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OZET

DNA HASAR TESPITINE ILiSKIN ELISA TEST SiSTEMIi GELISTIRILMESI
EREN, Muhammet Ali
Yiiksek Lisans Tezi
Biyomiihendislik ve Bilimleri Ana Bilim Dali
1. Tez Danismani: Dog. Dr. Canan GULMEZ SAMSA
2. Tez Danigmani: Dog. Dr. Cevahir ALTINKAYNAK
Ocak 2025,63 Sayfa

8-hidroksi-deoksiguanozin (8-OHdG), DNA’da meydana gelen oksidatif hasarin
direkt gostergesi olarak kabul edilmektedir ve kanser ve yaslanma basta olmak iizere
cesitli hastalik siireglerinde diizeyleri artmaktadir. Geleneksel tespit teknikleri iyi bir
secicilige ve uygun tespit limitlerine ulasmis olsa da bunlar zaman alicidir ve genellikle
karmasik ve zahmetli teknolojilerin, son derece kalifiye personelin ve biyolojik
orneklerin asir1 islenmesinin kullanimini gerektirir. Bu nedenle, 8-OHdG tespiti igin
hizli, hassas, kullanim1 kolay ve diisiik maliyetli yontemlerin gelistirilmesi bir zorluk
olmaya devam etmektedir.

Bu calismada biyotin antikoru igeren ve 8-OHdG poliklonal antikoru ve
horseradish peroksidaz enzimi igeren nano ¢icek yapilar sentezlenerek mikro yapisi ve
kimyasal ozellikleri SEM, EDX, FTIR ve XRD analizleri ile karakterize edilmis,
ardindandirekt ve sandvi¢ enzim baglantili immunosorbent testi (ELISA) yontemlerinde
test edilmistir. Yiiksek enkapsiilasyon verimi ile sentezlenen islevsellestirilmis hibrit
konjugat sisteminin yiiksek antijen baglama kapasitesiyle calistigini ve tespit limitinin
ticari ELISA sistemlerine yakin oldugu ortaya konulmustur.

Sonug olarak, sentezlenen konjugat, hastaliklarin tanisina yonelik dogru, hizli ve
hassas bir test sisteminin tek bir ELISA analiziyle belirlenmesi agisindan 6nemli bir
potansiyele sahiptir.

Anahtar Sozciikler: 8-OHdG, ELISA, Kanser, DNA hasar tespiti, Nano ¢igek.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF ELISA TEST SYSTEM FOR DNA DAMAGE
DETECTION

EREN, Muhammad Ali
Master's Thesis
Department of Bioengineering and Sciences
1. Thesis Advisor: Assoc. Prof. Canan GULMEZ SAMSA
2. Thesis Advisor: Assoc. Prof. Cevahir ALTINKAYNAK
January 2025, 63 Page

Hydroxy-deoxyguanosine (8-OHdG) is recognized as a direct indicator of oxidative
damage in DNA, with elevated levels observed in various disease processes, particularly
cancer and aging. Although traditional detection techniques have achieved good
selectivity and appropriate detection limits, they are time-consuming and typically
require complex and labor-intensive technologies, highly qualified personnel, and
extensive processing of biological samples. Therefore, developing rapid, sensitive, user-
friendly, and cost-effective methods for 8-OHdG detection remains a significant
challenge.

In this study, nano-flower structures containing biotin antibodies, 8-OHdG polyclonal
antibodies, and horseradish peroxidase enzyme were synthesized and characterized in
terms of their microstructure and chemical properties using SEM, EDX, FTIR, and
XRD analyses. These structures were then tested in direct and sandwich enzyme-linked
immunosorbent assay (ELISA) methods. The functionalized hybrid conjugate system,
synthesized with high encapsulation efficiency, demonstrated a high antigen-binding
capacity and detection limits comparable to commercial ELISA systems.

In conclusion, the synthesized conjugate shows significant potential as an accurate,
rapid, and sensitive test system for disease diagnosis, enabling precise detection through
a single ELISA analysis.

Keywords: 8-OHdG, ELISA, Cancer, DNA damage detection, Nanoflower
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1.GIRIS

Oksidatif stres, yaslanma, kanser ve antioksidanlar giinlimiizde yaygin ¢alisilan
konulardir. Oksidan {iretimi ile antioksidan savunma sistemi arasinda bir denge
fonksiyonu vardir. Bu dengenin oksidanlar tarafina bozulmasi, oksidatif stres olarak
tanmimlanabilir (Biylikuslu vd., 2015). Oksidatif stresin temel kaynagi olarak bilinen
oksidanlar reaktif oksijen tiirleri (ROS), reaktif nitrojen tiirleri (RNS), siilfiir merkezli
radikaller ve digerleri olarak gruplandirilabilir (Kurtdede vd., 2018). Organizmada
olusan DNA hasarin1 6lgebilmek icin kullanilan cesitli belirtegler ve yontemler
kullanilmaktadir. Bu belirtegler icinde en ¢ok kullanilanlar 8-hidroksi-2’-
deoksiguanozin (8-OHdG), timin glikol (Tg), 5- hidroksiurasil (5-OHUra) ve 8-
oxoadenin (8-oxoA)’dir. Calismamiz i¢in 8- OHAG’yi tercih etmemizin sebebi; 8-
OHAG olusumunun organizmaya, reaktif oksidatif stres (ROS) tipine ve etkiye maruz
kalma siiresine bagl kalmadan diger DNA modifikasyonlariyla orantili sekilde
olmasidir. Bu sebeple 8-OHAG diizeyleri 6lgiiliip oksijen radikallerinin indiikledigi
hasarm uygun maliyetlerde hesaplanmasi daha anlamlidir (Omari Shekaftik vd., 2021).

Son zamanlarda teknolojinin gelisimi ile birlikte popiilerligi artan nanoteknoloji,
yapilarin ve malzemelerin nanometre Olgeklerinde tasarim, {iretim, imalat ve
uygulamalariyla ilgilenen, umut verici bir bilimsel alandir. Nanobilim ve nanoteknoloji,
malzeme liretiminden baglayarak, elektronik, manyetik, optik, mekanik ve biyomedikal
amagl uygulamalar ile birgok bilimsel alanda kullanilan disiplinler arasi bir alandir.
Nanoteknoloji, nanometre dlgegindeki atom, molekiil ve birka¢ yiiz nanometreye kadar
ki yapilarin essiz fiziksel 6zelliklerini anlamaya olanak saglamaktadir (Bhushan, 2017).
Son yirmi yilda, analizler icin yiiksek verimli teknolojilerin gelistirilmesi, ¢ogu
tanimlanmis analizler iizerine ¢ag atlatacak kesifler ¢ikarmaktadir. Enzim baglantili
immiinosorbent test (ELISA) yonteminin kayda deger pratikligi ve enzim iizerinden
yapilan teshisi, klasik yontemlere gore yiiksek verimlilik ve hassasiyet igermektedir.
Nanoteknolojiyle birlikte ELISA’nin ekonomik ve az maliyetli olmasi, verimliligin
yiiksek olmasina olanak saglamaktadir. Hastaliklarin dogru sekilde teshisinde kullanilan
ELISA, nanoteknolojiyle birlikte c¢esitli kanserler, otoimmiin ve noérodejeneratif
hastaliklar gibi cok faktorlii hastaliklarin izlenmesi ve siniflandirilmasi i¢in ¢oklu

biyobelirteglerin analizini gerektirmektedir (Vanmassenhove vd., 2013).



2. GENEL BILGILER

2.1. Oksidatif Stres ve Antioksidan Savunma Sistemi

Oksidatif stres, organizmalarda hiicresel savunma sistemi araciligl ile yok
edilenden, oranla daha ¢ok reaktif yapida oksijen tiirlerinin (ROS) olugmasidir. Serbest
radikaller yoriingesel olarak dis ¢emberinde bir veya birden ¢ok eslenmemis elektron
bulunduran reaktif atomlar ya da molekiiller olarak adlandirilmaktadir. Reaktif 6zellikte
olmas1 nedeniyle ¢esitli molekiillerle reaksiyona girip yapilarin1 bozma egilimindedirler
(Alkadi vd., 2020).

Oksidanlar ve antioksidanlar arasinda, oksidanlar lehine potansiyel olarak hasara
yol acabilecek bir dengesizlige ‘oksidatif stres’ adi1 verilmektedir. Viicuttaki hiicrelerde
enerji iiretilirken ya da metabolik olaylar sirasinda oksijen molekiiliiniin dengesizlesmis
bazi formlar1 aciga ¢ikmaktadir. Bu durum serbest oksijen radikalleri olarak
adlandirilmaktadir. Bu form dengesiz olmasindan kaynakli DNA, hiicre zar1 gibi birgok
hiicre yapisina saldirmaktadir. Normal kosullarda olusan serbest oksijen radikalini,
hiicrenin antioksidan sistemleri hemen etkisiz kilmaktadir. Ancak serbest oksijen
radikalleri ¢ok fazla olustugunda viicudun antioksidan sistemi bu durumu etkisiz
kilmakta yetersiz kalmaktadir. Bu durumda radikaller viicutta herhangi bolgeye zarar

vermeye devam etmektedir. Bu olaylar zincirinin sonucuna ise oksidatif stres adi

verilmektedir. (Sadiq, 2023).

Cizelge.2.1. Oksidatif stres yaratan bazi kosullar
Oksidatif Stres Yaratan Bazi1 Kosullar

Sagliksiz Beslenmek
Diizenli Egzersiz Yapmamak
Sigara Igmek
Alkol Tiiketmek
Dogru Solunum Yapmamak

Stresli Kosullarda Yasamak

Agir Metallere Maruz Kalmak

Kirli Hava Solumak



Oksidatif DNA hasarinin tespitinde kullanilan birgok yontem bulunmaktadir.
Ancak bu tekniklerin bir¢ogunda yalnizca tek c¢esit hasar iriinii Olgiilebilmektedir.
Bununla beraber kiitle spektrometre 6l¢iim teknikleriyle hem tanimlama hem de goriilen
bazi hasar iirlinlerinin miktar tayini tespiti yapabilmek miimkiindiir. (Marrocco vd.,
2017). Antioksidan sistem, reaktif tiirlere karsi yeterli korumayi saglayabilmektedir.
Oksidatif stres ya da hasar prooksidanlarin fazla oranda olugmasi ile meydana
gelmektedir. Prooksidan hasara kanser ile kardiyovaskiiler hastaliklar eslik etmektedir.
Antioksidanlarla, bu hastaliklarin durdurulmas: adina ¢alismalar literatiirde 6nemli ve
hassas bir yer edinmektedir. Antioksidanlarin gorevleri arasinda reaktif oksijen
tiriinlerinin olugmasini durdurmak var ise ortadan kaldirmak ve gerekiyorsa etkilerini
kisitlamak yer almaktadir. (Li vd., 2016). Oksidatif strese ait olan total deger; total
oksidatif stres veya total oksidan kapasite (TOK) olarak adlandirilmaktadir. Total
antioksidan kapasite (TAK), biyolojik sivilarda mevcut halde bulunan hiicresel
komponentler ve antioksidanlarin membranlar1 oksidatif hasar olusumuna kars1 olarak
koruma sigasinin bir belirteci olarak goriilmektedir. (Erel vd., 2017). Toplam
antioksidan 6l¢iimii yapilmasi, antioksidanlarin ayri ayri dlgiimiinden ¢ok daha 6nemli
bilgiler verebilir. Zira TAK degeri, serum igerigindeki biitiin antioksidan yapili
maddelerin toplam aktivitesini yansitarak, en dogru sonucu ortaya ¢ikarir. (Erel, 2004).
Antioksidan savunma sistemi hiicre i¢i ve hiicre dis1 olarak iki asamaya ayrilir. Hiicre
icindeki savunma merkezinin enzimatik antioksidanlari; katalaz (CAT), glutatyon
peroksidaz (GSH-Px) ve siiperoksit dismutaz (SOD)’dir. Enzimatik olmayan hiicre igi
antioksidan tiirleri; beta-karoten, glutatyon, membran yapisina baglanabilen, transferin,
alfa-tokoferol, askorbat, bilirubin ve seruloplazmin olarak adlandirilir. Cinko gibi iz
elementler ve serbest radikal tiirli yok ediciler ise hiicre disinda antioksidan savunma
sistemini meydana getirmektedir. Ekzojen kaynakli antioksidanlarin bircogu sikca
tiikkettigimiz gidalarda bolca bulunur. Ekzojen kaynakli antioksidanlar igerisinde ise

polifenoller, flavonoidler ve bazi vitaminler yer almaktadir (Yetiik, 2013).

2.2. Oksidatif Strese Bagh DNA Hasarinin Olusum Mekanizmasi
2.2.1.DNA Hasar ve Nedenleri

Endojen ya da eksojen kaynakli olarak nitelendirilen genetik materyalin
molekiiler biitiinliigiinde olusan tiim degisikliklere DNA hasar1 adi verilmektedir.

Genomik DNA devamli olarak cevresel nedenlerden etkilenmektedir. DNA hasari,



DNA eslesmesi olarak nitelendirilen DNA rekombinasyonu veya DNA replikasyonu
gibi tiim hiicresel yapidaki olaylar biitiiniiniin olusumu esnasinda endojen olarak
DNA’nin yapisal biitiinliigiinde de ortaya ¢ikabilir (Sancar ve Kulaksiz, 2007). DNA
hasari, hiicre yasaminda siirekli gézlemlenen yaslanma, mutasyon, kanser ve sonrasinda
hiicre oliimlerine yol acan olaylar biitiiniidiir. DNA, hali hazirda yasam siiresi boyunca
ekzojen ajanlar ve hiicresel yapidaki metabolitler tarafindan siirekli olarak degisimlere
zorunlu birakilir. Bu nedenle yasanan farklilagsmalar, ¢ok hiicreli organizmalarda
yaslanmaya, tek hiicrelilerde ise hiicrenin 6lmesine neden olmaktadir (Sancar vd.,
2004). DNA’da ise reaktif oksijen tiirlerinden dolay1 20’den fazla oksidatif baz hasar
irtinii olusmaktadir (Renaudin vd., 2021). Bu bazlarin en 6nemlisi olan 8-hidroksi-2-
deoksiguanozin (8-OHdG), hassas ve ¢ok sik rastlanilan oksidatif DNA hasari

Olcutidiir.

NORMAL HOCRE SERBEST RADIKAL SALDIRISI OKSIDATIF STRES

Sekil 1. Oksidatif stresin olusumu

2.2.2. 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin

Guanin, DNA yapisi i¢erisinde bulunan en zayif iyonizasyon potansiyelinde olan
ve oksidasyona en egilimli baz tipi olarak adlandirilmaktadir (Dorman vd., 2005).
Modifiye yapiya sahip olan bir baz 8-hidroksi-2’-deoksiguanozin (8-OHdG), DNA
yapisinda reaktif oksijen cesitlerinin ortaya ¢ikardigi 20’nin tizerinde oksidatif baz
hasarlanma {irlinlinden birisi olup guanine ait olan 8. karbon atomuna hidroksil

radikalinin yaptig1 ataklar sonucu meydana gelen, oksidatif DNA hasarinin hassas bir



belirtecidir. ROS’un, DNA’da ortaya ¢ikardigi bu baz hasar iirlinleri arasinda en ¢ok
karsilagilan ve mutajenik yapisi en iyi tanimlanan 8- OHdG’dir. OH radikali, guanin
yapisindaki 4, 5 ve 8. konumlardaki karbon atomlari ile birlikte reaksiyona girer ve
sonu¢ olarak DNA iriin radikallerini ortaya c¢ikar. OH radikalinin C-8’e dahil
edilmesiyle ortaya ¢ikan katilma iriinii radikali (C8-OH) proton ve 1 elektron
kaybederek 8- OHGua’e okside olmaktadir. (Cadet vd., 2024). Bununla birlikte 8-
OHdG’nin 6l¢iimii, DNA ortaya ¢ikan oksidatif hasarin direkt gostergesi ve en cok
calisilanidir (AbuArrah vd., 2021).

NH
o 0= |,?J\

OH

Sekil 2. 8-OHdAG nin yapis1 (Kasai, 2002)

DNA, siirekli ekzojen ve endojen sebepli olarak oksidanlardan gelen oksidatif
hasara maruz kalir. Bu sonugta endojen veya ekzojen kaynakli her cesit oksidatif hasara
yol acabilecek sebebin DNA hasarina ve bununla beraber 8-OHdG olusumuna neden
olabilmektedir. Etil alkol, demir nitrilotriasetat (Fe-NTA), 3-metil alkol-4
dimetilaminoazobenzen, asbest gibi kimyasal maddelerin deneysel ortamlarda deneklere
verilmesinden sonra; karaciger, bobrek, yemek borusu ve akcigerde, 8-OHdG
diizeylerinin biiyilk oranda yiikseldigi bildirilmistir (Simioni vd., 2018). Bununla
beraber mazot, sigara ve kadmiyum gibi giinlik yasamda siirekli maruz kalinan
kimyasal maddelerin de deneysel olarak uygulandiginda 8-OHdG oranimi yiikselttigi
gozlemlenmistir (Simioni vd., 2018). Ayrica, oksidatif hasarin yaglanmada aktif bir rol
oynadig1 goriilmektedir ve antioksidanlarin kullanimi dogrudan bir yaslanma karsiti
strateji segenegi olabilir (Gan vd., 2012). Bu nedenle, sasirtici olmayan bir sekilde, 8-
OHdG cesitli calismalarda yasa bagli hasar birikiminin potansiyel bir belirteci olarak



arastirilmistir. (Nie vd., 2013). insanlarda yasa bagli degisiklikleri aciklamak igin, 8-
OHJAG hasar seviyeleri farkli yas gruplarinda arastirilmis ve her iki cinsiyet i¢in 21-30
yasindaki bireyleri 81-90 yasindaki bireylerle karsilastirarak hem DNA hem de RNA'da
oksitlenmis guanin seviyesinde yasa bagli bir artis gosterilmistir. Bu veriler, yasa bagh
patolojileri belirlemek i¢in kullanilabilecek umut verici yaslanma biyobelirtegleri olarak

8-OHdG’yi onermektedir (Gan vd., 2018).

2.3.Immiindiagnostik

Immiinodiagnostik testler veya tani amacli kullamlan bu analizler, bir¢ok
bilimsel alanda yaygin olarak kullanilmistir. Bu tiir testler antikorlar1 reaktif olarak
kullanan ve sonuglar1 tanisal yorumlamaya yardimci olan her tiirlii analitik yontemi
kapsamaktadir. En belirgin kullanim alanlar1 klinik uygulamalardir, ancak farkli
arastirma alanlarinda da (Ornegin; cevre kirliligi, gida bozulmalar1 vs.) gormek
miimkiindiir (Kourea, 2016). Mikrobiyolojik analizlerde bazi hastaliklarin ¢esitli
formlarinin teshislerini incelemek ic¢in ileri teknikler kullanilmaktadir. Hastalik
aktivitesinin isleyisini, biiyiik risk altinda oldugunu saptama potansiyeline sahip olan bu
analizler icerisinde immiindiagnostik metotlar kullanilmaktadir. Immiinolojik test olarak
da bilinen immiindiagnostik, bir numunede spesifik antijenlerin (viriisler veya bakteriler
gibi) veya antikorlarin (bagisiklik sistemi tarafindan bir enfeksiyona yanit olarak
tiretilen proteinler) varligini saptamak i¢in kullanilan bir tekniktir. Bu teknik, kanser ve
otoimmiin bozukluklarin saptanmasinda oldugu gibi gesitli bulasici hastaliklarin da tani
ve teshisinde kullanilmaktadir. Asil bir deyisle immiinodiagnostik; bulasict hastaliklari,
tiimorleri, diyabeti, tedavi ilaglari ve alerjenleri tespit etmek adina “antikor” kullanan ve

sonuglarini duyarlilik ile analiz eden bir yontemdir (Liu, 2024).



Cizelge.2.2. iImmiindiagnostik testler

Enzim Baglantili Immiinosorbent Testi Bir numunede spesifik antijenlerin veya
(ELISA) antikorlarin ~ varhigmmi  saptamak igin
enzimler kullanilmaktadir.

Bir numunedeki proteinleri ayirmak igin
Western blot jel elektroforezi  kullanilmaktadir ve
ardindan  spesifik  antijenlerin  veya
antikorlarin ~ varligmi  saptamak i¢in
spesifik antikorlar kullanilmaktadir.

Immiinfloresans Testi (IFA) Bir numunede spesifik antijenlerin veya
antikorlarin  varhigim1 tespit etmek icin
floresan etiketli antikorlar
kullanilmaktadir.

Bir numunede spesifik antijenlerin veya
antikorlarin varligmi saptamak i¢in kati

Immiinokromatografi bir yiizey (kagit seridi gibi) tizerinde
immobilize edilmis antikorlar
kullanilmaktadir.

Bu testler basit, kullanimi kolay ve kisa
Hizli teshis testleri (RDT) stirede sonug vermektedir.

2.3.1.Antijen-Antikor Birlesimi

Antijenler ve antikorlar, birbirleri ile tepkimeye girerek organizmada bazi
durumlart ortadan kaldirabilmek adina biiyiikk bir rol istlenmektedir. Bagisiklik
sistemine direng gosterebilme veya organizmanin bagisiklik kazanma durumuna karsi,
viicuda giren antijenleri viicutta bulunan antikorlar sayesinde yok edebilme durumuna
antikor-antijen tepkimeleri denir. Bu sebeple immiinolojinin genelinde bagisiklik
oldugu gibi, antijen-antikor iliskisi bu alanin temel yapisini olusturmaktadir (Ladjemi
vd., 2010). Antijen ve antikorun birbirine baglanmasini saptamak i¢in immiinolojideki
en onemli prensip “Enzim Baglantili Immiinosorbent Testi -ELISA” teknigidir (Doga
ve Bilim, 2006). ELISA kullanilarak, antikorlarin antijene maruz kalmalarinin ve
antikorlarin antijene baglanmalarinin sonuglarini tespit etmek miimkiin olmaktadir.
Bagisiklik sistemi, organizmay1 patojenik mikroorganizmalara, viriislere ve kanser gibi
hiicrelere karsi koruma mekanizmasi saglayan kompleks bir savunma sistemidir.
Savunma sistemi Oncelikle viicudun temel bariyerleri olan deri ve mukozalardan
olusmaktadir. Bunun yaninda non-spesifik hedefler ve spesifik hedefler yer alir. Immiin
sistem ise spesifik hedefler arasinda yer almaktadir. Bu immiin sistemin bilesenleri

antijenlerle etkilesirler (Pishesha vd., 2022).




Antijen, antikor Tlretilmesine sebep olan ve viicudumuza digaridan alinan
yabanci maddeler olarak adlandirilir. Bu yabanci maddeler viicuda girdiginde bagisik
yanit1 olustururlar. Antijenler sindirim, solunum, deri ve mukoza yolu gibi dogal
yollarla viicuda girebilecegi gibi, yapay olarak siringa ile deri, derialti, kas ve damar
gibi yollardan verilebilir. Antijenin antikor molekiiliiniin antijen baglayan bolgesi ile
birlesen parcasi antijenik determinant (epitop) olarak adlandirilmaktadir. Antijenik
molekiillerin degisik antijenik determinantlar1 vardir ve her biri degisik antikor
iretimini uyarmaktadir. Bazi epitoplar digerinden daha antijeniktir ve onlarin
reaksiyonu tiim cevapta baskindir. Bu tiir epitoplara immiinodominant denir. Epitoplara
uyan ve antikor molekiiliinde bulunan kovuk kismina da paratop adi verilmektedir (Liu
vd., 2022).

Antikor, viicudun savunma sistemi tarafindan salgilanan, antijenlerle baglanarak
olusturulan protein molekiilleridir. Antikorlar, antijenlerin viriisler, bakteriler ve diger
mikroorganizmalar ile etkilesimlerini bloke eder ve viicudun dis etkenlerden
korunmasii saglamaktadir. Antikorlar, antijenlerin viicut tarafindan taninmasini ve
daha sonra onlar1 hedef alan bagisiklik hiicrelerinin tiretilmesini saglar. Antikor iiretimi,
antijen ile temas etkilesiminde olusur ve bagisiklik sistemi tarafindan kontrol edilir.
Organizma disina ¢ikartilan ve dagitilan antijenlerin tekrar organizmaya girmesini
engellemekle birlikte immiin sistem tarafindan {retilen antikorlar, antijene baglanarak
onlar1 bloke etmektedir (Kapingidza vd., 2020).

Antikorlar, antijenlere baglanarak bu olayr gerceklestirmektedir. Bu olaya
immiinizasyon adi verilmektedir. Antijenik determinant yani epitop kisim, antikorlarin

paratop kismina temas etmesi sonucu baglanma meydana gelmektedir.

: ANTUEN
/ EPITOP
LZINCIRI '
PARATOP

Y ZINCIRI

U

ANTIKOR

Sekil 3. Antijen antikor birlegsmesi



2.3.2. Enzim Baglantilh immiinosorbent Testi (ELISA)

ELISA yontemi, 06zgiil antikor-antijen baglanmasinin antikorlara enzim
baglanmasi ve enzim substratinin renkli iriinlere donlismesi amacina dayanan
biyokimyasal- immiinolojik bir yontemdir. Cok duyarli bir yontem olmasi nedeniyle
cesitli  arastirmalarda, hastaliklarin  belirlenmesinde, gegirilmis  hastaliklarin
antijenlerinin kanda tayininde, gida alerjilerinde kullanilmaktadir. Hiicre kiiltiirti, doku
ve viicut sivilar1 kullanilarak ELISA ¢alisilmaktadir (Tabatabaei vd., 2022). ELISA,
immiinolojik teknikler arasinda yer alan, test seklinde kullanilan, antijen ve antikor
arasinda reaksiyondan faydalanarak farkli hastaliklarin tanisina olanak saglayip
hastaliklar1, otoimmiin bozukluklari ve alerjenleri tespit eden kantitatif bir yontemdir.
Bunun yan1 sira, enfeksiyon etkenleri veya bunlara kars1 viicudun olusturdugu antikorlar
saptanabilmektedir (Konstantinou, 2017). Yaygin olarak uygulanan bu teknik, farkli
tirdeki numunelerde cok cesitli hedef analitlerin spesifik tespitini sunar. Teknigin
yaklasik kirk yil once icat edilmesinden bu yana ELISA, digerlerinin yani sira gida
kalitesi, g¢evre, biyoteknolojik ve kimyasal disiplinlerde hizla c¢esitli uygulamalar
bulmustur (Hosseini vd., 2018). Esas olarak bagisikligi tanimada kullanilan bu teknik
hizli ve basit bir teknik oldugundan genellikle arastirma laboratuvarlarinda, endiistride
kalite kontroliinde, hastalik biyobelirteglerinin teshisinde kullanilmaktadir. (Aydin vd.,
2015).

Bu yontemde reaksiyon kabaca en az bir antikor ve antijen igermektedir. Yiizeye
bagli antijene, enzime bagl antikor baglanir. Spesifik tanima ve destekleyici substrat
tizerinde immobilize antikor veya antijen yakalanabilir. Daha sonra substrat ylizeyi
bloke edici ajan tarafindan bloke edilmektedir. Substrat eklemedeki ama¢ numunedeki
antijen degeri ile alakali renk degisikligi veya sinyal {liretmektir. Sonraki adimlarda
spesifik olmayan adimlardan kaginilir. Daha sonra reaksiyonu Kkatalize edebilen
biyokonjugasyon reaktifler, enzim etiketli antikor eklenerek antijen ile inkiibe
edilmektedir. Her kaplama ve inkiibasyon adiminda istenmeyen maddeleri, substrat
durumundaki fazla proteinleri uzaklastirmak i¢in reaksiyon plaka yikama tamponu ile
yikanmaktadir. Son olarak enzimatik reaksiyonlari indiiklemek ve renk olusturmak igin
kromojenik reaktifler eklenmektedir. Boylelikle rengin yogunlugu ¢iplak gozle veya bir
spektrofotometre tarafindan kantitatif olarak oOl¢iiliip, degerlendirilmektedir (Wu vd.,

2019). Enzime bagli immiinosorbent testi adinda anlasildig1 iizere sorbent substrattan



olusan bir immiinoassay yontemidir. Antijen veya antikor sorbent substrat gérevi goriir.
Destekleyici maddeye ardindan da tamamlayict biyomolekiillere baglanir. Enzim ile
etiketlenmis sorbent ile birlestirilir ve biyokonjugasyon olusturur. Ozetle, ELISA
sisteminde sorbent substrat temeldir, enzim etiketi sinyaldir, doniistiiriicii ve kromojenik
reaktif ise ¢ikis sinyali olarak islev gormektedir. Bunlar, ELISA testinin dort 6nemli
temel varliklarini olusturmaktadir (Wu vd., 2019).

ELISA, diger tespit yontemlerinden oldukga farklidir. ELISA, spesifik antijen-
antikor etkilesimleri sirasinda genellikle antikora konjuge edilmis bir enzim dahil
edilmesiyle taninmaktadir. Heterojen bir immiinolojik bir test olan ELISA’ nin, antijen
ve reaktif kullaniminda yiiksek hassasiyet, hiz, 0Ozgiilliik, ekonomik olmasi ve
verimliliginin yiiksek olmasi gibi avantajlart mevcuttur (Wu vd., 2019). Maliyetsiz,
hassasiyetli ve kullanim kolaylig1 gibi avantajlari nedeniyle ELISA, gida giivenligi ve
dogrulamasinda gii¢lii bir ara¢ olmustur. Ancak, diisiik hassasiyet ve dogruluk,
ELISA'nin gida analizinde uygulanmasini engelleyen simirlamalardir. Bu nedenle
dogrulugu, hassasiyeti ve kararliligi artirmada biiylik ilerleme kaydedilmesi adina
nanomalzemelere dayali ELISA (nano-ELISA) gelistirmis ve {istiin performans

gostermistir (Sun vd., 2020)

Kromojenik Substrat » Renk Degisimi

Enzim Bagh Antikor

Antijen/Antikor

Kati Faz

Sekil 4. ELISA yonteminin ¢aligsma prensibi
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Son yirmi yilda, analizler i¢in yiiksek verimli teknolojilerin gelistirilmesi,
simdiye kadar ¢ogu tanimlanmis analizler iizerine klinik uygulamalara yonelik cag
atlatacak kesifler ortaya cikarmaktadir. Diger analiz yontemleri her ne kadar hastalik
teshislerinde veya tedavilerinde kullanilmaya devam etse de ELISA yonteminin kayda
deger pratikligi ve enzim iizerinden yapilan teshisi, klasik yontemlere gore ¢ok daha
Ozgiillik ve yliksek hassasiyet icermektedir. Bununla birlikte testin hem ekonomik
hemde az maliyetli olmasi avantaj saglamaktadir (Vanmassenhove vd., 2016).

Giincel ELISA yaklagimlari, tek bir analitik karakterizasyonun yeterli oldugu
(6rn. HIV) hastaliklart dogru bir sekilde teshis edebilirken; kanserler, otoimmiin ve
norodejeneratif hastaliklar (dokular1 ve organlari etkileyen siirekli bir siire¢ hastaligi)
gibi daha karmasik, cok faktorlii hastaliklarin izlenmesi, siniflandirilmasi i¢in ¢oklu
biyobelirteglerin analizini gerektirir. Bu da ELISA i¢in uygun bir durumdur (Frampton
vd., 2014).

OTTOIMMUN
QOZUKLUKLA@ KANSER KIZAMIK

Lipus ve rematold etk gy Meme kanseri ve prostat kanseri gibi
otoimmiin bozukluklar

kanser turler
: S, HORMON
ALERJI _{ DENGESIZLIKLERI
Slled;“zirerjﬂeri ve saman nezlesi gibi ELISA \ ;g?[isoiiz?:;‘:gg?ﬁevne gebelik gibi
INFEKSIYON P
HASTALIKLAR | ' KABAKULAK
Bruselloz gibi gok sayida infeksiyon W

hastaliginin tanisi

HIV/AIDS HEPATIT B

Sekil 5. ELISA testi ile tanis1 konulan bazi hastaliklar
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ELISA tiim hastaliklar igin bir teshis testi olmamaktadir. Bunun yerine
spesifik belirtecler icin bir tarama testi olarak gorev yapar ve daha sonra PCR ve
Western Blotlama gibi diger testlerle dogrulanabilmektedir (Manole vd., 2018)

Cizelge.2.3. ELISA yonteminin gesitleri

ELISA Yontemlerinin Cesitleri

Direkt ELISA
Indirekt ELISA
Kompetitif ELISA
Nonkompetetif ELISA (Sandvi¢ Yontemi)

2.3.2.1. Direkt ELISA Yontemi
Molekiil agirlig1 biiyiik antijenin miktarini belirlemek i¢in kullanilan yontemdir.

Numunede yer alan antijenler, kapta yer alan kuyu ylizeyine tutturulur. Daha sonra
isaretli olan antikorlar kuyucuklara ilave edilir. Bir siire inkiibe edilir. Sonrasinda
yikama iglemi yapilir. Yikama ile baglanmamis isaretli antikorlar ortamdan
uzaklastirilmaktadir. Uzerine enzimin substrati eklenerek renk degisimi meydana

getirilir. Bu sayede kuyucuktaki baglanmis enzim isaretli antikor miktar1 belirlenmis

O < Substrat

Enzim Bagh
Primer Antikor

olmaktadir. (Hayrapetyan vd., 2023)

Sekil 6. Direkt ELISA
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2.3.2.2. indirekt ELISA Yontemi
Numunede yer alan antijenler plaka kuyucuklarinin yiizeyine baglanmaktadir.

Oncelikle isaretsiz birincil antikorlar kuyucuklara eklenmektedir. Antijen ile birincil
antikor belli bir zaman inkiibe edilmektedir. Daha sonra yikama islemi yapilarak
baglanmayan birincil antikorlar ortamdan uzaklastirilmaktadir. Daha sonra birincil
antikorlara 6zgli enzim ve ikincil antikor kuyucuklara eklenerek belli bir siire inkiibe
edilmektedir. Baglanmayan isaretli ikincil antikorlar yikama islemi ile ortamdan
uzaklagtirilmaktadir. En son kuyulara enzim substrati eklenerek renk degisimi elde

edilir ve antikorlar belirlenir (Tabatabaei ve Ahmed, 2022).

7 Substrat

4

Enzim Bagh
/ Sekonder Antikor

AN\
-@

2.3.2.3. Kompetitif ELISA Yontemi
Biiylik oranda antikor Olglimiinde kullanilmaktadir. Mikrotitre kabinin

Sekil 7. Indirekt ELISA

kuyucuklarimin kat1 fazina antikor veya antijen baglanmaktadir. Kaptaki cukurlara
serum (isaretsiz ligand) ve reaktif (isaretli ligand) eklenmektedir. Kisa inkiibasyon
boyunca isaretsiz ligand ve enzim isaretli ligand immobilize antijen veya antikora
baglanmak icin yarisirlar. Antijen veya antikorla, isaretsiz veya enzim isaretli ligand
kompleks olustururlar. Sonra yikama islemi yapilir ve yikama islemi ile antijen

(antikor) ve ligand disindaki iiriinler ortamdan uzaklastirilirlar. Yikama isleminden
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sonra enzimin substrati ortama eklenmektedir. Reaksiyon sonucunda renk degisikligi
meydana gelmektedir ve bu degisim isaretsiz ligandin (antikor veya antijen) derisimi ile
ters orantilidir. Ornekte isaretsiz ligand az ise isaretli ligand miktar1 fazla olacaktir.

(Mohan vd., 2019)

Substrat
inhibitor
Antijen

®
&

Sekil 8. Kompetitif ELISA

2.3.2.4. Nonkompetetif ELISA (Sandvi¢) Yontemi
Bu yontemde bilinmeyen 6rneklerdeki antijenin miktar1 reaksiyon sonucunda

meydana gelen renk degisimi ile antijenin varligi tayin edilebilmektedir. Bu yontemin
en 6nemli avantaj1 antijenin saflagtirllmasina gerek duyulmamasina karsin, istenilen her
reaktifin kullanilamamasi dezavantaj sayilabilir. Secilen antikorlarin ayni antijen
tizerinde iist liste gelmeden degisik epitoplar1 tanimas1 gerekmektedir. Sandvi¢ ELISA
yonteminde antikorlar, polistiren plakadaki kuyucuklarin kati fazina immobilize
edilmektedir. Ardindan o6lglim kuyusuna antijen igeren Ornek ilave edilmektedir.
Inkiibasyon boyunca érnekteki antijenlerin tiimii antikorlarla baglanmaktadir ve antijen-
antikor kompleksleri olugmaktadir. Antijen-antikor kompleksleri disindaki baglanmayan
proteinler, yikama islemi ile ortamdan uzaklagtirilmaktadir. Bu adimi takiben 6l¢iim
tiipiine enzim isaretli antikor eklenmektedir. Ikinci inkiibasyon boyunca birincil antikor-

antijen kompleksi olusur. Yikama islemi ile enzim disindaki yabanci maddeler
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ortamdan uzaklastirilmaktadir. Daha sonra enzime ait substrat ortama eklenmektedir.
Substrat, dedeksiyon antikoruna bagli enzimle reaksiyona girerek renk degisimine
neden olmaktadir. Meydana gelen renk degisimi spektrofotometre ile dlclilmektedir.
Kinetik 6lgiimle ise izlenmektedir. Renkli iirlin olusumu isaretsiz ligandin (serumdaki
antijen veya antikor) derisimi ile dogru orantilidir. Olusturulan standart grafik ile
konsantrasyon belirlenebilmektedir. (Lim vd., 2015)

/ Substrat

Kati Yuzeye Tutturulmus Antikor

Sekil 9. Sandvi¢ ELISA
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2.3.2.5. ELISA’nin Avantaj ve Dezavantajlar
ELISA’ nin avantajlar1 genel olarak duyarlilik, ¢cok yonliiliik, kullanim kolaylig:

ve yliksek verim olarak ele alinmaktadir. Cizelge 2.4’te testin avantajlari listelenmistir.

Cizelge 2.4. ELISA’ nin avantajlari

ELISA yontemi son derece duyarhidir. Bir numunede var olan ¢ok kii¢lik miktardaki

antijenleri veya antikorlar1 dahi 6lgebilmektedir.

ELISA yontemi ¢ok yonliidiir. Bu yontem ile kan, idrar, tiikiiriik ya da viicutta bulunan

diger sivilardaki antikor veya antikoru tespit edebilecek sekilde diizenlenmektedir.

ELISA yonteminin uygulanmasi kolaydir. Cok karigik ekipmana gerek duyulmaz.

ELISA yontemi i¢in bir uzmanliga gerek duyulmamaktadir. Bu nedenle birgok

laboratuvarda bu yontem erisilebilir ve kullanilabilir olmaktadir.

ELISA yontemi birden fazla numuneye paralel olarak uygulanabilmektedir. Bu da

onlar yiiksek verimli tarama uygulamalari i¢in erisilir ve aranir bir yontem kilmaktadir.

ELISA yiiksek oranda tekrarlanabildigi gibi bilimsel arastirma ve klinik teshis verileri

icin yliksek oranda dogru sonuglar vermektedir.

ELISA diger immiinolojik testler ile nispeten giivenilir ve hassas sonuglar ortaya

koymaktadir.

ELISA canli hiicrelerde dahi kromojenik sinyal tiretmektedir. Biyogoriintiileme i¢in

yeni stratejiler saglayabilecegi diisiiniilmektedir.

Antijen- antikor esleme modeli kendine ozgiidiir ve anahtar kilit modeline

benzetilmektedir.

Kan serumu ve immiinolojik testlerde, iyi ve dogru sonuglar vermektedir. Yiiksek
performansi, kolay erisilebilirligi ve reaktiflerin se¢iciligi nedeniyle ¢ogu laboratuvarda

tercih edilmektedir.

ELISA’ nin hassasiyeti amplifikasyon stratejileriyle dogrudan baglantilidir.

Duyarliligin1 artirmak i¢in enzim degisikligine gidilebilmektedir.

ELISA’nin dezavantajlari ise girisim, siirli 6zgiillilk, zaman alic1 olmasi, diisiik
dinamik aralig1 test Ozelinde yasanabilmektedir. ELISA yonteminde antikor veya
antijen tespitinden ortamdaki diger maddelerden etkilenilebilir. Bu da sonucun yanlis
¢ikmasina neden olmaktadir. ELISA, her zaman 6zgiil degildir. Diger maddelerle ¢apraz

reaktivite verebilir ve yanlis pozitif sonuglara yol agabilmektedir. ELISA, smurlt bir
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dinamik aralig1 vardir. Yani bir numunede var olan ¢ok diisiik veya ¢ok yliksek antijen
veya antikor seviyelerini tespit etmek igin uygun olmayabilir. Yontem zaman alici
olabilir. Tamamlanmasi birkag¢ saat veya daha fazla siire alabilmektedir. Klinik tanilarda
yiiksek numune hacmi istenmemektedir. Yiiksek tekrarlanabilme ozelligine ragmen
sayillan dezavantajlart uygulamada klasik hatalara neden olabilmektedir. Bu nedenle
testi dikkatli bir sekilde yapmak ve iyi uygulama becerisine sahip olmak gerekmektedir.
Her tiirlii arastirmada kullanilan bir biyolojik tespit yontemi oldugundan performansi
cesitli manipiilasyonlarla optimize edilmistir. Ozellikle dogruluk, hassasiyet ve
kararlilig1 noktasinda biiyiik ilerleme kaydedilmistir (Shah vd., 2016).

ELISA sisteminde yiiksek hassasiyet ve hedef molekiilleri tespit etmek oldukga
onemlidir. Bu amagcla fonksiyonel molekiillerin mikro plaka lizerindeki immobilizasyon
verimlerinin arttirilmasi, sinyal giiriiltii oraninin yiiksek tutulmasi gerekmektedir. Bu
sebeple konvansiyonel immobilizasyon yontemlerinin  beraberinde antikorla
fonksiyonellestirilmis malzemelerin test sistemine dahil edilmesi yliksek enzim
kapasitesi ile dikkate deger sinyal artisina neden olabilmektedir. Ornegin; son yillarda
farkli bir enzim immobilizasyon yontemi olan protein/enzim ve Cus(PO,), iceren hibrit
yapilar hiyerarsik mikro yapilara sahip olmalar1 ve genis aktif yilizey alanlar
olusturmalar1 sonucunda igerigindeki protein yapili molekiiller serbest formuna gore

daha yiiksek katalitik aktivite gosterebilmektedir (Ekremoglu ve Altinkaynak, 2020).

2.4.Nanomalzemeler

Nano boyutlu atom parcaciklari, tabiatta dogal olarak bulunan karbon ve giimiis
gibi homojen yapilardan meydana gelmektedir. Bu homojen yapilarin nanomalzeme
olarak tanimlanabilmesi i¢in ise boyutunun nano mertebesinde yani 100 nanometreden
kiiglik olmasi sarttir (Sudha., 2018). Atom boyutunda bulunan bu nano Olgekteki
yapilar, nano iiretimde kullanilan malzemelerin farkli sekillerde diizenlenmesi sonucu
ortaya ¢itkmaktadir. Malzemelerin atom ve molekiil yapilar1 iizerinde yapilan
degisiklikler sonucu elde edilen farkli yapilar islevsel hale getirilerek {iretimi
gerceklestirilmektedir (Ariga vd., 2016). Nanomalzemeler, i¢ yapilarina ve boyutlarina
gore farkli sekilde siniflandirilmaktadir. Nanomalzemelerin siniflandirilmast yapilirken
nasil bir molekiiler yapiya sahip oldugu ve boyutlar1 géz oniinde bulundurulur.
Gilintimiizde kullanimda olan nanomalzemeler incelendiginde, farkli boyutlarda elde

edilen bu yapilarin bircok ozelliginde degismeler meydana geldigi goriilmektedir.
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Nanomalzemelerin i¢ yapilart incelendiginde, atomlarinin son yoriingesinde bulunan
serbest elektronlarin serbestlik derecesi malzemelerin boyutlar iizerinde etkileyici bir
rol oynadig1 goriilmektedir. Malzemelerin i¢ yapilari, bu serbest elektronlarin hareket
kabiliyetlerinin bir Olclisii olarak degisime ugramaktadir. Eger atomlarin son
yorlingesindeki serbest elektronlar eksenel olarak i yonde hareket edebilme
kabiliyetine sahip ise kati maddeli (ii¢c boyutlu) yapilar elde edilir. Serbest elektronlar
eksenel olarak iki yonde hareket edebilme kabiliyetine sahip ise iki boyutlu, tek yonde
hareket edebilme kabiliyetine sahip ise bir boyutlu nanotel ve nanotiip gibi yapilar elde
edilir. Bu elektronlar, hareket edebilme kabiliyetine sahip degil ise sifir boyutlu nanotop
ve toprak gibi yapilar elde edilir (Kumar vd., 2024).

Nanoteknoloji nano malzemelerden olusan bir bilim dalidir. Biyomalzemeler ise
nano kristal, nanopartikiil, nanotiip, nanotel, nano ¢ubuk, nano ince film, nano ¢icek
gibi pek ¢ok farkli yapidan olusabilirler (Kiitiik ve Cetinkaya 2019).

Dogal enzimlerin gesitli endiistrilerde, atik su aritimi ve biyomedikal gibi ¢esitli
alanlarda uygulamalarii smirlayan bazi dezavantajlarina  karsilik son yillarda
arastirmacilar enzimi taklit eden nanomalzemeler ve enzimin alternatifi olan enzimatik
hibrit nano ¢igek benzeri yapilar1 gelistirmislerdir. Olduk¢a genis endiistriyel
uygulamalari olan, cesitli enzim taklit aktiviteleri, gelismis katalitik aktiviteler, diisiik
maliyet, hazirlanma kolayligi, stabilite artisi ve biyouyumluluk gibi dogal enzim
fonksiyonlarmi taklit eden nanozimler ve organik-inorganik hibrit nano ¢igekler

sentezlenmistir (Perwez vd., 2023).

2.4.1. Boyutlarina Gore Nanomalzemeler

Sifir boyutlu (0D) nanomalzemeler nanotoz veya nanodispersiyon seklinde,
birbirinden izole halde bulunan malzemelerdir. 0D malzemeler kuantum noktalar,
nanokiireler, fullerenler, ¢ekirdek nanopargaciklari ve igi bos nanokiirelerdir (Adam vd.,
2024). Tek boyutlu (1D) nanomalzemeler, diisiik malzeme tiiketimine ve yiiksek
gerilme Ozelliklerine yol agan dogal bir yiiksek en-boy oranina sahiptir (Wang vd.,
2014). 1D nanomalzemelere 6rnekler; nanogubuklar ve nanotiiplerdir (Adam vd., 2024).
Ustiin fizikokimyasal 6zellikleri, ultra ince kalinliklar1 olan (Cao vd., 2018) iki boyutlu
nanomalzemeler (2D) nanometrik boyuttaki film ve kaplamalardir. Ug boyutlu
nanomalzemeler (3D) toz yapili, lifli, ¢ok katmanli ve polikristal malzemelerdir.

Ornekleri; elmas ve grafittir (Chelladurai vd., 2018).
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2.4.2.Nano cicekler (Nanoflower)

Son zamanlarda popiilerligi artan ve enzim immobilizasyon sinifina dahil edilen
nano ¢igekler, ayirma, biyotanima, enzim mimetikler, kataliz, kaplama ve enerji
depolama gibi pek ¢ok farkli uygulamalar1 bulunan ¢igek benzeri sekillere sahip nano
malzemelerdir. Bu nanomalzemeler arasinda 'nano ¢igek' terimi mikroskobik boyutlarda
bakildiginda, cigeklerle benzerlik gosteren {i¢ boyutlu yapilart ifade etmektedir.
Biyomolekiillerin (DNA ve proteinler gibi) hem stabilitesini hem de aktivitesini
arttirmak tiim immobilizasyon yontemlerinin temel amacidir. DNA, protein ve enzim
gibi biyomolekiillerin ¢icek sekilli nano yapilar haline doniistiiriilmesi, bunlarin
cevresel faktorlere karsi aktivitelerini ve stabilitelerini 6onemli Olg¢lide arttirmaktadir
(Altinkaynak vd., 2016).

Bu yapilar, dogal biyokatalizorlerdir. Nano ¢icek yapilarin en dikkat ¢geken yonii,
katalitik aktivite, kararlilik, secicilik, diisiik toksisite ve sudaki ¢oziiniirligiidiir. Fakat
sulu ¢ozeltideki enzim uygulamalar1 sinirli kalmaktadir. Bu problemi ¢6zmek, enzimin
aktivitesini ve kararhiligini arttirmak i¢in iki yontem bulunmaktadir. Bunlar kimyasal
modifikasyon ve immobilizasyondur. Immobilize edilmis enzim, gelismis kararlilik
gosterir, verimi artar ve tekrar kullanilabilir hale gelir (Luo vd., 2017).

Nanomalzemeler iizerinde yapilan ¢aligsmalar hizli bir sekilde gelismektedir. Bu
sayede olusturulan organik ve inorganik nano cicekler kimya biliminin gelismesine
bliyiik Ol¢iide fayda saglamistir. Nano ¢icekler, nanomalzemeler arasinda 6zel bir sinif
olarak ayrilmistir. Klasik nanoparcaciklara gore olusturulan nano cicekler yiizey alani
genisliginden dolay: reaksiyonlarin verimini arttirmistir (Somturk vd., 2015). Cizelge

2.5’te nano ¢igek yapilarin avantajlar listelenmistir.
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Cizelge.2.5. Nano ¢icek yapilarin avantajlar1 (Zhang, 2017)

Nano cicekler, hizhh reaksiyon alabilmek, yiizey adsorpsiyonunu biiyiitmek

amaciyla artmis yiizey-hacim oram gostermektedir.

Nano cicekler, genis yiizeyli alana sahiptir. Bununla birlikte daha iyi yiik aktarimi ve

tasiyici hareketsizligi gostermektedir.

Ug boyutlu nano ¢igek yapisinda yiizey reaksiyonunun etkinligi arttirilmustir.

Nano ¢icek yapilarin hazirlanigina yonelik kullanilan iyonotropik jelasyon, ¢oktiirme
yontemi ve yesil sentez gibi sentetik yontemler basit ve uygun maliyetlidir.

Proteinlerin ve enzimlerin kararsiz olmasi sebebiyle metal yiizeyindeki

immobilizasyonu ile stabilite artar.

Cizelge 2.6. Nano ¢i¢ek yapilarin bazi kullanim alanlari

Nano ci¢ek yapilarin bazi kullanim alanlari

Biyokataliz
Proteoliz
Hidroksit ve fenol tespiti
Enzim yapisinin stabilizasyonu
DNA baglanmast
Nano yapili kapsiil eldesi
Biyodizel tiretimi
Kirleticilerin ve gesitli biyolojik molekiillerin tespiti

Son zamanlarda, “nano ¢i¢ek-nanoflower (hNF'ler)” olarak adlandirilan organik-
inorganik ¢igek seklindeki hibrit nano yapilar, ilk olarak 2012 yilinda Zare vdadaslar
tarafindan inorganik bir kisim olarak Cu* ve organik bilesikler olarak protein/enzim
kullanilarak kazara kesfedilmis, elde edilen biyomalzemenin Katalitik aktivite ve
stabiliteyi destekledigi tamimlanmistir (Ge vd., 2012). hNF'ler, enzim saflastirma
siirecleri, ila¢ dagitimi, as1 caligmalar1 ve ¢evre koruma gibi olas1 uygulamalar i¢in de
onemlidir (Lee wvd., 2015). Laktoperoksidazdan tiiretilen hNF'lerin serbest
laktoperoksidazdan daha verimli katalitik aktivite gosterdigini ve hNF'lerin aktivitesini
kaybetmeden yeniden kullanilabilirligini gosterilmistir. hNF'nin kesfinden bu yana
yaban turpu peroksidaz (Ocsoy vd., 2015), peroksidaz (Altinkaynak vd., 2016) gibi
coklu enzimler yeni hNF'lerin iiretimi i¢in organik bilesen olarak kullanilmistir.
Bunlarin yani sira bitki oziitleri de organik kisim olarak ¢ok kullanilan bilesikler

arasindadir (Wu vd., 2017).
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ELISA, bir¢ok avantajinin yani sira, kendi yapisindan kaynaklanan bazi
sinirlamalar1 da biinyesinde barindirmaktadir. Geleneksel ELISA’ nin performansini
arttirmak i¢in biiylik ¢abalar sarf edilmektedir. Kararliligin, hassasiyetin, algilama
araligmin arttirilmasi, nanomalzemelerin kullanimiyla birlikte daha belirgin hale
gelmistir. Nanomalzemelerin kullanilmasi, geleneksel ELISA’nin gelismesine, nano

ELISA’nin kullanimina biiyiik 6lgiide katki saglamistir (Wu vd., 2019).
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Sekil 10. ELISA’ nin teknolojik ve endiistriyel kullanim alanlari

ELISA, nanoteknolojinin popiiler olmasiyla birlikte geleneksel yontemleriyle
giiniimiize gelen bircok endiistri alaninda katki saglayacak gelismeler saglamistir.
Hastaliklarin teshisi ve laboratuvarlarda kullanimi yayginlagmistir. Bu sayede giiniimiiz
hastaliklarinin tespiti hizli ve ekonomik olmaktadir. Gida kirleticileri arasinda zararh
mikroplar, pestisit ve veteriner ilact kalintilari, agir metaller vb. yer alir. Zararh
bakteriler, geleneksel tespit yontemi ile tespit edilmekteydi. Geleneksel yontem, uzun
analiz siiresi, karmasik zenginlestirme ve kiiltiire alma siirecinin zor olmasi nedeniyle

gelistirilmistir.  Nano-ELISA  gida  kirleticilerinin  tespitinde  biiylik  kolaylik
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saglamaktadir. ELISA, nanoteknolojiyle birlikte bunun gibi maddelerin hassas, hizli ve
spesifik tespitini gergeklestirebilmektedir (Wu vd., 2019).

Bu ¢alismada, DNA hasar tespitine yonelik biyotin antikoru, 8-OHdG poliklonal
antikoru ve horseradish peroksidaz iceren nano cigcek yapilar sentezlenerek direkt ve
sandvi¢ enzim baglantili immunosorbent testi (ELISA) yontemlerinde denenmesi, ticari
kitlerden daha uygun maliyetlerde test sisteminin kullanilabilirliginin degerlendirilmesi

ve fiyat/maliyet avantaj1 saglayip/saglamadiginin arastirilmasi amaglanmuastir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal
3.1.1. Kullamlan Kimyasallar

8-Hidroksi-deoksiguanozin (Sigma, Kat No: H5653), Rabbit 8-Hidroksi-
deoksiguanozin ELISA kit (BT Lab, Kat No: EO087Rb), 8-Hidroksi-deoksiguanozin (8-
OHdG) poliklonal antibody (Bioss Antibodies Kat No: bs-1278R-TR), Anti-rabbit IgG-
Horseradish peroksidaz (HRP) (Sigma, Kat No: 77332), Bradford soliisyonu, CuSQy,
bovin serum albumin (BSA), stabilcoat immunoassay stabilizer, Surmodics (SCO05-
0100), Tween 20, fosfat tampon, 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin (TMB), H,SO,.

3.1.2. Kullanilan Cihazlar ve Malzemeler
e Spektrofotometre (Heales MB-580)
e Mini-Shaker (Biosan PSU-2T)

e Manyetik Karistirici (Heidolph)

e Inkiibatér (Memmert UN 100))

e Hassas terazi (Sartorius)

e Etiiv (Memmert IPP 55)

e pH Metre (Adwa)

e Saf Su Cihaz1 (Milestone Rios Tm 8)

e Derin Dondurucu (4°C ve -20°C)

e Otomatik pipetler (Glassco)

e Pipet ucu (mavi 1000 pL, sar1 200 puL, beyaz 10uL)
e Mikrosantrifiij Tiipii (Isolab)

e Spektrofotometre Kiiveti (2 mL)

3.2. Metot
3.2.1. Biyotin antikoru igeren nano ¢icek (Biyotin Ab-NFs) sentezi

Konjugat amaci ile kullanilacak olan nano ¢igek sentezi i¢in fosfat tamponu,
ticari ELISA kit igeriginde bulunan biyotin ile isaretlenmis 8-OHdG (Biyotin-Ab) ve
CuSO; ¢ozeltisi kullanildi. Ik olarak, 3 adet 10 mL’ lik falkon tiiplerin her birine PBS
(136 mmol/L NaCl, 8 mmol/L Na;HPOQO,, 1.46 mmol/L KH,PO,4, 2.7 mmol/L KCI, pH
7.4) ve 120 mM CuSOy ¢ozeltisinden 0.8 mM konsantrasyonda olacak sekilde (120 pL)
ilave edildi. Ardindan her tiipe sirasiyla 1, 2 ve 4 pL (swrasiyla 0.1, 0.2 ve 0.4 ug
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konsantrasyonlarda) hacminde Biyotin-Ab eklenerek her tiip en az 60 s vortexle
karistirildi. Siire bitiminde sentez oda sicakliginda hareket ettirilmeden karanlikta 72
saat inkiibe edildikten sonra tiiplerin dibinde birikmis olan mavi renkli pellet 6000
rpm’de 10 dk santrifiij edilerek ortamdan ayrildi. Elde edilen pellet 3 kez saf su ile
yikandi, santrifiij edildi ve oda sicakliginda kurutulduktan sonra tiiplerden elde edilen
{iriiniin yiizde agirlik verimi hesaplandi. Uriin sonraki analizlerde kullanilmak iizere

saklandi.
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Sekil 11. Nano ¢icek olusumu

3.2.2. 8-OHAG poliklonal antikoru ve horseradish peroksidaz iceren nano ¢icek (8-
OHAG pab/HRP-NFs) sentezi-1

Hibrit konjugat sentezi icin fosfat tamponu, ELISA kit iceriginde bulunan 8-
OHdG poliklonal antikor (8-OHdG pab), anti-rabbit 1gG-HRP ve CuSO, c¢ozeltisi
kullanild1. Bir 6nceki prosediirde oldugu gibi 3 adet 10 mL’lik falkon tiiplerin her birine
PBS tamponu ve son konsantrasyon 0.8 mM olacak sekilde CuSO4 ¢ozeltisinden ilave
edildi. Ardindan her tlipe swrasiyla 1, 2 ve 4 pL (swrasiyla 1.0, 2.0 ve 4.0 pg
konsantrasyonlarda) hacimlerde 8-OHdG pab eklendi. Takiben her tiipe 0.008 mg/mL
anti-rabbit 1gG-HRP eklenerek karigtirildiktan sonra 72 saat hareketsiz sekilde
inkiibasyona birakildi. Olusan mavi renkli pellet 6000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek
ortamdan ayrildi. Siipernatanta Bradford yontemi ile protein tayini yapildi ve
enkapsiilasyon orani asagidaki esitlikten hesaplandi. Elde edilen pellet 3 kez saf su ile
yikandi, santrifiij edildi ve oda sicakliginda kurutulduktan sonra tiiplerden elde edilen

{iriiniin yiizde agirlik verimi hesaplandi. Uriin sonraki analizlerde kullanilmak iizere

saklandi.

CT - CS
Yzi

T * 100
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(Ev: Enkapsiilasyon verimi, Cr: Baslangic c¢ozeltideki total protein miktari, Cs:

Siipernatantta bulunan total protein miktart)

3.2.2 8-OHdG poliklonal antikoru ve horseradish peroksidaz iceren nano cicek (8-
OHdG pab/HRP-NFs) sentezi-2

Sentez igin bir Onceki prosediirde nano ¢igek yapinin olusmamasi ihtimaline
karsilik 8-OHdG pab ve anti-rabbit IgG-HRP’in daha yiiksek konsantrasyonlari test
edildi. Bu amagla 10 mL’lik falkon tiiplere fosfat tamponu ve 0.8 mM konsantrasyonda
olacak sekilde CuSO, cozeltisinden ilave edildi. Ardindan 8 pL hacimde (8 pg
konsantrasyonda) 8-OHdG pab eklendi. Takiben {izerine 0,02 mg/mL anti-rabbit 1gG-
HRP eklenerek karistirildi ve 72 saat inkiibasyona birakildi. Olusan mavi renkli pellet
6000 rpm’de 10 dk santrifiij edilerek ortamdan ayrildi. Uriin yrkanmip kurutulmasimin

ardindan sonraki analizlerde kullanilmak tizere saklandi.

Nano cice

SA plakas:

Sekil 12. ELISA plakasi iizerinde nano ¢i¢ek sentezi

3.2.3. Bradford yontemi ile protein tayini

Sentezlenen yapilarin protein miktar1 Bradford yontemine (Bradford, 1976) gore
belirlendi. Bu yontem Bradford soliisyonunda bulunan ‘Coomassie Brilliant Blue’ boyar
maddesinin proteinleri baglamasi temeline dayanmaktadir ve standart olarak bovin
serum albimin (BSA) kullanilmistir. Stok BSA ¢ozeltisinden 0.1-1,0 mg/mL
konsantrasyonlarda  ¢ozeltiler — hazirlanarak  optik  dansiteler 595 nm’de
spektrofotometrede Olgiildii ve standart grafige gore protein konsantrasyonlari

belirlendi.
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3.2.4. Nano ciceklerin karakterizasyonu

Yapmin morfolojisini aydinlatmak ic¢in alan emisyonlu taramali elektron
mikroskobu (FESEM) (ZEISS GEMINI 500), yapida bulunan elementlerin varligini
dogrulamak i¢in enerji dagitict x-151n1 spektroskopisi (EDX) (ZEISS GEMINI 500),
kristal ve kimyasal yapisini analiz etmek i¢in X-15mm1 Kirinim ydntemi (XRD)
(Panalytical) ve sentezlenen yapinin kimyasal yapisini onaylamak i¢in FTIR Fourier
Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (FTIR) (PERKIN ELMER 400 FT-IR) kullanildi.
Biyotin Ab-NFs igerisinde ve 8-OHdG pab/HRP-NFs igerisinde C, O, P ve Cu,
elementlerinin homojen bir sekilde dagilip dagilmadigini gorebilmek adma element

haritalama analizi yapildu.

3.2.5. Enzimle isaretli Immiinosorbent Analiz Deneyleri
Ticari kitin ¢alisma prensibi, sandvig ELISA-Biyotin/Streptavidin-HRP konjugat
sistemidir. Calismanin test araligi kitin calisma araligini olusturan Cizelge 3.1.°de
oldugu sekilde planlanmistir.
Bu tezde ticari olarak temin edilen ELISA Kkiti karsilastirma ve kontrol amaci ile
kullanilmistir.
1. Ticari kitin protokolii kullanim kilavuzunda belirtildigi sekilde uygulanmistir.
e 0,75-12 ng/mL konsantrasyon araliginda 8-OHDG standardi (kitin igeriginde
tarif edildigi sekilde) hazirlandi.
e Rabbit 8-OHDG antikoru ile kapli kuyulara 50 puL 8-OHDG standard: ilave
edildi.
e Uzerine 10 pL biyotin ile isaretlenmis anti-8-OHDG antikoru ilave edildi.
e Ardindan 50 pL streptavidin-HRP ilave edildi. Kor iizerine Streptavidin-HRP
eklenmedi.
e Karistirildiktan sonra tizeri kapatilip, 60 dk 37°C’de inkiibe edildi.
e Siire bitiminde plak 5 defa 300 pL yikama tamponu ile yikandi.
e Uzerine 50 pl substrat A ve 50 uL substrat B ilave edildi.
e Plak karanlikta 37°C’de 10 dk inkiibe edildi.
e Siire bitiminde 50 pL stop soliisyonu kuyulara ilave edildi.

e 450 nm’de 10 dk icerisinde optik okuma yapildi.
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Cizelge 3.1. Ticari Kitin standart test aralig1

Standart 8-OH-dG Konsantrasyonlari (ng/mL)

Standart No:5 12
Standart No:4 6
Standart No:3 3
Standart No:2 1.5
Standart No:1 0.75

Kor Standart diliient

( Substrat

9 Streptavidin - HRP
B

/ \ Biyotin Antikoru

(e

\“l Yakalanan Antikor

Sekil 13. Ticari kit protokolii (Streptavidin-biyotin isaretli sandvig ELISA)

2. Ticari kit icerisinde yer alan standartlar biyotin ile isaretlenmis oldugundan
serbest formdaki bir 8-OHDG ile de kitin ayn1 sonucu verip vermedigini test etmek i¢in
kitin rabbit 8-OHDG antikoru ile kapli kuyular {izerine isaretsiz 8-OHDG ve takiben
biyotinlenmis anti-8-OHDG antikoru ilave edilerek kit protokolii tekrarlandi. 8-OHDG,
ticari kitin standart araligi dikkate alinarak 0.75-12 ng/mL konsantrasyon araliginda
hazirlandi.

3. Sentezlenen organik-inorganik hibrit nano ¢i¢eklerin ELISA’ da kullanim1 test
edildi. Bu amagla kitin protokolii nano ¢iceklerin kullanimina uygun sekilde birkag
revizyonla tekrarlandi. Deney basamaklar1 asagidaki gibidir.

e 0.75-12 ng/mL konsantrasyon araliginda isaretsiz 8-OHDG standardi hazirlandi.

¢ Rabbit 8-OHDG antikoru ile kapli kuyulara 50 uL 8-OHDG standartlarindan
ilave edildi.

e Uzerine 10 pL biyotin Ab-NFs ilave edildi. (100 pg/mL NFs PBS (pH 7.4)

igerisinde hazirlandi.)
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e Uzerine 50 pL streptavidin-HRP ilave edildi. Kér iizerine streptavidin-HRP
ilave edilmedi.

o Karistirildiktan sonra iizeri ile kapatilip 60 dk 37°C’de inkiibe edildi.

e Siire bitiminde plaka 5 defa 300 uL yikama tamponu ile yikandi.

e Uzerine 50 pL substrat A ve 50 pL substrat B ilave edildi.

e Plak karanlikta 37°C’de 10 dk inkiibe edildi.

e Siire bitiminde 50 pL stop soliisyonu kuyulara ilave edildi.

e 450 nm’de 10 dk igerisinde optik okuma yapildu.

Substrat

.

Enzim

VAN
(Ao

\/

" Yakalanan Antikor

Sekil 14. Direkt sandvi¢ ELISA

4. Antijen-antikor ¢ifti olusturarak test sistemi gelistirildi.
8-OHdG poliklonal antikorunun (8-OHdG pab) kullanim kilavuzunda ELISA

icin tavsiye edilen kullanim miktar1 dikkate alinarak seyreltme 1:1000 oraninda PBS
tampon kullanilarak gergeklestirilmistir. 8-OHdG pab, her kuyucuga 100 pL hacimde
eklenerek plak kaplandi. Kaplanan plaka +4°C’de gece asir1 inkiibasyona birakildi.
Ertesi giin ¢ikarilarak 1 saat oda sicakliginda bekletildi. Siire sonunda plak aspire edildi
ve havlu kigida iyice vurularak kurutuldu. Uzerine PBS icerisinde hazirlanms 1X
stabilcoat kullanilarak 1 saat oda sicakliginda bloklama yapildi. Ardindan %0.05 (v/v)
Tween 20 igeren PBS’den her kuyucuga 100 pL eklenerek 3 defa yikama yapildi.
Yikama islemini takiben plakaya PBS’de hazirlanmis olan 6.25-100 ng/mL
konsantrasyon araliginda 8-OHdG eklendi ve 40 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire
bitiminde plak i¢i aspire edildi ve 3 defa ykama vyapildi. Uzerine 1:1000
konsantrasyonda 8-OHdG pab PBS igerisinde seyreltilerek ilave edildi. 40 dk
inkiibasyon sonunda plak i¢i aspire edildi. 3 kez yitkama tamponu ile yikandiktan sonra
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sekonder antikor olarak 1:4000 konsantrasyonda anti-rabbit 1gG-HRP sekonder antikoru
stabilzyme igerisinde seyreltildi ve 100 pL olacak sekilde ilave edildi. 40 dk inkiibasyon
sonunda 3 kez yikama tamponu ile yikandiktan sonra 100 uL 3,3',5,5'-tetrametilbenzidin
(TMB) eklendi. Karanlikta 15 dakika bekletildikten sonra 1 M H,SO4 ¢6zeltisinde 50
pL her kuyucuga eklenerek reaksiyon sonlandirildi. Optik dansiteler 450 nm’de
spektrofotometrede 6l¢iildii. Deneyde kor olarak PBS kullanildi.

O

2
Y

Antijen Y Birincil Ant. ® Muhabir Enz.OSubstrat

Sinyal Y Antikor Konj. Y Yiizeye Sabitlenmis Ant.
Sekil 15. Sandvi¢ ELISA

5. Bu deneyde, bir 6nceki ELISA test sisteminden sekonder antikor basamagi
kaldirilarak 8-OHdG pab ve anti-rabbit IgG-HRP igeren nano ¢igekler kullanildi.
Test icin tavsiye edilen kullanim miktar1 dikkate alinarak 1:1000 oraninda PBS’de
seyreltilen 8-OHAG pab, her kuyucuga 100 pL hacimde eklenerek plak kaplandi.
Kaplanan plak 4°C’de gece asir1 inkiibasyona birakildi. Ertesi giin +4°C’den ¢ikarilarak,
1 saat oda sicakliginda bekletildi. Siire sonunda plak aspire edildi ve havlu kagida iyice
vurularak kurutuldu. Uzerine PBS igerisindeki 1X stabilcoat ile 1 saat oda sicakliginda
bloklama yapildi. Ardindan %0.05 (v/v) Tween 20 i¢ceren PBS’ten her kuyucuga 100 uL.
eklenerek 3 defa yikama yapildi. Yikama islemini takiben plakaya PBS’de hazirlanmig
olan 6.25-100 ng/mL konsantrasyon araliginda 8-OHdG eklendi ve 40 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi. Siire bitiminde plak i¢i aspire edildi, 3 defa yikama yapildi.
Uzerine 10 pL PBS (pH 7.4) igerisinde 10 pg/mL konsantrasyonda seyreltilmis 8-
OHdG pab ve NFs ilave edildi. 60 dk inkiibasyon sonunda plak igi aspire edildi. 3 kez
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yikama tamponu ile yikandiktan sonra 100 uL 3,3'5,5'-tetrametilbenzidin (TMB)
eklendi. Karanlikta 15 dakika bekletildikten sonra 1 M H,SO4 ¢ozeltisinde 50 pL her
kuyucuga eklenerek reaksiyon sonlandirildi.  Optik  dansiteler 450 nm’de
spektrofotometrede 6l¢iildii. Deneyde kor olarak PBS kullanildi.

Her bir analizde belli konsantrasyonlarda 8-OHdG spike edilmistir ve geri kazanim

oranlar1 belirlenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Bradford Yontemi ile Protein Miktar1 Tayini

Biyotin Ab/NFs ve 8-OHdG pab/HRP/NFs materyalleri sentezi sonrasi olusan
mavi renkli {riinlerde c¢igek sekilli hibrit nano yapilar gozlemlendi. Siipernatanta
Bradford yontemi uygulanarak protein tayini yapilmistir. Protein tayini i¢in 0.1-1.0
png/mL  konsantrasyonlarda standart albiimin ¢o6zeltisi hazirlanarak standart BSA
kalibrasyon grafigi ¢izildi (Sekil 16). Elde edilen grafikten biyotin Ab-NFs ve 8-OHdG
pab/HRP-NFs’nin enkapsiilasyon oranlari sirasiyla %95 ve %97 bulunmustur. Biyotin
ADb-NFs ve 8-OHdG pab/HRP-NFs’nin enkapsiilasyon oranlar1 sirasiyla %95 ve %97
bulunmustur. Elde edilen total {irlin miktar1 sirasiyla 10 mg ve 8 mg olup, ortalama
agirlik verimleri ise sirasiyla %5,78 ve %3,64 belirlenmistir.

1 -
0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
= 05 -
B804 -
<

0,3 1
0,2 -
0,1 -

O T T T T 1
0 20 40 60 80 100

pg/mL protein

y =0,0096x - 0,0265
R?=0,9923

bans

0

Sekil 16. BSA standart grafigi

4.2. SEM Goruntiileri

Konjugat olarak kullanilmak {izere sentezlenen hibrit nano ¢igek yapilardan 1 ve
2 uL biyotin-Ab kullanilarak sentezlenen materyallerde ¢igek benzeri bir yapi elde
edilmemistir (Sekil 17 ve 18), 4 uL biyotin-Ab’nin kullanildig1 sentez sonucunda ¢igek
morfoloji (Biyotin Ab-NFs) gozlemlenmistir (Sekil 19). Bir diger hibrit konjugat olan
8-OHdG pab/HRP-NFs sentezi i¢in 1, 2 ve 4 puL 8-OHdG pab ve 0.008 mg/mL anti-
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rabbit 19G-HRP kullanilarak yapilan sentez sonucu ¢i¢ek benzeri bir morfoloji
gozlenmediginden (Sekil 20) 8-OHAG pab ve anti-rabbit 1gG-HRP konsantrasyonlari
degistirilerek yeniden sentez test edildi. 8-OHdG pab’in 8 pL ve anti-rabbit IgG-HRP’1n
0,02 mg/mL konsantrasyonda kullanildigi deneyde elde edilen iriiniin ¢igek sekilli
morfolojiye sahip oldugu kaydedildi (Sekil 21). Bu nano ¢i¢ekler hem biyotin Ab-NFs
hem de 8-OHdG pab/HRP-NFs icin benzer yapida olup tek tip morfolojiye sahiptir.
Biyotin Ab-NFs cap1 yaklasik 8-10 um iken 8-OHdG pab/HRP-NFs ¢ap1 yaklasik 4-5
pm olarak Olgiilmiistiir. Cigek morfoloji tespit edildikten sonra diger analizler

gerceklestirilmistir.

|GeminiSEM 500-71-08

Sekil 17. Biyotin Ab-NFs (1 pL) SEM gbriintiisii
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ZEISS

GeminiSEM 50

Sekil 19. Optimum sentez olarak kabul edilen biyotin Ab-NFs’nin (4 pL) SEM
goruntusu
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FARASY

GeminiSEM 500-71-08

Mag 100K X EHT 3.00 kv
Date :20 M WD = 5.4 mm

10 pmm

Sekil.21. 8-OHdG pab/HRP-NFs SEM Goriintiisii

. Mode

00F90

N
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Sekil 22. 8-OHAG pab/HRP-NFs’nin goriintiisii

4.3. EDX Analizi

Hibrit nano ¢icek konjugat yapilarda bulunan Cu?* metal iyonunun varligt EDX
analizi ile dogrulanmistir. Biyotin Ab-NFs’e ait EDX spektrumunda gorildigi gibi
(Sekil 23) Cu, C, N, O, Na, P ve Cl elementlerinin yapidaki dagilimlar1 belirlendi.
Konjugat yapmm Cu?* agirhigi ve atomik yiizdesi sirasiyla %6.71 ve %1,52 olarak
ol¢iildi. C, N, O, Na, P ve CI elementlerinin spektrumdaki atomik yiizdeleri ise sirastyla
%66.19, %3.11 %26.03, %1.77, %1.16 ve %0.23 olarak kaydedildi (Cizelge 4.1.). 8-
OHdG pab/HRP-NFs’nin Cu®* agirhig ve atomik yiizdeleri sirasiyla %12.21 ve %3.09
olarak Olciiliirken C, N, O, Na, P ve Cl elementlerinin atomik yiizdeleri %50.75, %4.0,
%35.47, %3.63, %2.54 ve %0.51 belirlendi (Sekil 24. ve Cizelge 4.2.)
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Sekil 23. Optimum kosullarda sentezlenmis biyotin Ab -NFs EDX analizi

Cizelge4.1. Biyotin Ab -NFs elementlerin dagilimi

Element Weight % Atomic % Net Int.
CK 55.36 66.19 5478.01

O K 29 26.03 2637.21

P K 2.91 1.16 117111

Cuk 6.71 1.52 79112
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Sekil 24. 8-OHAG pab/HRP-NFs EDX analizi

Cizelge 4.2. 8-OHdAG pab/HRP-NFs elementlerin dagilimi

Element Weight % Atomic % Net Int.
CK 37.86 50.75 1504.04

o 35.25 3547 232003

PK 4.89 1224.45

CuK 12.21 803.12

4.4. Elemental Haritalama

Elementel haritalamalar incelendiginde Sekil 25°te goriildiigii tizere biyotin Ab-
NFs igerisinde C, O, P ve Cu, elementlerinin homojen bir sekilde dagildigi
goriilmektedir. Benzer sekilde 8-OHdG pab/HRP-NFs igerisinde de C, N, O, P ve Cu

elementlerinin homojen sekilde dagilmistir (Sekil 26).
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. 1% CK

15% 0K

8% PK

. 6% Cuk

Sekil 25. Biyotin Ab -NFs’nin elementel haritalamasi (A) Mix, (B) C, (C) O, (D) P ve
(E) Cu

c
—
3
B 5% ck
1% NK
13% 0K
B 7 ek
B 4% cuk
——

Sekil.26. 8-OHdG pab/HRP-NFs’nin elementel haritalamasi. (A) Mix, (B) C, (C) N, (D)
O,(E)Pve(F)Cu

38



4.5. XRD Analizi

Biyotin Ab-NFs ve 8-OHdG pab/HRP-NFs’ lerin pargacik boyutu, faz dengesi
ve kristal yapisinin 6l¢timii XRD ile arastirildi. Biyotin Ab-NFs ve 8-OHdG pab/HRP-
NFs spektrumlari analiz edildiginde JCPDS karti (00-022-0548) numarali
Cu3(P0Oy),2.3H,0 kristal yapist ile her iki spektrumun tiim kirinim zirveleri iyi bir sekilde
eslestigi gortildi (Sekil 27 ve Sekil 28).

T\:""‘L-&-—’}\L{.,_,-:~.: _f, e =

(v
‘ \

) (Coppe (Cu)

Sekil 27. Biyotin Ab-NFs’nin XRD analiz grafigi

vy ) |

Sekil 28. 8-OHAG pab/HRP-NFs’nin XRD analiz grafigi
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4.6. FTIR Analizi

Serbest biyotin ve biyotin Ab-NFs hakkinda bilgi sahibi olmak ve hibrit yap1
formuna ge¢ildiginde serbest yapida meydana gelen degisiklikleri incelemek i¢cin FTIR
spektrum analizi yapilmistir. Serbest biyotin ve biyotin Ab-NFs’in karakteristik pikleri
sirastyla verilen FTIR spektrumunda gosterilmistir (Sekil 29). Serbest formda ~1200
cm?, ~1700 cm™, ~2400 cm™, ~3200 cm™ civarinda pik vermektedir. Bu pikler biyotin

ADb-NFs’de de gézlemlenmistir.

Serbest Biotin

!
1
1
1
1
1
!
'
'

% Transmittance

Biotin Ab-NFs

B : L/YA»/‘ '
| 3 S5 :
' : : : 5 | !
1L 1 y L gt L 1 1 1 1. :1 L u h
4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

cm!

Sekil 29. Biyotin Ab-NFs ve serbest biyotinin FTIR analiz grafigi
Ayni sekilde serbest 8-OHAG pab ve 8-OHdG pab/HRP NFs’nin FTIR spektrum
analizi gergeklestirilmistir. Serbest 8-OHdG ve 8-OHdG pab/HRP NFs’nin karakteristik
pikleri sirasiyla verilen FTIR spektrumunda gosterilmistir (Sekil 30). 8-OHdG pab/HRP
NFs’de goriildigii iizere, ~500 cm™, ~1100 cm™, ~1700 cm™, ~2300 cm™ ~3200 cm™

ve ~3700 cm™ civarinda pik vermektedir.
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Serbest 8-OHAG pab

8-OHJG pab/HRP NFs

% Transmittance

1 ' i 1 g ! 1 i

1 | A

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 400

em!

Sekil 30. 8-OHAG pab/HRP-NFs ve serbest 8-OHdG nin FTIR analiz grafigi

4.7. ELISA Deney Sonuglari

Deney 1’de belirtildigi sekilde ticari kitin kullanim kilavuzu oldugu gibi

uygulandi ve Sekil 31°de goriilen sonuglar elde edildi. Kontrol amaci ile gergeklestirilen

ticari kit protokoliinde standartlar biyotin ile isaretlenmis 8-OHdG antikoru igerdiginden

ayrica isaretsiz 8-OHdG antikoru ile deney tekrarlandi (Deney 2). Bu sonuglara gore

standartlarin optik dansitelerinde bir miktar diisiisle birlikte standart kalibrasyon grafigi

benzer sekilde bulundu (Sekil 32.).
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OD (450 nm)

2,3 Standart (ng/mL)

2.1 y=0,1328x + 0,4429 , 12
R2=0,9825 s
19 . 6
1.7 3
LS L5
=
E:{ 13 0,75
g 1.1 Kor
09
0.7
0.5
03 = T T T T T "
0 2.5 5 7,5 10 12,5 L5
Konsantrasyon (ng/mlL.)
Sekil 31. Ticari kit protokoliine gore elde edilen standart grafik.
L5 Standart (ng/mL)
12
L3 y=0,0707x + 0,4218 .
R2=0,9743 . 6
L1 3
1,5
0.9 0,75
Kdér
0,7
0,5
0?3 L] L] L] L] L] L] 1
0 2.5 5 7.5 10 12,5 )

Konsantrasyon (ng/mL)

OD 450
1,9761
1,3507
0,8923
0,6284
0.4557

0,1957

OD 450
1,246
0,869
0,697
0,542
0,399
0,154

Sekil 32. Isaretsiz 8-OHdG antikoru ile tekrarlanan kit protokoliinden elde edilen

standart grafik
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Deney 3: Sentezlenen organik-inorganik hibrit nano ¢igeklerin ELISA’da

kullanimini test etmek amaciyla biyotin-Ab-NFs sentezlendi ve ticari kit protokoliinde

birka¢ revizyonla deney gergeklestirildi (Sekil 34.). Elde edilen sonuglar hibrit nano

cicek kullaniminda tespit limitinin ticari ELISA sistemlerine yakin sonu¢ verdigini

gostermektedir. Biyotin ile isaretlenmis anti-8-OHdG antikorunun kit protokoliinde 10

uL direkt kullanimi 6nerilmistir. Nano ¢igek sentezinde ise 4 uL biyotin ile isaretlenmis

anti-8-OHdG antikoru kullanilarak 10 mg biyotin-Ab-NFs {irtinii elde edilmistir. ELISA

testi kullaniminda ise nano ¢igekler 100 pg/mL hazirlanip 10 pL/kuyu olacak sekilde

uygulanmigtir.

Nano gice
)
B ) >  PBS % ’\
+ AN = N\
Cu?*  Yakalanan Antikor -Biyotin  Nano cicek
ISA plakasi
Sekil 33. Sentezlenen konjugat yapidaki nano ¢igekler
23 9 :
Standart (ng/mlL.) OD 450
2.1 ¢ y=0,1255x + 0,5433 _ 12 1.9901
R:=0,9831

19 1 6 1.421

173 3 0.934
2151 1.5 0,702
§, 13 0.75 0,587
21,1 1
o Kor 0.256

09 1

0,7

05 1

g d—

0 25 5 75 10 12,5 15

Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 34. Biyotin Ab-NFs’lerin kullanildig1 standart grafik
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Deney 4: Daha once belirtildigi sekilde antijen-antikor ¢ifti olusturarak
gelistirilen ELISA test sisteminden elde edilen sonuglar asagidaki gibidir (Sekil 35.). 8-

OHAG pAb hem kaplama hem de primer antikor olarak test sisteminde kullanilmistir

0,90 - Standart (ng/mL) 0D 450
h vy =0,0064x - 0.1659 . 100 0.7777
0’80 7 R2=0.9848 S
- 50 0.5310
0,70 -
T 25 03371
- -
£ 0,60 1 8
= 12,5 0.2264
5 l
G 0,50 1 6.25 0,1880
2 |
£ 0,40 1 Kér 0.1346
o .
0,30 -
0,20 4
0 25 50 75 100

Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 35. Antijen-antikor ¢ifti olusturarak gergeklestirilen ELISA test sistemi standart
grafigi

Deney 5: Deney 4’ten sekonder antikor basamag: kaldirilarak 8-OHdG pab ve
anti-rabbit 1gG-HRP igeren nano ¢igekler kullanilarak test tekrarlanmistir (Sekil 36.).
Olusturulan antijen-antikor ¢iftinde nano ¢igek kullaniminda tespit limiti ticari ELISA
sistemlerine yakindir. Anti-8-OHdG pAb 100 uL olarak 1:1000 konsantrasyonda sentez
ortamina ilave edilmistir ve 8 pL anti-8-OHdG pAb kullanilarak 8 mg 8-OHdG
pab/HRP-NFs iiriinii elde edilmistir. ELISA uygulamasinda 10 pg/mL nano ¢icek PBS
(pH 7.4) igerisinde hazirlanip 10 puL/kuyu olacak sekilde kullanilmustir.
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Standart (ng/mL)
130 1 ¥=00102x + 0226 100
R?=09788 o )
110 4 50
o 25
Z 090 4
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v
T
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Sekil 36. 8-OHAG pab/HRP-NFs’in kullanildig: standart grafik

OD 450

1.2880

0.6370

0.4920

0.3891

Her bir deneyde reaksiyon ortamina spike edilen 8-OHdG konsantrasyonlari ve

geri kazanim oranlar Cizelge 4.3 te sunulmustur.
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Cizelge 4.3. Her bir deneyde spike edilen 8-OHdG konsantrasyonlar1 ve geri kazanim oranlari

Standart 2 Spike edilen 8-OhDG Spike edilen Geri Kazamim | Geri Kazamim
Deney (ng/mL) DERlem B miktar1 (ng/mL) 8-OhDG miktar1 (ng/mL) [Standart Sapma
g g Absorbansi g P
1 0,75-12 y=0,1328x+0,4429 0,9825 10 1,7300 9,69 0,22
2 0,75-12 y=0,0707x+0,4218 0,9743 0,8100 5,49 0,35
3 0,75-12 y=0,1255x+0,5433 0,9831 1,1120 4,53 0,33
4 6,25-100 y=0,0064x+0,1659 0,9848 40 0,4600 45,95 4,21
5 6,25-100 y=0,0102x+0,2260 0,9788 40 0,6713 43,66 2,59
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5. TARTISMA ve SONUC

Yasayan aerobik organizmalarda, reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) asir1 liretimi,
hiicre hasart ve sonu¢ olarak hiicre olimleri tizerindeki etkileri nedeniyle birgok
biyolojik siire¢ ve hastaligin nedeni olarak kabul edilmektedir. ROS olusumu yaslanma,
Alzheimer, Parkinson ve Huntington hastalig1 gibi norodejeneratif hastaliklar ve ayrica
kanserle iliskilidir (Algahtani vd., 2023). Kronik ve birikimli oksidatif stres, DNA,
lipitler ve proteinler dahil olmak {izere ¢esitli biyomolekiillerde hasar verici
degisikliklere neden olur. Bu baglamda, DNA hidroksilasyonu yoluyla 8-hidroksi-2'-
deoksiguanozin (8-OHdG) olusumu, oksijen radikal kaynakli mutagenezin onemli bir
mekanizmasidir (Valavanidis vd., 2009). 8-OHdG, oksitlenmis guanin lezyonlarinin bir
onarim Urinidiir ve oksidatif stresin uygun bir biyobelirteci olarak kabul edilmistir
(Urbaniak, 2020). 8-OHdG siklikla 6l¢iilen ve baz hasari {irtinleri arasinda en bilenen
bir DNA hasar1 parametresidir. Bu nedenle ¢esitli biyolojik numunelerde 8-OHdG
diizeylerinin Ol¢timii  oksidatif DNA hasarinin direkt indikatorii olarak kabul

edilmektedir (Chiorcea and Paquim, 2022; Sancar vd., 2021).

Oksidatif stres seviyelerindeki artis ile karsinogenez arasinda pozitif bir
korelasyon bulunmaktadir (Saha, 2017). Hiicre zarlarinin, proteinlerin ve DNA'nin
lipidlerinde kalic1 olarak oksidatif hasar meydana geldigine dair kapsamli deneysel
kanitlar vardir. Niikleer ve mitokondriyal DNA'da, 8-OHdG veya 8-o0kso-7,8-dihidro-2'
-deoksiguanozin (8-oxodG), serbest radikal kaynakli oksidatif lezyonlarin baskin
formlarindan biridir ve bu nedenle oksidatif stres ve karsinogenez icin bir biyobelirteg
olarak yaygin olarak kullanilmistir. Calismalar, idrar 8-OHdG'nin c¢esitli kanserler ve
dejeneratif hastaliklarin risk degerlendirmesi i¢in 1iyi bir biyobelirte¢ oldugunu
gostermistir (Graille vd., 2020). 8-OHdG o6l¢giimiine yonelik en yaygin kullanilan
kantitatif analiz yontemi, elektrokimyasal algilama (EC) ile yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC), gaz kromatografisi-kiitle spektrometrisi (GC-MS) ve HPLC
tandem kiitle spektrometresidir (Khelfi 2024).

Son yillarda yapilan tiim arastirma cabalarina ragmen, kanser i¢in erken teshis
hala sag kalim i¢in en 6nemli belirleyicidir. Bu nedenle, genis tarama programlarinda

yiriitillen oksidatif stres biyobelirte¢ analizlerine olan talep kritiktir. Hali hazirda 8-
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OHAG biyomolekiilii, idrar (Lee vd., 2010; Subash vd., 2010; Wang vd., 2014), tiikiirik
(Guan vd., 2014), kan (Bolner vd., 2011) ve doku (Arnett vd., 2005) gibi cesitli
biyolojik 6rneklerde Olgiilmektedir. Saglikli insanlarda ortalama 8-OHdG seviyelerinin
yaklasik 20 ng/mL oldugu ve oksidatif stres arttik¢a bu degerin arttigi bulunmustur
(Cutler, 2002). Bir diger calismada parkinson hastalarinda 8-OHdG diizeylerinin
saglikli kontrollerden 2-3 kat daha yiiksek olabilecegini gosterilmistir (Bolner vd.,
2011). Ayrica kardiyovaskiiler hastalarmin kontrollerden daha yiiksek 8-OHdG
seviyeleri gosterdigi goriilmiistiir. Meta-regresyon modelleri, yasin, hipertansiyonun ve
erkek cinsiyetinin  kardiyovaskiiler hastalari ve kontroller arasindaki 8-OHdG
seviyelerindeki farki 6nemli dlglide etkiledigini analizlerle test edilmistir (Minno vd.,
2016). Bu nedenle, 8-OHdG degerlendirmesi i¢in oldukg¢a hassas (nanomolar diizey)
metodolojilere ihtiya¢ vardir. Alternatif olarak, literatiirde ¢ogunlukla elektrokimyasal
veya kuvars kristal mikro terazisi tespit modlarina dayanan birkag biyoalgilama cihazi
bildirilmistir. Bu tiir cihazlar, camsi karbon (Gutiérrez vd., 2016) destekler tizerindeki
aktif redoks Ozelliklerini kullanarak, ¢ok duvarli karbon nanotiipler veya grafen gibi
yiiksek iletkenlige sahip nanomalzemelerle modifiye edilmis 8-OHdG'in dogrudan
okunmasini saglamaktadir (Gabriela vd., 2016). Elektrokimyasal biyosensorlerde
alternatif bir tanima elemani olarak plastik antikorlar, 8-OHdG tespitine yeni avantajlar
getirebilir. Bu sentetik malzemeler molekiiler baskili teknoloji ile elde edilir ve dogal
muadillerine gore daha uzun kararlilik 6zellikleri ve daha diisiik tiretim maliyetleri ile
baglantilidir. Ek olarak, bu tiir malzemeler 2008-2009 yillarinda bildirilmistir ve o
zamandan beri literatiirde molekiiler baskili teknolojideki oOnemli gelismeler ele
alinmistir (Gabriela vd., 2016). Biyolojik orneklerdeki 8-OHdG'yi analiz etmek igin
reezonans rayleigh sagilmasi (RRS) (Guo vd., 2012), gaz kromatografisi-kiitle
spektrometrisi (GC-MS) (Mei vd., 2005), ve yiiksek performansli sivi kromatografisi
(HPLC) (Kasai, 1997) dahil olmak iizere ¢esitli yontemler onerilmistir. Bu geleneksel
tespit teknikleri iyi bir segicilie ve uygun tespit limitlerine ulasmis olsa da bunlar
zaman alicidir ve genellikle karmasik ve zahmetli teknolojilerin, son derece nitelikli
personelin ve biyolojik 6rneklerin asir1 islenmesinin kullanimini gerektirir. Bu nedenle,
8-OHdG tespiti i¢in hizli, hassas, kullanimi1 kolay ve diisiik maliyetli yontemlerin

gelistirilmesi bir zorluk olmaya devam etmektedir (Korkmaz vd., 2018) Bu geleneksel
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yaklagimlar disinda, enzim baglantili immiinosorbent testi (ELISA) son yillarda yaygin

olarak kullanilmaktadir.

Enzim baglantili  immiinoabsorbent test (ELISA), biyomarkerlerin
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilan bir ydntemdir. Ozellikle hastalik teshisinde
hizli ve hassas sonuglar sunmasi nedeniyle tercih edilmektedir. ELISA, bircok
biyomarkerin tespitinde standart bir yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir. Yiiksek hassasiyet,
tekrarlanabilirlik ve hizli sonu¢ alma gibi Ozellikleri, klinik uygulamalarda tercih
edilmesinin baslica nedenlerindendir. Ayrica, ELISA testleri genellikle diisiik maliyetli
olup, biiyiik veri setleri tizerinde ¢alismaya olanak tanir. 8-OHdG'nin ELISA ile analizi,
hastaliklara 6zgili durumlarin erken teshisinde 6nemli bir rol oynar ve tedavi siireglerinin
izlenmesine yardimci olur. Bu yontemle hastaliklarin tespit ve izlenmesinde kullanilan
Kitlerin pahali olmasi, uzun bekleme siireleri, sinirli olabilen 6zgiilliik, diisiikk dinamik
aralik ve uzman ihtiyaci gibi dezavantajlarin saf digi birakma potansiyeli oldukca
yiiksektir. Ozellikle nanoteknolojideki gelismelerle birlikte ELISA yénteminde birtakim
modifikasyonlar ve inovasyonlar gergeklestirilmektedir (Jaria vd., 2020; Peng vd.,
2022). Bu c¢alismalarda diyagnostik endiistrisinde potansiyeli yiiksek yeni hibrit
malzemeler sentezlenmistir. Rezonans Rayleigh sacilmasit (RRS), elektrokimyasal
algilama ile yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC-ED), gaz kromatografisi-
kiitle spektrometresi (GC-MS), kapiler elektroforez (CE) ve enzim bagh
immiinosorbent testi (ELISA) gibi ¢esitli analitik yontemler 8-OHdG arastirmasi i¢in
gelistirilmistir (Ye vd., 2020). Geg¢miste yapilan bir¢ok ¢alismada, 8-OHdG'nin
belirlenmesi i¢in en sik elektrokimyasal tespitli bir HPLC prosediirii kullanilmistir.
HPLC, doku, lenfosit ve plazmada 8-OHdG'yi 6lgmek i¢in kullanilan yontem olmaya
devam etmektedir. Lily vd., (2004) 8-OHdG’yi analiz etmek ve 6lgmek igin HPLC
prosediiriinii kullanmistir. Doku ve lenfositte 8-OHdG'yi analiz etmek i¢in, HPLC ile
Olctilebilmesi i¢in 8-OHdG'nin niikleer DNA'dan enzimlerle ¢6ziinebilir bir bilesige
salimmas1 gerekir. Ashwin vd., (2023) c¢alismalarinda diyabetli ve diyabetsiz
okiilofaringeal miiskiiler distrofi ve oral skuamdz hiicreli karsinom hastalariin
potansiyelli kanser olma durumlari degerlendirilmistir. Bu g¢alismasinda tiikiirik 8-
OHdG seviyesi, SOD ve GPx diizeylerinin degerlendirilmesi ELISA yontemi
kullanilarak Olgmiistiir. Bir baska calismada daha Once serum arginaz I'in astiml

hastalarda arttigin1 ve kiiclik bir saglikli popiilasyonda oksidatif stresle iliskili
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oldugunu bildirmislerdir. Ancak, arginaz I'in oksidatif stresle kesin iliskisi
bilinmemektedir. Yaptiklari bu ¢alisma, ELISA ile yeni bir aragtirma ile daha saglikli
bir popiilasyonda arginaz I'in oksidatif stresle iligkisini analiz etmeyi amaglamistir
(Keiki, 2013). Baska bir ¢alismada, 50 migren hastasinin (11 aurali ve 39 aurasiz)
oksidatif DNA hasarmin bir gostergesi olan 8-OHdG 6l¢miistiir. Caligsmalarinda migren
ataklar1 arasindaki donemde, aurali ve aurasiz hasta alt gruplarimi dikkate alarak,
oksidatif DNA hasarmin bir gostergesi olan 8-OHdG diizeyleri degerlendirilmistir
(Geyik vd., 2016). 8-OHdG serum diizeyleri, dokularda, serumda ve plazmada DNA
oksidasyonunun kantifikasyonu i¢in uygun rekabet¢i bir ELISA kiti kullanilarak
Olgiilmiistiir. Kurgan vd., (2015) calismalarinda kronik periodontitisli hastalarda
periodontal tedaviden 6nce ve sonra tiikiiriikte 8-OHdG'in tespiti i¢in tandem kiitle
spektrometre sivi kromatografisinin (LC-MS/MS) ELISA ile karsilastirildiginda
duyarliligini test etmislerdir. Yaygin kronik periodontitisli 23 hastadan (sekiz kadin ve
15 erkek; yaslar1 46.1 £ 5.1 yil) ve periodontal olarak saglikli 25 kisiden (15 kadin ve 10
erkek; yaslar1 44.9 + 6.8 yil) tiikiirik Ornekleri toplanmustir. Tikirik 8-OHdG
seviyeleri tedavi Oncesi ve sonrasinda ELISA ve LC-MS/MS kullanilarak ol¢iilmiistiir.
Benzer sekilde tiikiiriikten 8-OHAG karakterizasyonu, premalign oral bozukluklar
(PMOD) ve oral skuaméz hiicreli karsinom (OSCC) hastalarinda oksidatif stresi
izlemek i¢in Nandakumar vd., (2020) mevcut ¢alismalarinda, oral submukoza fibrozisi
(OSMF) ve OSCC hastalarinda saglikli bireylerle karsilastirildiginda potansiyel olarak
malign oral bozukluktan a¢ik maligniteye hastaligin ilerlemesini degerlendirmek i¢in
tikiiriik 8-OHAG seviyelerini 6lgmek i¢in 90 hastadadan 4 mL uyarilmamis tiikiiriik
toplamiglardir. Tiikiirik 8-OHdG'nin kantifikasyonu i¢in Sandvi¢ ELISA testi
uygulanmistir. Bu ¢alismalardan anlasildigi iizere oksidatif stres giiniimiizde pek ¢ok
cesitli alanda arastirilmaktadir ve bu noktada 8-OHdG tespiti hayati noktadadir. ELISA
disinda, 8-OHdG tespiti i¢in alternatif yontemlerin avantajlar1 ve dezavantajlari lizerine
tartigmalar siirmektedir. Bu yontemlerin dogrulugu, duyarliligi ve maliyet etkinligi gibi
konular, aragtirmalarin odagindadir ve bilimsel ve klinik ilgi artmaktadir (Menzel vd.,

2021).

ELISA’nin gesitli alanlarda kullanilmasiyla birlikte nanoteknolojinin hizla
gelismesi, ELISA i¢in olumlu sonuglar vadetmistir. Son yillarda 6nem tasiyan

nanoteknoloji, literatiirde ELISA ile bircok avantaj sunmaktadir. Bunlardan en énemlisi
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nano ¢icek sentezidir. Shi vd. (2014) yaptiklari ¢alismada sentezledikleri bakir nano
cicek yapilarin ylizeyinin, yiizey ilizerinde homojen bir sekilde dagilmis bir yaprak
birikintisine benzedigini saptayarak nano ¢iceklerin olusum mekanizmasini su sekilde
tamimlanmustir; enzim, Cug(PO,), kristallerinin  ¢ekirdeklesmesini  indiikleyerek,
yapraklar i¢in iskeleti olusturmakta ve yapraklari birbirine baglamak i¢in bir "tutkal"
olarak gorev yaptigimi rapor etmislerdir. Lee vd., (2020) yaptiklari ¢alismada enzim
kapsiilii bulunan serum alblimini nanopartikiilii ile ultra duyarli olan ELISA testini
kullanarak tioredoksin-1’i tespit etmislerdir. Hastaliklarin erken teshis edilmesinde
viicut sivilar1 veya kandaki biyolojik durumun gostergelerini 6lgen biyobelirteg testleri
kullanilmaktadir. Ancak bu yontemler, biyobelirteclere karsi dayanikliligin  diisiik
olmasi nedeniyle sinirli kalmaktadir. Sentezlenen nanopartikiiller kullanarak meme
kanserinin biyolojik belirteci olan tioredoksin-1, dogrudan sandvi¢ yontemi ile
Olgmislerdir. Dayanikliligin yan1 sira ELISA, yiliksek 6zliiliik ve hassasiyete sahip bir
nano ¢igek bazli yontem olmasi sebebiyle Yin vd., (2022) Staphylococcus aureus
patojeninin tespiti i¢in nano ¢icek bazli ELISA yontemi olusturmuslardir.
Yontemlerinde, nanoarsitektonik yoluyla, spesifik bir hiicre duvari ig¢in baglama alani
olusturmus ve organik-inorganik hibrit nano ¢igek kompleksi hazirlamislardir. Liu vd.,
(2017) yaptilan ¢alismalarinda diisiik maliyet, 6l¢iim kolayligi, yiizey-hacim orani ve
kolay hazirlanabilir olmasindan dolay1 nano ¢igekleri kullanmiglardir. Ayni sekilde Wen
vdadaslar1, yaptiklari galismada S. Aureus tespiti i¢in nano ¢igek tabanli ELISA yontemi
gelistirmistir. S. aureus yliksek 6zgiil baglanma yetenegi ve HRP'nin gelismis stabilitesi
ve aktivitesi nedeniyle, nano ¢icegin biyo-hibrit nanomimarisi, S. aureus'un etkili ve
hassas tespiti i¢in yeni bir ELISA yontemi gelistirmelerine olanak saglamistir. Deneyde,
oncelikle 96 kuyulu bir plakanin kuyularini, S. aureus'u yiiksek afiniteyle spesifik
olarak yakalayabilen anti- S. aureus poliklonal antikoru ile kaplanmigtir. Numunedeki
diger maddeleri yikadiktan sonra, kuyudaki spesifik olmayan baglanma bolgesini bloke
etmek i¢in s1gir serum alblimini (BSA) uygulanmis, ardindan sisteme hazirlanmig CBD-
HRP-Cus(PQOy); ligii bir arada hibrit nano ¢i¢ek eklenmistir (Wen vd., 2022). Yucheng
vd., (2017) ise galismalarinda, PBS tamponunda belirli bir siire oda sicakliginda bir
bakir iyon ¢ozeltisine SA ve HRP ekleyerek kolay tek kapta yesil sentez stratejisiyle
streptavidin (SA) ve HRP-Cu3(POg); hibrit nano g¢igegi hazirlamiglardir. Sentezde

kullanilan biyolojik maddeler (SA ve HRP), immobilize proteinin aktivitesini korumak
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icin diger geleneksel yontemlere kiyasla daha az manipiilasyona maruz kalmaktadir.
SA-HRP-Cu3(POy); hibrit nano ¢igek, genellikle ELISA'da kullanilan klasik bir sistem
olan biyotine olan yiiksek afinitesi nedeniyle tanima birimi olarak se¢ilmistir. Bu
nedenle, SA ve HRP'nin tamitimi nano ¢igege ikili bir islev kazandirilmistir.
Biyotinlenmis antikora 6zgiil yakalama yetenegi ve sinyal amplifikasyonu tiretmek igin
gelistirilmis enzimatik aktivite ve kararlilik saglanmistir. Hazirlanan SA-HRP nano
cicek, AFP testi i¢in basit ama giiclii bir kolorimetrik sensor olusturmak tizere ELISA'da
daha sonra kullanilmistir. Giilmez vd., (2018) proteaz enzimi kullanarak sentezledikleri
organik-inorganik hibrit yap1 sentezinde enkapsiilasyon verimlerini %95, %96 ve %94
olarak benzer aralikta tespit etmislerdir. Liu vd., (2017) yaptiklar1 ¢alismada enzim ile
grafen oksit yardimiyla hibrit nano c¢icek yapilar1i sentezlemistir. Bu sayede
morfolojilerinin ¢icek yapraklarina benzedigini belirtmis, streptavidin (SA)-HRP-
Cu3(POy), hibrit nano ¢i¢ek sentezledikleri ¢alismalarinda 0,1-50 ng/mL araliginda AFP
konsantrasyonlart ve absorbanslart arasmmda (R°=0.990) dogrusal bir iliski
saptamiglardir. Bu ¢alismada, Biyotin Ab-NFs ve 8-OHdG pab/HRP-NFs materyalleri
sentezlenmistir. Olusan mavi renkli irlinlerde ¢igek sekilli hibrit nano yapilar
gozlemlendigi goriilmiistiir. Elde edilen grafikten biyotin Ab-NFs ve 8-OHdG
pab/HRP-NFs’nin enkapsiilasyon oranlari sirasiyla %95 ve %97 bulunmustur. Elde
edilen total iirlin miktar1 sirastyla 10 mg ve 8 mg protein olarak hesaplanmistir.
Biyomimetik yOntemler, nano-ELISA deneyinde antikorlar1 veya enzimleri
hareketsizlestirme zorluklarini karsilamak icin ideal bir yol olan sulu ¢dzeltilerde
kendiliginden bir araya gelme siirecleriyle hibrit organik-inorganik ¢ok seviyeli yapi
nano ¢igek sentezlemek igin her zaman kullanilmaktadir. Chen vd., (2024) biyomimetik
bir yontem kullanarak sigir serum albiimini (BSA), yaban turpu peroksidazi (IgG-HRP)
ve bakir (II)’den olusan protein-inorganik nano c¢igek gelistirmiglerdir. BSA-(1gG-
HRP)-Cu3(PO,), hibrit 3D nano ¢igek daha sonra piridaben tespiti igin bir nano-ELISA
platformuna uygulanmis ve 3,90 ng/mL ve %50 inhibisyon konsantrasyonuna

ulasilmustir.

Bu caligmada sentezlenen hibrit konjugat yapinin karakterizasyon caligmalari
kapsaminda morfoloji SEM analizi ile belirlenmistir. Bu nano ¢i¢ekler hem Biyotin Ab-
NFs hem de 8-OHdG pab/HRP-NFs i¢in benzer yapida olup tek tip morfolojiye sahip
oldugu ve biyotin Ab-NFs cap1 yaklasik 8-10 um iken 8-OHdG pab/HRP-NFs ¢apinin
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yaklagik 4-5 pm oldugu tespit edildi. Liu vd., (2017) yaptig1 bir ¢calismada SA-HRP-
Cu3(PO4) hibrit nano ¢igeklerin ortalama 5 pm boyutunda olduklarini yiiksek
¢ozinlrliklii SEM goriintiisii ile dogrulamistir. Aynmi sekilde Zhang vd., (2019)
yaptiklart c¢alismada katalaz enzimi ile bakir hibrit nano ¢icek yapilarini
sentezlediklerinde elde edilen bakir hibrit nano ¢icek yapilarin boyutlarinin 10 um ile 20
um arasinda oldugunu tespit etmislerdir. S. Batule vd., (2019), yaptiklari ¢aligmada
BSA-Cu®* nano ¢igek yapilarini sentezlediklerinde ortalama biiyiikliigii yaklasik 10 pm
olan hiyerarsik olarak yapilandirilmis c¢icek benzeri mikropartikiiller, BSA'nin
mevcudiyetinde olustuklarint rapor etmislerdir. Aymi1 c¢aligmada protein icermeden
olusturulan kontrol numunesinin herhangi bir ¢i¢ek benzeri yapi olusturmadigini ve
sonucta ortaya ¢ikan nanomalzemelerin ¢i¢cek benzeri yapisinin olusmasi i¢in protein
bileseninin gerekli oldugunu rapor etmislerdir. Ancak nano c¢igeklerin ortalama
boyutlarmin kullanilan protein tiirli, miktari, sentez sartlar1 gibi reaksiyon kosullarina
bagli olarak 4-30 pm arasinda degistigi bildirilmistir. Altinkaynak vd., (2020)
calismalarinda kudret narinin peroksidaz aktivitesini ve hibrit nano ¢igek formlarim
arastirmistir. Calisma sonucunda en yliksek peroksidaz aktivitesi olgun meyvede ve
hibrit nano ¢i¢ek formunda goriilmiistiir. Yine farkli bir caligmalarinda floresan bakir
fosfat nano ¢icek (FCPnfs) sentezlenmis olup farkli miktarda akridin turuncusunun
farkli morfolojiye neden oldugu ve organik bilesenin nano ¢igek icerisinde homojen bir
sekilde dagildigr gosterilmistir (Altinkaynak vd., 2020). Bu calismada ise iki farkli
malzeme sentezlenmistir (biyotin antikoru i¢eren nano g¢igekler/ 8-OHdG poliklonal
antikoru iceren ve HRP enzimi iceren nano ¢igekler). Optimum kosullarda sentezlenen
nanomalzemelerin Kkarakterizasyonu i¢in, yapida bulunan metal iyonlarin ve diger
iyonlarin varligint dogrulamak adina EDX analizi gergeklestirilmis ve her iki
nanomalzemelerin icerisindeki element yapilarin dagilimda yer aldigi goriilmiistiir.
Element haritalama ile elementlerin nano ¢igeklerin igerisinde homojen dagildig: tespit
edilmistir. Yapmin parcacitk boyutunu ve kristal yapisinin Ol¢limiinii arastirmak
amaciyla gergeklestirilen XRD analizinde her iki nano ¢igek yapinin kirinim zirvelerinin
verilen kart numaralart ile uyumlu oldugu tespit edilmistir. Gergeklestirilen FTIR
analizlerinde serbest ile nano c¢igek yapilara ait piklerin biiyiik 6l¢iide ayni oldugu
gozlemlenmis ve boylelikle serbest yapilarin nano ¢igek yapilar igerisinde var oldugu

tespit edilmistir. Karakterizasyon analizlerini takibe ELISA deneyleri gergeklestirmistir.
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Ticari kitin protokoliinde birka¢ revizyonla konjugati tamamlamak hedeflenmis ve
tespit limitinin ticari kit sistemine yakin sonu¢ verdigi gozlemlenmistir. Sonraki
deneyde 8-OHdG pAb hem kaplama hem de primer antikor olarak test sisteminde
kullanilmistir ve elde edilen standart grafik ile basarili bir sonug elde edilmistir. Son
deneyde, uzun ve zaman alan reaksiyon basamaklarini kisaltmak adina deneyden
sekonder antikor basamag ¢ikarilarak test tekrarlanmistir. Bu deneyde de tespit limiti

ticari ELISA sistemine yakin oldugu tespit edilmistir.

Sonug olarak 8-OHdG’ye ozgii antikorlar kullanilarak nano ¢igek yapilar
sentezlenmis ve sentezlenen bu yeni hibrit malzemelerin mikro yapisi ve kimyasal
ozellikleri SEM, EDX, FTIR ve XRD analizleri ile karakterize edilmistir. Bulgular,
islevsellestirilmis hibrit konjugat sisteminin yiiksek antijen baglama kapasitesiyle
calistigint ve tespit limitinin ticari ELISA sistemlerine yakin oldugunu ortaya
koymustur. Sentezlenen konjugat, hastaliklarin tanisina yonelik dogru, hizli ve hassas
bir test sisteminin tek bir ELISA analiziyle belirlenmesi agisindan Onemli bir
potansiyele sahip olabilir. Klinik teshiste kullanimin1 garanti altina almak igin
hassasiyet, tekrarlanabilirlik ve stabilite ile ilgili ileri ¢aligmalara ihtiyag¢ vardir. Sunulan
bu yaklagim, biyosensor, biyotip ve biyokatalitik siireclere kadar ¢esitli uygulamalar
icin istege bagl hibrit sistem gelistirme konusunda umut vaat edicidir. Calismamizin
sonuglar1 ve literatlir incelendiginde 8-OHdG’nin teshisinde 6nemli biyobelirtecler
olabilecegi, 6zellikle biiyiik capli saha ¢aligmalarinda kullanimlarinin oldukga avantajh
olabilecegi diisiiniilmektedir. ELISA yontemi, 8-OHdG'nin tespitinde 6nemli avantajlar
sunmakla birlikte, 8-OHdG'nin hastalik teshisindeki potansiyelinin daha iyi
anlagilabilmesi i¢in, ELISA testlerinin gelistirilmesi ve diger analitik yontemlerle
entegrasyonu  gerekmektedir.  Gelecekteki  arastirmalar, 8-OHdG'nin  klinik
uygulamalarda daha etkin bir sekilde kullanilmasini saglamak igin bu zorluklar1 asmay1
hedeflemelidir. Bu baglamda, 8-OHdG’nin biyomarker olarak énemi ve ELISA’nin
sagladig1 olanaklar, saglik alaninda yeni teshis yontemlerinin gelistirilmesine katki
sunabilir. Ayn1 zamanda elde edilen veriler ELISA test kitlerinin kullanilacagi maliyetli

calismalar i¢in de ilham verici olabilir.
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