesini ve fazla
ajanlarin ayrilmasini ardindan da ikinci protein yapi olan antikorun eklenmesini
igerir. Fakat iki basamakli prosediir ¢ozelti tizerinde ¢okelebilen biiyiik molekiil
agirliklr tiirlerin olusumuyla sonuglanir. Bu eksikliklere ragmen, daha kontrollii
heterobifonksiyonel ¢apraz baglayicilarin gelmesinden once gelistirilen birg¢ok

ticari teshis ELISA kiti i¢in kullanilan gluteraldehit hala antikor-enzim
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konjugasyonunda  kullanilmaktadir.  Bugiin, antikor-enzim  konjugasyon
olusumunda tercih edilen diger yontemler daha yiiksek verim ve aktiviteli
konjugatlar elde etmeyi saglar (Hermanson 2008).

Glikoproteinlerdeki polisakkarit koklerin sodyum periyodat ile oksidasyonu,
indirgeyici aminasyon yolu ile amin yada hidrazid iceren molekiiller ile
konjugasyon i¢in reaktif aldehit gruplarin {iiretilmesini saglar. Monosakkarit
oksidasyonu, reaksiyon ortaminda periyodatin konsantrasyonunun
diizenlenmesiyle gergeklestirilir. Sodyum periyodatin yiiksek konsantrasyonlari
(oda sicakliginda) diger seker kokleri ile komsu karbon atomlarmin bulundugu
hidroksil gruplar1 arasinda oksidasyon ger¢eklesebilir. HRP, glukozoksidaz veya
birgok antikor gibi glukoproteinler periyodatin kisa uygulamalari ile konjugasyon
igin aktif hale getirilir. Amin igeren protein (antikor) ile ¢apraz baglama alkali pH
ortaminda Schiff baz ara maddelerin olusumu ile gergeklesir. Nispeten kararsiz
olan bu ara triinler sodyum siyanoborohidril ile ikincil amin baglara indirgeme

yolu ile kararli hale getirilir (Sekil 1.19).

»—424' e %\Q_
HO OH [+] Q

Polisaklarit zincirleri Realaif aldehit gruplar
iceren HRP olisturan oksidasyon

MaCNBH,

ko |

# Amin gruplar igeren
Enzim-Antikor konjugat antikor molekiilii

Sekil 1.19. HRP gibi glukoprotein olan enzimlerin reaktif aldehit kokler olugturan sodyum

periyodat ile oksidasyonu(Hermanson 2008).

Indirgeyici aminasyon ile ¢apraz baglamada sodyum borohidril ve ya sodyum
siyanoborohidril ~ kullanilmaktadir  fakat siyanoborohidril  Schiff bazini

indirgemede daha spesifik olmas1 ve aldehitleri indirgememesi agisindan tercih
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edilir. Lizin, glisin, etanolamin ve Tris gibi kiiglik bloklama ajanlar1 reaksiyona
girmeyen aldehit bolgelerini gidermek igin konjugasyon sonrasi eklenebilir.
Etanolamin ve Tris hidrofilik hidroksil gruplar icerdikleri i¢in daha c¢ok tercih
edilen bloklama ajanlaridir.

Indirgeyici aminasyon reaksiyonunun pH degeri, olusturulan enzim-antikor
kompleks yapisinin boyutu ve ¢apraz baglama prosesinin etkinligini kontrol eder.
Fizylojik pH degerinde baslangigtaki Schiff baz olusumunun etkinligi diistiktiir ve
diisiik molekiil agirlikli konjugatlar olusacaktir. Alkalin pH degerlerine
getirildiginde (pH 9-10) Schiff baz olusumu hizli ve yiiksek etkinlikte gerceklesir
ve enzimin daha yogun birlesmeleri ve yiiksek molekiil agirlikli konjugatlarin
olusumu saglanir.

Enzim-antikor komplekslerinin boyut se¢imi uygulamanin gesitine gore
degisir. Diisiik molekiil agirlikli konjugatlar, immunohistokimyasal boyamalar ve
blotlama tekniklerinde 6nemli yer alirlar. Eger diisiik molekiil agirlikli konjugat
kullanildiysa yikama basamaklar1 ajanlar1 daha etkin temizler bdylece analizde
diisiik background sinyallerden korunulmus olur. Buna karsin yiiksek duyarliligin
onemli oldugu mikroplaka ve array formatlarinda ELISA prosediirleri igin yiiksek
molekiil agirlikli konjugatlar daha onemlidir. Artiklarin yikanmasinda problem
olusturmaz.

Ayrica antikorun modifikasyonu sadece antikorun Fc bolgelerinde
gerceklesen glukosilasyon ile olursa antijen baglanma bolgelerinden uzakta
gerceklesecegi icin antikor aktivitesini etkilememis olur. Ornegin, biyotin hidrazit
kullanilarak kisa periyodat uygulamasindan sonra bozulmamis antikorlarin
modifikasyonu incelenebilir (Sekil 1.20). Bu teknikte modifikasyon olan bdlge
antijen-antikor baglanma bdolgesinden uzaktir ve antikor aktivitesi korunur. Bu
yontem i¢in 6nemli bir nokta, antikorun yiiksek pH ortaminda indirgenmis
aminasyon uygulandiginda periyodat ile oksitlenmis antikorun kendi aminleri
boyunca kendiyle birlesebilecegidir. Periyodat ile oksitlenmis antikorun
konjugasyonunda, daha diisiik pH degerlerinde (hafif asidit-notral pH ) reaksiyon
ve kullanilan molekiillerin hidrazit grup icermesi daha dogru bir konjugasyon

gerceklestirmeyi saglar (Hermanson 2008).
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Sekil 1.20. Antikor molekiiliindeki polisakkarit gruplar aldehit olusturan periyodat ile okside olur.

Hidrozan baglarinda biyotin hidrozid ile modifikasyon (Hermanson 2008).

1.3.2.3. Horseradish Peroksidaz (HRP) yapisi ve konjugasyonu

Peroksidazlar biyoteknoloji alaninda iin sahibi durumdadir ve enzimoloji,
biyokimya, tip, genetik, fizyoloji gibi ¢esitli arastirma alanlari ile baglantilidir. 19.
ylizyildan itibaren literatiir olarak oldukca genis bir yer alan ve calisilan bir
enzimdir. Peroksidaz ile ilgili 2000’den fazla yaym mevcuttur ve agirlikli olarak
2002 yilinda basilmistir. Peroksidazlarin 6nemi, c¢oklu fizyolojik rolleri ve
organizmalardaki dagilimindan dolayidir. Etkileri ve kaynaklar1 gbz Oniine
alindiginda 3 anasinifta toplanabilir; bitki peroksidazlari, hayvan peroksidazlari ve
katalazlar (Azevedo ve ark. 2003).

Peroksidazlar (EC 1.11.1.7), oksidleyici (oksidant) olarak hidrojen peroksid
veya organik hidrojen peroksidleri kullanan oksidorediiktazlardir. Peroksidazlarin
¢ogu N-bagli oligosakkarid bulunduran glikoproteinlerdir. Peroksidazlar baslica
tibbi tani kitlerinin hazirlanmasinda, gida proseslerinde olusan reaktif oksijen

tiirleri icin indikator olarak ve ticari amacli fenolik recinelerin sentezinde katalizor
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olarak kullanilmaktadir. Yapisinda “Hem” grubu bulunduran peroksidazlar, amino
asit dizilimleri dikkate alinarak ti¢ gruba ayrilmaktadir.

I. Grup; sitokrom c peroksidaz (CcP), askorbat peroksidaz (APX), ve
bakterial katalaz peroksidazlari iceren hiicre i¢i peroksidazlardir.

Il. Grup; manganaz peroksidaz, lignin peroksidaz (LiP) gibi salgilanan
“fungal enzimleri” kapsamaktadir.

I1l. Grup; bitki peroksidazlarini bulundurmaktadir. Kararli olmas1 ve yabani
turp (horseradish) koklerinden (Sekil 1.21) kolayca izole edilmesi nedeniyle
bircok uygulamada yer alan “horseradish peroksidaz” izoenzim C (HRP) III.
Grup’ta yer almaktadir. Peroksidaz ailesinin yapi-fonksiyon iliskileri ile ilgili
calismalarin ¢ogu, III. grup’un temsilcisi olan HRP ile gergeklestirilmistir
(Altikatoglu ve ark. 2009)

Bayir turbu (yaban turbu, Horseradish, Armocia rusticana) bitkisi, koklerinin
besin degeri sebebi ile diinyanin iliman bdlgelerinde yetistirilen uzun Omiirlii,
dayanikli bir bitkidir ve zengin bir peroksidaz kaynagidir. Immunotestler igin tani
kitlerinin tretilmesinde Horseradish koklerinden peroksidazin biiyiik Glgekte
iretimi ortaya cikmustir. Bitki koklerinden elde edilen peroksidazlar i¢ginde en

verimlisi ise HRP izoenzim C dir.

Eaplrawus roflecarmy .

Hlorfc Rads(h,

Sekil 1.21. Bayir turbu (yaban turbu, Horseradish, Armoracia rusticana) bitkisi (Altikatoglu ve
ark. 2009)

HRP izoenzim C, 308 amino asit i¢eren tek bir polipeptid bulundurmaktadir.

HRP C iki tip metal merkezi icerir. Bunlardan biri hem grubu olarak adlandirilan
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demir (IIT) protoporfirin IX, digeri iki kalsiyum atomudur. Her ikisi de enzimin

yapisal ve fonksiyonel biitiinliigii igin 6nemlidir (Nigel ve Veitch 2009).
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Sekil 1.22. X-11n1 kristalografisi ile HRP’nin ii¢ boyutlu molekiil yapisi (Nigel ve Veitch 2009)

Sekil 1.22°de goriilen her bir hem grubu (kirmizi), kalsiyum atomlari (mavi
kiireler) igeren distal ve proksimal bolgeler (domains) arasinda yer almaktadir.
Enzimin sarmal (mor) ve katlanmis yaprak (sar1) bolgeleri gosterilmektedir (Nigel
ve Veitch 2009).

HRP’nin enzimatik aktivitesi, hem grubunda bulunan demir atomunun
oksidasyon ve rediiksiyonundan ileri gelmektedir. Son zamanlarda HRP’nin
aromatik hidrokarbonlarin oksidasyonunda da kullanildig1 bilinmektedir
(Altikatoglu ve ark. 2009).

Horseradish Peroksidaz, baslica tibbi tanmi kitlerinde kullanilmaktadir.
Fenoller, bifenoller, anilinler gibi aromatik bilesiklerin ve azo boyalarinin
giderilmesinde etkili oldugu da bilinmektedir.

Horseradish Peroksidaz, molekiiliinde ferriprotoporfirin (protohemin) igeren
bir haloenzimdir. Peroksidazlar H,O; ile Bilesik I, IT ve IIT olmak iizere ii¢ farkli
yap1 olusturmaktadir. HRP’nin genel ¢alisma mekanizmas1 Sekil 1.23’de verildigi
gibidir. HRP-I ve HRP-II, sirasiyla Bilesik I ve Bilesik II” yi, AH ise indirgenen
substrat: gostermektedir (Onder ve ark. 2009).
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Sekil 1.23. HRP enziminin ¢alisma mekanizmasi (Onder ve ark. 2009).

Uzun siire i¢in enzimlerin sadece sulu ¢ozeltilerde etkin ¢alistigina inanilirdi.
Son yillarda HRP’nin susuz ortamlarda da etkin ve stabil yapisinda oldugu
gosterilmistir (Fricks ve ark. 2009).

HRP enzimi, protein tespitinde bir ikincil antikor ile konjugasyonu saglanarak
isaretlemede kullanilabilir. Afinite kromotografisi ile horseradish kokiinden
ektraksiyonu saglanabilir. ELISA, Western Blots ve immunohistokimyasal testler
i¢in kullanilabilir (Anonim 2000).

HRP, molekiiler agirligi 40.000 ve 6nemli miktarlarda karbonhidrat igeren bir
glikoproteindir. Onun polisakkarit zincirleri ¢apraz baglama reaksiyonlarinda
siklikla kullanilir. Amin igeren molekiillere konjugasyon icin kullanilabilen
reaktif aldehit gruplar, baglantili oldugu seker kokleriyle sodyum periyodatin hafif
oksidasyon ile olusur. Sodyum siyano borohidrat varliginda antikor molekiillerine
oksitlenmis HRP’nin indirgenmis aminasyonu, bu enzimin yiiksek aktivitede
kanjugatlarinin hazirlanmasinda basit bir method olabilir.

HRP konjugasyonuna diger bir method SMCC (succinimidyl-4-(N-
maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxylate) heterobifonksiyonel capraz
baglayict ve homobifonksiyonel reaktif gluteraldehit kullanimini igerir.

Gluteraldehit kullanimi, oligomer formasyonunun kapsaminda sinirlanarak
kullanilan iki basamakl1 bir protokolden olusur. Ancak, bu method kabul edilemez
miktarlarda ¢6kmiis konjugatlarin olusumuna neden olur. Bu dezavantaja ragmen,
yerlesmis teshis yontemlerinde Kullanim i¢in hazirlanan enzim-antikor reaktifleri
rutinde hala bu yontem ile hazirlanmaktadir. N-hydrozysuccinimide (NHS) ester-
maleimide ¢apraz baglayici, SMCC kullanimi1 konjugasyon yoOntemini daha
kontrollii tutmay1 saglar. SMCC ilk once stilthidril reaktif olan maleimide gruplari
igeren bir tiirev olusturmak i¢cin HRP ile tepkimeye girer. Ardindan siilthidril
iceren bir antikor ile modifiye edilmis HRP reaksiyona girer (Sekil 1.24).

Maleimide ile aktiflenmis enzim dondurarak kurutulabilir ve saflastirilabilir.
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Sekil 1.24. Enzim-antikor konjugasyonunda SMCC kullanimi

Antikor- enzim kompleksinin hazirlanmasinda HRP biiyiikliigii bir avantajdir.
Diisiik molekiil agirlikli  konjugatlar, hiicresel yapilara agir polimerik
komplekslerden daha iyi penetre olabilirler. Bu nedenle HRP
immunositokimyasal tekniklerde siklikla tercih edilir. Kii¢iik konjugatlarin doku
bolimlerinde bulunan antijenik yapilara ulagilabilirlikleri yiiksektir.

HRP ‘nin ozellikle ¢apraz baglama durumlari i¢in diger bir ayirt edici
avantaji, giclii yapist ve stabilitesidir. HRP dondurarak kurutma durumunda
yillarca stabil kalir ve saflastirilmig enzim aktivitesinde 6nemli bir kayip olmadan
¢ozelti halinde 4°C‘de aylarca saklanabilir. Capraz baglama ic¢in kullanilan
methoda bagl olarak HRP konjugatlar yiiksek aktivitede ve yiiksek oranlarda
hazirlanabilir (Hermanson 2008).

HRP ile iliskili dezavantajlar da vardir. Bu enzim sadece 2 uygun primer e-
amin grup igerif. Bu bir¢cok protein i¢in ozellikle diistiktiir. Bu nedenle amin
reaktif heterobifonksiyonellerle aktivite kabiliyeti diisiiktiir. HRP 6zellikle azit
olmak {tizere bir¢ok antibakteriyal ajanin varligina duyarhdir. Ayrica, siilfid ve
siyanid ile de geri gevrilebilir sekilde inhibe olurlar. Sonu¢ olarak HRP’nin

enzimatik aktivitesi oldukca yiiksek iken, kullanilabilir 6mrii veya substrat
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gelisme siiresi bir miktar sinirlidir. Substrat dontisiimiinden yaklasik bir saat
sonra, baz1 durumlarda aktivitesi ciddi olarak azalabilir.

Yine de HRP, antikor-enzim konjugatlarinda kullanilan en yaygin enzimdir.
Yapilan bir incelemede, diagnostik test sistemlerinde kullanilan tiim antikor

konjugatlarinin % 80’inin HRP igerdigi belirtilmistir (Hermanson 2008).

1.4. Fotosensitif amino asit monomerleriyle cagraz baglama ve

ANADOLUCA yontemi ile biyokonjugasyon

Yasam bilimleri ve biyoteknolojide kullanilmak {izere gelistiren
ANADOLUCA methodu (ANADOLUCA-AmiNoAcid (monomer) Decorated
and Light Underpining Conjugation Approach), fotosensitif (151ga duyarli), amino
asit monomer ve oligomerlerinin hazirlanmasi igin (protein konjugasyonu)
kullanilan bir methottur ve farkli hiicre tiplerini, dokular1 ve diger hedefleri
algilamak icin adapte edilebilir. Protokol monomer baglayic1 yapidaki birgok
protein temelindeki rutenyum selat [bis(2-20-bipyridyl)bis(MATyr)-ruthenium(l1)
fotosensitif monomer] tarafindan ¢apraz immobilizasyon ve 1s18a duyarli capraz
baglar yapilarak gelistirilmistir. Bu methotta fotosensitif monomer, kovalent ve
capraz baglayici ile konjugasyon baz alinarak, hazirlanmis amino asit ve
rutenyum selat monomerleri dogru antikor oryantasyonu i¢in yonlendirme
saglamakta ve baglandiktan sonra denatiirasyonu engellemektedir.

Method, silika materyaller, siiperparamanyetik partikiiller, QDlar, CNTler,
Ag/Au nanopartikiiller ve Au yiizeyleri ve polimerik yapilarin hazirlanmasinda ve
yapiminda uygulanabilir. Fotosensitif (1518a duyarli) amino asit monomer
baglayicilar sayesinde 1s1k sacilimi kullanilarak tek adimli ¢apraz baglama
reaksiyonuyla biyouyumlu ¢ok sayida farkli mikro ve nano ylizeyli proteinler
olusturulabilir ve biyomolekiillerde bulunan tirozin, sistein ve triptofana kovalent
baglanarak konjugasyon gergeklesebilir.

ANADOLUCA, yeniden ayrilabilir kat1 faz sistemleri, teranostikler (ayni1 anda
tan1 ve tedavi=therapi+diagnostik), nanoprotein tasiyicilar, reseptér hedefli

nanokargolar, biyosensorler, biyokataliz uygulamalari, yonetilebilir goriintiileme
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ve algilama teknolojileri gibi alanlarda  kullanilabilen yeni  nesil
nanobiyokonjugasyonlarin olusturuldugubir yontemdir yontemidir.

Bu yontem ile multifonksiyonel, biyouyumlu, stabil ve spesifik mikro ve nano
biyokonjugatlar olusturulabilir. Kataliz ve determinasyonda kullanilir. Birgok
materyale uygundur. Proteinlerin fonksiyonu ve konformasyonundan etkilenmez,
pH ve sicakliktan bagimsizdir.

ANADOLUCA yontemine gore nano lipaz sentezi, mikroemiilsiyon yontemi
ile yapilmistir. MATyr-Ru(bipyr)>-MATYyr ile karistirilan lipaz polivinil alkol
dispersiyonu igerisinde senteze birakilir ve APS ilavesi ile nanolipaz sentezi
gerceklesir.

Yine ANADOLUCA yontemi ile yapilan konkanavalin ile FTIC
biyokonjugasyonu NHS-EDC ile gergeklestirilmistir. Sentezi yapilan nano
konkanavalin ile 0,1 M NHS ile 0,4 M EDC bir saat karistiritlir ardindan
konjugasyon yapilacak olan FTIC de eklenerek bir saat daha karistirilir. Santrifiij
ile biyokonjugatlar elde edilir (Say 2009).

1.5. Plazma Yéntemi ile Polistren Plaka Modifikasyonu

Plazma, maddenin dordiincii hali olup, temel veya uyarilmigs halde
bulunan elektronlardan, iyonlardan, gaz atomlarindan ve molekiillerinden olusan
ve toplam yiikii nétr olan iyonize gaz olarak tanimlanabilmektedir. Maddenin
plazma hali, ¢cok yiiksek sicakliklarda, giiclii elektrik veya manyetik alanlarda
yani, gazlara iyonlasma ic¢in yeterli enerji saglanmasit halinde meydana
gelmektedir (Sekil 1.25). Plazma elde etmek igin gazlara enerji (iyonlasma
enerjisi) vermenin en yaygin yolu elektrik desarjidir. Plazma, diisiik basingta ya
da atmosfer basincinda, bir elektrot ¢ifti izerinden dogru akim, mikrodalga, diisiik
frekans ve radyo frekansi voltaji gegirilerek olusturulabilir. Plazma teknolojisi
kullanilarak materyaller {izerinde ¢ok farkli etkilerde islemler yapmak

mumkindiir.
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Sekil 1.25. Plazma halin 6zellikleri

Plazma odacigina hidrokarbon, florokarbon gazlari, azot igeren
monomerler ya da silikon monomerleri beslenir, ardindan bunlar elektronik olarak
indirgenerek reaktif tiirler haline doniisiirler. Plazma polimerizasyonu, plazma
igerisindeki reaktif tiirlerin birbirleri ve substrat ile etkilesimleri sonucunda
substrat yiizeyine birikmeleri ile ger¢eklesmektedir (Aslantas,2011).

Plazma islemi gormiis olan yiizeyin kimyasal igerigi kullanilan malzemeye ve
gaz tiiriine gore degismektedir. Proseste secilen gaz tiirline gore plazmada
olusacak islem tiirii de degismektedir (Cizelgel.2). Sistemde dolasan gaz yiizey
asindirma, kaplama (polimerlesme, depolanma), aktivasyon gibi farkli etkilere
sahiptir. Gazin akis hiz1 arttirilarak ylizey asindirma ve depolanma hizi belli bir
degere kadar arttirilabilir. Farkli deneysel parametrelerle degisik yiizey
ozelliklerine sahip malzemeler elde edilebilir (Yavuz 2007).

Cizelge 1.2. Plazma yonteminde kullanilan bazi gazlarin kullanim alanlar1 ve etkileri

Uygulama Gaz Substrat Goriilen Etki

Yapisma
Ar, He, | PE Fiberlerin yapisma etkinliginin
0,, CF4 arttirllmasi(kimyasal islemlerle

karsilagtirildiginda)

Membranlar
He, H,, | PAN Ters osmoz membranlari
0,
H,, Ar, | PE,PP, Hidrofiliklik ve plazma ile agilama
N> PVDF
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Plazma yontemi, polimerik yapi olusturan ve olusturmayan olarak ikiye
ayrilir. Polimerik yap1 olugsmayanlara 6rnek olarak Ny, O, plazmalarinin kullanimi
verilebilir. Bunlar, islem sonucu yiizeyde farkli fonksiyonel gruplar olustururlar
yani yiizeye tek bir atom veya molekiil fragmenti eklenmis olur. Ornegin oksijen
plazmasi ile polietilen iizerinde hidroksil, karbonil ve diger oksijen bazli gruplar

olusturulabilir (Sekil 1.26).

—CHy—CHy— CHy— CHy— C Hy—
— CHy— CHy— CHy— CHy— C Hy—

plazma dncesi

o] [om]

| |
—fH—CH— c'i»—c CH—
plazma sonrasi - |
A CHy—CH—C c € Hy—

~
radikaller 1 X

capraz batjlahma

fonksiyonel gruplar

Sekil 1.26. Oksijen plazmas1 sonrasi polietilen polimerinin yapisi

Polimer yiizeye biyomolekiillerin kovalent baglanmasi i¢in 1slak kimyasal
uygulama, silan monomerler, plasma, alev ve UV asindirmasi gibi gesitli metotlar
kullanilabilir. Plasma kullaniminda Ar, O, Nz, NHs, N2 + Hp, CO, gazlan
kullanilabilir (Yavuz 2007).

ELISA kullanimlart i¢in silanlanmig polistrene biyoimmobilizasyon igin
yapilan uygulamalar literatiirde mevcuttur. Bu ¢alismalara 6rnek olarak; plasma
uygulamasina ek olarak silan baglama islemi de yapilabilir. Bu uygulama 3
asamada gergeklesir (Sekil 1.27):

Plasma uygulamasi; argon plasmasi ile hidroksil gruplarin eklenmesi
Silanizasyon; organofonksiyonel silan ile silanizasyon
Biyofonksiyonizasyon; uygun capraz baglayicilar ile biyoimmobilizasyon

Argon plasma kullanilarak polistren milroplaka yiizeyine hidroksil kisimlar
olusturulur. Silanla fonksiyonlastirilip biyomolekiillerin kovalent
immobilizasyonu i¢in uygun capraz baglayicit kullanilir. Her basamakta x-ray
fotoelektron mikroskobu, su baglanti ag¢1 analizi, atomik gii¢ mikroskobu,

biyoimmobilizasyon etkinligi degerlendirilir (Yavuz 2007; North ve ark. 2010).
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Plazma uygulamas Silanizasyon Biyofonksiyonizasyon

Sekil 1.27. Ug basamakli plazma ydntemi

Plaka silanizasyonu ve 1gG immobilizasyonu; asetik asit damlalar1 eklenerek
pH 4’e ayarlanan metanolde hazirlanan 100 pL % 2’lik silan soliisyonu (MPTES
(3-mercaptopropyl) Trietoksilan ya da APTES (3-aminopropyl) triethoxysilane)
ile mikroplaka kaplanir. Azot altinda 30 dakika inkiibasyondan sonra, 3 kez
metanolle yikanip kurutulur. Saf etanolde 1 mM GMBS (4-maleimidobutyric acid
N-Hidroksisiiksinamit ester)’nin 100 pL ile plaka kaplanmasiyla ¢apraz baglayici
uygulanir ve 30 dakika inkiibasyona birakilir (alternafit olarak; pH 6.0 da 10 mM
fosfat tamponunda 50 mM BS® (bis (siilfosiiksinimidil) suberate)’in 100 pL
kullanilabilir) (Sekil 1.28). Plaka 200 pL deiyonize su ile 3 kez yikanir ve
kurutulur, Cy3 ile isaretli antikorlar (PBS’de) eklenir ve 2 saat oda sicakliginda
inkiibasyona birakilir. % 0.005’lik Tween 20 de 250 uL PBS ile her kuyu 3 kez
yikanir (North ve ark. 2010).
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APTES( (3- BS? (bis Amin gruplar(NH,)-
aminopropyl)triethoxysila  (sulfosuccinimidyl) NHS

ne) suberate)
MPTES (3- GMBS(4- Tiol gruplar(SH)-
mercaptopropyl) maleimidobutyricacid Maleimid ve NHS
triethoxysilane N-
Hydroxysuccinimide
ester)
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Sekil 1.28. Silanlama isleminde kullanilan maddeler ve sonrasinda yiizeylerin kazandigi

ozellikler(North ve ark. 2010).

Olusan ylizeylerin AFM goriintiileri alindiginda plazma uygulamasi yapilmig
ve yapilmamis plakalar arasindaki farklar goriilebilmekter (Sekil 1.29).

o0

Sekil 1.29. Afm goriintiileri; A: islem yapilmamis plaka. B: Silanlanmig plaka. C: Plasma

uygulamasi yapilmig..D: Plasma uygulanmis silanlanmig plaka (North ve ark. 2010).
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1.Materyal

Invitrogen ELISA kit igerisinden ¢ikan malzemeler kullanilmistir. Bunlar;
Rt TNF-o (Timoér Nekroz Faktér) Standart, Standart Diluent Buffer (SDB,
Standart Seyreltici Tampon), Incubation Buffer (Inkiibasyon tamponu), Rt TNF-o,
negatif ve pozitif kontrol (High- Low Control), anti-TNF-a antikoru kapli 96
kuyulu mikroplaka, Rt anti-TNF-o Biotin konjugat, Streptavidin-HRP konsantre
ve ¢oziicisii, Wash Buffer (yikama tamponu) konsantre (PBS’de % 1 Tween 20)
ve ¢oziiciisi, Stabilized Chromogen (3,3°,5,5’-Tetrametilbenzidin), Stop Solution
(durdurma soliisyonu, 0,5M H,SO,), Plate Cover (plaka kaplayici) olarak
siralanabilir.

ELISA kiti i¢inden ¢ikan malzemelerin disinda Amonyum Persiilfat
(APS), 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid (EDC), N-hidroksisiiksinimid
(NHS), fotosensitif monomer (MATyr-Ru(bipyr),-MATYyr), capraz baglayici
(N,N’- metilenbisakrilamid), Siilfiirik asit (0,5M H,SO,), BSA (Bovine Serum
Albumin) kullanilmigtir. TNF-a , rekombinant anti-TNF-a antikorlari, Standart
FcRn reseptor (mouse monoclonal B-8), Streptavidin (from Streptomyses avidinii)
ve Horseradish Peroksidase (HRP) yiizey kaplamalar1 ve biyokonjugasyon
islemleri i¢in kullanilmustir.

Ayrica bu malzemelerin yan1 sira cam tiipler, temiz filtre kagidi, 96 kuyulu
polisitren mikroplaka, yiiksek akisl seliilloz membranli Branstead (Dubuque, 1A)
Ropure LP® ters ozmoz iinitesinde isleme tabi tutulduktan sonra Barnstead
D3804 NANOpure® organik/kolloidal uzaklagtirma ve dolgulu iyon degisim
sistemi kullanilarak saflastirilmig su, mikropipet tiim ¢alismalarda kullanilmustir.

Mikroplaka kaplamalar1 yapildiktan sonra ELISA isleminde elde edilen
absorbans degerleri Biotek H1 Synery model mikroplaka okuyucu ile GEN5 2,00
programi kullanilarak 6l¢iilmiistiir.

ELISA isleminde kullanilan mikroplakalarin kaplama iglemi i¢in RF Plazma

Cihaz1 kullanilmistir.
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2.2. Yontem
2.2.1. Invitrogen ELISA Kit Icinden Cikan Protokoliin Uygulanmasi

Oncelikle kitin uygulanabilirligini test etmek ve kontrol amacli veriler elde
etmek i¢in Sekil 2.1°de verilen ve Invitrogen ELISA Kit i¢inden ¢ikan protokol
uygulanmistir. Toz halde bulunan Rt TNF-a Standart 2,000 pg/mL olacak sekilde
SDB ile ¢oziilerek hazirlanmis ve bu ¢6zelti kullanilarak 1000 pg/mL, 500 pg/mL,
250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/mL ve 31,5 pg/mL konsantrasyonlarda ¢ozeltiler
elde edilmistir.

Antikor kapli mikroplaka kuyularina ilk iki kuyu bos olacak sekilde ciftler
halinde hazirlanan standartlar, negatif- pozitif kontroller 100’er ul eklenmistir.

Yikama soliisyonu hazirlarken 10 mL ‘Wash Buffer’ igerisine 240 mL
deiyonize su eklenmistir. 2 saat inkiibasyondan sonra plaka iistii pipet ile
cekilmistir. Hazirlanan yikama soliisyonu ile kuyularda yikama islemi yapilmustir.
Yikama 4 kez tekrarlanmistir.

ELISA kiti i¢inden ¢ikan Biotinli anti-TNF-a antikordan 100 ul bos birakilan
ilk 2 kuyu hari¢ her kuyuya eklenmistir. Ustii kapatilarak 1 saat inkiibasyona
birakilmistir.

1 saat sonunda mikroplaka ters gevrilerek kuyular bosaltilmis ve yikama
sollisyonu kullanilarak yikama islemi 4 kere uygulanmistir. 40 pl Streptavidin-
Peroksidaz (HRP) konsantreye ve 4ml Streptavidin-Peroksidaz (HRP) ¢oziiciisii
eklenerek Streptavidin-Peroksidaz (HRP) kullanim i¢in hazirlanmistir. Hazirlanan
Streptavidin-Peroksidaz (HRP) karisimi ilk kuyular hari¢ her kuyuya 100 pl
eklenmistir. Oda sicakliginda 30 dakika iistii kapal1 bekletilmistir.

Stire sonunda kuyular bosaltilmis ve 4 kez yikama islemi uygulanmistir.
TMB her kuyuya 100 pl eklenmistir. Bos olan ilk kuyular bu asamada
doldurulmustur.

Mikroplakanin {istii Kapatilarak karanlik ortamda 30 dakika bekletilmistir.
Siire sonunda renkleri maviye donmiis sivilar iizerine 100 pl ‘Stop Solution’
eklenmistir. Sivilarin rengi maviden sartya dondiigiinde mikroplaka okuyucu

kullanilarak 450nm’de absorbans degerleri alinmistir.
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Sekil 2.1. ELISA protokolii

2.2.2. Nano-HRP sentezi ve anti- TNF-a antikorlari ile biyokonjugasyonu

Nano HRP partikiilleri, mikroemiilsiyon polimerizasyonu teknigiyle
hazirlanmigtir. ANADOLUCA yontemine goére sentez gergeklestirilmistir (Say
2009). 0,59 polivinil alkoliin 45ml deiyonize suda dispers edilmistir. 2000 ppm
HRP, MATyr-Ru(bipyr), —MATYr ile 2 saat manyetik karistiricida karigtirtlmustir.
25ml polivinil alkoliin dispersiyonunun i¢ine HRP karisimi ilave edilmis ve 20
dakika karigtirllmistir. 0,029 APS 40ml deiyonize suda ¢6ziilmiis ve hazirlanan
¢Ozeltiden 20ml alinarak karisima eklenmistir. Elde edilen karisim azot
atmosferinde, giin 151¢1nda 2 giin karistirllmistir. Sentez sonrasinda 1000 devirde
10 dk santrifiijlenmis ve 3 kez deiyonize su ile yikanarak nanomalzeme elde
edilmistir.

Sentezlenmis olan nano-HRP ile anti-TNF-a antikorunun biyokonjugasyonu
ANADOLUCA yontemi referans alinarak yapilmistir(Say 2009). Deiyonize su ile
hazirlanan Nano-HRP dispersiyonuna 0,1IM NHS ve 0,4M EDC’den 150uL
eklenmis ve 1 saat manyetik karistiricida karistirtlmistir. Calismalarda kullanilan
TNF-a antijeninin antikoru olan anti- TNF-o antikoru karisimin igine eklenerek 1

saat konjugasyon gergeklesmestirilmistir. 1000 devirde 10 dk santrifiijlenmis ve 3

47



@) ANADOLU UNIVERSITESI

kez deiyonize su ile yikanarak nano-HRP konjuge anti- TNF-a antikoru elde

edilmistir.

2.2.3. Radyo Frekans Plazma yontemi kullanilarak mikroplakalarin

modifikasyonu

Sekil 2.2°de gosterildigi gibi polisitren malzemeden yapilmis mikroplakalarin
modifikasyonu yapilmistir. Bu amagla, mikroplakalar plazma cihazi igerisine
yerlestirilmis ve plazma polimerizasyonu oncesi 20mTorr baslangic basinci
saglanmigtir. Calisma i¢in amin kapli ve hem amin hem de fotosensitif monomer
kapl plakalar elde edilmistir. Sadece amin kapli kuyular elde etmek i¢in hidrazin,
hem amin hem de fotosensitif monomer kapli kuyular elde etmek i¢in de hidrazin
ve (MATyr-Ru(bipyr),—MATyr ) 60mTorr basing altinda RF plazma yontemi

kullanilarak 10 dakika siire ile sistemden gecirilmis ve plakalarin kuyularina

kaplanmistir.
Flow meter :
A [ NH, NH N,
r gas=»4 < ' ' j
PS dish m—

Pressure gauge

e, A

to vacuum

Sekil 2.2. Plazma yontemi ile plaka kaplama iglemi

2.2.4. Amin gruplar baglanmis mikroplaka kuyularina nano-HRP konjuge
anti-TNF-a antikoru kaplanmasi ve elde edilen modifiye

mikroplakalarin ELISA yonteminde kullanilmasi (Yontem-1)

Plazma yontemi ile sadece amin gruplarin baglandigi mikroplaka kuyularina

hazirlanan nano-HRP konjuge anti-TNF-a antikoru kaplanmustir.
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Bunun igin kuyulara 20 uLL NHS, 20 uLL EDC eklenmis ve sonrasinda 20 pL
fotosensitif monomer (MATyr-Ru(bipyr),-MATYyr) ilave edilmistir. Fotosensitif
monomerli yiizeye 100 uL 100ng/mL olarak hazirlanmis nano-HRP konjuge anti-
TNF-a antikoru eklenmistir. APS ¢ozeltisi de eklenerek kaplama iglemi
tamamlanmustir.

Yiizey kaplamasinin ardindan 1mg/ml PBS igerisinde hazirlanan BSA
kuyulara eklenerek bloklama islemi yapilmistir.

Yapilan modifikasyon sonrast yilizeye anti-TNF-a  antikoru ile
biyokonjugasyonu yapilmis nano-HRP baglandig: disiinerek kuyulardan fazla
stvilar  almarak ELISA  protokolii uygulanmistir (Sekil 2.3). 8 farklhi
konsantrasyonda (1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/mL
ve 315 pg/mL ) TNF-a standartlar1 plaka kuyularmna yiiklenmistir. 2 saat
inkiibasyona birakilmistir. Yikama sonrasi TMB eklenerek 30dakika karanlikta
bekletilmistir. Sivilarin mavi renk almasinin ardindan 0,5 M olarak hazirlanan

H2SO4 ‘den 100 pL her kuyuya eklenerek 450 nm’de okuma yapilmustir.,

§ nano-HRP konjuge

) y
\\/ anti- TNF-a antikor

Sekil 2.3. Yiizeye anti-TNF-o antikor konjuge HRP baglandig1 yontem

1 gilin sonra kuyular 0,1 M NaOH ile yikanarak yilizeydeki modifikasyonun
bozulmadig diistiniilerek ELISA protokolii tekrarlanmustir.
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2.2.5. Amin gruplar baglanmis mikroplaka kuyularina anti-TNF-a antikoru
kaplanmas1 ve elde edilen modifiye mikroplakalarin ELISA

yonteminde kullanilmasi (Yontem-2)

ELISA sistemleri icerisinde en sik kullanilan yontem sandivic ELISA
yontemidir. Bu yontemin temel mantigi tespit edilmek istenen analitin spesifik iki
antikor arasinda kalmasi ve analite baglanan ikinci antikora konjuge edilmis
enzim aracilifi ile Ol¢lim yapilmasidir. Bu sistem ele almarak yapilan
calismalarda uygun konsantrasyonlarda antikor kaplamalarinin yapilabilmesi i¢in
optimizasyon caligmalar1 yapilmistir.

Plazma yontemi ile amin gruplarin baglandigi mikroplaka kuyularina antikor
kaplamas1 yapmak i¢in 20puL NHS, 20uL EDC, 20uL fotosensitif monomer
(MATyr-Ru(bipyr),-MATyr) ve 100 uL 5pg/mL olarak hazirlanmig anti-TNF-a
antikoru eklenmistir. Ardindan APS c¢ozeltisinden eklenerek kaplama iglemi
tamamlanmis ve 1mg/ml PBS i¢erisinde hazirlanan BSA ile bloklama yapilmistir.

Anti-TNF-a antikoru kaplanarak hazirlanmis olan mikroplaka kuyularda
Sekil 2.4’de gosterildigi gibi sandivig ELISA sistemi uygulanmistir. Hazirlanan 8
farkli konsantrasyondaki TNF-o standartlar1 (1000 pg/mL, 500 pg/mL, 250
pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/mL ve 31,5 pg/mL) kuyulara eklenerek 2 saat
inkiibasyona birakilmistir. Yiizeydeki antikorlara baglanamayan antijenlerin
ortamdan uzaklastirilmasi i¢in yikama soliisyonu ile yikama islemi yapilmstir.
Sentezlenmis olan nano-HRP konjuge anti-TNF-a antikoru 5 pg/mL olarak 100
uL kuyulara eklenmistir ve 1 saat oda kosullarinda bekletilmistir. Siire sonunda
hazirlanan yikama soliisyonu ile yikamalar yapilmistir ve 100 pL. TMB kuyulara
eklenmistir. Karanlik ortamda 30 dakika bekletildikten sonra sivilarin renklerinin
mavi oldugu goriilmistiir. 0,5 M olarak hazirlanan H,SO,4 100 uL olarak kuyulara
eklenmistir. Sivilarin renkleri sariya donmiistiir ve 450 nm’de mikroplaka

okuyucuda absorbans degerleri alinmistir.
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nano-HRP konjuge

anti- TNF-a antikor

Sekil 2.4. Yiizeye anti-TNF-a antikoru baglandigi yontem

Kuyular 0,001 M NaOH ile yikanmistir. Yiizeye kaplanan anti-TNF-a
antikorunun kuyularda sabit kaldig1 diisiiniilerek yikama sonrasi ELISA iglemi
tekrarlanmistir. Ayni konsantrasyonlarda hazirlanan standart TNF-o antijenleri
kuyulara verilmistir. 2 saat sonra yikama soliisyonu ile yikama yapilmis ve
hazirlanan nano-HRP konjuge anti-TNF-o antikoru 5 pg/mL olarak 100 pL
kuyulara eklenmistir. Yikama soliisyonu ile yikama sonrasinda TMB kuyulara
verilmigtir. Karanlikta 30 dakika inkiibasyondan sonra H,SO, 100 pL olarak
kuyulara eklenmis ve mikroplaka okuyucuda absobans degerleri alinmistir.

0,001 M NaOH ile kuyularin yikanmasi ve ELISA yonteminin ayn1 kuyularda

tekrarlanmasi islemine 5 kez devam edilmistir.

2.2.6. Amin gruplar baglanmis mikroplaka kuyularina FcRn reseptorii
kaplanmas1 ve elde edilen modifiye mikroplakalarin ELISA

yonteminde kullamlmasi (Yontem-3)

Amin gruplar baglanmis olan mikroplaka kuyularina FcRn reseptoriiniin
kaplamast i¢in 20 pL NHS, 20 uLL EDC, 20 pL fotosensitif monomer (MATyr-
Ru(bipyr),-MATyr) ve 100 ulL 20 pg/mL olarak hazirlanan FcRn reseptorii
eklenmistir. APS eklenmesi ile FcRn kapli kuyular elde edilmistir.

FcRn kaplanmis olan mikroplakaya 20 pg/mL, 15 pg/mL ve 10 pg/mL

konsantrasyonlarda hazirlanan nano-HRP konjuge anti-TNF-a  antikorlari
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eklenmistir.  Bdylece FcRn  reseptorlerine  farkli  konsantrasyonlardaki
konjugatlarin baglanip baglanmadig1 ve elde edilen FcRn kapl kuyularin tekrar
kullanilabilirligi test edilmistir.

2 saat inkiibasyondan sonra yikama soliisyonu ile yikama islemi
gerceklestirilmistir. TMB kuyulara eklendikten sonra 30 dakika karanlikta
bekletilmistir. Mavi renk alan sivilarin iistiine 0.5 M H,SO4 eklenmistir. Sivilarin
rengi sartya dondiikten sonra 450 nm’de absorbans degerleri alinmistir.

Modifiye kuyular ile ELISA islemi gerceklestirildikten sonra tekrar kullanimi
test etmek i¢in kuyular 0,001 M NaOH ile yikanmistir. Burada FcRn ile antikor
arasindaki baglantinin koparilmasi ile ELISA isleminin tekrarlanmasi sonucunda,
yiizeydeki FcRn yapilara antikorlarin tekrar baglanma miktarlar1 test edilerek
FcRn kapli mikroplakalarin  tekrar kullanilabilirligi  denenmistir.  Ayni
konsantrasyonlarda nanoenzim konjuge antikorlar kuyulara tekrar verilmistir.
Inkiibasyon ve yikamalar sonrasinda absorbans degerleri alinmistir. Nanoenzim
bagli antikor ile yapilan calisma sonucu elde edilen absorbans degerleri
konjugatlarin konsantrasyonlari ile orantili olarak degistigi i¢in tekrar yikama ve
ELISA islemleri Sekil 2.5°de gosterildigi gibi nanoenzim konjugatlar1 ile
yapilmistir.

TMB
o
M o 0

\‘ y
anti- TNF-a antikor \ ; /f %6% ©

nano-HRP konjuge

. . FcRn

Sekil 2.5. FcRn kapli mikroplakalarda ELISA islemi
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2.2.7. Amin gruplar ve fotosensitif monomerler baglanmis mikroplaka
kuyularina FcRn reseptorii aracih@ ile anti-TNF-o antikorlarinin
kaplanmasi sonucunda elde edilen modifiye mikroplakalarin ELISA

yonteminde kullanilmasi (Yontem-4)

Plazma cihazi kullanilarak hidrazin yardimi ile amin gruplar ve fotosensitif
monomer olarak MATYyr-Ru(bipyr), — MATyr kaplanmis olan polisitren plakalara
Spg/ml FcRn reseptorii 100ul eklenmis ve APS ¢ozeltisi ilave edilerek kaplama
islemi tamamlanmistir.

FcRn kaplanan kuyulara 10pg/ml anti-TNF-o antikoru 100ul eklenerek bir
gilin oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir. Antikorlar da FcRn araciligr ile
kuyulara baglandiktan sonra 1mg/ml BSA (PBS’de) ile bloklama islemi yapilmis
ve sonrasinda antikor kapli plaka hazir hale gelmistir.

FcRn araciligi ile antikorlarin kaplandigi mikroplakalarda Sekil 2.6’de
gosterildigi gibi ELISA islemi gergeklestirilmistir. 1000pg/mL, 500 pg/mL,
250pg/mL, 125pg/mL, 62,5pg/mL ve 31,5pg/mL konsantrasyonlarinda hazirlanan
TNF-o antijenleri kuyulara 100ul eklenmistir. 2 saat oda kosullarinda
inkiibasyondan sonra yikama soliisyonu ile baglanmayan antijenler kuyulardan
uzaklastirilmustir. 1pg/ml nanoHRP konjuge anti-TNF-o antikoru kuyulara 100pul
eklenmis ve oda kosullarinda 1 saat inkiibasyona birakilmistir. Baglanmayan
konjugatlar yikama soliisyonu ile uzaklastirilarak peroksidaz substrati olan TMB
kuyulara 100ul eklenmistir ve reaksiyonun ger¢eklesmesi igin karanlikta yarim
saat bekletilmistir. Ol¢iim oOncesi reaksiyonu sonlandirmak igin SM H,SO,
kuyulara eklenmistir ve kuyulardaki sivilarin renkleri sariya dondiikten sonra

450nm’de mikroplaka okuyucu yardimi ile absorbans degerleri alinmstir.
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Sekil 2.6. FcRn ve antikor kapli mikroplakalarda ELISA iglemi

Mikroplaka kuyularinda kaplama islemi ve ELISA islemi gerc¢eklestirildikten
sonra kuyularin tekrar kullanilabilirligini denemek i¢in kuyular 0,0001M NaOH
(pH 5,5) ile yikanarak ayni konsantrasyonlarda TNF-a eklenerek ELISA islemi
tekrarlanmistir. Asidik pH ile calisilmasinin nedeni FcRn ile antikor arasindaki
baglantinin 6,5 ve lizeri pH degerlerinde zarar gérmesidir. Bu islemde istenen,
kuyulara kaplanan FcRn ve buna bagli antikora zarar vermeden sadece antijen ile
baglantisin1 keserek kuyulari tekrar kullanilabilir hale doniistiiriilmiistiir. Aym

kuyular tizerinde ELISA isleminin 5 kez tekrarlanmustir.

2.2.8. Amin gruplar ve fotosensitif monomerler baglanmis mikroplaka
kuyularmna Streptavidin aracihgr ile Biyotinli  anti-TNF-a
antikorlarimmn  kaplanmasi sonucunda elde edilen modifiye

mikroplakalarin ELISA yonteminde kullanilmasi (Yéntem-5)

Plazma cihazi ile amin gruplar ve fotosensitif monomer olan MATyr-
Ru(bipyr)>-MATyr polisitren plaka kuyularina kaplandiktan sonra 5pg/ml
streptavidin eklenmistir ve  APS ¢ozeltisi ilave edilerek streptavidin kaplama
islemi gerceklestirilmistir. Streptavidin kaplanan kuyular iizerinden fazla sivi
alinarak 10ug/ml biyotinli anti-TNF-a antikoru 100ul eklenerek bir giin oda

sicakliginda inkiibasyona birakilmigtir. Img/ml PBS igerisinde hazirlanan BSA ile
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bloklama islemi yapilmistir. Biyotinli antikorlar streptavidin araciligi ile kuyulara
baglandiktan sonra antikor kapli plaka hazir hale gelmistir.

Streptavidin araciligi ile biyotinli antikorlarin kaplandigi mikroplakalarda
Sekil 2.7°de gosterildigi gibi ELISA islemi gergeklestirilmistir. 1000 pg/mL, 500
pg/mL, 250 pg/mL, 125 pg/mL, 62,5 pg/mL ve 31,5 pg/mL konsantrasyonlarinda
hazirlanan TNF-a antijenleri kuyulara 100ul eklenmistir. 2 saat oda kosullarinda
inkiibasyondan sonra yikama soliisyonu ile baglanmayan antijenler kuyulardan
uzaklastirilmistir. 1pg/ml nanoHRP konjuge anti-TNF-a antikoru kuyulara 100ul
eklenmis ve oda kosullarinda 1 saat inkiibasyona birakilmigtir. Baglanmayan
konjugatlar yikama soliisyonu ile uzaklastirilarak peroksidaz substrati olan TMB
kuyulara 100ul eklenmistir ve reaksiyonun gerceklesmesi igin karanlikta yarim
saat bekletilmistir. Olgiim oOncesi reaksiyonu sonlandirmak icin 5SM H,SO,
kuyulara eklenmistir ve kuyulardaki sivilarin renkleri saritya dondiikten sonra

450nm’de mikroplaka okuyucu yardimi ile absorbans degerleri alinmustir.

nano-HRP konjuge
ant-TNF-¢ antikor o
<

TNF-u

Biyotinli anti-TNF-¢ antikor

Strep tavidin

Sekil 2.7. Streptavidin ve Biyotinli antikor kapli mikroplakalarda ELISA iglemi

Mikroplaka kuyularinin kaplama islemi ve ELISA islemi gergeklestirildikten
sonra kuyularin tekrar kullanilabilirligini denemek i¢in kuyular 0,0001M NaOH
ile yikanarak ayni konsantrasyonlarda TNF-o eklenerek ELISA islemi
tekrarlanmistir. Bu islemde istenen kuyulara kaplanan streptavidin ve buna baglh
biyotinli antikora zarar vermeden sadece antijen ile baglantisin1 keserek kuyulari
tekrar kullanilabilir hale doniistliriilmistiir. Aym1 kuyular iizerinde ELISA

isleminin 5 kez tekrarlanmistir.
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3. BULGULAR VE SONUCLAR

3.1.Invitrogen ELISA Kit protokoliiniin sonug¢lari

Invitrogen ELISA Kiti i¢inden ¢ikan prosediir aynen uygulanmistir.
Uygulama sonunda 1000 pg/mL, 500 pg/ml, 250 pg/mL, 125 pg/ml, 62.5 pg/ml,
31.2 pg/ml ve 15.6 pg/ml konsantrasyonlarinda standartlar i¢in mikroplaka
okuyucu ile 450 nm’de absorbans degerleri elde edilmistir. Deneyin saglikli
olmast i¢in ikili uygulamalar halinde c¢alisilmis ve elde edilen degerlerin

ortalamalar1 alinarak standartlara gore kalibrasyon egrisi ¢izilmistir (Sekil 3.1).

4 -
E 35 3,381
2 3 -
2
3 25 -
:g.’n 2 -
8 1,97 =0,0033x +0,1951
v 15 y=0, x+ 0,195
s R2=0,9891
2 1
]
305
< 7
0 T T T 1
0 200 400 600 800 1000 1200
TNF-a Standartlarinin Konsantrasyonlar(pg/mL)

Sekil 3.1. ELISA kit prosediirii uygulandiginda elde edilen kalibrasyon egrisi

Deney sonrasinda elde edilen absorbans degerleri prosediirde verilen
degerlerle neredeyse ayni ¢cikmistir. Bu da kitte herhangi bir bozulma olmadigini
ve sistemin ileriki caligmalar i¢in yol gdOsterici olarak kullanilabilecegini
gbstermistir. Invitrogen ELISA kit duyarliligma bakildiginda, kér standardin 20
kez tekrarlanan Ol¢iimii sonucunda elde edilen ortalama absorbans degeri ve
standart sapmas1 kullanilarak hesaplanan minimum tayin dozu yani tayin limiti

(Limit of Detection) 1,7 pg/ml olarak bulunmustur.
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3.2.Nano-HRP Karakterizasyonu

Sentezlenen nanopartikiillerin  gegirgenlik elektron mikroskop (TEM)

goriintiileri alinmastir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Nano HRP TEM goriintiisii

3.3. Modifiye Mikroplakalar Kullamlarak Yapilan ELISA Sonuclar:

3.3.1. Yiizeylerine nano-HRP konjuge anti-TNF-a antikoru kaplanan

mikroplakalar ile yapilan ELISA sonuclar: (Yontem-1)

Deney sonucu olusan renklerin ¢cok koyu oldugu goézlenmistir. Mikroplaka
okuyucu ile absorbans degerleri alindiginda tiim kuyular i¢cin 0.602 degeri elde
edilmistir. Standart icermeyen kuyu i¢in bile ayni degerin elde edilmesi, antijen
varligina dayanan bir 6l¢iim yapilmadigini, sadece enzim-substrat iligskisine dayali
renk olusumu gerceklestigini gostermistir. Antijen miktariyla orantili olarak
degerlerde azalma olmadigi icin kullanilabilir bir kalibrasyon grafigi elde
edilememistir.

NaOH ile yikama yapilip ELISA islemi tekrarlandiginda degerlerde azalma
oldugu goriilmiistiir.

Yapilan deneylerde yiizeye HRP baglandig1 i¢in antijen tutunmamis olsa da
substrat eklendiginde enzim substrat baglantisindan dolayr renk degisiminin

gergeklestigi goriilmiistiir. Fakat klinik ¢alismalar i¢in enzim-substrat iliskisiyle
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orantili olarak antijen miktarinin tayin edilebilmesi gerekmektedir. Bu nedenle bu

yontem terkedilmistir.

3.3.2. Yiizeylerine anti-TNF-a antikoru kaplanan mikroplakalar ile yapilan
ELISA sonuglar1 (Yontem-2)

Amin kaplanmis olan mikroplaka kuyularina anti-TNF-a antikoru
baglanmistir. ELISA islemlerinden sonra yikamalar ile kuyular tekrar
kullanilmistir.

Spug/mL  konsantrasyonda antikor ile kapli plaka kuyularma TNF-a
standartlar1 1000 pg/mL, 500 pg/ml, 250 pg/mL, 125 pg/ml, 62.5 pg/ml, 31.2
pg/ml ve 15.6 pg/ml konsantrasyonlarda kuyulara yiiklenmis ve 5 pug/ml nano-
HRP konjuge anti-TNF-a antikoru kullanilarak ELISA islemi yapilmustir.

Olusan mavi renk orjinal ELISA sonucuna daha yakin ¢ikmustir (Sekil

3.3).

Sekil 3.4. 4.ELISA sonucu olusan renk degisimleri
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Sekil 3.5. Anti-TNF-a antikoru ile kapli kuyular ile yapilan ELISA sonucunda elde edilen

kalibrasyon egrisi

NaOH ile yikamalar yapilip sonuglar alinmistir. Renk olusumlarinin (Sekil
3.4) diizgiin ¢ikmasinin yaninda degerlerde yikamalar ilerledikce diismeler oldugu
gbozlenmistir (Sekil 3.5). Degerlerdeki bu diisme, 1. ELISA sonrasi yapilan
yikamanin ardindan yiizeye kaplanan antikorlarin da ortamdan uzaklastigini
gostermistir. Fakat bu c¢alismada absorbans degerlerinin konsantrasyonlar ile
orantilt olarak degismesi, yiizey kaplamasinin etkin bir seklide yapildigini ve

sandivi¢ sisteminin ¢alistigini gostermistir.

3.3.3. Yiizeylerine FcRn reseptorleri kaplanan mikroplakalar ile yapilan
ELISA sonuglar: (Yontem-3)

Bu c¢alismada amac¢ FcRn kapli mikroplakalarin eldesi ve tekrar
kullanilabilirliklerinin test edilmesidir. FcRn kaplanan mikroplaka kuyularina 20
pg/mL, 15 pg/mL ve 10 pg/mL konsantrasyonlarinda nanoHRP konjuge anti-
TNF-a antikorlar1 verilmistir. Elde edilen absorbans sonuglari ve renk
doniistimlerinden (Sekil 3.6) FcRn reseptorii araciligi ile nanoenzim bagh

antikorlarin yiizeye etkin bir sekilde baglandig1 goriilmiistiir.
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NaOH ile kuyular yikandiktan sonra FcRn ile antikorlarin baglantisi
koparilmis ve FcRn kapli kuyular tekrar kullanima hazir hale getirilmistir. Ayn1
konsantrasyonlarda nanoenzim bagli antikorlar sisteme tekrar verildiginde yine
konsantrasyonla orantili renk doniistimleri gézlenmistir (Sekil 3.7). Absorbans
degerlerinde diismeler olsa da degisen konsantrasyon degerleriyle orantili olarak
absorbans degerlerinin de degismesi kuyulardaki FcRn reseptorlerine antikorlarin
baglanabildigini gdstermistir. Kuyularin yikanmas: ve elde edilen FcRn kapli
plakanin tekrar tekrar ELISA isleminde kullanilmast islemi 5 kez

gergeklestirilmistir.

Sekil 3.7. FcRn kapli kuyularda yapilan 5. ELISA isleminde olusan renk doniisiimleri
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Sekil 3.8. FcRn kapli kuyular kullanilarak yapilan ¢aligmalarda elde edilen absorbans degerleri

Renk degisimlerine ve kalibrasyon egrisine (Sekil 3.8) bakildiginda FcRn
reseptorlerine antikorlarin etkin bir sekilde baglandigi ve orantili absorbans

degerlerinin elde edildigi goriilmiistiir.

3.3.4. Yiizeylerine FcRn reseptorleri araciligi ile anti-TNF-a antikoru

kaplanan mikroplakalar ile yapilan ELISA sonuclari(Yontem-4)

Bir onceki ¢alismada FcRn kapli kuyularin kullanilabilirligi test edildikten
sonra sandivi¢ yontemine gecilmistir. Yapilan ¢alismada amag, FcRn ve ona
bagl antikorlar ile kapli mikroplaka eldesi ve tekrar kullanilabilirliginin
denenmesidir.

Yiizey modifikasyonundan sonra ELISA islemi ger¢eklestirilmistir ve degisen
konsantrasyonla orantili olarak absorbans degerlerinde de degisimler gozlendikten
sonra ayni kuyular iizerinde 5 kez ELISA islemi gergeklestirilmis ve absorbans

degerleri alinmastir.
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Sekil 3.10. FcRn reseptorleri ve anti-TNF-a antikoru kaplanan kuyularda 5..ELISA sonuglari
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Sekil 3.11. FcRn ve Anti-TNF-a antikoru ile kaph kuyular ile yapilan ELISA sonucunda elde

edilen kalibrasyon egrisi
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FcRn ile antikorlarin arasindaki giiglii baglanma 6zelligi kullanilarak
mikroplaka kuyularina antikorlar kaplanmistir. Yapilan ELISA islemleri ardindan
absorbans degerlerinde bir miktar azalma olsa da konsantrasyonlar ile orantili
absorbans degerleri elde edilmistir (Sekil 3.11). Bu da antikor kaph kuyular elde

ederken FcRn reseptorlerinden faydalanabilecegini gostermistir.

3.3.5. Yiizeylerine Streptavidin aracihig ile Biyotinli anti-TNF-a antikoru
kaplanan mikroplakalar ile yapilan ELISA sonuclar1 (Yontem-5)

Streptavidin-biyotin arasindaki gii¢lii baglanma kapasitesi kullanilarak
calismanin iyilestirilmesi i¢in kuyular streptavidin araciligi ile biyotin bagh
antikorlar ile kaplanmistir. Yikama islemleri gerceklestirilerek ELISA islemi ayni
kuyular tizerinde tekrarlanmistir. Ayni konsantrasyonlar i¢in elde edilen
absorbans degerlerinin ¢ok diigmemesi ve orantili degismesi streptavidin aracilig
ile antikor kapli plakalarin eldesinin gergeklestirilebildigini ve tekrar tekrar
kullanilabildigini gostermistir.

Sekil 3.13. Streptavidin ve biyotinli anti-TNF-a antikoru kaplanan kuyularda 5..ELISA sonuglar1
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Sekil 3.14. Streptavidin ve Biyotinli Anti-TNF-a antikoru ile kapli kuyular ile yapilan ELISA

sonucunda elde edilen kalibrasyon egrisi

Elde edilen renk degisimleri sisteme verilen antijen konsantrasyonu ile orantilt
olarak yiizeye baglanmanin gerceklestigini gostermektedir (Sekil 3.12).
Yikamalar ardindan yapilan ELISA islemlerinden sonra olusturulan kalibrasyon
egrisi de degerlerde diismeler olsa bile kuyularin tekrar tekrar kullanilabildigini
gostermistir (Sekil 3.14). Streptavidin ile biyotin arasindaki baglanma 6zelligi
kullanilarak ytizeye kaplanan antikorlarin daha etkin bir sekilde sistemde kalmasi

saglanmistir.

3.4. Sonuclarin Analitik Olarak Degerlendirilmesi

Tayin limitinin test edilmesi sistemin duyarlilig1 agisindan 6nemlidir. Tayin
limitini elde etmek i¢in LOD (Limit Of Detection) degeri hesaplanmistir. Tayin
limiti, Olciilebilen (sinyal olarak okunabilen) fakat kesin olarak miktari
belirlenemeyen en diisiikk konsanstrasyon olarak tanimlanir. Tayin limitin
belirlenmek i¢in kor 6rnek 20 defa ol¢iilmiis ve Ol¢limlerin aritmetik ortalamasi ve
standart sapmasi1 bulunarak tayin limiti hesaplanmistir.

Olusturulan sistemde kullanilan standart antijen konsantrasyonlar1 1000pg/ml
ile 31,2pg/ml arasinda degismektedir. Kor standartin 20 kez tekrar alinan

absorbans degerinden elde edilen ortalama degeri ve standart sapmasi kullanilarak
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hesaplanan tayin limiti yani Olgiilebilir en diisiik konsantrasyon degeri antikor
kapli mikroplakalarin kullanildig1 sistem (Yo6ntem-2) i¢in 2,15pg/ml, FcRn
araciligl ile antikor kapli mikroplaka kullanilan ¢alisma (Yontem-4) igin
2,13pg/ml ve streptavidin araciligr ile yiizeye biyotinli antikorlarin baglandigi
mikroplaka ile yapilan ¢aligma (Yontem-5) igin 2,11pg/ml olarak bulunmustur.
Invitrogen ELISA Kiti i¢in tayin limiti 1,7pg/ml olarak hesaplanmistir.

Ayrica 6lgiim limiti (Limit Of Quantitation) degeri de hesaplanmigtir. Olgiim
limiti, analitin kabul edilebilir diizeyde dogru ve kesin olarak metot kosullarinda
belirlenebildigi en diisiik seviyedir. Invitrogen ELISA kit igin bu deger 4,1pg/ml
iken elde edilen tekrar kullanilabilen mikroplaka kuyular1 i¢in hesaplandiginda,
antikor kapli mikroplakalarin kullanildig1 sistem (Yontem-2) i¢in 6,45pg/ml,
FcRn araciligr ile antikor kapli mikroplaka kullanilan ¢alisma (Yontem-4) igin
6,39pg/ml ve streptavidin araciligi ile yiizeye biyotinli antikorlarin baglandigi

mikroplaka ile yapilan ¢alisma (Yontem-5) i¢in 6,33pg/ml olarak bulunmustur.
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4. TARTISMA VE ONERILER

ELISA sistemlerinde kullanilan mikroplakalar analizin &zelligine gore
cesitlendirilmektedir. Piyasada ¢aligmaya spesifik olarak secilen pek ¢cok modifiye
plakalar mevcuttur. ELISA isleminde arastirmaci, kaplama islemini kendi
yapabilecegi gibi piyasada mevcut bulunan ¢esitli yapilar ile kapli plakalar1 satin
da alabilmektedir fakat bu plakalarin satin alinmasi maliyet agisindan biiyiik bir
kiilfet haline gelebilmektedir. Bireysel diisiinmenin disinda iilke ekonomisi
acisindan olaya bakildiginda ise, bu plakalarin tiretiminin Tiirkiye’de olmamasi ve
yurt disindan temin edilmesi, maliyet agisindan yine biiyiilk 6nem kazanmalarina
neden olmaktadir.

ELISA testi igin ticari olarak alinan kit i¢erisinde 2 adet ¢alismanin amacina
uygun olarak kaplanmig mikroplaka bulunur. Bu plakalar ¢alisma bitiminden
sonra atilir. Deneylere devam edilmek istendigi takdirde kit i¢inden ¢ikan kapl
mikroplaka sayisi az oldugu i¢in bos plaka tizerine uygun antikor ya da antijen
kaplanir fakat bu durumda da deney sonunda plaka ¢ope atilir. ELISA kitlerinin
fiyatlarmin yiliksek olmasinin yaninda alinan herhangi bir polistren plaka da
yiiksek fiyatlara sahiptir. Bu ¢alisma sonucunda elde edilen mikroplakalar ile
deney sonunda arastirmaci plaka kuyularimi yikamaya tabi tutarak sonraki
calismalarinda da kullanabilecek boylece her deney i¢in yeni plaka almasina gerek
kalmayacaktir.

Iki firmanin gesitli kaplamalarla piyasaya sundugu plakalarin fiyatlari

Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2°de verilmistir (Bioword 2012, Thermo 2012).

Cizelge 4.1. Thermo Firmasi Uriinleri

Plaka tipi (5 adet) Fiyati Maliyeti
Protein-A kapl mikroplakalar 192,96 € 457,32% | 1006,093%
Biotin kapli mikroplakalar 170,74 € 404,65¢ | 890,23%
Streptavidin kapli mikroplakalar 187,11 € 443,45% | 975,59%
Protein G kapli mikroplakalar 215,18 € 509,94 | 1121,94%
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Cizelge 4.2. Bioword Firmas1 Uriinleri

Plaka tipi (5 adet) Fiyati Maliyeti
Protein-A kapli mikroplakalar $98.67 177,2113% | 389,865t
Biotin kapli mikroplakalar $129.03 231,7379% | 509,823t
Streptavidin kapli mikroplakalar $162.69 292,1912% | 642,821t
Protein G kapli mikroplakalar $178.40 320,40641t | 704,894t
Cobalt kapli mikroplakalar $167.18 300,2553% | 660,562
Concanavalin A kapl mikroplakalar $195.79 351,6388% | 773,605
COOH- kapli mikroplakalar $109.96 197,48821 | 434,474t
Copper kapli mikroplakalar $178.40 320,4064t | 704,894%
Fibronectin kapli mikroplakalar $177.28 318,3949t | 700,469t
Gelatin kapli mikroplakalar $157.94 283,6602% | 624,052t
Glutathione kapli mikroplakalar $173.91 312,3424% | 687,153P
Heparin kapli mikroplakalar $98.45 176,8162t | 388,996t
Jacalin kapli mikroplakalar $218.79 392,9468%t | 864,483
Nickel kapli mikroplakalar $178.40 320,4064t | 704,894%
Poly-Lysine kapli mikroplakalar $164.44 295,3342% | 649,735¢
Calmodulin kapli mikroplakalar $185.13 332,4935t | 731,486%
Wheat Germ Agglutinin kapl
mikroplakalar $164.05 294,63380 | 648,194t
Zinc kaph mikroplakalar $167.18 300,2553% | 660,562
Heparin kaplh white mikroplakalar $120.45 216,3282t | 475,922%

Dolar ve euro iizerinden hesaplandiginda 5 adet plaka i¢in yiiksek fiyatlarda
harcamalar yapmak gerekmektedir. Ornegin, protein A kapli plaka ile ¢alisan
arastirmaci 5 adet plaka iceren {iriinii satin aldiginda 6dedigi miktar 389,865% ve
cogu calismanin sadece 5 analizle bitmeyecegi disiiniiliirse fiyatlar c¢ok
yiikselecektir. Ayrica hastanelerde ve kriminal laboratuvarlarda da siklikla

kullanilan ELISA sistemlerinde ¢ok fazla miktarda plaka kullanilmaktadir.
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Plakalarin tek kullanimlik olmasi ve yurt disindan temin edilmesi maliyeti ¢ok
arttirdigindan dolay1r hem kuyularin kaplamalarinin istenildigi gibi yapilarak elde
edilen {irlinlin raf 6mriiniin uzatilmas1 hem de tekrar kullanilabilir olmas1 biiyiik
Onem tagsimaktadir.

Mikroplakalarin polisitren yiizeyleri ile protein molekiillerin hidrofobik
amino asit yiizeyleri arasindaki hidrofobik baglantilar sayesinde immobilizasyonu
yapilabilir. Fiziksel absorbsiyon, basit hazirlanma basamaklar1 ve yiiksek
kararlilik gibi avantajlara sahiptir. Fakat kii¢iik proteinlerin ve peptidlerin fiziksel
absorbsiyon islemleri sirasinda bozulmalart miimkiin olmaktadir. Bu nedenle bu
molekiillerin immobilizasyonu igin farkli yontemler gelistirilmistir. Plazma
yontemi ile polistrene plakalarin yiizeyine karboksilik asit, hidroksil ve amin
gruplar1 gibi fonksiyonel gruplarin baglanmasi ile proteinlerin ve peptidlerin
kovalent immobilizasyonu saglanabilmektedir ( Jeon ve ark. 2010).

Bu tezle anlatilan ¢alismalarda, radyo frekans plazma yontemi ve gesitli
kimyasal modifikasyonlar kullanilarak, protein yapilar mikroplaka kuyularina
baglanmis ve ELISA yontemi ile kullanilabilirlikleri denenmistir.

Yapilan denemelerde adim adim sistem iyilestirilmistir. Her asamada
oncelikle kuyulara yapilan modifikasyonlarin etkin bir sekilde gerceklesip
gerceklesmedigi test edilmis sonrasinda tayin i¢in kullanilabilir bir sistem olan
sandivic ELISA asamasina ge¢ilmistir. Her ¢alismada, daha etkin yiizey
kaplamalarin1 saglamak i¢in farkli konsantrasyonlarda kaplama malzemeleri ve
capraz baglayicilar denenmistir. Amag¢ en etkin sistemi olusturabilmektir.
Iyilestirmeler sonucunda verimli sonuglar elde edilmistir. Yontem-2 de plazma
yontemi ile modifiye edilmis kuyulara antikor kaplanarak ¢alisma yiirtitilmiistiir.
Bu sistemin calistigi fakat yiizeydeki antikorlarin yikamalar sonrasinda
uzaklasabildigi goriildiikten sonra antikorlar1 sistemde tutmak ig¢in iyilestirmeler
yapilmistir. Bu amacla FcRn reseptorii ile calisilmistir. Yontem-3’de FcRn
reseptorii kuyulara baglanmis ve yikamalar yapildiktan sonra bu reseptorlerin
sistemde kalip kalmadigma bakilmistir. FcRn reseptorlerinin - kuyulara
kaplanabildigi ve yikamalardan sonra da ylizeyde kaldigi goriildiikten sonra
sandivi¢ sistemine ge¢ilmistir. Yontem-4’de FcRn reseptorii  kullanilarak

antikorlar ylizeye baglanmis ve kullanilabilirligi ELISA sistemiyle denenmisti.
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Ardindan Yontem-5 ile de antikorlari yikamalardan sonra sistemde tutmak ve
streptavidinin  yapist  kullanilarak baglanma yiizdesini arttirarak  sistem
lyilestirilmistir. Yontem-4 ve Yontem-5, Yontem-3’de elde edilen sistemi daha da
iyilestirmek i¢in yapilmistir. Yapilan caligmalarda, modifiye edilen kuyularin
ELISA sistemlerinde kullanilabilir oldugunun test edilmesinin yaninda kuyularin
birden fazla kez kullanilabildigi de gosterilmistir.

ELISA islemi sonucu elde edilen kalibrasyon egrilerinin yaninda tayin ve
Ol¢tim limitlerinin de piyasadaki iiriin i¢in elde edilen degere yakin ¢ikmasi, elde
edilen modifiye kuyularin klinikte ve arastirma c¢alismalarinda etkin bir sekilde

kullanilabilecegini gostermistir.
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