NVO "D

ITVA INTTIIVNY VAINDI

IZAL SNVSI'T XASMOA

~

Y207 VTININ

T.C.
MUGLA SITKI KOCMAN UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIM DALI

NANOENZIM TEMELLI KOLORIMETRIK Leishmania
IMMUNOSENSORUNUN GELISTIRILMESI

YUKSEK LiSANS TEZIi

GOKSU CAN

HAZIRAN 2024
MUGLA



T.C.
MUGLA SITKI KOCMAN UNIVERSITESI

FEN BILIMLERI ENSTITUSU

KiMYA ANABILIM DALI

NANOENZIM TEMELLI KOLORIMETRIK Leishmania
IMMUNOSENSORUNUN GELISTIRILMESI

YUKSEK LiSANS TEZIi

GOKSU CAN

HAZIRAN 2024
MUGLA



MUGLA SITKI KOCMAN UNIVERSITESI

Fen Bilimleri Enstitiisii

TEZ ONAYI

GOKSU CAN  tarafindan  hazirlanan ~ NANOENZIM  TEMELLI
KOLORIMETRIK Leishmania IMMUNOSENSORUNUN GELISTIRILMESI
baslikli tezinin, 28/06/2024 tarihinde asagidaki jiiri tarafindan Kimya Anabilim
Dalr’nda ytiiksek lisans derecesi i¢in gerekli sartlar1 sagladigi oybirligi/oygoklugu ile
kabul edilmistir.

TEZ SINAV JURISI
Prof. Dr. Nur AKSUNER* (Jiiri Bagkan) Imza:
Kimya Ana Bilim Dali,

Ege Universitesi, izmir

Prof. Dr. Ulkii ANIK** (Danisman) Imza:
Kimya Ana Bilim Dali,

Mugla Sitk1 Kogman Universitesi, Mugla

Dog. Dr. Vasfiye Hazal Ozyurt (Uye) Imza:
Gastronomi Ana Bilim Dal,

Mugla Sitk1 Kogman Universitesi, Mugla

ANA BILiM DALI BASKANLIGI ONAYI
Prof. Dr. Mehmet UGURLU Imza:
Kimya Ana Bilim Dali Baskant,

Mugla Sitk1 Kogman Universitesi, Mugla

Prof. Dr. Ulkii ANIK Imza:

Danigsman, Kimya Anabilim Dali,

Mugla Sitk1 Kogman Universitesi, Mugla

Savunma Tarihi: 28/06/2024




Tez caligmalarim boyunca elde ettigim ve sundugum tiim bilgiler, sonuglar, belgeler
ve dokiimanlarin bizzat tarafimdan ve bu tez ¢alismasi kapsaminda elde edildigini;
akademik ve bilimsel etik kurallara uygun oldugunu beyan ederim. Ayrica akademik
ve bilimsel etik kurallar1 geregince bu tez ¢alismasi kapsaminda elde edilmemis,

bagkalarina ait tiim orijinal bilgi ve sonuglara atif yapildigini da beyan ederim.

Goksu CAN
28/06/2024

il



OZET
NANOENZIM TEMELLi KOLORIMETRIK Leishmania
IMMUNOSENSORUNUN GELISTIiRILMESI

Goksu CAN
Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dal1
Danisman: Prof. Dr. Ulkii ANIK
Haziran 2024, 54 sayfa

Bu yiiksek lisans tezinde, Leishmania major yiizey proteazi olan Glikoprotein 63
(Gp63) antikorunun tespit edilmesi amaciyla Altin Nanopartikiillerin (AuNP)
kullanildig1 bir kolorimetrik immunosensor gelistirilmistir. Bu amagla, AuNP’lerin
ylizeyi Leishmania donovani antijeni olan kinetoplastid membran proteini (KMP-11)
ile modifiye edilerek aktif biyolojik tabaka olusturulmustur. Anti-gp63’lerin analit ve
AuNP’lerin renk reaktifi olarak kullanildigr hem gozle goriilebilen hem de UV-Vis
spektrofotometre kullanilarak absorbans degisimine gore izlenebilen bir sensor
tasarlanmigtir.  Absorbans Olclimleri 700-350 nm dalga boylar1 arasinda
gerceklestirilmis ve 530 nm’deki absorbans degerleri dikkate alinmistir. Gelistirilen
AuNP temelli kolorimetrik Leishmania immunosensoriiniin optimum c¢alisma
kosullarinin ayarlanmasi i¢gin KMP-11’in AuNP ile inkiibasyon siiresi ve KMP-
11/anti-gp63 inkiibasyon siiresi optimizasyonlari, ardindan analitiksel karakteristik
caligmalar1 yapilmistir. Girisim calismalar1 ve 0rnek deneme igin sentetik serum
kullanilmistir. Sonug¢ olarak bu yiiksek lisans tezi kapsaminda daha oOnce
uygulanmamis, leishmaniasis hastaliginin teshisi icin iizerine dogrudan KMP-11
biyolojik katmani olusturulmus AuNP’lerin kullanildig1 hizli, ¢iplak gbz ile de var-
yok tayini miimkiin kilan, pratik bir kolorimetrik immunosensor gelistirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Altin Nanopartikiil (AuNP), Leishmania major ylizey proteazi
Glikoprotein 63 (Gp63), rekombinant L.donovani antijeni
Kinetoplastid membran protein (KMP-11),  kolorimetrik
immunosensor
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ABSTRACT
DEVELOPMENT OF NANOENZYME-BASED CHOLORIMETRIC
Leishmania IMMUNOSENSOR

Goksu CAN
Master of Science (M.Sc.)
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Department of Chemistry
Supervisor: Prof. Dr. Ulkii ANIK
June 2024, 54 pages

In this master thesis, a colorimetric immunosensor using gold nanoparticles
(AuNPs) was developed for the detection of Glycoprotein 63 (Gp63) antibody,
which is a major surface protease of Leishmania parasite. For this purpose, the
surface of AuNPs was modified with kinetoplastid membrane protein (KMP-11),
an antigen of Leishmania donovani, to form an active biological layer. The
determination of anti-gp63 was carried out using AuNPs as a colour reagent, both
visible to the eye and as a sensor that can be monitored according to the absorbance
change using UV-Vis spectrophotometer. Absorbance measurements were carried
out between 700-350 nm wavelengths and absorbance values at 530 nm were taken
into account. Optimization of the incubation time of KMP-11 with AuNP and the
incubation time of KMP-11/anti-gp63 were performed to set the optimum operating
conditions of the developed AuNP-based colorimetric Leishmania immunosensor,
followed by analytical characteristic studies. Synthetic serum was used for
interference studies and sample testing. As a result, within the scope of this master's
thesis, a practical colorimetric immunosensor has been developed for the diagnosis
of leishmaniasis disease, which has not been applied before, using AuNPs on which
KMP-11 biological layer is directly formed, that enables a fast and practical
detection even with the naked eye.

Keywords: Gold nanoparticle (AuNP), Leishmania major surface protease
Glycoprotein 63 (Gp63), recombinant L. donovani antigen
Kinetoplastid membrane proteine-11 (KMP-11), Colorimetric

1IMMmunosensor
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SEMBOLLER VE KISALTMALAR DiZiNi
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1. GIRIS

Leishmaniasis, bir vektor parazit olan Leishmania cinsinin neden oldugu protozoon
parazitik bir hastaliktir. Bu hastalik, Leishmania cinsinin en az 20 tiiriinden
kaynaklanmaktadir ve diinya saglik orgiitiiniin belirledigi diinya ¢apinda en dikkat
edilmesi gereken alt1 hastaliktan biridir. Bu nedenle salgina yatkin en kritik hastaliklar
arasinda yer almaktadir (Kumari vd., 2009; Murray vd., 2005; World Health
Organization (WHO), n.d.). Leishmaniasis hastalig1 klinik belirtileri baz alinarak {i¢
tiire ayrilmaktadir. Bunlar; Viseral leishmaniasis (VL), Kutandz leishmaniasis (CL) ve
Mukokutanoz leishmaniasis (MCL) olarak bilinir (De Muylder vd., 2011; Postigo,
2010). Ozellikle Ortadogu, Orta Asya, Giiney Amerika ve Orta Amerika’da
Leishmaniasis hastaliginin en siddetli ve oliimciil olan versiyonu VL daha yaygin
goriilmektedir. Enfektif parazitler, makrofajlarda yer alir ve CL vakalarinda deride
iilserif lezyon olusumlarina neden olurlar. Fakat VL ve MCL durumunda mukoza
yapisinda inflamasyon olustururlar, genel belirtileri ise yiliksek veya diizensiz olabilen
ates, hepatosplenomegali ve kilo kaybi (Salman vd., 1999; Zhang vd., 2021). Bununla
birlikte, Leishmania major, Leishmania mexicana, Leishmania brazliliensis ve
Leishmania panamensis gibi tiirlerin neden oldugu CL, 2-18 ay igerisinde
kendiliginden iyilesme egilimi gostermektedir fakat deride neden oldugu sekli bozuk

lezyonlarin izleri kalmaktadir (Croft vd., 2003).

Leishmaniasis hastalifina neden olan protozoon tiirli parazit iki sekilde dogada
bulunmaktadir. Birincisi vektor disi kum sinegindeki kamgili promostigot, digeri ise
memelilerde bulunan amostigot. Disi kum sinegi vektorii, memeli canliy1 soktugunda
Leishmania paraziti metasiklik promostigot formunu memeliye enjekte eder.
Leishmania parazitinin bu formu Oncelikle lokal makrofajlar igerisine girerek
amostigot forma doniisiir ve burada cogalmaya baslar. Leishmania tiirline gore ¢ogalan
amostigot formlar 6nce dolasima ardindan retikiiloendoteliyal sistem dokularina

ulagir. 1



Glinlimiize kadar Leishmania'nin tanist ve tanimlanmasina yonelik c¢esitli tan
yontemleri gelistirilmistir. Geleneksel olarak klinik numunelerdeki Leishmania
mikroskobik olarak ve ayrica lekeli doku Orneklerinin kiiltiirlenmesiyle tayin

edilebilir.



2. KAYNAK VE OZETLER

2.1. Biyosensorler ve Cesitleri

Biyosensorler, biyolojik algilama 6gelerini igeren sensor cesitleridir. Biyolojik
materyaller 6zgiilliikleri ve duyarliliklar1 sayesinde fizikokimyasal transdiiserler ile
birlestirildiginde kompleks biyoanalitik oOl¢iimleri basit ve pratik bir sekilde
gerceklestirmeye olanak saglarlar. Ozellikle tibbi tam teknolojilerinde, ilag gelistirme
ve gida giivenligi gibi bir¢ok alanda analitik cihazlar olarak tercih edilmektedirler
(Turner, 2013). Biyosensorlerin ilk adimlari, Leyland C. Clark tarafindan 1956°da icat
edilen oksijen probunun 1962°de enzim elektrodu olarak gelistirilmesiyle atilmistir
(Clark vd., 1962; Updike vd., 1967). Clark, oksijen elektrodu i¢in 6ncelikle standart
platin elektrot ve referans elektrot iizerine oksijen ge¢irgen bir membran kaplamigtir.
Platin elektrodun potansiyeli sabit tutulmus ve bu sayede olusturulan devreden gecen
akimin hiz1 ortamdaki oksijen konsantrasyonuyla dogrusal bir oranti sergilemistir
(Clark vd., 1962). Bu gelistirilen oksijen elektrodu kandaki glikoz miktarin1 6l¢gmek
iizere glukoz oksidaz enzimi igeren bir jel tabaka ve yar1 gecirgen bir membranla
kaplanmistir (Clark vd., 1962). Kanda bulunan glukoz ve Oksijen glikoz oksidaz
enzimiyle immobilize edilmistir. Oksijen elektrodun ylizeyine ulagtiginda Glukoz
glukonik aside doniiserek ortamdaki oksijeni hizla harcamaktadir (Esitlik 2.1)
(Norouzi vd., 2010; Yoo vd., 2010). Bu sayede ortamdaki Oksijen konsantrasyonunun
farklanmasi 6l¢iilerek glukoz miktar1 hesaplanir (Yoo vd., 2010).

Glukoz Oksidaz
Glukoz + 0, ——— > Glukonik asit + H,0, (2.1)

Biyosensorlerin ¢aligma prensibinde ilk olarak analiz edilecek Ornek, yani analit

cozeltiden biyosensor ylizeyine g¢esitli yontemlerle difiizlenir. Analit, biyoreseptorle

etkilestiginde bu tepkime sonucu ortaya gaz ¢ikisi, secici iyon olusumu, 1s1 agiga
3



cikmasi, optik Ozelliklerin degismesi ve redoks tepkimeleri sonucu elektron agiga
cikmasi gibi bir¢ok etken olusabilir (Su vd., 2011). Sensor yiizeyindeki bu degisimler
tespit edilir ve anlamli elektriksel sinyallere doniistiiriilerek analitin derisimi

hesaplanabilir.

Biyosensorlerinde sensdrler gibi bazi dinamik 6zellikleri bulunmaktadir. Spesifiklik,
kararlilik, duyarhilik, tekrar iretilebilirlik ve dogrusallik gibi 6zelliklerin
optimizasyonu biyosensorlerin performansini arttirabilir, zamandan ve maliyetten

kazang saglamaya yardimci olabilir.

Biyosensorler gelistirilmelerinde kullanilan biyolojik reseptorlerine gore veya
kullanilan transdiiserlerine gore siniflandirilabilmektedir.

Buna gore:

e Enzim biyosensorleri
e Immunosensorler
e Mikrobiyal biyosensorler

e DNA sensorler

> OPTIK
» Enzimler > FotometriA
» Doku ornekleri < FIorqmetn
- » Luminesans
o ETE > ELEKTROKIMYASAL
mikroorganizmalar >  Amperometrik ektikeel
Numune > Organeller >  Potansiyometrik Katlandirici Elektikse
> immiino Ajanlar >  Kondiiktometrik Sinyal
» Niikleik Asitler > Transistorler
» NP, MIP, MOF, Q-Dot » ISI DEGISIMI
» Reseptor molekdiller > Termistorler

» KUTLE DEGiSiMi
» Piezoelektrik

Sekil 2.1. Biyosensérlerin yapisini ve siniflandirilmasini gosteren sematik diagram.

Tez kapsaminda kolorimetrik bir immunosensor gelistirildiginden dolay1 yalnizca

belli bagl sensor tipleri detayli sekilde agiklanmustir.



2.1.1. immunosensorler

Biyosensor tasariminda antikor-antijen etkilesimine dayanarak hazirlanan ve bir
doniistiiriicii ile analitin tespit edildigi cihazlar immunosensdrlerdir (Gizeli vd., 1996).
Immun sistemin antijen adi verilen yabanci maddelere karsi yamit olarak iirettigi
antikorlar glikoproteinlerdir (Cristea vd., 2015). Bu antikorlarin spesifik olarak belirli
antijenlere baglanmasi sayesinde immunosensorler yliksek duyarlhilik ve 6zgiillik
sergilerler (Gizeli vd., 1996; Karunakaran vd., 2015). Ozellikle tip ve g¢evresel

analizlerde siklikla kullanilirlar.

2.2. Optik Biyosensorler

Dontstiiriictiler ya da transdiiserler, biyolojik materyallerden elde edilen sinyalleri
anlamli Sl¢iilebilir bir enerji formuna doniistiiren bilesenlerdir. Bu doniistiiriilen forma
gore biyosensensorler optik, elektrokimyasal, kolorimetrik ve piezoelektrik temelli
biyosensorler olarak siniflandirilabilir (Kavita V, 2017; Mohanty vd., 2006; Su vd.,
2011).

Optik biyosensorler, biyolojik analitlerin hassas ve se¢ici bir sekilde tespit edilmesini
saglayan cihazlardir (Long vd., 2013). Bunlar, 1s1ma, 151k absorpsiyonu, floresans veya
kirilma indisindeki degisiklikler gibi optik sinyalleri kullanarak calisirlar. Yiizey
plazmon rezonans1 (SPR) tabanli biyosensdrler, en yaygin kullanilan optik
biyosensorlerdendir ve SPR goriintilleme ile lokalize SPR gibi cesitli alt tiirleri
bulunur. Bunlarin yani sira, evanesan dalga floresansi, biyoliiminesans optik fiber
biyosensorleri, interferometrik, elipsometrik ve yansitici interferans spektroskopisi
gibi diger optik biyosensor sistemleri de mevcuttur (J vd., 2018; Long vd., 2013).
Optik biyosensorler, viriisler, toksinler, ilaglar, antikorlar, tiimdr belirtegleri ve timor
hiicreleri gibi c¢esitli analitleri tespit etmek icin kullanilabilirler (Damborsky vd.,

2016).

2.2.1.Kolorimetrik Biyosensorler

Kolorimetrik biyosensdrler, 151 genliginde olusan degisimlerin, analiz edilmek

istenen malzemenin konsantrasyonuyla olbg,ln iliskisini inceleyen cihazlardir (Germain



vd., 2009; Hu vd., 2017; Li vd., 2010). Bu cihazlarda; UV-Vis spektrofotometre gibi
optik algilama cihazlariyla veya ¢iplak gozle tanimlanabilen ve kullanilan reaktifler ile
rengi belirlenen {irliniin rengindeki degisimler, analitin konsantrasyonuyla dogrudan
iligkilidir (Luka vd., 2015; Tao vd., 2017). Kolorimetrik biyosensorlerin tasarimlarinda
3,3".5,5'-tetramethylbenzidine ~ (TMB),  2,2'-azino-bis(3-ethylbenzothiazoline-6-
sulfonic acid) (ABTS) gibi ¢esitli renk reaktifleri ya da altin (Au), glimiis (Ag) gibi
nanopartikiiller (NP) siklikla kullanilir. Ozellikle AuNP’ler yiiksek hassasiyet ve
ciplak gozle belirlenebilen renk degisimleri sayesinde niikleik asitler, proteinler ve
mikromolekiiller gibi ¢esitli analitleri tespit etmek i¢in ¢ok¢a nanoenzim olarak tercih

edilmektedir (Hu vd., 2017; MA vd., 2018).

2.2.2. Uv-Vis Spektrofotometresi

Mor 6tesi goriintir bolge (UV-Vis) spektrofotometresi bir ¢ozeltide absorbe edilmis
olan 15181n absorblanma seviyesi veya 151k gegirgenliginin Ol¢iilebilmesini saglayan
optik cihazlardir. Bu spektroskopik yontem molekiil elektronlarinin kuantum
diizeyleri arasindaki gegisleri baz alir. UV bolge elektromanyetik spektrumun 10-400
nm dalga boyuna eslik eden bolgesini isaret eder. Bu bolge X-Isinlar1 ve goriiniir bolge

(400-800 nm aralig1) arasinda bulunmaktadir (Mosorov, 2017).

c,a

C—eep

l

Sekil 2.2. | = Isigin etkilestigi yol (cm), ¢ = konsantrasyon (mol/L), a = absorbsiyon katsayist (L/mol.cm), Iy =

Isigin ilk siddeti, I = Isigin numuneden gegerken molekiillerle etkilesmesi sonucu geriye kalan siddeti.

Lambert Beer esitligi; Io siddetinde monokromatik bir 151k demetinin kalinligr L cm
6



olan bir tiipiin i¢inde bulunan ¢ozeltideki molekiiller tarafindan absorblanmasi ile
siddetinin azaldigin ve I siddetinde tiipii terk ettigini sdyler (Sekil 2.2.). Molekiillerin
yalnizca belli bir dalga boyunda bulunan 1gimay1 absorblamasi sonucu ortaya ¢ikan

azalma bu esitlik ile gosterilir. Buna gore:
A=log17°=eLc;log17°=aLc=A;
I =I,.e"%¢ (2.2)

L = Isigin etkilestigi yol (cm), ¢ = konsantrasyon (mol/L), € = absorbsiyon katsay1s1
(L/mol.cm), Io/I oran1 gegirgenliktir ve T ile gosterilir. ¢ = g/L alinirsa ¢ = a ile

gosterilir ve L / g.cm birimi ile verilir. Boylece A = a.L.c olur.

Yukarida verilen esitlige gore yaricap1 bilinen tiipe giren ve terk eden 151k siddetinin
logaritma farklar 1s1kla etkileserek absorblayan molekiillerin derigimi ile orantilidir

(Méntele ve Deniz, 2017).

Spektroskopik olclimler genel olarak bes bilesenden olusur. Kararli bir 151k kaynagi,
dalga boyu secici, UV kiivet icinde bir 6rnek, dedektor ve sinyal okuyucu (Sekil 2.3.).

= AR R

Isik Slit Monokromotor Ornek Dedektor Fotokatlandirici Sinyal
Kaynagi Okuyucu

Sekil 2.3. Spektrofotometrelerin ana par¢alarini i¢eren basit bir sematik gosterim.

2.2.3. Nanomalzemeler

Nano malzemeler, boyutlar1 1-100 nm araliginda bulunan veya elde edilen
mataryellerdir (Klain vd., 2008). Bu malzemeler bilimsel arastirma ve endiistri
alanlarinda son zamanlarda c¢okca kullanilmaktadir. Bu malzemelerin temelini ise
nanoparcaciklar olusturmaktadir. Nanopargaciklarin genis bir yelpazede siklikla

kullanilmasiin ve tercih edilmesinin nedenleri arasinda, yiiksek ylizey ve hacim
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alanlar1, boyut ve sekillerinin kontrol edilebilmesi ve bu sayede elektrokimyasal veya
optik Ozelliklerinin degigkenlik gdstermesi yer almaktadir. Malzemelerin atom ve
molekiiler diizeyde yapilarinin islevsellestirilmesi sonucu elde edilebilirler (Pandey

vd., 2008; Peralta-Videa vd., 2011).

Bununla birlikte giiniimiizde en ¢ok tercih edilen nanomalzemeler; nanoenzimler,
grafen/karbon nanotiipler, manyetik nanoparcaciklar, nanokompozitler veya optik
nanoparc¢aciklardir (Kumar vd., 2011; Singh vd., 2007). Boyutlar1 15181n dalga
boyundan daha kiigiik olan nanopargaciklar ise elektronlarin hapsedilmesi ve yiizey
plazmon rezonansi gosteren optik nano materyallerdir. Bu nanopargaciklar spesifik ve
siradan olmayan elektronik ve optik 6zelliklere sahiptirler. Bu nedenle biyofotonik,
biyoelektronik, optik goriintiileme ve biyoalgilama alanlarinda kullanilmaktadirlar

(Klain vd., 2008; Biswas & Wu, 2009).
2.2.4. Nanoenzimler

Enzimler, biyokimyasal reaksiyonlarda katalizor olarak kullanilan, ytliksek spesifiklik
ve %100 verim saglayan proteinlerdir. Dogal enzimlerin avantajlarina karsin bircok
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Dogal enzimler yiiksek pH veya yiiksek sicakliklarda
denatiire olarak aktivitelerini kaybederler ayrica sentezlenmeleri uzun ve maliyetli
stiregler gerektirir. Bu durum bilimsel ¢alismalarda kullanilmalarini zorlagtirmaktadir.
Bu nedenle son zamanlarda belirli enzimlerin aktivitelerini taklit/mimik eden nano
malzemeler gelistirilmistir. Nanoenzimler dogal enzimler gibi belirli biyolojik ve
kimyasal reaksiyonlar1 katalizleyerek reaksiyonu hizlandirirlar. Bununla birlikte
dayanikliliklar1 dogal enzimlere gore daha yiiksek oldugundan ve uygun maliyetlerle

iiretilebildiklerinden son zamanlarda siklikla tercih edilmeye baslanmiglardir.
2.2.5. Altin Nanopartikiiller (AuNP)

Nanopartikiillerin ¢esitli bilesimleri ve boyutlari, teshis ve tayin teknolojilerinde tercih
edilmelerine olanak tammaktadir (L. Wang vd., 2006). Ozellikle AuNP’ler, genis
yiizey alanlart ve iyi bir enzim taklit 6zelli§i gostermeleri sayesinde biyolojik
molekiillerin tayinine Onclilik etmislerdir ve diisiik konsantrasyonlarda Ol¢iim
yapabilme yetenekleriyle bazi hastaliklarin erken teshisine katkida bulunmaktadirlar

(MA vd., 2018).

AuNP’ler yiiksek ylizey enerjilerinden dolay1r diger metallerle karsilagtirildiginda
yiiksek reaktiviteye sahiptirler. Bu nedenée, genellikle proteinler, lipitler ve niikleik



asitler gibi biyomolekiillerle etkilesime girerler (J. Liu vd., 2017). Nanopartikiillerin

biyolojik molekiillerle etkilesimi genellikle molekiiller aras1 baglarin kirilmasi veya
baglarin olusmasi olmadan da gergeklesebilir. Bu etkilesimler arasinda Van der Waals
kuvvetleri, hidrofobik etkilesimler, elektrostatik etkilesimler veya hidrojen baglar1 gibi
ornekler verilebilir. Bu etkilesimler, genellikle nanopartikiillerin biyolojik reaktivitesi
ile ilgilidir ve 6zellikle altin nanopartikiilleri i¢in gegerlidir (Gagner vd., 2011; J. Liu
vd., 2017; Monopoli vd., 2011).

AuNP tabanli kolorimetrik sensdrler, nanopartikiiller arasinda yilizey plazmon
baglanmas1 sonucunda siispansiyonun kirmizidan mora renge doniismesini kullanir
(Ghosh vd., 2007; Nilam vd., 2017; Politi vd., 2014, 2016). Bu durum, dagilmis bir
durumdan birlesik bir duruma gegisi ifade eder. AuNP agregasyonu, antijen-antikor

etkilesimi gibi biyolojik mekanizmalar kullanilarak ayarlanabilir.

Sadece antijen varliginda AuNP agregasyonunu tetiklemek icin, uygun sekilde
yonlendirilmis antikorlarin (Ab'lerin) AuNP yiizeyine immobilize edilmesini
saglayacak cesitli stratejiler gelistirilmistir (Lesniewski vd., 2014; Tiwari vd., 2011).
Ab'ler i¢in en yaygin kullanilan immobilizasyon yontemleri, bifonksiyonel veya araci
baglayicilarla AuNP yiizeyini kaplamaya dayanir, ancak bu genellikle uzun kimyasal
islemleri gerektirir. (Arruebo vd., 2009; Jazayeri vd., 2016; Y. Liu vd., 2015;
Mustafaoglu vd., 2017; Yeh vd., 2012).

2.3. Leishmaniasis Hastahgi

Leishmaniasis, protozoon Leishmania parazitinin neden oldugu bulasici bir hastaliktir.
Diinya Saglik Orgiitii'ne gére leishmaniasis su anda diinya ¢apinda en yiiksek riskli
hastaliklardan biridir. Diinya c¢apinda tahminen 350 milyon kisi Leishmania
enfeksiyonu riski altindadir. Her yil yaklasik 1,5 milyon yeni kutandz leishmaniasis
(CL) ve 500.000 viseral leishmaniasis (VL) vakasi ortaya ¢cikmaktadir (Kumari vd.,
2009). Giiney Avrupa iilkelerini kapsayan ve 1998 yilinda yapilan bir ¢aligma
sonucunda, VL leishmaniasis ile HIV enfeksiyonlar1 arasinda cografi bir Ortligme
oldugu gozlemlenmistir. Glinlimiizde leishmaniasisin yaygin oldugu iilkelerde

(Hindistan, Brezilya ve Dogu Afrika vb.) BHV vakalarindaki artig diinya ¢apinda ciddi



bir endise yaratmistir (Alvar vd., 2008).

Leishmaniasis'in klinik semptomlar1 tice ayrilir: KL, mukokiitandz leishmaniasis
(MCL) ve VL. Enfektif parazitler makrofajlarda, KL durumunda ciltteki tilseratif
lezyonlarda veya MCL veya VL durumunda mukozal inflamasyonda bulunur
(Sattarahmady vd., 2016). KL ve MCL ile enfekte olan hastalarda tedavisi aylar siiren
biiylik agrili yaralar gelisir. VL hastalarinda ise ates, kilo kaybi, dalak ve karaciger gibi
i¢c organlarda hasar goriiliir ve tedavi edilmezse 6liimciil olabilir(De Muylder vd.,
2011). Leishmania paraziti memeli konaklara flebotomin kum sineklerinin 1sirmasi ile
bulasir. Promastigot adi verilen bu parazitler, kum sineklerinin bagirsaklarinda gelisir

ve kamgili bir forma sahiptir.
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Sekil 2.4. Leishmania parazitinin promostigot formundan amostigot formuna gegis dongiisii.
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Memeli konagin kan dolagimina giren promastigotlar makrofajlar tarafindan fagosite

edilir ve amastigotlara farklilasir.

Amastigotlar ¢ogalarak konak hiicrenin yikimina neden olur ve fagositik hiicreleri

enfekte etmeye baslar (Sekil 2.4.) (De Muylder vd., 2011).

Genellikle klinik 6rneklerde mikroskobik inceleme veya boyanmis doku érneklerinin
kiiltiirii ile tespit edilir. Leishmaniasis'in teshisi ve tanimlanmasi i¢in bugiine kadar
cesitli yontemler gelistirilmis olsa da parazit genellikle mikroskobik inceleme veya
boyanmis doku Orneklerinin kiiltlirii ile tespit edilir. Ancak her iki yontemin de
duyarliligr yetersizdir. Ayrica, molekiiler yontemler Leishmania tiirlerinin neden
oldugu lezyonlarin enfeksiyonlarimi ayirmak icin yeterli degildir (Myint vd., 2008;
Sattarahmady vd., 2016). Genel olarak, taninin erken bir asamada konulmasi ve pratik

ve ekonomik olmasi ¢ok dnemlidir (Singh vd., 2004).

Literatiirde ¢ogunlukla elektrokimyasal tayin yoOntemleri bulunmakla birlikte,
kolorimetrik birkag yontemde yer almaktadir. Ornegin Sattarahmady vd. (2016)
Leishmania majoriin minikiir kinetoplast DNA'sinin (kDNA) protein kodlamayan bir
bolgesinden (AB678349.1) spesifik bir tek sarmalli DNA probuna bagli altin
nanopartikiillerin hibridizasyonuna dayanan bir yontem gelistirmigtir. Tamamlayici
DNA dizisi varliginda AuNP’lerin agregasyonu sonucu UV-vis spektrumunda ve
¢Ozelti renginde bir degisiklik gozlemlenir. Calisma 7.0 pg puL !'lik bir tespit smniri
gostermistir. Mevcut PCR'siz tahlilin etkinligi, Leishmania major ve klinik
orneklerden elde edilen genomik DNA'yr tanimlamak i¢in degerlendirilmistir
(Sattarahmady vd., 2016). Rodriguez vd. (2013) tarafindan yapilan ¢alismada ise,
AuNP’ler ile Leishmania cinsi parazitlerin yiizeyinde bulunan glikoprotein 63 (gp63)
varliginin tespiti i¢in bir yontem sunulmustur. Tez ¢alismasinda gelistirilmis ve KMP-
11 ile fonksiyonlandirilmig AuNP'ler, hem ¢ozeltideki anti-gp63 varliginin tespiti hem
de in vitro parazitlerle spesifik etkilesim yoluyla parazit varliginin spektrofotometrik

bir gdstergesi olarak potansiyel gostermistir (Rodriguez vd., 2013) .

Bu yiiksek lisans tez caligmasinda gelistirilen biyosensdrde daha dnce kullanilmayan
AuNP tabanl anti-gp63 ve KMP-11 etkilesimine dayali bir biyosensor gelistirilmistir.
AuNP iizerinde KMP-11 antijen proteinleri ile aktif biyolojik katman olan korona
yapisi olusturulmus, analit olarak da anti-gp63 kullanilmistir. Sonug olarak calisma

0zglin kabul edilmektedir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullanilan Cihazlar

AuNP’nin sentezi igin MERCK’in IKA® C-MAG HS modelli manyetik karigtiricili

1siticist kullanilmastir.

Tiim deneysel dl¢limler T60UV modelli PG UV-Vis spektrofotometresi ile 0,7 mL,
10mm? kuvars kiivetler kullanilarak gergeklestirilmigtir. Biyolojik materyallerin
hazirlanmasinda da kullanilan tampon ¢ozeltilerin pH''1 ayarlamak i¢in Thermo
Detection Corporation pH metre kullanilmistir. Soliisyonlarin karistirilmast ve
hazirlanmasinda Velp Scientifica vortex cihazlari kullanilmistir. Katt malzemelerin

tartimi i¢in PR serili OHAUS® markasina ait hassas terazi kullanilmigtir.

Saf su igin Elektro-mag® markasinin M4 modelli Water Still saf su cihaz1

kullanilmistir ve tartimlar i¢in Ohaus marka hassas terazi kullanilmistir (Sekil 3.1.).

Sekil 3.1. Kullamilan Cihazlar A) Inkiibator, B) Saf Su Cihazi, C,) pH metre, D) UV-Vis Spektrofotometre, E)
Hassas terazi.

3.1. Kullanmilan Kimyasallar

AuNP’lerin sentezlenmesi amaciyla, Merck’den satin alinan trisodyum sitrat ve
HAuCls’nin trihidrath tuzu kullanilmistir. AgNP sentezi icin AgNO; ve NaBHy

Merck’den temin edilmistir. 12



Cu-MOF sentezi amaciyla Kolorimetrik biyosensoriin hazirlanmasi amaciyla;
Creative Diagnostics’den KMP-11 antijen ve Gene-Tex’den anti-gp63 kullanilmistir.
Girisim denemeleri sirasinda ve ornek uyguluma denemesinde hazirlanan sentetik
serum i¢in Merck’den aliman MgCl,, CaCl,, D-Glukoz, NaCl ve Triz-HCI

kullanilmistir.

Tiim ¢aligma boyunca analitik saflikta kimyasallar ve saf su ile hazirlanmis uygun

tamponlar kullanilmisgtir.

3.2. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.2.1. Sentetik serum ¢ozeltisi

Sentetik serum 6rnegi 2,5 mM iire, 4,5 mM KCI, 2,5 mM CaCl,, 0,8 mM MgCl,, 140
mM NaCl ve 4,7 mM D-glukozun 10 mM Tris-HCl iginde ¢oziilmesiyle hazirlanmistir
(Kumari vd., 2009). Hazirlanan serum 6rnegi 1:10 oraninda seyreltilmis ve fosfat
tamponu yerine anti-gp63'lin seyreltme ¢o6zeltisi olarak girisim caligmalar1 igin

kullanilmistir.

3.2.2. pH:7,4100 mM PBS

100 mM KH>PO4 tartilarak saf su ile hazirlanmis, daha sonra derisik NaOH ¢ozelltisi
ile pH’1 7,4 olacak sekilde ayarlanmistir. Anti-gp63 ¢ozeltileri bu tampon ¢ozelti ile

hazirlanmis ve seyreltilmistir.

3.2.3. pH: 8,2 20 mM tuz iceren PBS

100 mM derisimine sahip KH2PO4 ve 10 mM NacCl tuzlar tartilmis ve saf su ile
¢cozllmiistiir. Daha sonra derigik NaOH kullanilarak pH 8,2’ye ayarlanmigtir.
Hazirlanan bu tampon ¢ozelti KMP-11 antijeninin hazirlanmasi ve seyreltilmesinde

kullanilmistir.
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3.2.4. KMP-11 antijen ¢ozeltisi:

KMP-11 antijeni protein derisimi 10 ng/mL olarak 20 mM tuzlu PBS (pH= 8,0)

kullanilarak hazirlanmistir.

3.2.5. Anti-gp63 cozeltisi:

Anti-gp63 proteini ana stoktan belirlenen seyreltme oranlarinda 100 mM pH 7,4 PBS

kullanilarak hazirlanmistir.
3.2.6. ABTS ve Cu-MOF’lu ¢o6zeltinin hazirlanmasi:

(Cozeltinin hazirlanmasi i¢in Wei vd. (2008) bildirdigi prosediir ufak degisiklikler
eklenerek kullanilmistir. Bu amacla 100 mM H>O> ve 60 mM ABTS bir tiip i¢inde
oksijen ile temas edebilecek sekilde calkalanmistir. Uzerine 3 mg/mL Cu-MOF ve 0,2
M pH:4,0 Asetat tamponu eklenerek kapagi agik bir sekilde 45°C’de 10 dakika
calkalanmaya devam edilmistir. Daha sonra deneyler i¢in bu cozeltiden 100 pL
alinarak diger reaktifler ile birlikte 1 mL olacak sekilde saf su ile seyreltilmistir (Wei

ve Wang, 2008).

3.3. AulNP Sentezi

AuNP'ler Luo vd. (2004) tarafindan bildirilen sitrat indirgeme yontemine gore
sentezlenmistir. Altin kaynagi olarak HAuCls-3H2O ve indirgeme reaksiyonu i¢in %1
(m/v) trisodyum sitrat ¢ozeltisi kullanilmistir. 0,01 (m/v) HAuCls-3H,O ¢ozeltisi
stirekli karigtirilarak 1sitilmistir. Cozelti kaynamaya basladiktan hemen sonra, 2,5 mL
indirgeme reaktifi olan trisodyum sitrat ¢ozeltiye eklenmis ve yaklasik 15 dakika daha
karistirilmistir (Luo vd., 2004) .

Sentezlenen AuNP’lerin karakterizasyonu i¢in SEM ve UV-Vis spektrofotometresi

kullanilmistir.

3.4. AgNP Sentezi

AgNP’ler Yuan vd. (2012) bildirdigi prosediire gore sentezlenmistir. Bu amacla 100
14



mM AgNOs3, 100 mM trisodium sitrat 100 mL saf su igerisinde manyetik karigtirma
yapilarak ¢oziindiiriilmiistiir. Karigsmakta olan ¢ozeltinin tizerine hizli bir sekilde 6 mL
25 mM NaBH4 eklenmis ve 30 dakika daha karistirilarak AgNP’lerin sentezi
saglanmistir (Yuan vd., 2012).

3.5. Cu-MOF sentezi

Cu-MOF, Ozyurt (2023) tarafindan bildirilen prosediire gore sentezlenmistir. Kisaca
0,45 g H3BTC 48 mL susuz etanol igerisinde ¢oziilerek 10 dakika karistirilmistir. Daha
sonra iizerine 0,75 g Cu(NO3)2.3H20 eklenerek 10 dakika daha karistirilmistir.
Hazirlanan bu ¢ozelti Teflon kapli paslanmaz otoklavda 120 C’de 12 saat 1sitilmistir.
12 saat sonunda karigim {i¢ kez susuz etanol ile santrifiijlenerek yikanda ve kurumasi

icin 60 °C’de 24 saat boyunca vakumlu etiivde kurutulmustur (Ozyurt V. H., 2023).

3.6. Kolorimetrik Leishmania Biyosensoriiniin Hazirlanmasi

Ik olarak, AuNP'ler KMP-11 antijeni ile islevsellestirilmistir. Bu amagla, AuNP
cozeltisine 10 ng/mL 100 pL. KMP-11 eklenmis ve 30 dakika boyunca 37 °C'de
inkiibasyona birakilmigtir. AuNP'nin KMP-11 ile islevsellestirilmesi asamasindan
sonra, ¢Ozeltiye belirli miktarlarda anti-gp63 eklenmis ve karsilik gelen absorbans

degerleri Olctilmiistiir (Sekil 3.2.).

Y
— ’-\
Anti- 4
P63 g"’*"-'"y\
% g
Yalin Agrege
AuNP AuNP

Sekil 3.2. Leishmania biyosensoriiniin hazirlanma asamalarini gésteren sema.
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3.7. Uygun Nanoenzim ve/veya Renk Reatifinin Secilmesi

3.7.1. Cu-MOF ve ABTS ile kolorimetrik leishmania biyosensoriiniin
gelistirilmesi

Kolorimetrik leishmania biyosensorii i¢in ilk olarak Cu-MOF nanoenzimi ile ABTS
renk reaktifi birlikte denenmistir.

Bu amagla bir ependorf tiip icerisinde uygun miktarda ABTS, H202 ve uygun
miktarda Cu-MOF 1 saat boyunca karigtirlmistir. H>O> varliinda ABTS’nin
ylikseltgenmesi sonucunda renkli ¢ozelti (yesil) elde edilmistir. Olusan bu renkli
cozeltiye KMP-11 antijeni ve anti-gp63 eklenerek siirekli hava ile temas ettirilip

calkalanarak 30 dakika inkiibe edilmistir.

3.7.1. Cu-MOF miktar optimizasyonu

Gelistirilen kolorimetrik biyosensoriin optimum sartlarda ¢alisabilmesi amaciyla Cu-
MOF miktar optimizasyonu yapilmistir. Bu amagla 5 adet immunosensor hazirlanmig
ve her birine farkli miktarlarda (1, 3, 5, 7, 10 mg/mL) Cu-MOF eklenmis ve sonuglari
UV-Vis spektrofotometresi ile izlenmistir. Sonuglar tekrarlanabilir ve gézle gortilebilir

farkliliklar yaratamamagtir.

0.355

0.345

Absorbans

0.335

0.325

0 3.0 6.0 9.0
Cu-MOF miktari (mg/mL)

Sekil 3.3. Artan Cu-MOF miktarina karsi absorbans degerlerinin verildigi excel grafigi ve renk degisiminin
fotograflar. Gériildiigii iizere en yiiksek absorbans ve en koyu renk 3 mg/mL Cu-MOF miktarinda kaydedilmistir
fakat hata payr yiiksek ve tekrarlanabilir sonucglar elde edilememistir.
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Yine de Absorbans degeri en yiiksek olan Cu-MOF miktar1 secilerek sensorii kararl
kilabilmek i¢in nanoenzim ve renk reaktifinin bulundugu ¢ozeltilerin karanlikta

bekletilme siiresi i¢in ¢aligmalar gerceklestirilmigtir.

3.7.2. Karanlikta bekleme siiresi optimizasyonu

Bu optimizasyon i¢in 7 adet; optimum miktarda Cu-MOF ile birlikte ABTS ve H202
igeren 1 mL’lik 6rnekler hazirlanmis ve karanlikta belirli saat araliklarinda (1, 2, 5, 7,
12, 16, 24 saat) bekletilmistir. Bekleme siirelerinin sonunda her bir ¢ozeltinin UV-Vis
spektrofotemetrisi ile absorbanslari dl¢iilmiis ve kaydedilmistir. 16 saatlik bekleme
stiresinde en yiiksek absorbansi elde etmemize ragmen sonuglarin hata payi ¢ok

yiiksek ¢ikmis ve hazirlanan biyosensor optimize edilememistir.

0.36
0.34
o

2 L
©
o]
[
o }
(7]
el
<

032 | {

: |
0.30
0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0

Karanlikta bekleme siiresi (dk)
Sekil 3.4. ABTS, H202 ve Cu-MOF igeren ¢ozeltinin kararly bir renk vermesi igin yapilan karanlikta bekleme
stiresi optimizasyonun excel grafigi.

Bu ¢alismalarin sonucunda ABTS ve Cu-MOF yerine bagka bir nanoenzim olan AgNP

ve AuNP’nin denenmesine karar verilmistir.

3.7.3. AgNP ve AuNP ile kolorimetrik leishmania biyosensoriiniin gelistirilmesi
Uygun Nanoenzimin se¢ilmesi amaciyla iki nanopartikiil i¢inde biyosensdrler ayni
kosullar altinda hazirlanmis ve hem c¢iplak gozle goriilebilir renk degisimi veren
hemde optimum sekilde kararli sonuglar veren nanopartikiil olan AuNP’ler

biyosensoriin gelistirilmesi i¢in kullanilmigtir.
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Sekil 3.5. A) AgNP ve B)AuNP kullanilarak gelistirilen leishmania biyosensorlerinin agregasyon sonucu renk
degisimlerini gosteren fotograflar. Hem daha kolay gozle goriilebilme avantaji hem de ¢iplak gozle dahi kantitatif
bir sonug elde edilebilmesi amaciyla AuNP lerin biyosensoriin gelistirilme asamasinda kullanilmasina karar
verilmistir.

3.8. Leishmania Biyosensoriiniin Kolorimetrik Ol¢ciim Prosediirii

Gelistirilen Leishmania biyosensoriiniin hazirlanmasinda her basamakta meydana
gelen renk degisimleri UV-Vis spektrofotometresinde dlgiilerek absorbans degisimleri
incelenmistir. Olgiimler 0,7 mL kuvars kiivetlerde 300-750 nm dalga boyu araliginda
gergeklestirilmistir.

3.9. Deneysel Parametrelerin Optimizasyonu

Gelistirilen Leishmania biyosensoriin optimum kosullarda ¢alismasi i¢in deneysel
parametreler optimize edilmistir. Bu amagcla, ilk olarak KMP-11 antijen miktar
optimizasyonu yapilmistir. Daha sonra KMP-11 ve anti-GP63 inkiibasyon siiresinin
optimizasyonu gerceklestirilmistir. Optimizasyon ¢aligsmalarinin tiimii 1 mL AuNP ile

3 tekrarli olacak sekilde 350-700 nm dalga boyu araliginda gerceklestirilmistir.
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3.9.1. KMP-11 antijeni miktar optimizasyonu

Gelistirilen ~ Leishmania  biyosensorii  igin ~ AuSPE  yilizeyinde @~ KMP-11
immobilizasyonunun inkiibasyon siiresi optimizasyon c¢aligmasi gerceklestirilmistir.
Bu amagla, yedi farkli immobilizasyon siiresi (0, 5, 10, 20, 30, 60 dakika) kullanilarak
optimum miktarda KMP-11 antijeni iceren kolorimetrik Leishmania biyosensorleri
hazirlanmistir. Hazirlanan tiim ¢dOzeltilerin absorbans degerleri Olclilmiis ve

degisimleri incelenmistir.

3.9.2. Antijen-antikor inkiibasyon siiresi optimizasyonu

Literatiirde Leishmania parazitinin antikor-antijen inkiibasyon siiresi 25°C olarak

verilmistir (Sattarahmady vd., 2016; Singh vd., 2004)

Bu nedenle, antikor-antijen inkiibasyon siiresinin optimizasyonu i¢in, optimum
kosullar altinda 6 kolorimetrik (0, 5, 10, 20, 30, 60 dk. ) biyosensor hazirlanmistir.
Cozeltilerdeki absorbans degisimleri, UV-VIS spektrofotometresi kullanilarak

incelenmistir.

3.8. Gelistirilen Kolorimetrik Leishmania Biyosensoriiniin Analitik

Karakteristiginin Incelenmesi

Optimum c¢aligma kosullar1 altinda, gelistirilen biyosensoriin analitik 6zellikleri
incelenmistir. Anti-gp63 miktarinin artmasiyla birlikte gézlemlenen renk degisimi ve
absorbans degerlerinin incelenmesi amaciyla 1:640, 1:320, 1:200, 1:160, 1:120, 1:100,
1:80 seyreltme oranlarinda anti-gp63 ¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan ¢ozeltiler ile 7 adet
gelistirilen biyosensorden elde edilen absorbans degerleri kullanilarak kalibrasyon grafigi
olusturulmus ve belirtme alt simir1 (LOD 3,3s/m) ve bagil standart sapma (RSD) degerleri

hesaplanmigtir (s: koriin standart sapmast).
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3.9. Girisim ve Ornek Deneme Cahsmasi

Girisim ve 6rnek deneme ¢aligmalari, daha 6nce belirtilen sekilde aciklandigi gibi 1:10
oraninda seyreltilmis sentetik serum Ornegi ile optimum kosullar altinda
gerceklestirilmistir. Bu amacla, pH: 7,4 fosfat tampon ¢ozeltisi ile hazirlanan anti-
gp63 ile 1:10 oraninda seyreltilmis sentetik serum ile hazirlanan anti-gp63 arasinda
absorbans 6lciimleri karsilastirilmistir. Olgiimler sonucunda elde edilen absorbans

degerleri kullanilarak geri kazanim degeri hesaplanmistir.
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4. SONUC

4.1. Sentezlenen AuNP’lerin karakterizasyonu

Yalin AuNP’lerin, UV-Vis spektrofotometresi ve taramali elektron mikroskobu
(SEM) ile karakterizasyon g¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. Bu amagla, sentezlenen
AuNP soliisyonunun absorbans dl¢iimleri gerceklestirilmistir ve AuNP’ler 530 nm

dalga boyunda karakteristik 1,0 absorbans gdstermistir (Sekil 4.1.).

1.0

0.8 -

0.4 -

Absorbans

0.2 -

| ! | ! I ! I ! | ' |
300.0 400.0 500.0 600.0 700.0 800.0
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4.1. Sentezlenen AuNP 'nin karakteristik 530 nm dalga boyunda gésteridigi 1.0 absorbans degeri.

AuNP’lerin boyutundaki degisiklikler biyolojik yanitlar1 ve protein baglanma
afinitelerinde degisiklikler meydana getirir. Yapilan caligmalarda 60nm’den daha
kiiciik boyutlardaki AuNP’lerin boyutlarinin arttikca renk ve dalga boylarinda
degisiklikler meydana getirdigi gézlemlenmistir (Khademi vd., 2018).

AuNP boyutlari arttik¢a ¢ozelti renginde kirmizidan mora bir doniisiim gergeklestirmis
ve buna bagli olarak dalga boyunda 500 nm’den baslayarak 600 nm’e dogru bir kayma

oldugu gozlemlenmistir (Dou vd., 2016). Tez kapsaminda sentezlenen AuNP’lerin 530
21



nm civarinda karakteristik bir pik gosterdigi (Sekil 4.1.) ve ¢apinin yaklasik 20-30 nm
araliginda oldugu goézlemlenmistir (Sekil 4.2.).

26,61 nm

Sekil 4.2. Sentezlenen AuNP ’lerin SEM gériintiileri.

4.2.Gelistirilen Leishmania Biyosensoriiniin Spektroskopik Karakterizasyonu

Gelistirilen biyosensoriin kolorimetrik karakterizasyonu icin her adim UV-VIS
spektrofotometresi ile izlenmistir. Sekil 3'de goriilebilecegi gibi, yalin AuNP'lerin 530
nm'deki absorbans degeri normalde 1.0 absorbanstir. AuNP nanoenzimi KMP-11 ile

islevsellestirildikten sonra absorbans degeri yaklasik 0,30 absorbans diismiistiir.
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Sekil 4.3. Karakterizasyon igin gelistirilen sistemin renk farkliliklarinin fotograflar: ve UV spektrumlari. a Ciplak

AuNP, b AuNP / 10 ng.mL-1 KMP-11/pH: 7,4 PBS, ¢ AuNP / 10 ng.mL-1 KMP-11, d AuNP / 1:200 anti-gp63, e
AuNP /10 ng.mL-1 KMP-11/ 1:200 anti-gp63. UV-Vis élgiimleri 350 - 700 nm araliginda gergeklestirilmistir.

Islevsellestirilmis olan AuNP yapisma anti-gp63 antijeni eklendikten sonra,
nanopartikiillerin agregasyonu ve agirlig1 artmis ve ¢ozeltinin absorbans degeri 0,40
absorbans civaria diismiustiir. Absorbans farkliliklar: takip edilerek anti-gp63 antijen
proteini spektrofotometrik olarak tespit edilebilmektedir. Bunun diginda, renk
degisimi ¢iplak gozle goriilebilmektedir (Sekil 4.1) ki bu da gelistirilen sistemin
gelecekte hasta bagi bakim noktasi (POC) biyosensorii olarak kullanilmasi agisindan

¢ok 6nemli bir husustur.

4.3.Deneysel Parametrelerin Optimizasyonu

4.3.1. KMP-11 inkiibasyon siiresi optimizasyonu

Gelistirilen kolorimetrik Leishmania biyosensorii icin AuSPE ylizeyinde KMP-11
immobilizasyonunun inkiibasyon siiresini optimize etmek amaciyla; yedi farkl
immobilizasyon siiresine (0, 5, 10, 20, 30, 60 dakika) sahip KMP-11 antijeni i¢eren
biyosensorler hazirlandi ve test edilmistir. AuNP ¢ozeltisinde 30 dakikaya kadar renk
degisimi gozlenmis, ancak 60 dakikada Onemli bir degisim gozlenmemistir. Bu

nedenle 30 dakika minimum ve etkili optimum inkiibasyon siiresi olarak secilmistir.
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Sekil 4.4. KMP-11 antijen ve AuNP inkiibasyon siiresi optimizasyonu excel grafigi ve UV-Vis spektrumlari. ve b)
KMP-11, anti-gp63 inkiibasyon stireleri optimizasyon ¢alismalarimin excel grafikleri. Deney icin denenen
inkiibasyon siireleri sirasiyla 0, 5, 10, 20, 30 ve 60 dakikadwr (2 ila 7 araligi). UV-Vis grafiginde de yalin

AuNP'nin absorbans degeri 1 olarak Slgiilmiistiir (Ustten 1. spektrum).

4.3.2. Antijen-antikor inkiibasyon siire optimizasyonu

Antikor-antijen inkiibasyon siiresini optimize etmek icin alt1 kolorimetrik biyosensor
hazirlanmistir. Sekil 4’de gosterildigi gibi 0, 5, 10, 20, 30 ve 60 dakikalik inkiibasyon
stireleri test edilmistir. 30 dakikaya kadar bir renk degisimi gozlendi, ancak bu stireden
sonra O6nemli bir degisiklik goriilmedi. Bu nedenle, antikor-antijen etkilesimi i¢in

optimum inkiibasyon siiresi 30 dakika olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.5. KMP-11 antijen — anti-gp63 inkiibasyon stiresi optimizasyonunun excel grafigi ve UV-Vis spektrumlari.
KMP-11, anti-gp63 inkiibasyon stireleri optimizasyon ¢alismalarimin excel grafikleri. Deney icin denenen
inkiibasyon siireleri sirasiyla 0, 5, 10, 20, 30 ve 60 dakikadwr (2 ila 7 araligi). UV-Vis grafiginde de yalin

AuNP'nin absorbans degeri 1 olarak él¢iilmiistiir (1. spektrum).
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4.4.Gelistirilen Kolorimetrik Leishmania Biyosensoriiniin Analitiksel

Karakterizasyonu

Optimum c¢aligma kosullar1 altinda, gelistirilen biyosensoriin analitik 6zellikleri
incelenmistir. Sekil SA'da gosterildigi gibi, anti-gp63 konsantrasyonlarindaki artma ile
birlikte 530 nm'deki absorbans degerinde azalma ve dolayisiyla AuNP ¢ozeltisinde
renk  degisimi  goriilmistir (Sekil 4.3.A). Sonu¢ olarak, anti-gp63
konsantrasyonundaki artiga karsi elde edilen absorbans degerleri kullanilarak, y = -
34.037x +0.6679 denklemi ve 0.981 R?ile 1:80 ila 1:640 oran1 arasinda dogrusal yanit
aralig1 belirlenmistir (Sekil 4.3). Tespit sinir1 degeri, kalibrasyon grafigindeki en diisiik
anti-gp63 degeri alinarak 1:640 olarak belirlenmistir. Son olarak, anti-gp63'tin 1:320
seyreltme orani i¢in bagil standart sapma degeri %1,29 olarak hesaplanmistir (n=3).
Gelistirilen kolorimetrik Leishmania biyosensorlerinin performanst Tablo 4.1.'de
gosterildigi gibi diger Leishmania biyosensorleri ile de karsilagtirilmistir. Analitik
karakteristik degerleri g6z oniine alindiginda, gelistirilen biyosensoriin performansinin
kabul edilebilir smirlarda oldugu, ancak transdiiser kismi sayesinde Tablo 4.1.'de

sunulan diger bir¢ok biyosensdrden daha pratik oldugu sonucuna varilabilir.
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Sekil 4.6. A) Gelistirilen kolorimetrik biyosensériin kalibrasyon grafigi ve B) excel grafikleri. A) UV-spektrumu

ve seyreltilmis anti-gp63'iin renk degisimi. a'dan g've; 1:640, 1:320, 1:200, 1:160, 1:120, 1:100, 1:80 seyreltilmis
anti-gp63 orani. Deneysel parametreler Sekil 3 ile aynidir.
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Tablo 4.1. Diger benzer leishmaniasis tayini ¢alismalarimin karsilastirma tablosu

Metod Sensor Dogrusal Aralik  LOD Ref.

Co N a0 1 i (Cordeiro vd.,
EIS Immiinosensor 1:40 - 1:1280 2019)
Piczoelektrik  Immiinosensor 1:400 - 1:3200 - (Ramos-Jesus vd.,

EIS Immiinosensor

Kolorimetrik ~ DNA biyosensor

DPV DNA biyosensor

EIS Impedlm?trlc
genosensor

Spektrofotome ;.. o

tre Immiinosensor

Kolorimetrik ~ Biyosensor

1:40 - 1:1500 1:1500

0.04 - 0.086

ng/L 7.0 pg/L
2 pg/uL -

2 ug/ul 2pg/uL
5-50 ng/uL 1.2 ng/uLL
1:80 - 1:640 1:640

2011)
(Perk vd., 2023)

(Sattarahmady vd.,
2016)

(Mohan vd., 2011)

(Nazari-Vanani
vd., 2020)
(Rodriguez vd.,
2013)

Tez galigmasi

4.5. Girisim ve Ornek Deneme Calismasi

Girigte belirtilen yontem ve malzemeler dogrultusunda, optimum kosullar altinda 1:10

seyreltilmis sentetik serum Ornegi ile girisim ¢aligmalar1 gerceklestirildi. Bu amagla, anti-gp63

(pH:7,4 fosfat tampon ¢ozeltisi ile hazirlanmig) ve 1:10 direkt seyreltilmis sentetik serum ile

hazirlanmig anti-gp63 arasindaki absorbans ol¢limleri karsilagtirildi (Sekil 4.4.). Hesaplanan

geri kazamim degeri %102,7 olarak hesaplandi. Bu hesaplanan geri kazamim degeri ile

hazirlanan biyosensoriin Leishmaniasis tayini i¢in yeterince spesifik oldugu goriilebilir.
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Sekil 4.7. Sentetik serum ile hazirlanmis anti-gp63 ve sentetik serum olmadan hazirlanan anti-gp63'in UV
spektrumlarimin karsilastiriimast.

4.6. Yorum

Leishmaniasis, tropikal bolgelerde yaygin olarak goriilen ancak genellikle géz ardi
edilen bir hastaliktir. Bu hastalik, parazitik Leishmania parazitlerinin neden oldugu bir
enfeksiyon hastaligidir. Yayilimi ve etkileri géz oniine alindiginda, leishmaniasis'in
ciddiye alinmas1 ve miicadele edilmesi gereken bir sorun oldugu goriilebilmektedir
(Hotez vd., 2006; Hotez vd. 2004). Leishmaniasis'in olumsuzluklarina bakildiginda,
baslica faktorlerden biri hastalifin karmasik epidemiyolojisi ve ekolojisi olarak
karsimiza cikar (Alvar vd., 2006; Bern vd., 2008). Bu hastalik, kum sinegi
vektorlerinden yayilarak insanlara bulasir ve ¢ogu zaman yoksul ve hijyen kosullarinin
kotii oldugu bolgelerde oldukca yaygindir. Bununla birlikte, leishmaniasis'in
tedavisinde kullanilan ilaglar hem sinirlt hem de etkinlikleri ve yan etkileri konusunda
belirsizlikler bulunmaktadir. Leishmaniasis, sadece bireylerin sagligini etkilemekle
kalmaz, aynt zamanda toplumlarin ekonomik ve sosyal yapilarimi da olumsuz
etkilemektedir. Hastaligin yaygmn oldugu bolgelerde, is giici kaybi1 ve saglik
hizmetlerine yonelik artan talep gibi faktorler ekonomik olarak toplumu zorlayabilir

(Bikbov vd., 2014; Alvar vd., 2012). Bu hastalikla etkili bir sekilde miicadele etmek
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icin daha fazla kaynak ve ¢aba harcanmali, 6nleyici dnlemler gelistirilmeli, tedavi ve
tayin segenekleri iyilestirilmelidir. Bu nedenle, ucuz ve ayirt edici bir yontem
gelistirilerek Leishmania parazit tlirlerinin tespit edilmesi, endemik bolgelerde ucuz,
hizl1 ve dogru klinik tedavi yontemlerinin gelistirilmesine katkida bulunur. POC'nin
dogasina uygun, pratik, dogru ve diisiik maliyetli testlerin gelistirilmesi bu anlamda

Onem arz etmektedir.

Tez kapsaminda AuNP kullanilarak gelistirilen KMP-11 ve anti-gp63 arasindaki
spesifik etkilesime dayali bir kolorimetrik Leishmania biyosensorii gelistirilmistir.
Yapilan optimizasyonlar sonucunda optimum KMP-11 inkiibasyon siiresi 30 dakika
ve optimum KMP-11, anti-gp63 inkiibasyon siiresi 30 dakika olarak bulunmustur.
Optimum kosullar altinda gergeklestirilen analitiksel karakteristik caligmalar
sonucunda 1:640 ila 1:80 seyreltme oranlar1 araliginda dogrusal bir yanit aralig1 elde
edilmis ve buna bagl olarak y = -34.037x + 0.6679 denklemi ile R%: 0.981 degerleri
hesaplanmistir. Bu dogrultuda LOD degeri kalibrasyon grafigindeki en diisiik
seyreltme oran1 olan 1:640 olarak seg¢ilmistir. %RSD degeri ise %1,29 olarak

hesaplanmustir.

Bununla birlikte girisimci ve 6rnek deneme caligsmalar1 yapilmis, bu amagla 1:10
oraninda seyreltilmig sentetik serum kullanmistir. Yapilan 6l¢timler sonucunda geri
kazanim degeri %102,7 olarak bulunmustur. Bu deger girisimcilerin gelistirilen
kolorimetrik biyosensdr iizerinde kayda deger bir etkilesim gostermedigi

gbzlemlenmistir.

Sonug olarak bu tez calismasinda leishmaniasis tanisi i¢in ¢iplak gozle de ol¢iilebilen
pratik ve hizli bir kolorimetrik Leishmania biyosensorii gelistirilmistir. Bu nedenle,
gelistirilen biyosensoriin gelecekte dostga kullanilan bir POC sistemine doniistiiriilme

potansiyeline sahip olduguna inantyoruz.
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