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OZET
ELEKTRONANO DiYAGNOSTIK

Leishmania PLATFORMLARI
Benay PERK

Yiiksek Lisans Tezi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Kimya Anabilim Dali
Danisman: Prof. Dr. Ulkii ANIK
Haziran 2023, 46 sayfa

Bu yiiksek lisans tezinde, bakir metal organik ¢er¢eve (Cu-(NH2-BDC)-MOF)
modifiye altin yilizey baskili elektrot (AuSPE) kullanilarak Leishmania major yiizey
proteaz (Gp63) antikor tespiti i¢in bir elektrokimyasal immunosensor gelistirilmigtir.
Ik olarak, AuSPE vyiizeyi (Cu-(NH2-BDC)-MOF) ile modifiye edilmistir. Ardindan,
rekombinant Leishmania donovani antijeni (KMP-11) antijeni ¢apraz baglayicilarla
elektrot yiizeyine immobilize edilerek aktif biyolojik tabaka olusturuldu ve anti-gp63
tespiti elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS) teknigi kullanilarak 0.1V'de
gerceklestirilmistir. Gelistirilen Leishmania immunosensériinde Cu-(NH2-BDC)-
MOF miktari, antijen miktari, antijen baglanma siiresi, antijen baglanma sicaklig1 ve
antijen-antikor inkiibasyon siiresi optimize edildikten sonra analitiksel karakteristik
caligmalar1 yapilmistir. Girisim ¢alismalar1 igin anti-VEGF, anti-AFP, anti-IgG
kullanilarak anti-gp63 analizi gergeklestirilmistir. Pozitif 6rnek olarak crude
Leishmania parazit antijeni ve negatif 6rnek olarak tavsan hiper-immiin serumu
kullanilarak ger¢ek Ornek uygulama denemeleri yapilmistir. Sonug olarak yiiksek
lisans tezi kapsaminda daha once hi¢ kullanilmayan Cu-(NH2-BDC)-MOF ile
Leishmania’nin hizli, pratik ve dogru tamisi igin elektrokimyasal Leishmania
immunosensorii gelistirilmistir.

Anahtar Kelimeler: Leishmania major yilizey proteazi (Gp63), rekombinant
L.donovani antijeni (KMP-11), metal organik g¢ergeve,
impedimetrik biyosensor



ABSTRACT
ELECTRONANO DIAGNOSTIC
Leishmania PLATFORMS
Benay PERK

Master of Science (M.Sc.)
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June 2023, 46 pages

In this master's thesis, an electrochemical immunosensor was developed for the
detection of Leishmania major surface protease (Gp63) antibodies using a copper
metal-organic framework (Cu-(NH2-BDC)-MOF) modified gold screen printed
electrode (AUuSPE). Firstly, the AuSPE surface was modified with Cu-(NH.-
BDC)-MOF. Then, the KMP-11 antigen was immobilized on the electrode surface
using cross-linkers to create an active biological layer, and the anti-gp63 detection
was performed using electrochemical impedance spectroscopy (EIS) technique at
0.1V. After optimizing the Cu-(NH2-BDC)-MOF amount, antigen amount,
antigen binding time, antigen binding temperature, and antigen-antibody
incubation time, analytical characterization studies were conducted. Interference
studies were performed using anti-VEGF, anti-AFP, and anti-IgG to analyze the
anti-gp63 detection. Real sample application experiments were carried out using
crude Leishmania parasite antigen as the positive sample and rabbit hyper-
immune serum as the negative sample. As a result, an electrochemical Leishmania
immunosensor utilizing Cu-(NH2-BDC)-MOF, which has never been used before,
was successfully developed for the rapid, practical, and accurate diagnosis of
Leishmania.

Keywords: Leishmania major surface protease (Gp63), recombinant L. donovani
antigen  (KMP-11), metal-organic framework, impedimetric
biosensor
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SEMBOLLER VE KISALTMALAR DiZiNi

Anti-gp63 Leishmania Major Yiizey Proteaz Gp63

AUSPE Altin Yiizey Baskil1 Elektrot

DMF N-N dimetilformamid

EDC N-(3-Dimetilaminopropil)-N-
etilkarbodiimid hidrokloriir
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K4[Fe(CN)e]3H,0 Potasyum Hekzasiyanoferrat (1) Trihidrat

KH2PO4 Potasyum Dihidrojen Fosfat
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\% Volt

XRD X-151m1 Kristalografisi

Xii



1. GIRIS

Leishmaniasis, disi kum sinekleri tarafindan memeli konakg¢ilar arasinda bulasan ve
Leishmania cinsinin en az 20 tiiriiniin neden oldugu vektér kaynakli parazitik
hastaliktir. Diinya Saglik Orgiitii (WHO) tarafindan bildirildigi {izere, Leishmaniasis
diinya capinda onemli alti hastaliktan biridir ve 350 milyondan fazla insani riske
sokmakta ve gelismis ve gelismekte olan iilkeler de dahil olmak iizere 98 {ilkede
yilda yaklasik 1,6 milyon yeni vakaya neden olmaktadir. En siddetli formu ve
Olumciil sonuglariyla bilinen Viseral Leishmaniasis (VL), 6zellikle Orta Dogu, Orta
Asya, Giliney Amerika ve Orta Amerika'da yaygin olarak goriilen, Leishmania
infantum ve Leishmania donovani parazitinin sebep oldugu bir hastaliktir. VL
tedavisinden sonra Post-Kala-Azar Dermal Leishmaniasis (PKDL) saglikli bireylerde
ortaya cikan bir cilt belirtisidir. Kutanéz Leishmaniasis (CL) genellikle 3-18 ay
icinde kendiliginden iyilesen bir {ilserle sinirlidir, ancak hastalik sonucunda ciltte
olusan yara izleri ve bu yara izlerinin neden oldugu cilt yap1 bozuklugu da meydana
gelmektedir (Burza, 2018). Tarihsel olarak, Leishmaniasis kotii yasam kosullar1 ve
yetersiz saglik hizmetleri ile iliskilendirilmistir. Bu nedenle, vakalarin ¢ogunlugu
(%90'dan fazlasi), hastaligin etkili tan1 ve kontrolii igin gerekli saglik kaynaklarinin
eksikligiyle miicadele eden diisiik gelirli iilkelerde meydana gelmektedir (Savioli ve
Daumerie, 2013; Savioli vd., 2017). 20. yiizyilin ve erken 21. ylizyilin baginda bu
hastalik hakkinda birgok bilgi edinilmis olmasina ragmen, hastaligin yonetimi ve
kontrolii heniiz iyi bir sekilde gergeklestirilememektedir (Harman, 2015).
Leishmaniasis hastaliginin erken teshisi, kalici hasarlarin ve 6liimlerin 6nlenmesi
acisindan son derece 6nemlidir. Leishmania parazitinin teshisinde genellikle enfekte
olmus kismin izolasyon veya godzlenmesini temel alan mikroskopik teknikler,
spesifik antikorlarin tayinini amaglayan tibbi kan testi, niikleik asit ve polimeraz
zincir reaksiyonunu temel alan molekiil temelli yaklasimlar kullaniimaktadir

(Guerbouj vd., 2014).



Bahsedilen teshis yontemlerinin kullanimimi kisitlayan faktorler arasinda, 6zel ve
maliyetli ekipman gerekliligi, yliksek vasifli personel ihtiyact ve uzun geri doniis

stireleri gerekmektedir.

Elektrokimyasal Leishmania biyosensorleri, 6zel egitimli teknisyenlere ihtiyag
duymadan kullanilabilen ve Leishmania’yr se¢imli bir sekilde tayin edebilen
sistemlerdir. Bu biyosensorler, tan1 kitlerine onciiliik edebilecek potansiyele sahiptir.
Bu tez ¢alismasi kapsaminda, Leishmania'nin hizli, pratik ve dogru bir sekilde teshis

edilebilmesi i¢in elektrokimyasal Leishmania biyosensorleri — gelistirilmistir.



2. KAYNAK VE OZETLER

2.1. Biyosensorler ve Cesitleri

Biyosensorlerin tarihi, bilim adami Leland C. Clark tarafindan 1962'de enzim
elektrotlarinin  gelistirilmesiyle baslamistir (Mohanty ve Kougianos, 2006).
Biyosensorler, biyolojik orneklerdeki kimyasal tiirlerin derisimine orantili olarak
Olgtilebilir sinyaller olusturan analitik cihazlardir. (Coulet, 2019). Biyosensorler,
temelde biyoreseptor, sinyal doniistiiriici ve sinyal islemcisinden meydana
gelmektedir (Sekil 2.1). Biyoreseptorlerin yapilar1 antikorlar, enzimler, DNA,
niikleik asitler mikroorganizmalar vb. gibi cesitli biyolojik tanima elemanlarindan
olugmaktadir. Biyosensorler, biyoreseptor tiirlerine gore mikrobiyal biyosensorler,
enzimatik biyosensorler, DNA biyosensorleri ve immunosensorler olarak gruplara

ayrilabilirler:
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Optik - o
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Sekil 2.1. Biyosensoriin sematik gosterimi.



2.1.1. Mikrobiyal biyosensorler

Mikrobiyal biyosensorler, biyoreseptor olarak mikrooganizmalarin bulundugu
biyosensorlerdir. Sinyal iiretmek amaciyla mikroorganizmalar fiziksel bir
doniistiiriicii ile uyumlu hale gelen analitik bir cihazdir. Mikrobiyal biyosensdrlerin
gelistirilmesinde yaygin olarak algilama tekniklerinden elektrokimyasal ve optik
teknikler kullanilmaktadir (Su vd., 2011). Giiniimiizde agir metaller,toksik gazlar,
ilaglar gibi bircok g¢evresel kirleticiler i¢cin ayni zamanda sularda bulunan oksijenin
ve bunun yaninda sulardaki mikroorganizmalar tarafindan kullanildigi belirlenen
biyokimyasal oksijen ihtiyact vb. tespitleri i¢in mikrobiyal biyosensorler

gelistirilmistir (Ozer vd., 2022).

2.1.2. Enzimatik biyosensorler

Enzimatik biyosensorler, biyoreseptdr olarak enziminlerin kullanildigi biyosensor
cesididir. Enzimatik biyosensdrler yliksek oOzgiinliige ve diisiik maliyete sahiptir

(Soares vd., 2019).

Biyolojik sivilarda (idrar, kan, serum vb) glukoz, kolesterol, dopamin, glutamat,
aspartam, siilfiirdioksit, veya laktik asit gibi maddelerin tespiti i¢in bir¢ok enzim
biyosensorii gelistirilmistir. Gelistirilen enzimatik biyosensorler toksisite analizi,
gida ve kalite kontrolii ve ilag tespiti alanlarinda da kullanilmislardir (Sassolas vd.,
2012).

2.1.3. DNA biyosensorleri

DNA biyosensoriin temeli, niikleik asiti tan1y1p dlciilebilir sinyallere doniistiirmesine
dayanir. DNA biyosensorlerinin  biiylikk 6nem gormesinin nedeni geleneksel
hibridizasyona gore daha hizli, basit ve ucuz bir sekilde DNA dizisine 6zgii bilgi
edinilmesidir. DNA dizilerinin tespiti O6zellikle klinik ve gida analizinde biiyiik
oneme sahiptir. Ayrica genetik ve bulagict hastaliklarin hizli giivenilir sonuglar elde

edilmesine katki saglar (Kavita, 2017).



2.1.4. immunosensorler

Immunosensérler spesifik antikor ile antijenin baglanmasini bir déniistiiriicii yardimi
ile tespit eden analitik cihazlardir (Gizeli ve Lowe, 1996). Bagisiklik savunma
sisteminin bir pargast olan antikorlar yabanci tiirleri (antijen), algiladiktan sonra
uygun miktarda sentezlenir ve yiiksek Ozgiinliikte baglanmasi ardindan analiz
gerceklestirilir. Immunosensor alanindaki son zamanlardaki gelismeler duyarlilig
artirmak, coklu analiz yapabilme yetenegi saglamak gibi umut vadeden ozellikle
endistri ve klinik alanlarda potansiyele sahiptir. Bunlara ek olarak gida analizi,
cevresel analizler, hiicre, viriis ve pestisit analizi gerceklestirilebilir. (Biiytliksiinetci

Tepeli, 2022; Cristea vd., 2015).

2.2. Enerji Doniistiiriiciiler

Biyosensorlerde, biyolojik tanima elemanlar1 hedef analiti tanir ve bu uyariy1 analitik
Olciilebilir bir sinyale doniistiiren fiziksel elementler ‘‘enerji doniistiiriicii’’ olarak
tanimlanir. Olusan biyolojik yaniti, doniistiiriiciiler elektrokimyasal, optik, akustik
veya kolorimetrik olarak olgiilebilen bir sinyale dontistiriir (Sekil 2.1.) (Su vd.,
2011).

2.2.1. Elektrokimyasal biyosensorler

Analitin akimmi (amper) ya da potansiyelini (volt) 6lgmek amaciyla kullanilan
yonteme ’Elektroanalitik Yontem’” denir ve bu yontemde en az bir tiir elektroaktif
olmalidir (Wang, 2000). Elektrokimyasal biyosensorler 3 temel 6l¢iim sistemine

dayanir. Bunlar, potansiyometrik, amperometrik ve impedimetriktir (Koyun, 2022).

Elektrokimyasal biyosensorlerde dontstiiriicii  olarak kullanilarak  ’elektrot’’,
biyokimyasal olaylar1 (enzim-substrat reaksiyonu, antijen-antikor etkilesimi vb.)
elektrik sinyallerine (6rnegin akim, voltaj, empedans vb.) ¢eviren analitik cihazlardir
(Cho vd., 2020). Dondistiiriicii olarak kullanilan elektrot bir tiir ¢alisma elektrodudur.

Calisma elektrodu, polarlanabilen elektrot olarak tanimlanir.



Ote yandan, elektrokimyasal biyosensorlerde genellikle calisma elektrodunun yam
sira referans ve yardimer elektrot da kullanilmaktadir. Yardimci elektrodun olmadig:
ikili elektrot sistemlerinde referans elektrot yiiksek akima maruz kaldiginda sapma
meydana gelir ve polarlanir. Bu sebeple ikili elektrot sisteminde olusan bu problem
yardimc1 elektrot kullanilarak ¢oziliir. Akim, yardimci elektrot ile calisma
elektrodunun tiizerinden gegcirildiginde referans elektrotta polarlanma meydana
gelmez ve c¢alisma elektrodunun polarizasyon potansiyeli dogru sekilde tespit edilir.
Referans elektrot, polarize olmayan elektrottur. Referans elektrotlar kiigiik akim
siddetinde polarlanmazlar ancak yiliksek akim siddetinde polarlanirlar. En ¢ok

kullanilan Ag/AgCl ve kalomel referans elektrotlaridir (Tural vd., 2010)

2.2.2. Elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS)

EIS, 1975 yilinda Lorenz ve Schulze tarafindan bulunan, sistemlerin elektriksel
direnclerini ve bu direnglerdeki degisimleri analiz etmek i¢in kullanilan bir
elektrokimyasal yontemdir. Bu yontem genellikle 2-10mV biiyiikliigiinde siniizoidal
bir alternatif akim varliginda kullanilir (Ronkainen vd., 2008). Son yillarda, 6zellikle
biyosensorlerin hazirlanmasi ve kantitatif analizlerde sikca tercih edilen bir metot
haline gelmistir. Sistemin impedansi, potansiyel-zaman fonksiyonu V(t) ile akim-
zaman fonksiyonuna I(t) bolimii anlamina gelmektedir ve genellikle kii¢iik bir
genlikle uygulanan potansiyel ve bu potansiyelin tetikledigi akim cevabinin orani

olarak tanimlanir (Telefoncu ve Kiling, 2013).

EIS 6l¢iim sonuglartyla elde edilen Nyqusit egrileri (Sekil 2.2), elektrot yiizeyindeki
elektron transferine karsi ortaya ¢ikan direnci tanimlayan yari daireler seklinde
goriiniir ve sistemde farkli frekans bdlgelerinde hangi kinetik siirecin etkili oldugunu
(diftizyon sinirli veya yiik transfer sinirli) belirlemeye yardimci olur (Fernandez-

Sanchez vd., 2005; Bonanni vd., 2012).
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Sekil 2.2. Sistemin kinetik siireci ve Nyquist yar1 daire bilesenleri.

Elektrokimyasal reaksiyon i¢in en ¢ok uygulanan elektrik devresi modeli Randles
esdeger devresiyle, sisteme etki eden tiim direngler aydinlatilabilir (Sekil 2.3.).
Randles esdeger devresi, elektrolit direnci (Rs), elektrot/elektrolit arayiiziinde yiik
aktarim direnci (Rct), c¢ift katmanli kapasitans (Cdl) ve Warburg impedansi
(Zw)’ndan olusur. (Yaman, 2020; Tepeli, 2015).

Rct Zw

Sekil 2.3. Randles esdeger devresi
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2.3. Metal-Organik Cergeveler (MOF)

Metal organik c¢ergeveler (MOF'lar), gozenekli yapilari, esneklikleri ve coklu
koordinasyon alanlar1 gibi 6nemli 6zelliklere sahip olan yapilardir. MOF'lar, farkli
metal merkezlerin ve organik baglayicilarin  ¢esitli  kombinasyonlariyla
sentezlenebilir. Bu sayede ylizey alani, gdzenek boyutu ve ylizey islevselligi gibi

ozellikler, farkli kombinasyonlarla uyumlu hale getirilebilir.

MOF'lar, gaz depolama veya ayirma, ila¢ tasima, optoelektronik uygulamalar,
goriintiileme, heterojen kataliz ve hatta toksik gaz giderme gibi c¢esitli alanlarda
kullanilir. Ayrica, son zamanlarda, elektrokimyasal sensor alanlarinda da

kullanilmaktadirlar.

MOF'lar, benzersiz Ozellikleri ve genis uygulama potansiyelleri nedeniyle
arastirmacilar arasinda biiyiikk ilgi gormektedir. Gelecekte, MOF'larla 1ilgili
calismalarin daha da ilerleyerek yeni kesiflere ve uygulamalara yol ag¢masi

beklenmektedir (Zhang vd., 2014).

2.3.1. Bakir-metal-organik cerceveler (Cu-(NH2-BDC) MOF):

Bakir (Cu), MOF hazirlanmasinda kullanilan en avantajli elementlerden biridir. Bu
durum, kolay bulunabilir olmasi, diisiik maliyeti, toksik olmayan Ozellikleri ve
yiiksek komplekslesme giiciine sahip olmasiyla agiklanabilir. Cu tabanli MOF'larin
yiiksek stabiliteye sahip olmasinin temel nedeni, Cu(Il) metali ve organik ligandlar
arasindaki giiclii etkilesimdir. Bu etkilesim, Cu tabanli MOF'larin sulu ¢ozeltilerde
genis bir pH aralifinda kararli olmasini saglar. Ayrica, bu yapida ligand olarak
kullanilan tereftalik asit, kolayca temin edilebilir ve diisiik toksisiteye sahiptir.
Tereftalik asit, COOH gruplari araciligiyla Cu?* katyonlariyla giiclii bir koordinasyon

etkilesimi kurabilir.

Bu nedenlerden otiiri, Cu tabanli MOF'lar, avantajli o6zellikleri ve kolay
hazirlanabilirlikleri nedeniyle arastirmacilar arasinda biiyiik ilgi gormektedir
(Bagheri ve Ghaedi, 2020). Sekil 2.4. de 6rnek Cu-(NH2-BDC) MOF’a ait taramali
elektron mikroskobu (SEM) goriintiisii goriillmektedir.



Sekil 2.4. Cu-(NH2-BDC) MOF ait SEM goriintiisii

2.4. Leishmaniasis

Leishmaniasis hastaligi, 20 Leishmania tiirliniin (protozonan paraziti) neden oldugu
bir hastalik olup, yaklasik 600 kum sinegi ¢esidinin memelileri enfekte etmesinden
kaynaklandigindan siiphelenilmektedir (Rossi ve Fasel, 2018). Leishmania paraziti
kum sineginin (flebotomin) isirmasi ile bulasan bir hastaliktir. Hasta bireyi 1siran
kum sineklerinde Leishmania paraziti kum sineginin bagirsaginda ¢ogalir. 8-20 giin
sonra bulagict durumuna gelen bu kum sinekleri, saglikli insan veya hayvani 1sirarak
hastaligin yayilmasina neden olmaktadir (Sekil 2.5.) (Desjeux, 2004). Leishmaniasis
hastaligt WHO gore asagi yukar1 98 iilkede yilda yaklasik 1,6 milyon vakaya sebep
olan diinya genelinde en 6nemli alt1 hastaliktan biridir (Salvioli vd., 2017; Salvioli ve
Daumerie, 2013). Leishmania tiirlerinin bazilar1 tedavi edilmezse oliimciildiir. En
siddetli ve Olimcil formu VL olup, VL’ye olan tiirlerinden Leishmania
donovani,Asya ve Afrikada goriilirken, Leishmania infantum ise, Orta Dogu, Orta
Asya, Akdeniz Havzasi, Gliney Amerika ve Orta Amerika'da goriilmektedir. Diinya
genelinde 2015 yilinda, VL vakalarimin %90 dan fazlasina Brezilya, Etiyopya,
Hindistan, Kenya, Somali ve Sudan’da rastlanmistir. Bu arada, bir dénem, Hindistan,
Nepal ve Banglades diinya genelinde VL vakalarinin %50 sinden fazlasina sahip
tilkeler kategorisinde olduklarini belirtmisledir (Burza vd., 2018).



2 hafta-8 ay arast bir kulugka siiresine sahip olan VL hastaligi, tedavi edilmedigi
takdirde 2 yil icerisinde anemi veya sekonder bakteriyel enfeksiyon nedeniyle
oliimciil olabilir (Ready, 2014). Bir diger formu olan PKDL ise Leishmania donovani
tirtine baglh VL tedavisi ardindan saglikli bireylerde gozlenen bir tir deri
dokiintiistidiir (World Health Organization, 2010). Asya’da PKDL, VL tedavi
sonrasinda 2 ila 3 yil igerisinde vakalarin %5-10 unda gozlenirken, Afrika’da 1 yil
icerisinde %50 oraninda goriilmektedir. Ayrica PKDL hastalarinin VL'nin bulasinda
rol aldig1 da diistiniilmektedir (Zijlstra, 2014; Zijlstra vd., 2003).

Bir bagka formu olan CL ise 3-18 ay araliginda kendiliginden iyilesen bir iilserle
simirli olup oliim tehlikesi igermez. Ancak, ciddi cilt dokiintiilerine ve psikolojik
etkilere yol agabilir (Bennis vd., 2017; Yanik vd., 2004). Genel olarak, CL
hastalarmin cilt yara formatindaki cilt dokiintiilerinde kasinma olsa da, bu yaralar
herhangi bir agri igermez (Burza vd., 2018). Her yil 1.5-2 milyon CL vakasi
goriilmektedir. CL yaklasik 70 civan lilkede goriilmekte olup, 6zellikle Afganistan,
Suriye ve Brezilyada yaygin olarak ortaya ¢ikmaktadir (Pavli ve Maltezou, 2010).
Gog sebebi ile CL vakalarinin sayist 6nemli derecede artmistir (Pavli ve Maltezou,
2010; Wall vd., 2012). CL’ye neden olan Leishmania parazitleri, eski diinyada
rastlanan tiirler olan Leishmania major, Leishmania tropica ve Leishmania
aethiopica’dir ve bunlar genellikle Akdeniz havzasi veya Hindistan alt kitasi
gevresinde goriilmektedir. Yeni diinya tiirleri olan Leishmania amazonensis,
Leishmania mexicana, Leishmania braziliensis ve Leishmania guyanensis, genellikle
Orta ve Gliney Amerika’da goriilmektedir (de Vries vd., 2015). Parazit tiirlerine bagh
vakalarmin %10'a kadar1 daha siddetli belirtiler gosterir ve bu hastaliklar
mukokutandz leishmaniasis, diffiiz kutandz leishmaniasis, yayillmis kutanoz

leishmaniasis ve leishmaniasis residivansdir (Burza vd., 2018).

Gelismis ve gelismekte olan iilkelerde 350 milyon kisiye bulasmis olan
Leishmaniasis hastalig1 teshisi i¢cin mikroskopik teknikler, 6zel antikorlarin tespitine
dayanan serolojik (kan) testleri ve niikleik asitleri temel alan molekiiler tabanl
yaklagimlar kullanilsa da bu hastaligin tayininde genellikle polimeraz zincir

reaksiyonu (PCR) teknigi kullanilir.
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Bu teknikler duyarli olmalarina ragmen, 6zel ve maliyetli ekipmana, yiiksek beceri
gerektiren personele ve uzun sonug¢ alma siirelerine ihtiya¢ duyarlar (Diouani vd.,
2019).

Erken teshisin 6nemli oldugu goz oniine alindiginda, geleneksel teshis yontemlerinin
yani sira elektrokimyasal biyosensorler gibi pratik ve etkili sistemlerin bu alana
uyarlanmasi, nitelikli teknisyenlere ihtiya¢ duymadan, hizli yanit veren, pratik ve

duyarl bir sistem olmasi nedeni ile oldukca faydali olacaktir.

Literatiirde Leishmania tiirlerinin  belirlenmesine  yonelik  elektrokimyasal
biyosensorler bulunmaktadir. Ornegin, Mobed ve arkadaslari, Leishmania tiirlerinin
tespiti i¢in DNA tabanli biyosensor tasarlamistir. Altin nanopartikiill (AuNPS) ve
grafen kuantum dot modifiye Au calisma elektrotlar1 bu amagla kullanilmistir.
Elektrokimyasal yontemlerden kare dalga voltammetrisi ile ger¢eklesen Olgiimlerde,
DNA hibridizasyon reaksiyonun izlenmesi i¢in, redoks indikatorii olan toluen blue
reaktifi kullanilmistir. Bu sayede PKDL hastaliginin saptanmasina uygun bir
genosensor tasarlanmistir (Mobed vd., 2020). Diouani ve arkadaslari ise, kazein ile
Gp63 proteini arasindaki etkilesimi ve AuNP'lerin elektrokatalitik etkisi ile hidrojen
olusumu reaksiyonunu amperometrik olarak izleyen bir Leishmania infantum
biyosensorii gelistirilmistir. Bahsedilen ¢alismada dontistiiriicti olarak karbon temelli
yiizey baskili elektrot (SPCE) kullanilarak, bu elektrot yiizeyine AuNP@Kkazein
immobilize edilmis ve kronoamperometrik &lgiimler yapilmistir. 2x1072 ve 2x10°
parazit/mL derisim araliginda dogrusal bir yanit elde edilmis ve belirtme alt sinir1

(LOD) degeri 0.55 parazit/mL olarak saptanmistir (Diouani vd., 2019).

Martins ve arkadaglari, doniistiiriici SPCE yilizeyine AuNP modifiye ederek,
Leishmania infantum’un sebep oldugu VL teshisi igin elektrokimyasal
immunosensor  gelistirilmistir.  Bu  immunosensérde, = SPCE  yiizeyine
elektrobiriktirme ile AuNP’ler biriktirilmis ardindan Leishmania infantum antijenleri
immobilize edilerek anti-Leishmania antikorlar1 tayin edilmistir. Antijen-antikor
etkilesimi [Fe(CN)s]™®* varliginda izlenmistir. Analitiksel karakterizasyon galismasi
dongiisel voltammetri (CV) ile gergeklestirilmis olup tespit araligr 1:25 ila 1:100,000
ve LOD degeri 200 ng mL™ olarak saptanmistir (Martins vd., 2020).
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Bu yiiksek lisans tez ¢alismasinda Leishmania biyosensorlerinde daha Once
kullanilmayan Cu-(NH2-BDC)-MOF yapis;, modifiye edici malzeme olarak
kullanilmistir. Altin yiizey baskili elektrotlar (AuSPE) yiizeyine Cu-(NH2-BDC)-
MOF modifiye edildikten sonra aktif biyolojik tabakayi olusturmak icin elektrot
yiizeyine rekombinant Leishmania donovani (KMP-11) antijeni ¢apraz baglayicilar
ile immobilize edilmis ve anti-gp63 tespiti EIS teknigi kullanilarak optimizasyon ve
analitiksel karakterisik calismalar1 gerceklestirilmistir. Leishmania cinsi protozoan
parazitlerin hiicre zarinda bulunan Leishmania Major yiizey proteaz Gp63 antikorlar1
(anti-gp63) bir yiizey proteini olup proteaz aktivitesi gosteren bir enzimdir. Parazitin
hiicre zarinda bulunan bu enzim, konak hiicrenin bagisiklik sistemi yanitini
etkileyerek parazitin enfeksiyon sirasinda bagisiklik tepkisinden kagmasina sebep
olur. Bu nedenle anti-gp63’in Leishmania saptanmasinda, en iyi hedef
antikorlarindan biri oldugu diisiiniilmektedir. Literatiirde mevcut ¢aligmalarda daha

once hic MOF kullanilmamis olmasi gelistirilen sistemi 6zgiin kilmaktadir.
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Sekil 2.5. Leishmania yasam dongiisii.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. Kullamilan Cihazlar

Cu-(NH2-BDC)-MOF sentezi igin Sigma 3-16 PK santrifiij (Sekil 3.1.A) , Niive EV-
018 etiiv (Sekil 3.1.B) ve teflon kapli paslanmaz gelik hidrotermal sentez reaktorii
(Sekil 3.1.C) kullanilmistir.

Sekil 3.1. A. Sigma 3-16 PK santrifiij, B. Niive EV-018 etiiv, C. Teflon kaph paslanmaz ¢elik
hidrotermal sentez reaktorii

Cu-(NH2-BDC)-MOF karakterizasyonlar1 SEM olgimleri JSM-7600 F FEG
tizerinden 30.0 kV ve X-igim1 Kristalografisi (XRD) olgtimleri ise RIGAKU
SMARTLAB X-ISINLARI ile uygulamalar gerceklestirilmistir.

Tampon c¢ozeltilerin uygun pH’larda hazirlanabilmesi i¢in Thermo Electron
Corporation marka pH metre (Sekil 3.2.A) tercih edilmistir. Kat1 kimyasallarin

tartimi1 i¢cin Ohaus marka hassas terazi (Sekil 3.2.B) kullanilmistir.
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Sekil 3.2. A. Thermo Electron Corporation marka pH metre, B. Ohaus marka hassas terazi

Ornek uygulama calismalart TUBITAK 1192669 numarali proje kapsaminda Tunus
Institut Pasteur de Tunis, Epidemiyoloji ve Veteriner Mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda yapilmistir. Bu kapsamda, gercek drnek numunelerinin 6lgtimleri

Voltalab markali potansiyostatta ger¢eklesmistir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Voltalab marka potansiyostat.
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Tiim ¢aligma siiresince gergeklesen elektrokimyasal 6l¢iimler FRA-modiillii Autolab
potansiyostat PGSTAT101 cihaz1 (Sekil 3.4) ve NOVA 1.10 yazilim sistemi

kullanilarak gerceklestirilmistir.

Sekil 3.4. FRA-modiillii Autolab potansiyostat PGSTAT101 cihazi.

3.2. Kullanilan Kimyasallar

Cu-(NH2-BDC)-MOF sentezi igin; polivinipirolidon K30 (PVP) (Sigma-Aldrich), N-
N dimetilformamid (DMF) (Sigma-Aldrich), Cu (NOs)2 (Sigma-Aldrich), 2-
aminoteraflatik asit (NH>-BDC) (Sigma-Aldrich) ve etanol (Merck) kullanilmustir.

Elektrokimyasal Leishmania immunosensoriin  hazirlanmasi asamasinda; N-
Hidroksisiiksinimid (NHS) (Sigma-Aldrich), N- (3-Dimetilaminopropil-) N'-
etilkarbodiimid (EDC) (Sigma-Aldrich), KMP-11 antijeni (Creative Diagnostics),
anti-gp63 ise (Gene-Tex) kullanilmistir.

Girisim denemeleri sirasinda; anti-vascular endothelial growth factor (anti-VEGF)
(Sigma-Aldrich), o-fetoprotein (anti- AFP) (Sigma-Aldrich) ve immunoglobulin
G (anti-IgG) (Sigma-Aldrich) antikorlar1 kullanilmistir.

Ornek uygulama galismalarinda, TUBITAK 1192669 numarali proje kapsaminda
Epidemiyoloji ve Veteriner Mikrobiyoloji laboratuvarlarindan Institut Pasteur de
Tunis, Tunus'tan gergcek 6rnek olarak crude Leishmania parazit antijeni ve kontrol

olarak tavsan hiper-immiin serumu kullanilmistir.
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Gelistirilen Leishmania immunosensorii elektrokimyasal olgiimler igin potasyum
hekzasiyanoferrat (I1) trihidrat (K,[Fe(CN)g¢]3H,0) (Sigma-Aldrich), potasyum
hekzasiyanoferrat (I11) (KsFe(CN)e) (Sigma-Aldrich) reaktifleri redoks ¢ifti olarak
kullanilmistir. Ayrica elektrokimyasal olglimlerin yapildigi fosfat tamponun (PBS)
hazirlanmasinda, potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4) (Merck), sodyum fosfat
dibazik dihidrat (Na2HPQO4) (Sigma-Aldrich), sodyum kloriir (NaCl) (Merck) ve
NaOH (Merck) kullanilmistir.

Tim deneylerde analitik saflikta olan kimyasallar kullanilmis ve saf su ile uygun

tamponlarda hazirlanmistir.

3.3. Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

3.3.1. 100 mM PBS hazirlanmasi (pH: 7,4):

Derisim 100 mM olacak sekilde KH2PO4 ve NaxP0O4.2H20 tuzlarindan hacmi 250
mL olacak sekilde belirli bir miktar tartilarak saf suda hazirlanmistir. 100 mM PBS
tamponu pH metre yardimi ile pH: 7,4 ayarlanmistir. Destek elektrolit olarak

hazirlanan tampon ¢ozelti tiim elektrokimyasal dl¢iimlerde kullanilmistir.

3.3.2. 20 mM tuzlu PBS hazirlanmasi (pH: 8,0):

Derigimi 100 mM KH2PO4 ve 10 mM NaCl tuzlari olacak sekilde tartilarak ayri ayri
saf su ile ¢ozdirilmiistir. pH metre yardimi ile tampon ¢ozeltiye derisik NaOH
cozeltisi eklenerek pH’1 8,0’e ayarlanmistir. KMP-11 antijen ¢dzeltisinin

hazirlanmasinda bu tampon kullanilmstir.

3.3.3. Redoks prob c¢ozeltisinin hazirlanmasi:

KsFe(CN)s ve KisFe(CN)6.3H20 reaktiflerinden derisimleri SmM olacak sekilde
hazirlanip 100 mM PBS tamponu (pH: 7,4) ayarlanmistir.
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3.3.4. EDC ve NHS capraz baglayici ¢ozeltisinin hazirlanmasi:

Derisimi 100mM EDC ve 150mM NHS olacak sekilde her iki reaktiften uygun

miktarlarda tartilarak saf su’da hazirlanmistir.

3.3.5. KMP-11 antijen ¢ozeltisinin hazirlanmasi:

KMP-11 antijeni protein derisimi 1,59 mg/mL olarak belirtilmistir. Uygun
derisimlerde KMP-11 hazirlanmasi i¢in 20mM tuzlu PBS (pH= 8,0) kullanilmistir.

3.3.6. Anti-gp63 ¢ozeltisi hazirlanmasi:

Ana stok igerisinden Leishmania Gp63 antikoru uygun miktarlarda alinarak 100mM

pH: 7,4 PBS igerisinde istenilen oranda seyreltme islemi yapilmstir.

3.4. Cu-(NH2-BDC) MOF Yapisimin Sentezi ve Karakterizasyonu

Cu-(NH2-BDC) MOF hazirlandig1 sentez prosediiriinde 4 mL DMF, 4 mL etanol,
0,20 g PVP bir beher igerisinde karistirilarak bir ¢ozelti elde edilmistir. Ardindan bu
cozeltiye 5,4 mg NH2-BDC ve 18,1 mg Cu (NOgz)2 ve 4 mL DMF eklenmistir. Biitiin
bu islemlerin ardindan, ¢ozeltiye 30 dakika sonikasyon islemi uygulanmis ve ¢ozelti
teflon astarl1 bir otoklava aktarilarak, 100°C'de 5 saat 1sitilmustir. 5 saatin sonrasinda,
hidrotermal sentez reaktorii icindeki ¢ozeltiye 20 mL DMF ilave edilmistir. 100°C'de
8 saat daha 1s1l iglem uygulanarak reaksiyona girmeyen reaktifler uzaklastirilmistir. 8
saat sonra, teflon astarli otoklav oda sicakliginda sogumaya birakilmistir. Soguyan
¢ozelti 4000 rpm'de 5 dakika boyunca santrifiijlenmistir. Yikama islemi yapilmis ve
bu islem bes kez tekrarlanmistir. Elde edilen Cu-(NH2-BDC) MOF'lara (2mL) saf su
eklendikten sonra MOF siispansiyonu kullanima hazir hale gelmistir (Wang vd.,
2018).

Sentezlenen Cu-(NH2-BDC) MOF yapis1 SEM, SEM-EDS, SEM haritalama ve XRD

Olciim yontemleri kullanilarak karakterize edilmistir.
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3.5. Elektrokimyasal Leishmania Immunosensériin Hazirlanmasi

Leishmania immunosensér tasarimmda Dropsens marka AuSPE kullanilmustir. ilk
olarak, 1:3 oraninda seyreltilmis Cu-(NH2-BDC) MOF siispansiyonundan 10 uL
AuSPE yiizeyine damlatilmistir. Coziicliniin ugurulmasi sonrasinda elektrot yiizeyine
baglanmamis MOF’lar pH: 7,4 PBS ile ortamdan uzaklastirilmigtir. AUSPE/ Cu-
(NH2-BDC) MOF yiizeyine derigimleri 100 mM EDC ve 150 mM NHS olan capraz
baglayicilarindan 10 pL damlatilmis ve 10 dakika bekletilmistir. Ayni sekilde pH:
7,4 PBS ile yikama yapilmistir. Capraz baglayicilarla, KMP-11 antijenin yiizeye
immobilize edilebilmesi igin, elektrot yiizeyinde uygun bir biyoaktif tabaka
olusturmustur. Elektrot yiizeyine, 20 ug/mL KMP-11 antijeninden, 10 pL. damlatilip
30 dakika beklenmistir. Yikama isleminden sonra, belirli oranda seyreltilen 10 uL
anti-gp63 elektrot yiizeyine (AuSPE/ Cu-(NH2-BDC) MOF/EDC-NHS/KMP-11)
damlatilmis ve 1 saat inkiibe edilmistir. Tiim bu asamalardan sonra tek kullanimlik

Leishmania immunosensorii kullanima hazir hale gelmistir (Sekil 3.5.).

3.6. Gelistirilen Leishmania immunosensériiniin Elektrokimyasal Ol¢iim
Prosediirii

Gelistirilen Leishmania immunosensoriiniin hazirlanma asamasinin her basamaginda
meydana gelen diren¢ degisimi, EIS yoOntemiyle incelenmistir. Bu amacla, EIS
Olgtimleri, 5 mM KsFe(CN)e.3H20 / KsFe(CN)g redoks probu (70 pL) varliginda
calisma potansiyeli 0,1 V’da ve c¢alisma frekans1 0,1 Hz ile 10 kHz arasinda
gerceklestirilmistir.

18



Cu-{NH,BDC) MOF

KMP-11
antijen

o 8 afgta

AUSPE yizeyi AuSPE/Cu-{NH,-BDC)
N/ MOF/EDC:NHS

N \ *Anti-ngB

pr!

/
ARSPEICHNA BOMOF/ANP-LL fomgps /-
SR o BDCIWOF /-1 3
/

AGSPEICH N SDMCE // ' //// g

—

EIS dlgtimii

Sekil 3.5. Leishmania immunosensoriin hazirlanmasi ve 6l¢iim prosediirii.

3.7. Deneysel Parametrelerin Optimizasyonu

Leishmania immunosensoriinden en iyi performansi elde etmek igin, deneysel
parametreler optimize edilmistir. Bu amagla, Cu-(NH2-BDC) MOF miktari, AuSPE
ylizeyine immobilize edilen KMP-11 antijen miktari, KMP-11 antijenin baglanma
stiresi, KMP-11 antijenin baglanma sicakligi ve antijen-antikor inkiibasyon siiresi
optimize edilmistir. Optimizasyon ¢aligsmalari, 5 mM redoks probu varliginda
100mM pH 7,4 PBS kullanilarak yapilmistir. Deneyler 3 tekrarli gergeklestirilmistir.
Elektrokimyasal dl¢iimler EIS yontemi kullanilarak 0,1 V g¢alisma potansiyelinde ve

0,1 Hz ile 10 kHz frekans arasinda ger¢eklesmistir.
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3.7.1. Cu-(NH2-BDC) MOF miktar optimizasyonu

Leishmania immunosensoriiniin modifikasyonunda kullanilan Cu-(NH2-BDC) MOF
miktarini, en iyi elektrokimyasal sinyali elde edebilmek i¢in optimize edilmistir. Bu
amagcla, AuSPE yiizeyi 10 pL Cu-(NH2-BDC) MOF yapisindan farkli seyreltme
oranlariyla 1:1, 1:2, 1:3 ve 1:4 (saf su) modifiye edilerek oOlglimler

gergeklestirilmistir.

3.7.2. KMP-11 antijen miktar optimizasyonu

Aktif biyolojik tabakanin optimal diizeyde olmasi, immunosensoriin duyarliligini
dogrudan etkileyen 6nemli bir parametredir. Bu nedenle, pH 8,0 20mM tuzlu PBS ile
hazirlanan 5 pg/mL, 10 pg/mL, 20 pg/mL ve 30 pg/mL derisimlerindeki KMP-11
antijenleri kullanilarak dort farkli immunosensor hazirlanarak direng degisimleri EIS

yontemiyle incelenmistir.

3.7.3. KMP-11 antijen immobilizasyon siiresi optimizasyonu

Gelistirilen immunosensoriin kisa siirede hazirlanabilmesi, biyosensorlerde pratiklik
acisindan 6nemli bir parametredir (Tepeli, vd, 2015; Sayhi, vd, 2018; Diouani, vd,
2008). Bu baglamda, immobilizasyon siiresinin etkisini degerlendirmek amaciyla
dort ayr1 Leishmania immunosensorii hazirlanmigtir. KMP-11 antijeni  farkli
stirelerde (15, 30, 60 ve 120 dakika) elektrot yiizeyine immobilize edildikten sonra

olusan diren¢ degisimleri EIS yontemi kullanilarak 6l¢tilmiistiir.

3.7.4. KMP-11 antijen immobilizasyon sicaklik optimizasyonu

Leishmania immunosensoriiniin ~ gelistirilmesinde, aktif biyolojik tabakay1
olusturacak olan KMP-11 antijeninin immobilizasyon sicakligi optimize edildi. Bu
amagla, Cu-(NH2-BDC) MOF modifiye AuSPE yiizeyine KMP-11 antijeni farkli
sicakliklarda (20°C, 25°C, 30°C ve 37°C) immobilize edilmis ve elektrot

ylzeyindeki diren¢ degisimi EIS yontemi kullanilarak 6l¢tilmiistiir.
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3.7.5. Antijen-antikor inkiibasyon sicakhi@ ve inkiibasyon siiresi optimizasyonu

Leishmania hastaligina ait mevcut antijen ve antikorlarin inkiibasyon sicaklig
litaratiirde bellidir. Bu nedenle, Cu-(NH,-BDC) MOF modifiye AuSPE yiizeyine
KMP-11 antijeninin inkiibasyonu, uygun sicaklik olan 25°C gergeklestirilmistir.
(Diouani, vd, 2019; Escosura-Muniz, vd, 2010).

Ayrica, gelistirilen Leishmania immunosensoriinde farkli siirelerde (30, 60, 120 ve
150 dakika) KMP-11 antijenleri ile 1:200 seyrelme oranina sahip anti-gp63 ¢ozeltisi
inkiibe edilmistir. Elektrot ylizeyindeki direng degisimi, EIS 6l¢limleri kullanilarak

belirlenmistir.

3.8. Leishmania immnosensériiniin Analitiksel Karakterizasyonu

Optimize edilmis deneysel parametreler kullanilarak hazirlanan Leishmania
iImmunosensoriine ait analitiksel karakteristik ¢alismalar1  gergeklestirilmistir.
Leishmania immunosensorii, anti-gp63’iin artan derisimi ile buna bagli olarak
kullanilan redoks probunun direng¢ biiyiikliigiiniin ters orantili degisimi g6z Oniinde
bulundurularak, farkli oranlarda (1:40, 1:80, 1:160, 1:200, 1:320, 1:640, 1:1500) anti-
gp63 ¢ozeltileri hazirlanmistir. Farkli seyrelme oranlarina sahip anti-gp63 derisimleri
ile EIS olglimleri sonucunda elde edilen direng degerleri arasinda kalibrasyon egrisi
¢izilmis ve belirtme alt sinir1 (LOD; 3s/m; s: koriin standart sapmasi), saptama alt

siirt (LOQ; 10s/m), bagil standart sapma (RSD) degerleri hesaplanmustir.

3.9. Girisim Calismasi

Optimum ¢alisma kosullarinda hazirlanan Leishmania immunosensorii, girisim
etkisine neden olabilecek anti-VEGF, anti-AFP ve anti-IgG antikorlarini igeren bir
karigimla test edilmistir. Anti-gp63 1:320 seyrelme oraninda, anti-VEGF (10
pg/mL), anti-AFP (5 pg/mL) ve anti-IgG (10 pL) Ornekleri hazirlanmistir. Bu
karisim, immunosensér yilizeyine immobilize edilerek 1 saat boyunca inkiibe

edilmistir. Daha sonra EIS 6l¢iimleri gergeklestirilmistir.
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3.10. Ornek Deneme Calismasi

Optimum kosullarda hazirlanan Leishmania immunosensorii, pozitif 6rnek olarak
crude Leishmania parazit antijeni ve negatif 6rnek olarak tavsan hiper-immiin
serumu kullanilarak bir 6rnek uygulama galigmasi gergeklestirilmistir. KMP-11
antijeni yerine crude Leishmania parazit antijeni veya tavsan hiper-immiin serumu,
AUSPE/ Cu-(NH,-BDC) MOF elektrot yiizeyine immobilize edilerek
immunosensorler hazirlanmigtir. Daha sonra bu immunosensorler, anti-gp63 ile
etkilesimleri sonucunda olusan direng farklar1 EIS teknikleri kullanilarak

incelenmistir.
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4. SONUC

4.1. Cu-(NH2-BDC) MOF Yapisimin Karakterizasyonu

Cu-(NH2:-BDC) MOF yapisinin, diizenli ve sirali kiibik mikrokristal yapiya sahip
oldugunu gosteren Sekil 4.1.A'daki SEM goriintiisii, bu yapinin basarili bir sekilde
sentezlendiginin kanitidir. Bu yapu, literatiirde bulunan Cu-MOF SEM goriintiileriyle
tamamen uyumludur (Bagheri ve Ghaedi, 2020). Ayrica, Sekil 4.1.B'deki SEM-EDS
elemental analizi sonuglarina gore, sentezlenen yapida agirlikca %35,59 O, %41,81
C, %15,56 Cu ve %7,04 N; atomik olarak ise %53,95 C, %34,47 O, %3,79 Cu ve
%7,79 N elementlerinin bulundugu belirlenmistir (Sekil 4.1.C). Bu sonuglar, Cu-
(NH2-BDC) MOF yapisindaki ligandan kaynaklanan N atomunun varligini ortaya
koymaktadir.

- C Hement A% Momik%
20,7K
(o 481 539
e K i m
0K %5 U4

11,9K

6,9K

2,0K
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Sekil 4.1. Cu-(NH2-BDC) MOF yapisina ait A. SEM goriintiisii, B. SEM-EDS elemental analizi

gerceklestirilen bolgenin goriintiisii C. EDS sonuclari.
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Ek olarak, Sekil 4.1.B’deki SEM goriintiisii mevcut bolgede gergeklestirilen
elemental haritalama islemi sonuglarinda Cu-(NH2-BDC) MOF yapisi i¢inde Sekil
4.2’de Cu (kirmizi), C (sar1), O (mavi) ve N (mor) atomlarinin elemental dagilimi

acikca goziikmektedir.

Sekil 4.2. Cu-(NH2-BDC) MOF yapisina ait SEM-haritalama islemi gerceklesen elementlerin
dagilimlarina ait haritalama goriintiileri.

Cu-(NH2-BDC) MOF yapisinin karakterizasyonu igin XRD yontemi kullanilmistir.
Sekil 4.3.'da gosterilen XRD sonuglari, Cu-(NH2-BDC) MOF yapisinin karakteristik
piklerini gostermektedir. Bu pikler, faz 26°de 9,7°, 10,12°, 16,60°, 21,60°, 24,46° ve

26,10° degerlerinde gozlenmistir.
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Sekil 4.3. Cu-(NH2-BDC) MOF yapisina ait XRD 6l¢iim sonuclari.

Sonug olarak, SEM, SEM-EDS, SEM-Haritalama ve XRD sonuglar1 incelendiginde
Cu-(NH2-BDC) MOF yapisinin basarili bir sekilde sentezlendigi ortadadir.

4.2.Leishmania immunosensériiniin Elektrokimyasal Karakterizasyonu

Leishmania  immunosensoriiniin ~ gelistirilme  asamasina  iliskin ~ adimlar
elektrokimyasal olarak EIS yontemi ile karakterize edilmistir. Sekil 4.4.'da goriildigi
gibi, yalin AuSPE en kiiciik yar1 daire gemberine sahiptir. Bu, altin ylizeyinin yiiksek
iletkenlik 6zelligi nedeniyle elektron iletimini artirmasindan kaynaklanir. Cu-(NH.-
BDC)-MOF ile yiizey modifiye edildiginde, yar1 daire alani, yalin AuSPE'ye gore
artar. Yalin AuSPE'nin direng degeri 37,53 Q iken, AuSPE/Cu-(NH2-BDC) MOF'da
68,74 Q olarak Olglilmistir. Bu durum, Cu-(NH2-BDC)-MOF'un altin yiizeyini
tamamen kaplamast ve buna bagli olarak sistemin iletkenliginin azalmasi ve

direncinin artmasinin sonucudur.
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Ardindan, AuSPE/Cu-(NH>-BDC) MOF yiizeyine KMP-11 antijenin EDC-NHS
capraz baglayicilartyla immobilizasyonu sonucunda, direng artis1t meydana gelmis ve
82,22 Q degeri elde edilmistir. Direng artisi, elektron gegisinin engellenmesinin bir
sonucudur. Son olarak, KMP-11 antijene 6zgii olan anti-gp63 ylizeye baglandiginda,
ylizey bir onceki adima gore daha fazla kaplanmis ve yine direng artis1 meydana
gelmistir. Bu, bir 6nceki yar1 daire ¢apina gore 39,62 Q'lik bir direng artigina neden
olmustur. Meydana gelen direng degerleri Tablo 4.1.’de verilmistir.
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Sekil 4.4. Leishmania immunosensoriiniin elektrokimyasal karakterizasyonuna ait Nyquist
egrileri
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Tablo 4.1. Leishmania immunosensoriin elektrokimyasal karakterizasyonuna ait direnc

degerleri tablosu.

Elektrot Tabakalar Direng (£2)
AUSPE 37,53
AUuSPE/ Cu-(NH2-BDC) MOF 68,74
AUuSPE/ Cu-(NH2-BDC) MOF /KMP-11 82,22
AUuSPE/ Cu-(NH2-BDC) MOF /KMP-11/anti-gp63 121,84

4.3.Deneysel Parametrelerin Optimizasyonu

4.3.1. Cu-(NH2-BDC) MOF miktar optimizasyonu

Leishmania immunosensoriiniin gelistirilmesi igin Cu-(NH.-BDC) MOF miktarinin
etkisini incelemek amaciyla, AuSPE {izerine 10 pL hacminde, 1:1, 1:2, 1:3 ve 1:4
(saf su) oranlarinda seyreltilen Cu-(NH.-BDC) MOF ¢ozeltileri damlatilmis ve
¢oOziicli buharlagtirnllmigtir. Daha sonra dogrudan EIS 6l¢iimleri gergeklestirilmistir.
Nyquist egrisinden de anlasilacag: iizere 1:1 seyreltme oraninda MOF ¢ozeltisiyle
modifiye edilen AuSPE yiizeyinde, yiiksek MOF derisiminden &tiirii, yeni bir tabaka
olusumu gozlemlenmistir. Ardindan, 1:2 ve 1:3 oraninda seyreltilmis Cu-(NH,-BDC)
MOF c¢ozeltisi ile modifiye edilen AuSPE ile elde edilen Nyquist egrilerinde diizenli
bir impedans artisi meydana gelmistir. Bunun aksine, 1:4 seyreltme oraninli MOF
¢ozeltisinin kullanildigi AuSPE yiizeyinde tam bir kaplama olmadigi i¢in, elde edilen
diren¢ degerinde azalma gozlenmistir. Sonug olarak, optimum Cu-(NH,-BDC)-MOF
seyrelme oranmin 1:3 oldugu bulunmustur. Ug tekrarli olarak gerceklestirilen
Olgtimlerle elde edilen Nyquist egrileri Sekil 4.5.'de verilerek, direng farklanmalari
ise Tablo 4.2'te belirtilmistir.
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Sekil 4.5. Cu-(NH2-BDC) MOF miktar etkisini gosteren Nyquist egrileri ve excel grafigi.

Tablo 4.2. Yalin AuSPE ve 1:1, 1:2, 1:3, 1:4 seyrelme oranlarina gore hazirlanan AuSPE/Cu
(NH2-BDC) MOF elektrotlarin diren¢ farklanma tablosu.

Cu-(NH2-BDC) MOF A Direg¢ ()
seyreltme oranlar
Yaln AuSPE 24,03
1:1 350,39
1:2 547,63
1:3 695,46
1:4 561,08

4.3.2. KMP-11 antijen miktar optimizasyonu

Leishmania immunosensoriniin

etkin  biyolojik

tabakasi,

immunosensorin

duyarliligin1 dogrudan etkileyen onemli bir parametre olarak kabul edilir. Bu
nedenle, KMP-11 antijenlerinden 5 pg/mL, 10 pg/mL, 20 pg/mL ve 30 pg/mL
derisimleri hazirlanarak (pH=8,0 20mM tuzlu PBS), bu derisimlerin etkileri EIS

yontemi kullanilarak izlenmistir (Sekil 4.6). Sekil 4.6'de gosterilen Nyquist

egrilerinden de anlagilabilecegi gibi, 5 pg/mL ile 20 pg/mL KMP-11 antijen derigimi

araliginda, impedans degerinde diizenli bir artis gozlenirken, 30 pg/mL KMP-11

antijen derisiminde impedans degerinde bir azalma meydana gelmistir.
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Bu nedenle, 20 pg/mL KMP-11 antijen derisimi, optimum antijen derigimi olarak

belirlenmistir.

Ug tekrarli &lciimlerle elde edilen Nyquist egrileri Sekil 4.6'de ve direng

farklanmalar1 ise Tablo 4.3'te verilmistir.
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Sekil 4.6. KMP-11 antijen konsantrasyon degisimine ait Nyquist egrileri ve excel grafigi.

Tablo 4.3. 0 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL, 20 pg/mL ve 30 pg/mL konsantrasyonlarinda KMP-11

antijenlerin direng farklanma tablosu.

KMP-11 antijen miktari (ng/mL) A Direng (2)

AUSPE/Cu-(NH2-BDC)-MOF 48,09
AUSPE/ Cu-(NH-BDC)-MOF/ 5 pg/mL KMP-11 9,06
AUSPE/ Cu-(NH2-BDC)-MOF/ 10 pg/mL KMP-11 31,29
AUSPE/ Cu-(NH2-BDC)-MOF/ 20 pg/mL KMP-11 93,67
AUSPE/ Cu-(NH2-BDC)-MO¥F/ 30 ng/mL KMP-11 58,61
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4.3.3. KMP-11 antijen immobilizasyon siiresi optimizasyonu

Biyosensorlerde pratikligin  artmast i¢in, gelistirilen sistemlerin hazirlanma
stirelerinin miimkiin oldugunca kisa olmasi tercih edilir (Tepeli, vd, 2015; Sayhi, vd,
2018; Diouani, vd, 2008).

Ancak bu siirede, biyoreseptor i¢inde yer alan biyolojik molekiiliin de en iyi sekilde
ylizeye immobilize olmasi gerekir. Bu durumu optimize etmek igin, elektrot
ylzeyindeki biyoaktif tabakay1 olusturan KMP-11 antijeninin immobilizasyon siiresi
optimize edilmistir. AuSPE yiizeyine 1:3 oraninda hazirlanan Cu-(NH,-BDC)-MOF
ile KMP-11 antijeni 15, 30, 60, 120 dakika immobilizasyon siireleri kullanilarak
immobilize edilmis ve bu siire sonunda elde edilen diren¢ degisimleri EIS
yontemiyle dl¢lilmiistiir. 30 dakikaya kadar, immobilize olan KMP-11 antijenlerinin
elektrot yiizeyine zamanla dogru orantili olarak baglanmasi yiizeydeki direnci dnemli
Olcide arttirmistir. Ancak 60 ve 120 dakika gibi daha wuzun siireli
immobilizasyonlarda, diren¢ degerlerinde azalma gézlenmistir (Sekil 4.7. ve Tablo
4.4.). Bu durum, uzun siireli immobilizasyon sonucunda, yiizeye baglanan KMP-11
antijenlerinin zamanla yiizeyden ayrilmis olabilecegini gostermektedir (Mitnaul, vd,
2000; Anik, vd, 2018). Bu nedenle, ¢alismanin devaminda 30 dakika antijen

optimum immobilizasyon siiresi olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.7. Leishmania immunosensorii icin KMP-11 antijeni immobilizasyon siire optimizasyonu
icin Nyquist egrileri ve excel grafigi.
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Tablo 4.4. KMP-11 antijenin immobilize olma (15, 30, 60, 120 dakika) siirelerinin sonucunda

meydana gelen direng¢ farklanma tablosu.

KMP-11 antijen immobilizasyon siiresi (dk) A Direng ()
AuSPE/ Cu-(NH2-BDC) MOF 54.61
AUSPE / Cu-(NH2-BDC) MOF/KMP-11 (15 dk) 26,23
AUSPE / Cu-(NH2-BDC) MOF/ KMP-11 (30 dk) 54,74
AUSPE/ Cu-(NH2-BDC) MOF/ KMP-11 (60 dk) 35,39
AuSPE/ Cu-(NH2-BDC) MOF/KMP-11 (120 dk) 31,58

4.3.4. KMP-11 antijen immobilizasyon sicakhik optimizasyonu

Cu-(NH.-BDC) MOF modifiye AuSPE yiizeyine 20 pg/mL KMP-11 antijeni, 20°C,
25°C, 30°C ve 37°C sicakliklarda 30 dakika siireyle inkiibe edilmis ve elektrot
ylizeyindeki diren¢ degisimi EIS ile belirlenmistir. Sonu¢ olarak, Sekil 4.8.'te
goriildiigii gibi, 25°C'nin altinda ve iizerindeki sicakliklarda elektrot ylizeyine daha
az KMP-11 antijeni baglanmis ve 25°C'de elde edilen direng degerlerine gore daha
kiigiik direng degerleri elde edilmistir (Diouani, vd, 2019). Ayrica, 25°C oda
sicakligina denk geldigi i¢in bu durum, gelistirilen biyosensore pratiklik
kazandirmistir.  Bu nedenle calismanin devaminda KMP-11 antijenin optimum

immobilizasyon sicakligi oda sicakligi olan 25°C belirlenmistir.
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Sekil 4.8. KMP-11 antijeninin immobilizasyon sicakhiginin optimizasyonunda elde edilen
Nyquist egrileri ve excel grafigi.
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Tablo 4.5. KMP-11 antijeni immobilizasyon sicaklik (20°C, 25°C, 30°C ve 37°C) degisimine ait

direnc¢ farklanmalar tablosu.

KMP-11 antijen immobilizasyon sicaklik optimizasyonu (°C) A Direng ()

AUSPE/Cu-(NH,-BDC) MOF 77.13
AUSPE / Cu-(NH-BDC) MOF/ KMP-11 (20 °C) 4,37
AUSPE / Cu-(NH-BDC) MOF/ KMP-11 (25 °C) 50,32
AUSPE/ Cu-(NH-BDC) MOF/ KMP-11 (30 °C) 27,0
AUSPE/ Cu-(NH2-BDC) MOF/ KMP-11 (37 °C) 39,0

4.3.5. Antijen-antikor inkiibasyon Sicakhigi ve inkiibasyon siiresi

optimizasyonu

Leishmania viriisiine ait antikor ve antijen etkilesimi igin inkiibasyon sicakligi
genellikle 25°C oda sicakligidir (Diouani, vd, 2019; Escosura-Muniz, vd, 2010).
Diger yandan, 1:200 seyrelme oraninda (pH 7,4 PBS iginde) anti-gp63'nin 30, 60,

120 ve 150 dakika siireyle, yani dort farkli inkiibasyon siiresi boyunca, optimum

kosullarda hazirlanan Leishmania immunosensoriiyle etkilesimi incelenmistir. Sekil

4.9. daki Nyquist egrilerinden ve Tablo 4.6.’dan agik¢a goriildiigii gibi, 60 dakika

optimum inkiibasyon siiresi olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.9. Antijen-Antikor inkiibasyon siiresi optimizasyonu deneylerinden elde edilen Nyquist

egrileri ve excel grafigi.
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Tablo 4.6. Leishmania immunosensorii icin 30, 60, 120 ve 150 dakika Antijen-Antikor inkiibe

edilmesi sonucu meydana gelen direng farklanma tablosu.

Antijen-Antikor inkiibasyon siiresi optimizasyonu (dk.) A Direng (Q2)
AUSPE/ Cu-(NH2-BDC) MOF/ KMP-11 75,62

AUSPE / Cu-(NH2-BDC) MOF/ KMP-11/anti-gp63 (30dk) 5,6

AUSPE / Cu-(NH2-BDC) MOF/ KMP-11/anti-gp63 (60dk) 18,25
AUSPE/ Cu-(NH2-BDC) MOF/ KMP-11/anti-gp63 (120dk) 11,04

AUSPE/ Cu-(NH,-BDC) MOF/ KMP-11/anti-gp63 (150 dk) 9,08

4.4, Leishmania Immunosensériiniin Analitiksel Karakterizasyonu

Optimum kosullarda hazirlanan Leishmania immunosensoriiniin  dogrusal yanit
araligi belirlemek amaciyla 1:40, 1:80, 1:160, 1:200, 1:320, 1:640 ve 1:1500
oranlarinda seyreltilmis anti-gp63 kullanilarak immunosensoriin performanst EIS

yontemiyle incelenmistir.

Anti-gp63'niin  seyrelme oranina karsi elde edilen impedans degerleri grafige

aktarilarak kalibrasyon grafigi olusturulmustur (Sekil 4.10).

Kalibrasyon grafigi incelendiginde 1:40 ila 1:1500 arasinda seyrelme oranina sahip
anti-gp63 ile dogrusal yanit araliginin y=-5,8032x +42,419 esitligi ve R? = 0,9959
degerine sahip oldugu bulunmustur. LOD degeri, kalibrasyon grafigindeki en yiiksek
seyrelme orani olan 1:1500 olarak belirlenmistir. Diger yandan, 1:80 seyrelme
oranina sahip anti-gp63 icin (n=3 tekrarli olarak) %RSD degeri %4,76 olarak

saptanmistir.

Ote yandan, gelistirilen immunosensdriin analitiksel karakteristik degerleri,
literatlirde yer alan bazi Leishmania immunosensorleriyle kiyaslanmistir (Tablo 4.8.).
Bunun sonucunda bu tez kapsaminda gelistirilen immunosensdriin, Tablo 4.8.’de yer
alan bir¢ok immunosensérden daha genis dogrusal yanit araligina sahip oldugu

gorilmiistiir.
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Sekil 4.10. Leishmania immunosensoriiniin analitiksel karakterizasyonunda farkh seyrelme
oranlarinda anti-gp63 ile etkilesimi sonucu elde edilen Nyquist egrileri ve excel grafigi.

Tablo 4.7. Anti-gp63 farklh seyrelme oranlarinda hazirlanmasi ile gerceklesen analitiksel

karakterizasyon ¢calismasi sonucu elde edilen direng farklanma tablosu.

Anti-gp63 A Direng (Q)
Seyrelme Oranlari

AUSPE 68,44

1:40 40,95

1:80 31,44

1:160 24,49

1:200 18,24

1:320 12,36

1:640 8,16

1:1500 2,58
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Tablo 4.8. Gelistirilen Leishmania immunosensoriiniin analitik performansimin benzer

biyosensor ¢calismalarla karsilastirma tablosu.

Elektrot Modifiye  Tespit Immunos Dogrusa  Belirt Refer
Yontemle  ensor lArabk me alt ans
ri siiri

SPEs EIS Leishmani  1:40- (Cord

a 1:1280 eiro
infantum vd.,
antigen/ 2019)
anti-
Leishmani
a
infantum
SPCE AUNP cv Leishmani  1:25- 202ng (Marti
a 1:100,00 mL* ns
infantum 0 vd.,
antijen- 2020)
anti-
Leishmani
a tiirleri
Altin 11-MUA  SPR Leishmani  1:50- (Sout
elektrot a 1:102,40 ovd.,
infantum 0 2013)
antigen/
anti-
Leishmani
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Tablo 4.8. (Devam)

dSPCE 4-HPA

Kuvars

kristal

altin

elektrot

Dizlemsel CYS/SA

alttn SPR M

disk

AUSPE Cu-
(NH2-
BDC)-
MOF

EIS- CV

Piezoelek
trik

SPR

EIS

a

infantum

LcilA/rLc
i2B
rekombin
ant
antijen-
anti-
Leishmani
a

infantum

rLci2B-
NH6/
anti-
Leishmani

a chagasi

Rekombin
ant C1
antijen/
anti-C1

KMP-11
antijen-
anti-gp63

1:40-
1:5120

1:400-
1:3200

1.42-7.5 1,08x1
06 pg

mL™

6 g
mL™!

Antikorla  1:1500
rn
seyreltm

€ orani

1:40-
1:1500

(Cord
eiro
vd.,
2020)

(Ram
0s-
Jesus
vd.,
2011)

(Sout
ovd.,
2015)

calism

(SPR: yiizey plazmon rezonans, SPES: yiizey baskili elektrotlar, 4-HPA: poli (4-hidroksifenilasetik
asit), 11-MUA: 11-merkaptoundekanoik asit, dSPCE: cift yiizey baskili karbon elektrot, C1:
Hypothetical protein, CYS:sisteamin, SAM: Self-assembled monolayer,)

4.5.Girisim Calismasi

Optimum kosullarda hazirlanan ve 1:320 seyrelme oranina sahip antigp63 varliginda

Leishmania immunosensorii yiizeyine, 10 pg/mL anti-VEGF, 5 pg/mL anti-AFP ve

10 pL anti-IgG karisimi immobilize edilmistir (Nazari-Vanani vd., 2020).
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Girigimcilerin 1 saat inkiibasyon sonrasinda yapilan EIS &l¢imleri yorumlanmis ve
geri kazanim degeri %99,91 olarak hesaplanmistir. Bu geri kazanim degeri
sonucunda, incelenen girisimcilerin gelistirdigimiz immunosensor iizerinde 6nemli

bir etkisinin olmadigini sdyleyebiliriz.

4.6.Depolama Kararhhginin incelenmesi

Hazirlanan Leishmania immunosensoriin depolama kararliligi, 1:320 seyrelme
oranindaki anti-gp63 tayinin ardisik iki giin boyunca ayni elektrotla yapilmasiyla

Olciilmistiir.

Elde edilen EIS o6l¢iimlerinde, ilk giin direng deger farki 25,00 € olarak
belirlenmistir, ancak ikinci giin ayni elektrotla yapilan 6lgiimde direng degeri farki
12,36 Q olarak kaydedilmistir (+4°C'de saklanmistir). Geri kazanim degeri ikinci
giniin sonunda %51,5 olarak bulunmus ve sonu¢ olarak, immunosensor
performansinda yiiksek bir kayip gozlenmistir. Bu sonuglar, gelistirilen Leishmania

immunosensoriiniin tek kullanimlik olmasi gerektigini gostermektedir.

4.7. Ornek Deneme Cahsmasi

Gelistirilen ve optimize edilen Leishmania immunosensorii, in vitro olarak gergek
orneklere uyarlanmistir. Bu amagla, Leishmania immunosensoérii hazirlanmasinda
KMP-11 antijeni yerine crude Leishmania parazit antijeni (pozitif 6rnek) veya tavsan
hiper-immiin serumu (kontrol 6rnek) elektrot ylizeyine immobilize edilmistir. Her iki
antijenin de derisimi 20 pg/mL olarak ayarlanmis ve AuSPE/Cu-(NH.-BDC)-MOF

ylizeyine 30 dakika boyunca inkiibe edilmistir.

Pozitif ornekte, AuSPE/Cu-(NH,-BDC)-MOF/ crude Leishmania parazit antijeni
ylzeyine 1:200 seyrelme oranina sahip anti-gp63 immobilize edilmis ve 1 saat
boyunca inkiibasyon yapilmistir. Bu islemden sonra EIS  dl¢limleri
gerceklestirilmistir. Anti-gp63'nin baglanmasi sonucunda diren¢ artist meydana
gelmis ve direng farki 1604,64 Q olarak belirlenmistir. Meydana gelen direng farki
Sekil 4.11.A'da gosterilmistir.
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-Z”(Q)

Negatif ornekte ise, AUSPE/Cu-(NH»-BDC)-MOF/tavsan hiper-immiin serum
ylizeyine 1:200 seyrelme oranma sahip anti-gp63 immobilize edilmis ve 1 saat
boyunca inkiibasyon yapilmistir. EIS Ol¢limleri sonucunda negatif Ornekte anti-
gp63'min immobilize olmadigindan dolayr sadece hafif bir artis (90,00 Q)
gozlenmistir (Sekil 4.11.B).

Bu calisma, gelistirilen Leishmania immunosensoriiniin ger¢ek Leishmania'nin
tespiti i¢in kullanilabilirligini gostermektedir. Pozitif 6rnekte anti-gp63 ile direng
artis1 elde edilirken, negatif 6rnekte anti-gp63'nin immobilize olamadigindan diisiik

bir direng artis1 gdzlenmistir.
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Sekil 4.11. Leishmania'nin gergek tespiti i¢in gelistirilen Leishmania immunosensériin A. pozitif
ve B. negatif 6rnek denemelerine ait Nyquist egrileri.

4.8. Yorum

Leishmaniasis, kotli yasam kosullar1 ve yetersiz saglik hizmetleri ile siki bir iligkiye
sahiptir. Bu hastalik, genellikle gelismekte olan iilkelerde ve diisiik sosyoekonomik
gruplarda yaygindir. Bu nedenle pratik, hassas, dogru ve diisiik maliyetli Leishmania

tani testlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Tez kapsaminda Cu-(NH2-BDC)-MOF modifiye anti-gp63 ve KMP-11 antijeni
arasindaki etkilesime dayali elektrokimyasal Leishmania immunosensorii
gelistirilmistir. Leishmania immunosensoérii tasariminda bu MOF yapis1 ilk kez
kullanmilmistir.  Gergeklestirilen denemeler sonucunda, Cu-(NH2-BDC) MOF
optimum miktarinin 1:3 oraninda seyreltilmis  silispansiyon oldugu, KMP-11
antijenin optimum miktarmin 20 pg/mL ve immobilize olma sicakliginin 25°C
oldugu, KMP-11 antijeni-Gp63 antikoru inkiibasyon siiresinin 60 dak ve inkiibasyon
sicakliginin literatiirde c¢okca kullanilan 25°C oldugu saptanmistir. Ardindan
optimum deneysel kosullar altinda, 1:40 ila 1:1500 arasinda seyrelme oranina sahip
anti-gp63 icin dogrusal yanit araligi elde edilmis ve grafikte R* = 0,9959, y = -
5,8032x + 42,419 denklemiyle bulunmustur.

LOD degeri ise 1:1500 seyrelme oranina sahip anti-gp63 olarak belirlenmistir.
Ayrica, 1:80 seyrelme oranina sahip anti-gp63 i¢in (n:3 tekrarli) %RSD degeri %4,76

olarak bulunmustur.

Diger yandan, girisimci etkisi incelenmis ve 10 pg/mL anti-VEGF, 5 ug/mL anti-
AFP, 10 pL anti-IgG karisimi varliginda 1:320 seyrelme oraninda hazirlanan anti-
gp63 analizi gergeklestirilmistir. Bu analiz sonucunda geri kazanim degeri %99,91
olarak bulunmustur. Bu deger, girisimcilerin gelistirilen immunosensor tlizerinde
onemli bir etkiye sahip olmadigini gostermektedir. Son olarak 6rnek uygulama
denemeleri i¢in pozitif 6rnek olarak crude Leishmania parazit antijeni ve negatif

ornek olarak tavsan hiper-immiin serum kullanilarak ger¢ek drneklerde calisilmistir.

Sonug¢ olarak simirli kaynaklara sahip ortamlarda, insan ve veterinerlik tibbi
uygulamalarinda kullanim i¢in pratik, kullan-at ve tasmabilir bir Leishmania

immunosensorii gelistirilmistir.
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