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OZET

IMMUNOBIYOSENSORLERDE BiYOMOLEKULLERIN DEDEKSIYONU iCiN
IMMOBILIZASYON YONTEMLERININ GELISTIiRILMESI

Sevecen TUGLU GURPINAR

Biyomiihendislik Anabilim Dali

Doktora Tezi

Tez Danismani: Dr. Ogr. Uyesi Zeynep AKDESTE
Es Danisman: Dog. Dr. Selma OZTURK

Biyosensorler, bir biyolojik algilayici ile hedef analitin arasindaki etkilesimin yarattig
degisiklikten sinyal Ureten bir transdiiserin kombinasyonundan olusan cihazlardir.
Biyosensorlerin performans parametreleri; hizli geriye dénme zamani, dinamik cevap,
tekrarlanabilirlik, secicilik, kantitatif olgiim siniri, tespit siniri, genis ol¢im araligl,
dogrusallik ve hassasiyetdir. Biyosensorlerin hassasiyetine blylk oOlclide etki eden
immobilizasyon  etkinlikleri  biyoalgilayicit  ylizeyde  farkh  methodlar ile
gerceklestiriimektedir. Tez kapsaminda vyapilan c¢alismada elektrod ylizeyinde
kendiliginden olusan tek tabakalar (self assembled monolayer (SAM)) olusturularak
analit immobilizasyonlari gerceklestirilmistir.

Tez calismasinda gelistirilen kuvars kristal mikrobalans (QCM) immiinosensoériinde
immobilizasyon etkinliginin belirlenmesi calismalari icin Fumonisin (FUM) biyomolekili
model olarak kullanilmistir. FUM, Fusarium Moniliforme ve Fusarium Proliferatum
isimli kif mikroorganizmalari tarafindan dretilen bir mikotoksin turadir ve diger
mikotoksinler gibi ABD Gida ve ila¢ Dairesi (FDA) , Avrupa Komisyonu (E.C.) ve
Ulkemizde Tirk Gida Kodeksi tarafindan getirilen reglilasyonlar (diizenlemeler) ile
izlenmektedir. FUM kontaminasyonunda laboratuvar odakl enstriimantal analitik
sistemler ile tayinlerin yanisira yerinde tespit imkanlari sunmasina bagh olarak
biyosensorler ile tayin metodlari Uzerine calismalar da gelistiriimektedir. Tez
kapsaminda FUM’ne karsi Uretilen Monoklonal Antikorlar (Mab) kullanilarak FUM
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dedeksiyonu yapabilen QCM imminosensori ilk kez gelistirilmistir. Calismada
immobilizasyon etkinliginin 6énemini ortaya koyan stratejiler sayesinde regulasyonlarin
belirledigi araliklarda FUM tayini yapilabilen bir sensor gelistirildi. FUM’nin ylizeye
immobilizasyonunda SAM ajani olarak en sik kullanilan 11-merkaptoundekanoik asit’in
yanisira yine lineer ajanlardan 11-merkaptoundekanamid (MUD) ve 11-
merkaptoundekanol (MUO) kullanilarak yiizey modifikasyonlari yapildi. immobilizasyon
etkinliginin arttirlmasinda lineer ajanlara alternatif olarak; kendiliginden SAM
olusturmalari, farkh topografik yapilari ile analiti sunma/yakalama kabiliyetleri ve
yiksek derecede islanabilme &zelliklerinden dolayr dendronlar kullanildi. immobilize
olan analitin elektrodlara ve birbirlerine olan uzakliklarinin 6lciimlerdeki hassasiyet
Uzerine etkisinin belirlenmesi amaciyla 3 farklh nesilden (jenerasyon) dendronlar
kullanildi. Bu amagla bis-MPA dendron-8-hidroksil-1thiol (G3 DND), bis-MPA dendron-
16 hidroksil-1 thiol (G4 DND) ve bis-MPA dendron-32 hidroksil-1 thiol (G5 DND)
dendronlari ile FUM immobilizasyonlari gergeklestirildi. Yizeyde dendronlarin
kullanilmasi ile ylksek sensor yanitlarinin elde edilmesine karsin verilerde gliven
sinirlamasindan dolayi iki katmanh sensor yilzeyleri olusturuldu ve MUD ile SAM
olusturulduktan sonra ylizeyde ikinci bir katman olarak dendronlar kullanildi.
Gelistirilen tim elektrod vylzeyleri o6lgiimlerde algilama, hassasiyet, dogruluk ve
tekrarlanabilirlik parametreleri agisindan irdelendi. Biyosensorlerde immobilizasyon
etkinligini ortaya koyan bu ¢alismalar sayesinde, 0.008 ppm algilama limitine sahip,
glvenilir, tekrarlanabilir, ylksek hassasiyette FUM Olgimi  yapabilen QCM
immunosensoru gelistirildi.

Anahtar Kelimeler: immiinosensoér, dedeksiyon limiti, fumonisin, kuvars kristal
mikrobalans (QCM), dendron
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ABSTRACT

DEVELOPMENT OF IMMOBILIZATION METHODS FOR DETECTION OF
BIOMOLECULES IN IMMUNOBIOSENSORS

Sevecen TUGLU GURPINAR

Department of Bioengineering

PhD. Thesis

Adviser: Asst. Prof. Dr. Zeynep AKDESTE
Co-Adviser: Assoc. Prof. Dr. Selma OZTURK

Biosensors are devices that consist of a combination of a transducer that generates a
signal from the change caused by the interaction between a biological sensor and the
target analyte. Performance parameters of biosensors are fast response time, dynamic
response, reproducibility, selectivity, quantitative measurement limit, detection limit,
wide measurement range, linearity and precision. The immobilization activities, which
affect sensitivity of the biosensors, are achieved by different methods on the biosensor
surface. In this thesis, analyte immobilization was performed by forming single layers
(self assembled monolayer (SAM)) on the surface of the electrode. Fumonisin (FUM)
biomolecule was used as a model to determine immobilization activity in developed
quartz crystal microbalance (QCM) immunosensor in thesis study.

FUM is a mycotoxin species produced by the fungus microorganisms named Fusarium
Moniliforme and Fusarium Proliferatum and it is followed by the US Food and Drug
Administration (FDA), European Commission (E.C.), Turkish Food Codex(T.F.C)
regulations as other mycotoxins. In addition to laboratory-focused instrumental
analytical systems in FUM contamination, biosensors and identification methods have
also been developed depending on the availability of on-site detection facilities. In the
thesis, for the first time, QCM immunosensor capable of FUM detection was
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developed by using Monoclonal Antibodies (Mab) produced against FUM. In this study
FUM immunosensors were developed that can be identified at intervals determined by
the regulation because of strategies that demonstrate the importance of
immobilization effectiveness. Surface immobilization was performed by using 11-
mercaptoundecanamide (MUD) and 11-mercaptoundecanol (MUO) from linear agents
as well as 11-mercaptoundecanoic acid, which is the most commonly used SAM agent
in surface immobilization of FUM. Dendrons were used as an alternative to linear
agents for enhancing immobilization efficiency due to spontaneous SAM formation,
the ability to present / capture analytes with different topographic features, high
degree of wettability and conductivity. Three different generations of dendrons were
used to determine the effect of the immobilized analyte on the sensitivities of the
electrodes and their distances to each other. For this purpose, FUM immobilization
was performed with dendrons of bis-MPA dendron-8-hydroxyl-1 thiol (G3 DND), bis-
MPA dendron-16 hydroxyl-1 thiol (G4 DND) and bis-MPA dendron-32 hydroxyl-1 thiol
(G5 DND). High sensor responses were obtained by using the dendrons on the surface
but due to the confidence constraint in the data, two layer sensor surfaces were
created and dendrons were used as a second layer on the surface after MUD and SAM
were created. All developed electrode surfaces were investigated in terms of
perception, precision, accuracy and repeatability parameters in measurements.
Through the studies the effect of immobilization on biosensors, QCM immunosensor
has been developed for FUM detection, which have 0.008 ppm detection limit,
reliable, reproducible, capable of high precision measurement.

Keywords: Immunosensor, limit of detection, fumonisin, quartz crystal microbalance
(QCM), dendrons
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BOLUM 1

GIRIS

1.1 Literatiir Ozeti

Biyosensorler, analit ile biyolojik aktif maddenin etkilesimi sonucu meydana gelen
degisimleri olgllebilir sinyale ¢eviren cihazlardir. Son yillarda kullanim alanlari ve piyasa
ihtiyaci giderek artan biyosensorlerin tiketicinin kullanimina gore gelistirilmesi igin
hedefe yonelik tasarimlar yapilmalidir. Analite ylksek spesifiklikte tanima saglayan
biyolojik algilayicinin gelistirilmesi, uygulmaya yonelik kolay kullanimli bir biyosensor ve
transdiserin dizayn edilmesi, etkin metodolojinin belirlenmesi ve yliksek hassasiyette

Olgiimler igin immobilizasyonlarin gelistirilmesi gereklidir [1].

Piezoelektrik temelli gravimetrik bir yontem olan kuvars kristal mikrobalans (QCM)
sistemi, kolay kullanim teknikleri, kisa sireli analiz imkani saglamasi, hassas analiz
kabiliyeti, tasinabilir olmasi sayesinde yerinde tespite olanak saglamasi, isaretleyici
ajana gerek duymamasi, disik masrafli ve kullanici dostu olmasindan dolayi
mikotoksin analizlerinde kullaniimaya baslanmistir [2], [3]. QCM immiinosensoriinde
altin elektrodlar kendiliginden olusan tek tabakalar (SAM) olusturularak antijen ya da
antikorun immobilizasyonuna olanak sagayacak sekilde hazirlanirlar [4], [5].
immobilizasyonda kovalent baglama, adsorpsiyon, capraz baglama ve tutuklama
yontemleri kullanilmaktadir. Ancak immobilizasyon yontemleri arasinda antijen-antikor
baglanmasina ve ayrilmasina imkan saglayan en etkin yontem kovalent bag ile

immobilizasyondur [6].

immobilizasyonda yeni yoéntemler gelistirilerek biosensor etkinlikleri duyarhlik,

secimlilik,  hassasiyet,  tutarlilk,  dedeksiyon limit degerleri  acgisindan



iyilestirilebilmektedir. Biyosensorlerin immobilizasyonunda ve ylzey
modifikasyonlarinda dendrimerler kullanilarak biyosensorlerde hassasiyet arttiriimasi
Ustine cahsmalar mevcuttur [7]. Dendrimerler bir cekirdek, cekirdek etrafindaki
dallanma birimleri (dendronlar) ve fonksiyonel vylzey gruplarindan olusurlar.
Dendrimerler ila¢ tasima sistemleri, goriintiileme sistemleri ve malzeme biliminin yani
sira kugtk kimyasal yapili molekillerin dedeksitonu igin gelistirilen immiinosensorlerde
de kullanilmaktadir [8], [9], [10]. Sensor elektrodlarinda kullanilan dendrimerler
kendiliginden tek katmanl tabaka (SAM) olusturma egilimindedirler. Altin ylzeylerin
modifikasyonunda, kendiliginden SAM olusturmalari ve farkli islanabilme 6zellikleri,
sterik engeli azaltmalar, ylksek iletkenlik o6zelliklerinden dolayr tez ¢alismasi
kapsaminda immobilizasyon etkinliginin arttirilmasi ¢alismalarinda ilk kez dendronlar

tercih edildi [10].

Biyosensorlerde immobilizasyon etkinliklerinin gelistirilmesi calismasinda model olarak
fumonisin (FUM) biyomolekili kullanildi. Fusarium cinsi mantarlarin sekonder
metabolitleri olan fumonisinler gesitli tiirlerdeki farkl hastaliklarin etiyopatojenezinden
sorumlu bir mikotoksindir [11], [12]. Avrupa Komisyonu (E.C.), Amerika Gida ve ilag
Dairesi (FDA) ve Tirk Gida Kodeksi yayinladiklari tebligler ile halk saghgini korumak igin
kirliligin mimkin oldugunca engellenmesi ve azaltilmasi icin 6nlemler alinmasini
saglamaktadirlar. FUM’nin analitik tayininde ince tabaka kromatografisi (ITK), ylksek
basingh sivi kromatografisi (HPLC), sivi kromatografisi-kitle spektrofotometresi (LC-MS)
ve enzim isaretli immiinosorbent testi (ELISA) ile yapilabilmektedir. Ancak ITK ile
kantitatif analizler yapilabilmektedir. Ote yandan kalitatif tayine de olanak saglayan
ELISA, hatal pozitif deger riski tagimaktadir ve uzun sireli bir protokole sahiptir. LC-MS
ile tayinler ise yuksek maliyetlidir [11], [13]. Halen FUM tayininde HPLC en ¢ok tercih
edilen yontem olsa da analiz sirasinda kullanilan orto-fitaldehit (OPA) hatali pozitif
sonu¢ verebilmektedir. Son vyillarda biyosensorler sahip olduklari yiksek hassasiyet,
kalitatif Olcim yetenegi, tasinabilirlik ve kullaniciya sunduklari kolay kullanim
avantajlarindan dolayi siklikla tercih edilmektedirler. FUM tayini icin de gelistirilen ve
Uzerinde calisilan farkh biyosensor cesitleri mevcuttur. Sahip oldugu yiksek secicilik ve
O0zgiunlik sayesinde antikorlarin sensoérlerde kullanimi ile olusan immiinosensorler,

FUM tayininde 1996’dan bu yana lizerine en ¢ok calisilan biyosensor c¢esidi olmustur.
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FUM immiinosensorlerinden amperometrik ve impedimetrik tekniklerin kullanildig
elektrokimyasal biyosensorler ile ylzey plasmon rezonansi (SPR),
elektrokemiliminisans, florensans ve flouresans polarization immunoassay (FPIA)
temelli optik biyosensorler 6nceki arastirmalarda en ¢ok kullanilan sensor cesitleri
olmustur [14], [15]. Optik ve elektrokimyasal sensoérler disinda mikotoksin tayininde

kullanilabilecek bir diger immiinosensor ¢esidi QCM’dir.

1.2 Tezin Amaci

Tez c¢alismasi kapsaminda QCM temelli model bir imminosensor gelistirilmesi ve
gelistirilen immiinosensorde  odlcimlerin  ylksek hassasiyet ve dogrulukta
yapilabilmesinde kritik bulunan analit immobilizasyonunun etkinliginin arttiriimasi
hedeflenmistir. Daha etkin bir immobilizasyon ile sensériin algilama limitlerinin
azaltilabilecegi, analit immobilize edilen ylizeylerde 6l¢ciimler arasi yiksek tutarhlik elde
edilebilecegi ve bu sayede tez ¢alismasi kapsaminda gelistirilen model immiinosensér
disinda genel kullanima uygun bir immobilizasyon metodunun gelistirilebilecegi

distnilmastar.

immobilizasyonda etkinligin incelenmesi icin model olarak éncelikle QCM’de FUM
dedeksiyonuna vyoénelik immiinosensdr gelistirilmesi hedeflendi. immiinosensér
gelistirilmesinde biyolojik algilayici olarak hibridoma teknolojisi ile laboratuvarimizda
gelistirilen Mab kullanildi. Mikotoksinler gibi kiigiik molekullerin algilanmasina yonelik
gelistirilen gravimetrik immiinosensorlerde ylizeyde genellikle analit immobilizasyonu
yapilarak yarisiml sistemlerde oOl¢limler gerceklestiriimektedir. Antikorlarin immobilize
analit ile etkilesmine dayali bu sistemlerde analitin glgli baglar ile ylzeye
tutundurulmasi, analite 6zglin olmayan baglanmalara izin vermeyecek yogunlukta
immobilizasyonlarin gerceklesmesi, antikorun sterik engellere ugramasini 6nleyecek
miktarda analitin immobize olmasi ve gerekli durumlarda yonlendirme yapilmasi
gerekmektedir. Bu amagla altin elektrod yilizeyinde immobilizasyon icin kendiliginden
olusan tek katmanl tabakalar (SAM) kullanilmasi 6ngoriildi ancak modifikasyonlar ve
alternatif ajanlar ile gelistiriimesi hedeflendi. Tez kapsaminda SAM ajani olarak farkh
fonksiyonel gruplara sahip lineer ajanlar ile immobilizasyonlar saglanarak kimyasal

modifikasyonlarin immobilizasyona etkisinin immiinosensor hassasiyetindeki degisim
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ile incelenmesi amaglandi. Ayrica alternatif olarak farkli morfolojiye sahip, ¢oklu dal
yapili ve hiper hidrofilik dendronlarin sulu ortamlarda yiizeylerindeki analiteri farkli
acilar ile ortama sunma kabiliyetlerinden dolayi ilk kez tez g¢alismasi kapaminda

immobilizasyon araci olarak kullanilmasi 6ngoruldi.

1.3 Hipotez

Bu calismanin hipotezi; gelistirilecek olan model bir immiinosensorde farkli ve yenilikgi
immobilizasyon teknikleri uygulanarak, biyosensoriin hassasiyeti, duyarliligl,
tekrarlanabilirligi, tutarhihgi, gtivenilirligi ve analit algilama limitleri gibi parametrelerde

ivilestirmelerin yapilmasidir.

Kuvarzt kristalin mikrobalans (QCM) temelli biyosensorler gravimetrik olarak analitin
algilanmasina dayali sistemlerdir. Mikotoksinler gibi kiicik molekdl agirlikh maddelerin
algilanmasinda QCM temelli immiinosensorler kullanilabilmektedir. Tez kapsaminda
model olarak gelistirilen QCM temelli FUM imminosensoériinde biyolojik algilayicinin
hibridoma teknolojisi kullanilarak elde edilmesi sayesinde antikorlarin biyik
miktarlarda Uretilebilmesi ve kolaylkla saflastirilabilmesi 6ngoérilmektedir. QCM
temelli FUM spesifik antikorun kullanildigi imminosensor, gravimetrik yontemde
algilama yaptigi icin kiigik molekil agirlikh FUM’nin dogrudan tayini yerine antikorun
molekiler agirhgindan vyararlanilarak  oOlglim  sistemi  olusturulmustur. QCM
kristallerinde altin yilizeyde analit immobilizasyonu vyapilarak antikorun analit ile
yarisimina dayali kalibrasyon egrileri elde  edilerek miktar  tayini

gerceklestirilebilmektedir.

Antikorun FUM’i algilamasi icin imminojen hazirlanmasinda reaksiyona giren
fonksiyonel grubundan immobilize edilmesi gerekmektedir. QCM’de en sik kullanilan
immobilizasyon ajani MUA’dir. SAM olusturmak icin kullanilan MUA’nin bu amagla
modifikasyonu gergeklestiriimelidir. Ancak modifikasyonlar FUM immobilizasyonu icin
verim kaybina neden olabilmekte, bu durum sensoér yanitlarinda tutarsizhiga ve disilik
hassasiyette Olgclime neden olabilmektedir. Alternatif SAM ajani olarak MUD

kullanilmasi ile bu durumun oniine gecilmesi hedeflenmektedir.



Biyosensorlerde immobilizasyon etkinligi Uzerine vyapilan bazi ¢alismalarda
dendrimerlerin ylizey o6zelliklerinden yararlanildigi bilinmektedir. Dendrimerler altin
ylizeyde adsorbe edilerek tutundurulmakta; yizey miktarini arttirma, islanabilme,
impirit modelleme gibi oOzelliklerinden vyararlanilmaktadir. Tez ¢alismasinda
dendrimerler yerine dendronlarin kullaniimasi ile ylizey modifikasyonunda yenilikgi bir
yaklasima ulasiimasi hedeflenmektedir. Cinkl dendronlar dendrimerlerden farkh
olarak cekirdeklerinde bulunan thiol kimyasal gruplarini agikta tasirlar. Thiol grubu
iceren dendronlarin altin ylizeyde kendiliginden tek tabaka olusturmasi ile hazirlanacak
olan dendron SAM’ler sayesinde ylzeyde adsorpsiyondan daha kuvvetli
immobilizasyonlarin saglanmasi hedeflenmektedir. Farkli nesillerden dendronlarin
kullanilmasiyla analitin birbirine ve ylizeye mesafesinin, sensér cevaplarinda hassasiyet
ve Olclimler arasi glivenilirlik acisindan degerlendirilebilmesi; antikorun sterik engele

maruziyetinin en az olacagi morfolojik yapinin segilmesi 6ngoérilmektedir.

Bu tez calismasinda ilk kez gelistirilecek olan FUM dedeksiyonuna yonelik QCM
immiinosensoriinde MUD ve MUO ile alternatif lineer ajanlar ile immobilizasyonlar
gerceklestirilmistir. immobilizasyonda dendronlar ilk kez kullanilmis olup elde edilen
veriler sayesinde yliksek hassasiyette algilama yapilmasi gereken biyosensorlerde
immobilizasyon ve ylzey modifikasyon ajani olarak dendronlarin kullanimina dair

onemli bilgiler edinilmistir.



BOLUM 2

GENEL BiLGI

2.1 Biyosensorler

Genel olarak biyosensor; biyolojik, kimyasal veya biyokimyasal sinyali 6lglebilir ve
islenebilir elektriksel sinyale donustlrebilen, kimyasal veya fiziksel transdiser ile
birlestirilmis biyolojik algilama materyali igeren bir cihaz veya enstrimandir [1], [2].
Biyosensorler, biyolojik molekillerin veya sistemlerin segimlilik 6zellikleri ile modern
elektronik tekniklerin islem yeteneginin birlestirilmesiyle gelistirilen biyoanalitik

cihazlardir [3].

Biyosensor, blnyesinde bir molekiler tanima elemani ve/veya bir fizikokimyasal
dondistirici ile entegre edilmis olan biyoanalitik cihaz olarak tanimlanir. Molekiiler
biyoloji, mikro-akiskanlar, akilli polimerler ve nanomateryaller gibi yeni teknolojilerle
bir araya gelerek zararli mikrooranizmalari, toksinleri, pestisitleri, antibiyotikleri,
patojenleri, proteinleri, nutrilitleri, gazlari ve daha fazlasini hizli, spesifik, hassas ve
disiik maliyetli olarak tespit etmek igin biyosensorler siklikla kullaniimaktadir. Saglik,
tarim, gida isleme, cevresel izleme gibi pek c¢ok alanda kullanilan biyosensorler
sayesinde hedef analitler bitkilerde, hayvanlarda, gidalarda, toprakta, havada veya

suda glvenilir ve pratik sekilde izlenebilmektedir [16], [17], [18].

Biyosensorler, temel olarak bir biyoalgilama materyali ile kombine calisabilen bir giic
cevirici (transduser) iceren, biyolojik veya kimyasal etken maddelerin tespitinde

kullanilan cihazlardir [19]. Son yillarda kullanim alanlari ve piyasa ihtiyaci giderek artan

6



biyosensorlerin tiiketiciye yonelik gelistirilmesinde, ilk olarak hedefe yonelik tasarimlar
icin biyosensor tanimlarinin dogru yapilmasi gerekmektedir. Bunun igin biyosensor
uygulama alanlarinin ve hedef analite uygun metodolojinin iyi belirlenmesi
gerekmektedir. Ayrica biyoalgilayci ve transdiiserin analiz metoduna ve analite uygun
olarak segilmesi gerekir. Olciimler arasi tutarligin yiiksek olmasi ve hata payinin
minimalize edilebilmesi icin algilama elemanlarinin olglim ylizeyinde etkin degerlerde
dedeksiyon saglayacak sekilde sabitlenmesi gereklidir [20]. Analit miktarinin tayininde
sinyal gliclendirme gibi performans arttirict  yontemler de gelistirilmesi
gerekebilmektedir [21]. Genel olarak protitipi gelistirilecek biyosensoriin ve tayin
metodunun oOncl calismalari ve ticari biyosensor Urlinlerinin mevcut durumu iyi

belirlenmelidir.

2.1.1 Biyosensoriin Tanimi

Biyosensorler, biyolojik algilayici molekdl ile bu molekiliin ve hedef analitin arasindaki
etkilesimin yarattigi degisiklikten sinyal Ureten bir transdiiserin kombinasyonundan
olusan cihazlardir. Tanima asamasinda biyolojik komponent olan reseptoérler,
¢Ozeltideki veya atmosferdeki biyolojik veya kimyasal analitleri uygun bir algilayici
eleman sayesinde tanimlarlar. Fiziksel komponent olan hissedici elemanlar sayesinde,
tanimlanan analitlerden gelen veriler él¢lebilir bir sinyale donustirilirler. Daha sonra
biyosensor yapisina entegre edilen elektriksel komponentler sayesinde sinyalde

glclendirme, isleme ve goriintileme gercgeklestirilir [22], [23].

Biyolojik
Komponentler

Fiziksel
) Komponentler
Elektriksel -
Komponentler

Sekil 2. 1 Biyosensor semasi
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2.1.2 Biyosensorlerin Bilesenleri ve Siniflandirilmasi

Biyosensorlerin g¢alisma prensibi, biyolojik bir algilama elemaninin analiz edilecek
madde ile etkilesime girmesine dayanmaktadir. Bu etkilesim sonucu olusan fiziksel
veya kimyasal degisiklikler, uygun bir cevirici sistem ile dogrudan veya dolayli olarak

Olculebilir elektronik sinyale ¢evrilmektedir.

BIYOSENSOR
ORNEK g‘@m‘ ~ TRANSDUSER ELEKRONIK VERI ISLEME
* ——
533 ‘/ - B
" | Enzim = 4/
d .. ) . Elektrodlr = | oty
Her e n g3 Transistorler SEas
Niikleik asit
O s ) \‘Mli'k,zlm;::ﬁ,_ma Termistorler Guiglendirici | i
% 4 Do Optik algiayiclar Yikselteg zte
2 : )‘)Hfm" ﬁ.be" ; Sinyal isleme &
S Yapaybiolojk Heet T Kayit-Goriintii /
) it | reseptorler - kristaller

Sekil 2. 2 Biyosensorlerin bilesenlerinin genel gésterimi

Antikor, enzim, nikleik asit, mikroorganizma, doku, yapay biyolojik reseptorler, hiicre
gibi biyolojik algilayici elemanlar sayesinde bu molekillerin spesifik oldugu hedef
analiti taniyarak etkilesime girer. Algilama elemanlarinin analitleri tanimasi sirasinda
kiitle degisimi, proton konsantrasyonunda degisim, gaz salinimi, yilkseltgenme-
indirgenme, 15tk emisyonu ya da absorpsiyonu, veya reflektansi gibi degisimler

meydana gelmektedir.

Bu degisimlerden olusan verileri transdiiserler algilayip daha kolay 6l¢llebilen baska bir
sinyale niceliksel olarak degistirirler. Transdiisere gelen bu birincil sinyaller; akim,
potansiyel fark, sicaklik degisimi, elektrokimyasal degisim, termal fark, optik bir olay ya
da piezoelektrik anlamda kiitle artisiyla olculebilir ikincil bir sinyale donistarilirler.
Transdiser cesitleri olan elektrodlar, transistorler, termistorler, optik algilayicilar, fiber-
optikler, piezoelektrik kristaller farkli biyosensor cesitlerinde kullanilmaktadir. Her
reaksiyon icin kullanilabilecek evrensel kavramda bir cevirici vardir. Ornegin; antikorun

kullanildig! bir elektrotta, antijen-antikor (Ag-Ab) kompleks yapisi toplam kitlenin artisi



disinda kimyasal ya da optik O6lgulebilir bir fark yaratmadigi icin kitlesel farkin
izlenebildigi bir transdiser kullanimi dogru olmaktadir. Son bilesen ise, analitik sistem,
on gliclendirici, empedans donustlirtici, multiplexer, anolog-digital dontstlirlici vb.

elektronik kisimlardan olusmaktadir [19], [20], [24].

2.1.3 Biyolojik Algilayici Tiiriine Gore Biyosensorler

Algilama elemanlarinin yapisina gore biyosensorler, etkilesim merkanizmasi goéz
oninde tutularak katalitik biyosensorler ve affinite biyosensorleri olarak iki ana
kategoriye ayrilirlar. Katalitik biyosensorler, asil biyolojik cevresinde bulunan, izole
edilen veya (Uretilen, enzim veya hicre gibi makromolekillerin reaksiyonuna
dayanirlar. Biyolojik bilesenlerinin yapisina bagl olarak katalitik biyosensorler;
enzimatik sensorler, supramolekiiler hiicre sensérleri, mikrobiyal sensérler olarak

gruplandirilabilmektedirler [25].

Affinite biyosensorleri ise antikor-antijen kompleksi veya aptamer gibi biyolojik
affiniteye sahip elementlerin etkilesimlerine dayanirlar. Affinite biyosensoérleri, DNA
sensorleri ve imminosensorler olarak da siniflandiriimaktadirlar. DNA sensorlerinin
biyokimyasal bilesenleri nikleik asitlerdir. Cogu zaman, DNA problari veya DNA
primerleri olarak adlandirilan fragmanlar seklinde kullanilirlar. Aptamerler ise
antikorlara yakin 6zgiunlikte biyolojik bilesenlerdir ve sensoér sistemlerinde
kullanildiklarinda aptamer-tabanli DNA sensorleri olarak isimlendirilirler. Bir diger
afinite temelli biyosensor gesidi de immiuinoafinite sensorleridir. Genel olarak antijen-
antikor etkilesimine dayanan sistemlere immiinosensdr denilmektedir. Bu tez
kapsaminda gelistirilen immunosensorde, bir mikotoksin c¢esidi olan fumonisine (FUM)

spesifik monoklonal antikor elde edilerek biyolojik algilayici olarak kullanilmistir [26].

2.1.4 immiinosensorler

Immunosensorler, immunoaktif bir materyal olan antikorlarin algilayici eleman olarak
kullanildig1 sistemlerdir. Antijen-antikor baglanmasinin yiksek secicilik, afinite ve
hassasiyetinten dolayr immiinosensorlerde biyolojik algilayict olarak antikorlar
kullanilmaktadir. Glinimiiz teknolojisinde tani ve analiz sistemleri icin kisa sirede

sonuc verebilen, kullanimi kolay, laboratuvar odagi disinda da kullanilabilen, yiksek
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hassasiyette ve disik maliyette olmasi hedeflenen imminosensérler 6nem
kazanmaktadir. immiinosensérler transdiiser tiirlerine gére kategorize edilmektedir

[18], [26], [27].

2.1.5 Transdiiser Tiiriine Gére immiinosensorler

Elektrokimyasal transdiserlere sahip immiinosensorler genel olarak potansiyometrik,
voltametrik, kondiiktometrik, impedimetrik transdiserli immiinosensorler olarak
siniflandirilabilirler.

Potansiyometrik transdiser kullanilan immunosensoérler, calisma elektrodu ile referans
elektrod arasindaki potansiyel farkin c¢evrilmesi prensibine dayanan sensoérlerdir.
Voltametrik transdiser kullanilan immiinosensorler, elektroaktif maddelerde meydana
getirilen oksidasyon veya indirgeme akiminin Olglilmesi prensibine dayananan
sensorlerdir [28].

Kondiktometrik transdiiser kullanilan immunosensorler; bir biyokimyasal reaksiyon
sirasinda ¢ozeltinin total elektriksel iletkenligini Olcen transdiserlerin kullanildigi
sensorlerdir. Ozellikle biyolojik algilama elemani enzim veya antikor olan afinite
etkilisimine dayali sensor sistemlerinde indirgemelerin meydana gelmesinden dolayi
daha az tercih edilmektedirler. impedimetrik transdiiser kullanilan immiinosensérler;
bir elektrokimyasal hiicrenin empedansini ve bu impedansin alternatif akim (AC)
frekansi ile degisimini Olgen geviricilere sahip sensor sistemleridir [28], [29]. Optik
transdiserlere sahip immiuinosensorler, biyolojik reaksiyon sonucunda olusan
absorpsiyon, flioresan, liminesans, i¢c yansima, ylizey plasmon rezonansi (SPR) veya
1stkk sacihm spektroskopisine dayanan optik degisimin algilanip farkli sinyallere
cevrilmesi prensibinin kullanildigi sensorlerdir [30]. Analitin bulundugu ortamin isi
miktarinin hassas bir termistorle 6lglilmesi sonucu analit konsantrasyonunun
belirlenmesini saglayan transdiiser sistemlerine sahip termal biyosensorler, biyolojik
komponentler icin oldukca nadir kullanim alanina sahiptir [2], [31].

Mikroterazi ozelligi ile elektrotta artan toplam kitlenin 6lcimi prensibine dayanan
piezzoelektrik transdiserler ise kolay kullanimi ve hassas Olciim yetenegi sayesinde

immunosensorler icin iyi bir biyosensor sistemi olusturmaktadirlar. Bu tez c¢alismasi
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kapsaminda piezoelektrik transdiiser sistemine sahip bir mikro terazi olan “Kuvars

Kristal Mikrobalans (QCM)” sensori kullanilmistir [2],[3].

2.1.6 Kuvars Kristal Mikrobalans (QCM) Sensorleri

Piezoelektrik sensorler, en genel anlamda 6rnegin piezoelektrik kristal ylzeyinde
toplanan kitlesinin artmasi nedeniyle olusan karakteristik rezonans frekansindaki
farkin Olgilmesi esasina gore calisan gravimetrik aygitlardir. Sensor cevabi, kristal
yuzeyindeki madde ile spesifik bir etkilesime girerek biriken analitin miktariyla iligkilidir

(3].

Kitle algilayici sensor olan QCM, piezoelektrik o6zelliktedir. Piezoelektrik, kuvvet
uygulandiginda elektrik, elektrik uygulandiginda ise fiziksel boyutlarda degisim
(burkulma) olusturabilme 6zelligidir. Piezoelektrik 6zellige sahip malzemelere
uygulanan mekanik basing sonucunda, malzemenin elektrik alanya da potansiyel

degistirme yetenegidir ve malzemede bir voltaj meydana getirir [32].

QCM ve piezoelektrik kristallerin kesfi 1880 yilinda, ilk kez Jaques ve Pierre Curie
tarafindan gozlenmistir. Jaques ve Pierre Curie kimi kristal materyallere disaridan bir
mekanik etki uygulandiginda kristal ylizeyler arasinda bu mekanik etkinin biyukligu ile
orantili bir potansiyel fark olustugunu ileri sirmiuslerdir. Ancak ilerleyen vyillarda
anlasilmistir ki, bu potansiyel fark ylizeye uygulanan mekanik etkinin dogrudan sonucu
degil; mekanik etkiye bagl olusan gerilimden dolayi kristal yapida meydana gelen
boyut degisimi ile ilgilidir [3],[32]. Clnki uygulanan bu mekanik etki sayesinde kristal
materyallerde bir titresim olusmaktadir. Kristalli katilarda atomlarin birbirlerine gore
konumlari tekrarh bir diizen igerir ve bu diizen sayesinde kristal materyallerde titresim
sirasinda atomlar orijinal konumlarindan deforme olmus konuma gegip tekrar orijinal
konuma geri donerler. Birim zamanda tekrarlanan bu atomik konum degisimi ve geri
doénidsimi salinim (osilasyon) frekansi olarak tanimlanmaktadir [33]. QCM sensorler,
elektrot ylizeyinde meydana gelen kitle degisimleri ile olusan mekanik etkiye -hassas
olmalari nedeniyle- kiitlesel degisime dayali algilama sistemlerinde kullaniimaktadirlar.
Sensor yizeylerine tutunan her bir birim analit kiitlesi, QCM salinim frekansinda bir
degisimine neden olmaktadir. Salinim frekansindaki bu degisimler “frekans farki (Af)”

olarak tanimlanmaktadir.
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Piezoelektrik o6zelliginin saglanmasi igin kuvars kristaller belirlenen bir kristal
dizleminde ve dedektor ozelliginin kazanilmasi icin de belirli bir agi ile kesilerek
Uretilirler. AT agcisi, sensorlerde 6nemli bir parametre olan sicakliktan ve nemden
kaynakh frekans farkinda etkilenmenin en az gozlemlendigi kristal kesim seklidir.
Ayrica, AT kesim QCM'ler, ylzeylerindeki kltle degisimlerine daha duyarhdirlar. Bu
calisma kapsaminda AT kesim, 5 MHz, dairesel, simetrik, metal (Altin (Au)) elektrotlar

bulunan kuvars kristaller kullanilmistir [34], [35].

1959’da Sauerbrey, bir piezoelektrik malzeme olan kuvartsin salinim frekansinin, kristal
Uzerindeki kutlesel degisimden etkilendigi gerceginden yola g¢ikarak, QCM sensor
tarafindan algilanan kitle degisimleri (Am) ile frekans degisimleri (Af) arasindaki

baglantiyl “Sauerbrey Esitligi” ile gostermistir [36].

1959’da Sauerbrey, bir piezoelektrik malzeme olan kuvartsin salinim frekansinin, kristal
Uzerindeki kutlesel degisimden etkilendigi gerceginden yola c¢ikarak, QCM sensor
tarafindan algilanan kitle degisimleri (Am) ile frekans degisimleri (Af) arasindaki

vy

baglantiyl “Sauerbrey Esitligi” ile gostermistir [36].

2.Am.fo? _ 2.fo?

; - A
AJoang  AJpanq g
Af (Hz): Olgiilen frekans farki

Af =

(2.1)

Fo (Hz) : Kristalin temel salinim frekansi

Am (g/cm?) : Birim alandaki kitle degisimi

Pq :(2.648 g/cm?) : Kristalin yogunlugu

uq (2,947x1011 g/cm.sz) : AT- kesim kristal icin kuvarsin kesim katsayisi

Baslangicta, QCM olglimleri kati faz 6lciimler icin kullaniimistir. Fakat uygun salinim
devrelerinin (osilator) gelistirilmesiyle sivi fazda da olcimler yapmak mimkiin hale
gelmistir. Sivinin yogunlugu (p1), viskozitesi (n) ve kuvarts kristal rezonatoriin frekansi
arasindaki iliskiyi aciklayan esitlik Kanazawa ve Gordon tarafindan 1997 vyilinda

turetilmistir [36], [37], [38].
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Af = - fo3./2 pini (2.2)
mPquq

iki tabakali bir sistemde frekans degisimi, tim degisimlerin toplanmasi ile hesaplanir.

_ __§ 2 Ams pln1
Af = Afm + Afy = - f, ( ropond T / forPan ) (2.3)

fo (Hz) : rezonans frekansi

Fg (Hz.cm?/ng): kristalin frekans sabiti (Fq = % fo. dg)
dq (mm) : kristal kalinlig

Pq ( g/cm?) : kristalin yogunlugu

A (mm?) : kristal rezonatériin elektrot boyutu

g1 (g/cm?) : sivinin yogunlugu

N1 (kg/m/s) : sivinin viskozitesi

Genellikle sivi ortamda gerceklestirilen QCM sensor uygulamalarinda, analiz edilecek
sivinin yogunlugu ve viskozitesi, titresen kristalin rezonans davranisini etkiler ve

boylelikle sensor tarafindan 6lgciim gergeklestirilmis olur.

Algilamayi Olgebilmek i¢in de kararh osilatér devreleri kullaniimaktadir. Bu yontemle
QCM sensor dizilerine mikroterazi 0Ozelligi kazandirilmistir.  Kurulan elektronik
sistemlerden frekans degisim bilgileri alinarak da algilama ile ilgili olarak nicel ve nitel
yontemler ile birikimi izleme, tiir belirleme (tespiti), immunoserolojik yontem, sivilarin
sivi karisimlari ayirma ve bilesenlerini tanimlama yontemiyle (kromatografik) tespiti,
korozyon goriintiileme ve elektrokimyasal analizler gibi birtakim ¢ozelti olglimlerini

yapabilmektedirler [39], [40], [41].

QCM sensorlerinin  benzersiz en Onemli avantaji, etiketleme ajanlarina ihtiyac
duyulmadan olg¢limlerin yapilabildigi sensor cihazlari olmalaridir. QCM sensorlerinin
kullaniminin oldukca kolay olmasi ve temel ekipmanlarinin pahali olmamasi, diger
avantajlari arasindadir. Sensor chipleri defalarca kullanilabilmekte, es zamanlh
Olclimlerin de yapilabilecegi sistemlerin gelistirilmesi Uzerine calismalar da halen

stirdiridlmektedir
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2.1.7 Biyosensorlerin Performans Parametreleri

Bir biyosensor genel olarak hizli ve siirekli 6l¢im yapabilmeli, ylksek 6zgillige sahip
olmali, kolay kalibre edilebilmeli ve tekrar kullanilabilmelidir. Ayrica, hizli tepki siresi,
disik maliyet, kolay Uretim, sahaya uygulanabilirlik gibi avantajlari da her zaman
sunabilmelidir. Biyosensorlerde en iyi 6lglim sistemini belirlemek igin kullanilan sisteme
ve Olcim metoduna ait bu parametrelerin iyi bilinmesi gerekir. Bu 6zelliklerden en

onemlileri ve ideal biyosensoriin karakteristik davranislari sunlardir [24],[42],[43],:

Hassasiyet: Bir sensor diyagrami icin ideal hassasiyet, biyosensoriin cikis sinyali ile son
duragan halindeki frekans farkinin, analitin derisimindeki degisime orani olarak
tanimlanir. Sensor ylzeyinin buylkligu, analitin kitlesel degisim farkinin buyuklGgu,
Olglim ortamina dogru analitin kiitle aktarim hizi, analit derisiminin ylzdesel araliginin
olcilebilirligi gibi faktorler hassasiyete etki etmektedir. immiinosensérlerde antikorun
seciciligi ve afinitesi de biyosensoriin hassasiyeti Uzerine etkisi vardir. Biyolojik algilayici
olarak kullanilan antikorlar analite 6zgiin olarakyiiksek afinitede baglanma yapmaldir.
Analitin icinde bulundugu ortamda diger komponentler ile etkilesime girmemeli, hatal

pozitif yanit verereksensorin hassasiyetini azaltmalidir.

Biyosensorlerde hassasiyetin arttirilmasi icin genellikle sinyal gliclendirme ve alternatif
immobilizasyon ajanlarinin kullanimi ile sensér ylizey alaninin arttirilmasi Gzerine
calisilmaktadir. Piezoelektrik alan basina diisen kiitlesel farkin artisi sensor yanitlarinin
genis aralikta olmasini saglamaktadir. Piezoelektrik alanin arttirilmasi sayesinde sensér
alaninin antikor baglama kapasitesi yikseltilebilmekte boylece hem sensor hassasiyeti
arttirlmakta hem de 6lgiim araligi genisletilmektedir. Sensor alaninin arttiriimasi igin
U¢ boyutlu topografik ylzeyler (dendrimerler ve nanotarikiller gibi), hidrojeller

(dekstran gibi) icerisinde analitin tutturulmasi ve polimerik ytzeyler kullanilmaktadir.

Dogrusallik: Sisteme eklenen her analit derisimi ile 6lcilen sinyal arasindaki iliski, belirli

bir analit derisimine kadar dogrusal olmalidir.

Genis Olgiim Araligi: Biyosensér uygulamalarinda 6lglim araligi olarak adlandirilan
bolge, biyosensorlerden alinan egrilerin lineer oldugu derisim arahgidir. Yani cihazin

Olcebildigi analit konsantrasyonunun araligidir.
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Tespit siniri (limit of detection-LOD): Bir elektrotta oOlcllebilecek olan en distk analit
derisimi olarak tanimlanmaktadir. Ol¢iim siniri, kullanilan elektronik cihazin ayirma
gliclini belirler. Biyosensor sistemlerde olusturulan kalibrasyon egrilerinin LOD degeri,
o cihazin ve gelistirilen analiz metodunun en az hata ile Olgebilecegi en disiik analit
miktaridir. Bu agidan uygulanacak ve gelistirilecek analiz yéntemlerinin saptanmasinda

ortaya konulmasi gereken 6nemli bir 6l¢lim birimidir [44].

Kantitatif Ol¢iim Siniri (Limit of Quantitative Measurement, LOQ): Uygulanan test
kosullari altinda, kabul edilebilir hassasiyet ve dogrulukla tayin edilebilen en dislik

analit konsantrasyonudur [45].

Secicilik: Biyosensorler sadece analit derisimine duyarli olmali, diger kimyasal tiirlerden
etkilenmemelidir. Aksi durumda girisim yapan durumlarin takip edilen gergek sinyali
ortmesi nedeniyle hatali dlgim alinabilir, dolayisiyla bu durumlarin 6niine gegilmesi
gerekmektedir. Afinitiye dayali sistem olan antijen-antikor etkilesimi gibi spesifik
baglanmalarin kullanildigi sistemlerde, secicilik performansinda herhangi bir sorun

yasanmamaktadir.

Tekrarlanabilirlik: Ayni miktar analitin ayni kosullar altinda ve ayni akis hizinda sisteme
ardisik olarak tekrar uygulanmasi sonucu, sensorin olusturdugu sinyal degisim
farklarinin tekrarlanabilmesi ve standart sapma miktarlarinin kabul edilebilir 6l¢tilerde

olmasi gerekir.

Dinamik cevap: Bir biyosensoriin dinamik cevabi, olg¢lilen hedef analitin derisimindeki

degisiklige ne kadar hizli cevap verdigini belirler.

Hizli Geriye Donme Zamani: Geriye dénme zamani, ilk 6rnekten ne kadar siire sonra
ikinci 6rnegin Olgllebilecegini belirler. Yani ilk 6rnegin ilavesinden sonra, sabit akim
degerleri (baseline) kisa sirede gozlenebiliyorsa ikinci 6rnek ancak bu siire sonunda

tekrar olglilebilecektir.

Bu parametreler disinda, biyosensér 6mri, yapilan toplam 6l¢iim sayisina ya da 6l¢lilen
analit derisiminin blyikligline gbére tanimlanmaktadir [46], [47]. Bu nedenle,
biyosensori sicakliktan etkilenmeyecek bir ortamda korumak ya da biyolojik maddenin
biyoaktivitesini koruyacak 06zel bir cevrede bulundurmak gerekebilir. Bu acidan

biyosensoriin stabilitesi de aranan oOnemli O6zellikler arasindadir. Biyosensorlerde
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stabilite genellikle kullanilan biyolojik materyalin fiziksel dayanikhligina baglhdir ve
biyosensoérler pH, 1si, nem, ortam, O, derisimi gibi parametrelerden en az dizeyde
etkilenmelidir. Bunun disinda ideal bir biyosensoriin elektrodlari, basit bir islem sonrasi
tekrar Olgcime hazir hale getirilebilmelidir (rejenerasyon). Ayrica biyosensorlerde
aranan bir diger parametre ise tasariminin basit ve ucuz, kullaniminin rahat olmasidir.
Bu nedenle ilk biyosensorlerdeki karmasik ve de pahali olan yapilar, daha sonra
basitlestirilmis ve mimkiin oldugunca da maliyeti duslrilmistir. Buna ilave olarak
biyosensor tasariminda gerek duyuldugunda, elektrotlarin sterilize edilebilmesi ve

boyutlarin kiglltilmesi glinimizde aranan diger ideal 6zelliklerdir [44], [45], [47].

Iimmiinosensérlerde performans arttirmaya yonelik yapilan calismalar kapsaminda
yliksek 06zglinlikte biyolojik algilayici gelistirilmesinden sonra, serolojik method
gelistirme, sinyal gli¢clendirme, vyilzey kimyasinda vyenilikler, immobilizasyon

etkinliklerini arttirma lGzerinde ¢alisilan en 6nemli parametrelerdir.

2.1.8 QCM’de immobilizasyon

Gravimetrik bir 6l¢iim teknigine dayali olan QCM sensoérlerinde dlgiimler sirasinda elde
edile frekans farkliliklari yizeyde baglanan analit miktari ile dogrudan iliskilidir.
Algilanan analit sayet makromolekiiler yapida ise baglanan molekilin yiksek
agirligindan dolayr olusacak frekans farklari kayda deger olclilerde meydana
gelmektedir. Ancak kicik molekiler yapiya sahip analitlerin algilanmasinda ylizeye
baglanan alan yogunlugunda (kutlesel fark / piezoelektrik alan) olusan degisimlerde
Olcllebilir sinyaller olusmamaktadir. Bu sebeple immiinosensorlerde gravimetrik
yontemler kullanildiginda analitin algilanmasi icin antikor ile yarisimina dayali deney
protokolleri hazirlanmaktadir. Yarisimli sistemlerde elektroda analit immobilizasyonlari
yapilmakta, antikor ile artan miktarlarda yarisitirlan analitten elde edilen sinyal

azalmalari sayesinde kalibrasyon egrileri cizilmektedir.

Analit immobilizasyonunda analitin ilgili ylzeye kimyasal veya fiziksel yontemlerle
tutturulmasi gerekmektedir. Adsorpsiyon, speacer ismi verilen reaktif ajanlar
vasitasiyla ilgili ylzeye dogrudan kovalent baglama, gluteraldehid gibi
homofonksiyonel ajanlar vasitasiyla intramolekiiler capraz baglama, jel veya membran

icine fiziksel olarak hapsetme (entrapment) gibi cesitli yontemler kullanilarak
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immobilizasyonlar gergeklestirilmektedir. Birgok uygulamada bu dért yontemden biri

tek basina ya da yontemlerin kombinasyonlari seklinde yararlaniimaktadir [6].

Ylzeye tutunma (adsorpsiyon), biyoalgilama materyalleri tGizerinde daha az bozunmaya
yol agcan en basit sabitleme metodudur. Ancak baglanma zayiftir ve kullanim émri
kisadir. Ylizeye tutundurulan analit ya da antikor isidaki, pH’daki, iyonik glicteki, akis
orani ve substratlardaki degisimlere karsi hassastir. Yizey immobilizasyon yonteminde
kullanilan kovalent kimyasal baglari ile analit ve transdiser ylizeyi arasinda kuvvetli bir
bag olusumu saglanmaktadir. Yiizeyde tutundurma (adsorpsiyon), tuzaga diisirme ve
capraz baglama metotlariyla kiyaslandiginda, kovalent baglanma yontemi; yliksek
stabilite, ylzeyden istenmeyen sokilimlerin daha az olmasi, ylizeye homojen
baglanmasi, antikor ile dogrudan etkilesim imkani sunabilmesi, antijen-antikor
iliskisinden daha yulksek enerjili bag ile ylizeye baglanmis olmasi sayesinde defalarca
rejenerasyonun saglanabilmesi gibi avantajlarindan dolayi daha ¢ok tercih edilmektedir

(6], [48].

immiinosenér gelistiriimesinde analitin yiiksek hassasiyette algilanmasi icin kullanilan
immobilizasyon teknigi ve immobilizasyonda etkinlik oldukca &nemlidir. immobilize
edilecek olan analit, antikorun baglanmasinda sterik engelin olusturmayacak
yogunlukta olmalidir. immobilize edilecek olan analit miktari ¢cok diisiik oldugunda ise
yiksek frekans farki olusturacak kadar antikorun baglanamayacagl icin Ol¢lim
araliginda sinirlandirma meydana gelebilmektedir. Etkin bir immobilizasyon yontemi ile
yuksek miktarda antikor sterik engele ugramadan yizeye baglanabilmelidir. Ayrica
antikor ylizeye baglandiktan sonra uygun solventler ile ylzeyden uzaklastirilarak bir
sonraki Ol¢clim icin ylizey defaten rejenere edilebilmelidir. Etkin bir immobilizasyon
sayesinde cok sayida tekrarlanabilen Olglimler yapilabilir. Tekrarlar arasi tutarligin
yiksek olmasi icin rejenerasyon methodunun immobilize olan analiti ylzeyden
s6kmemesi gerekir. Uygulamasi kolay, kristaller arasi 6l¢iimlerde yliksek tutarlilhk
saglayan, farkl analitlerin tesptinde de kullanilabilecek evrensel methodlar
gelistirilmelidir. Ayrica gelistirilebilecek etkin immobilizasyonlar sayesinde yiizeyde
tutundurulan analit ya da antikorlarin raf omirleri arttirilmakta, toksisiteleri

azaltilmakta, i1s1, 1stk, nem ve pH degisimlerine karsi direnci arttirilabilmektedir.
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2.1.8.1 Kendiliginden Olugan Tek Katman (SAM)

QCM’de metal elektrod olarak Bakir(Cu), Nikel (Ni), Platin (Pt), Altin (Au)
kullanilabilmektedir. Platin veya iridyum gibi daha az asal metaller ylzlerce nanometre
derinlige kadar oksitlenebilirken altin ¢ok daha kararli bir asal (soy) metaldir. Au,
aliminyum, bakir ve hatta glimisten cok daha iyi bir elektron iletkenligi saglamaktadir
[4]. QCM’de kullanilan Au elektrotlar, biyomedikal uygulamalar igin algilama
elektrotlari olarak genis 6lgtide kullaniimaktadir ve genellikle biyolojik olarak uyumlu
oldugu duslintlmektedir. Bu ylksek iletkenlikteki Au yizey, bakteriyel blylime izleme,
viris algilama ve DNA algilama da dahil olmak Ulzere birgok biyolojik algilama
uygulamalari icin ideal olabilmektedir. Ustelik essiz yiizey kimyasi sayesinde Au, kikiirt
atomlari yoluyla organik molekillerin kendinden olusan tek tabaka (self assembled
monolayer (SAM)) yapmasina izin verir. SAM, Au algilama elektrotlari ile tanima
tabakasi arasinda bir baglayici olarak kullanilmaktadir ve o6zellikle ylizeye kuvvetli
adsorbe olabilme ve biyolojik algilayici ile kovalent bag yapma yeteneklerinden

yararlanilmaktadir [4], [5].

Kikirt atomu ile elektrottaki Au atomlari arasinda olusan kuvvetli kimyasal bag
nedeniyle, tiol grubu Au yiizeylerin modifikasyonunda siklikla tercih edilmektedir. SAM
icin kullanilan molekillerin sahip oldugu alifatik veya aromatik karaktere sahip olan
kuyruk kisimlar, toplam yizey yapilarindan bagimsiz olarak tiol molekdlleri sayesinde
Au atomlari lizerinde tiyolat-Au bagi (40-50 kcal mol™) olusturarak adsorbe edilirler.
Bununla beraber sadece tiyollerin degil, ayni zamanda Au ylizey lzerinde distlfirlerin
(R-S-S-R) ve sdulfidlerin (R-S-R) de benzer bir prensip ile adsorbe edildikleri

bilinmektedir.

Kikirt iceren molekillerin immobilizasyonunda oncii olan Nuzzo ve Allara [49] ,
dialkan siilfidlerin metal ylizeylerde yliksek derecede SAM olusturdugunu fark ettiler.
Elde ettikleri veriler neticesinde kiklrt atomlarinin, Au bir substrat Gizerinde glicll bir
sekilde koordine olduklarini belirttiler. Porter ve arkadaslari, metilen gruplarinin
sayisinin 10 karbon atomundan fazla oldugu uzun zincirli durumlarda, alkan tiyollerin
kristal yaplya benzer sekilde bir araya geldigini gosterdiler. SAM olusumu sirasinda

oncelikle altin atomlar ile tiol gruplari arasinda tiyolat bagi olusur, daha sonra uzun
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alkan zincirleri arasinda Van Der Waals etkilesimleri meydana gelir ve polar u¢ gruplar
arasinda dipol etkilesimler meydana gelir. Tim bu elektronik etkilesim ve baglanmalar
sonucunda, kendiliginden olusan dizenli istiflenmis SAM yapilar meydana gelmektedir

[49], [50].

Au ylizeyde SAM olusturmak icin en sik kullanilan ajan 11-merkaptoundekanoik asittir
(MUA). MUA ylzeyde yapilan modifikasyonlar ve farkli polar ug gruba sahip yapilarin
kullanilmasi ile ylizeye immoblizasyonda etkinliklerin incelenmesi tez galismasinda
tartisilan konulardan bir tanesidir. Ayrica sensor ylizeyinde dogrusal yapilara alternatif
olarak farkli ylzey polimerizasyonlari, hidrojeller, ¢ok katmanh dekstran yapilar ve
dendronlar ile ylizey modifikasyonlari son yillarda izerine galisilan 6nemli gelismelerdir

[8].

Sekil 2. 3 MUA ile yapilmis SAM’lerin altin (Au) ylzeyde istiflenmesinin gosterimi

2.1.8.2 Dendronlar

Dendrimerler ve dendronlar, bir kok segment olan cekirdek yapisi veya omurga zinciri
Ustine asilanan (grafting) cok sayida dal polimer vyapilar ile katmanh olarak
(nesil/generation/G) blylyebilen aga¢ modelinde (tree-like) makromolekillerdir.
Dendrimerlerin polimerizasyon derecesi, gerceklestirilen tekrarlama donglisini
sayisini ifade eden jenerasyon sayisi (G) kavramiyla belirtilir. Jenerasyon sayisi
cekirdekten dis ylizeye dogru ilerleyen dallanma noktalari sayisinin hesaplanmasi ile
kolayca tespit edilebilir. Dallanma noktasi dendrimer bliyimesi ile orantisal bir artis
gdstermektedir. Ornegin baglanma noktasi olmayan bir dendrimer sifirinci jenerasyon

(G-0) olarak adlandirilmaktadir. Lineer analoglarin aksine, fonksiyonel gruplarinin
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dagilimi tutarhdir ve monodipersitesi yliksek olan polimerlerdir [8], [9]. Cekirdegin,
kabuklarin ve 6zellikle de yilizey tabakalarinin kimyasal 6zelliklerinin degistirilmesiyle,
dendrimer 06zellikleri belirli bir uygulamaya yonelik olacak sekilde degistirilebilir.
Dendritik materyaller; akilli ylzey gelistirme, diagnostik goérintileme, hidrojel
hazirlama, optik yapilar elde etme, tekstil boya islemlerinde, ilag salinim sistemleri ve
nanotip konularinda genis bir uygulama alanina sahiptir. Yiksek derecelerde asilanmis
polimer zincirlerine sahip dendronlar, lateral olarak tek katmanh tabakalar olugturma
egilimine sahiptirler. Bu 6zellik sayesinde dendronlar, nanottplerin, grafit yapilarin,
ylzey modifikasyonlari i¢cin SAM tabakalarin hazirlanmasinda iyi birer alternatif olarak
kullanilabilmesi yoninde karsimiza g¢ikmaktadir. Au vylzeylerin modifikasyonunda,
kendiliginden SAM olusturmalari, farkh topografik, islanabilme ve iletkenlik
Ozelliklerinden dolayi tez galismasi kapsaminda ylizey modifikasyonlarinin gelistiriimesi

amaciyla dendronlar kullanildi [10].

Sekil 2. 4 Dendronlar ile yapilmis SAM’lerin altin (Au) ylizeyde sembolik gdsterimi

Yatuka ve arkadaslarinin [51], 2010 yilinda yaptiklari bir ¢alismada SPR sensor
ylzeylerinde poly(amidoamine) dendron tabanli SAM vyizeyler hazirlanarak yiksek
duyarhlikh 2,4,6-trinitrotoluen (TNT) sensorii olusturulmustur. Hazirlanan dendron
kapli Au ylzeylerde, TNT antikorlarinin 3 boyutlu ylizeyde immobilizasyonlarinin ¢ok
daha kolay ve yiliksek miktarda olabildigini gostermislerdir. Elde ettikleri TNT
biyosensorinin dedeksiyon limitinin (LOD), kullanilan dendron yiizey modifikasyonu

sayesinde daha hassas degerlere ulastirildigini (15 pg/ml) belirlemislerdir.
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2009 vyilinda Rainer Haag ve Monika Wyszogrodzka [52], alkentiyol modifiye
polygliserol dendrimerler sentezleyerek SPR’da protein miktarlarinin tespitinde
adsorpsiyon etkinliginin arttirilmasi Ustline yaptiklari bir ¢alismada, fibrinojen (Fib),
lysozyme (Lys), albumin (Alb) ve pepsin (Pep) proteinlerini kullanmiglardir. X-ray
fotoelektron spektroskopisi ile dendrimerlerin  SAM olusturma ozelliklerini
incelemislerdir ve kullandiklari dendrimer yapilarin polyetilenglikol (PEG) ylizey

modifikatorlerine iyi birer alternatif yapi olarak kullanilabilecegini belirtmiglerdir.

2011 yilinda Advincula [53] ve ekibinin yaptig bir calismada ise bis-tertiofen dendrimer
tabanh molekiler imprint polimer filmler (MIP), QCM’de folik asit tespitine yonelik
kullanilmistir. Bu sonuglara dayahl olarak, tez ¢alismasi kapsaminda farkli nesilden
(jenerasyon, G) katmanlara sahip dendronik yapilar ile altin yilizeyde katmanlar
olusturularak elde edilecek tabakanin kalinligina bagh olusabilecek osilasyon frekans
farkhliklarindan yararlanarak immiinosensorde sinyal arttirilmasi ve Olglim

hassasiyetinin gelistirilmesine yonelik sonuclar irdelendi.

2.1.8.3 QCM’de Kompetitif Algilamaya Dayali Tanima

Kompetitif algilama, ylzeye immobilize edilen analit ile artan konsantrasyonlarda
analit icindeki antikorun etkilesiminin &lciilmesidir. inhibisyona dayali kompetitif
imlinosensodrler, mikotoksinler gibi distik molekil agirlikh yapilarin analizi icin daha ¢ok
kullanilmaktadir. Bu yontemde, dogrudan algilamaya dayali tanima yonteminin aksine
analit konsantrasyonu artirildiginda cevap sinyali azalmaktadir. Bu yontemde kiiguk
molekdl agirhkli toksin  molekilleri sensoriin  elektroduna dogrudan immobilize
edilmektedir ve biyolojik algilayicinin (antikor) tek basina sensoér ylizeyinde olusturdugu
frekans farki belirlenir. Daha sonra sabit antikor miktari ile toksinin degisen
konsantrasyonlari, 6n inkiibasyona tabi tutulur ve toksin immobilize sensor ylizeyine

sirasiyla uygulanarak bir kalibrasyon egrisi elde edilir [54].
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Sekil 2. 5 Toksin immobilize sistemlerde toksin algilanmasinin sematik gdsterimi

Bu tez calismasi kapsaminda gida ve yemlerde énemli bir kontaminasyon kaynagi olan
mikotoksinlerden FUM’nin tespitini yapabilen QCM temelli immiinosensor gelistirildi.
Canh saghginda buylk tahribatlara neden oldugu bilinen FUM’nin tespiti icin sensor
algilama ylzeyinde, ku¢lik molekil agirhigindan dolayi (721,83 g/mol) FUM immobilize
edilerek antikor ile kompetetif imminoassay sistemi gelistirildi. Biyosensorlerde
onemli bir parametre olan hassasiyetin gelistiriimesine yonelik gerceklestirilen
immobilizasyon etkinliginin arttirilmasi ¢alismalarinda FUM imminosenséri model
olarak kullanilmistir. FUM’in EU Kodex’e, FDA’e ve Tirk Kodex’ine gore uygun algilama
sinirlarinda  Olgiminin  yiksek hassasiyette yapilabilmesi icin analit/algilayici

etkilesiminde kritik olan imobilizasyon etkinligine odaklanilmistir.

2.2 Mikotoksinler ve Mikotoksin Sensorleri

Mikotoksinler, bitki patojeni olarak bilinen Aspergillus, Penicillium, Fusarium,
Alternaria ve Claviceps spp. kifleri tarafindan Uretilen ikincil metabolizma Grlnleridir.
GUnumuze kadar 400'den fazla mikotoksin tanimlanmistir ve bunlarin iginde 20
mikotoksinin insan ve hayvanlar icin ylksek toksiklikte oldugu aciklanmistir [54].
Mikotoksinlerin tiiketimi sonucu insan ve hayvan gibi yliksek yapili canlilarda gortlen
toksik sendromlara “mikotoksikozis” adi verilmektedir (EC Report, 1999). Onem
derecesine gore siralama, Ulkelere ve bolgelere gore farkhlik gostermekle birlikte
aflatoksinler (AFL), okratoksin A (OTA), fumonisinler (FUM), trikotesenler ve

zearalenonun (ZEA) birinci derecede 6nemli mikotoksinler oldugu konusunda
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arastirmacilar géris birligine varmislardir [55], [56], [57]. Ornegin; Amerika Birlesik
Devletleri'nde (ABD), misirda FUM birinci derecede onemli mikotoksinler arasinda
degerlendirilirken, Avustralya’da misir, beslenmede fazla kullaniimadigindan FUM
varligi 6nemli bir tehlike olarak gorilmemektedir. Dolayisiyla (lkelere goére
reglilasyonlar ve mikotoksin tespitinde getirilen yontem uygulamalari dizenlemelerle

sinirlandirilmistir.

Mikotoksin kontamine Urlinlerin kontrolliinde getirilen diizenlemeler ve izin verilen
limit degerler iyi tarim, balikgilk ve Uretim uygulamalarinin izlenebilmesi ve gida
tiketimiyle ilgili risklerin dikkate alinmasi ile makul bir 6lgliide belirlenmistir. Resmi
kontrollerde mikotoksin analizlerinin karsilamasi gereken yodntem performans
kriterleri, AB’nin 401/2006 sayili Yonetmeligi (EC, 2006) ile belirlenmis ve lilkemizde de
Gida Tarim ve Hayvancilik Bakanhgi tarafindan yayinlanan 2007/21 no.lu teblig ile
tamamen benimsenmistir. Ayrica, “Gida Maddelerindeki Bulasanlarin Maksimum
Limitleri Hakkinda Teblig” ve “Gida Maddelerindeki Bulasanlarin Maksimum Limitleri
Hakkinda Tebligde Degisiklik Yapilmasi Hakkinda Teblig” ile gidalarda bulunabilecek
mikotoksin limitleri belirlenmistir [12], [58], [59]. Fumonisin analizlerinin bu limitleri
karsilayabilecek “tespit (LOD) ve Olclim limiti (LOQ)” degerlerine sahip olmasi

gerekmektedir.

Mikotoksinler ile kontemine gidalarda genel olarak uygulanan analiz yontemleri: ince
tabaka kromatografisi (TLC), ylksek basingli sivi  kromatografisi (HPLC), gaz
kromatografisi/kiitle spektrometresi (GC/MS), ELISA ve enzim aktivitesine bagh
immunoteknik  (enzyme multiplied immunotechnique/EMIT) uzun zamandir
kullanilmaktadir [11]. Ancak bunlarin disinda flouresans polarization immunoassay
(FPIA) yontemi de mikotoksinlerin 6lciminde deneme asamasindadir ve
kullanilabilecegi yoniinde olumlu sonuglar alinmistir [13]. Ayrica mikotoksinlerin kitle
dedektoriine sahip sivi kromatografileri ile (LC-MS veya LC-MS/MS) [12] analizleri
yapilmaktadir, ancak kutle dedektorleri diger dedektorlerden ¢ok daha pahalidir.
Mikotoksin analizinde, temelde C-18 kolonlari ve mikotoksinlerin ekstraksiyon
asamasinda toksinlerin daha konsantre ve saf olarak elde edilebilmesi icin immiino
affinite kolonlari (IAK) kullanilmaktadir. Son zamanlarda kolay kullanim teknikleri, kisa
sureli analiz imkani saglamasi, yliksek hassasiyette analiz kabiliyetleri, tasinabilir
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olmalari, yerinde tespit yapabilmeleri, disiik masrafli ve kullanici dostu olmalarindan
dolay! biyosensorler, mikotoksin analizlerinde de kullaniimaya baslanmistir. Ayrica
mikotoksin analizinde son vyillarda biyosensor calismalari (izerine gelismeler

kaydedilmekte ve sahada kullanimina yénelik ¢alismalar devam etmektedir.

Gaag ve ark. [58] HPLC ve ELISA yontemleriyle karsilastirmal olarak calistiklar
biyosensor kullandiklari ¢alismada biyosensérlerin tekrarlanabilirligi, Gretilebilirligi gibi
Ozelliklerinden dolayi birgok ¢oklu mikotoksin aranmasinin tek bir dlgiimle yapilmaya
cahisildigl ELISA ve HPLC tekniklerine gore daha iyi bulunmustur. Diinyada en yaygin
olarak bulunabilen ve sagli Uzerine etkileri kapsamli sekildi arastirmalar sonucunda
ortaya konulan bir mikotoksin tirl olan aflatoksin (AFL) icin yapilan bircok biyosensor
cesidi Uzerine galismalar mevcuttur. Bunlar arasinda AFL tespitinde empedans ve
impedimetric transdiserler ile belirleyen immiinosensor sisteminde iyi bir
elektrokimyasal yanit alinarak deteksiyon limitinin 0,0003 ng/ml olarak 5 dakikalik bir

sure icerisinde Olcllebildigi gorilmustir.

Yapilan bir strip-biyosensor kompleksinde ise 30 dakikalik bir siirede aptamer tabanl
strip test kullanilarak 4,17 pg/ml LOD degerinde tespit vyapilabildigi ortaya
konulmustur. Field effect transistor (FET) kullanilan bir AFL sensoOriinde ise
immunogold assay gelistirilerek 0,1 fg/ml LOD degerinde analiz yapildigi belirtilmistir.
Isatersiz FRET immiinosensoriiniin uygulandigi bir calismada ise 280 nm de sénimlii
(quenched) spesifik ligandlar ile calisma yapilmis olup 12 dakikalik bir strede 0,16
ug/kg LOD degerine ulasilabildigi tespit edilmistir. Bir baska calismada ise DNA problari
ile yapilan bir immiinoassay sisteminde gold nanoyapilar kullanilarak 0,36 ng/ml LOD

degerinde tespite olanak saglandigi belirtilmistir.

AFLl’den sonra arastirmacilarin ve dinya saghk orgitlerinin kabul ettigi en yilksek
toksisitede olan ve toplum sagligini tehdit eden mikotoksinler ZEA, OTA, DON ve
FUM’dir. Zearalenone (ZEA), Fusarium culmorum, Fusarium graminearum, Fusarium
roseum ve Fusarium crookwellense tarafindan ikincil metabolit olarak Uretilmekte hak
sagligini tehdit etmektedir. ZEA kontaminasyonu daha ¢ok Gzim, misir ve saman
yiginlarinda goriilmektedir. WHO, ZEA mikotoksinini dnemli karsinojenikler arasinda

gormekte ve tiketiminde kontrollerin yapilmasi gerektigine dair bildirilerde
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bulunmaktadir. ZEA ile kontamine driinlerin izlenmesinde diger mikotoksinlerde
oldugu gibi llkelere gore degisen yonetmelikler mevcuttur. Enstliirmantel analizlere
dayali analitik yontemlerle ZEA takibi yapilabiligi gibi son yillarda ZEA takibi igin strip
testler gelistirilmis olup sensoér sistemleri Uzerine ¢alismalar devam etmektedir. ZEA
icin gelistirilen biyosensorler incelendiginde; fotoliminesans semikondiktor quantum
dot (QD) kullanilarak gelistirilen fluoresan-isaretli immunosorbent testi (FLISA)
sayesinde 0.03 ng/mL LOD degerinde tespite olanak saglanabilmistir. Ayrica ZEA
tayinine yonelik baska calismalar kapsaminda Mesoforus karbon ve Au-Ag-Pt
nanoyaplillar vasitasiyla gelistirilmis siklik voltametri ve square wave voltametri
transduserlerin kullanildigi label-free amperometrik immunosensor gelistirilmistir. Son
yilarda ZEA'nin algilanmasina yonelik gelistirilen biyosensor cesitlerine bakildiginda pek
¢cok immiinosensor temelli biyosensor gelistirildigi gorilmektedir (Cizelge 2. 1). E.C.
reglilasyonlarina gore gidalarda ZEA kontaminasyonu icin getirilen limit degerler 0,02-
0,4 ppm araligindadir ve bu degerler arasinda dedeksiyon yapabilen yontemler kabul

gormektedir.

Cizelge 2. 1 Son yillarda ZEA dedeksiyonuna yonelik gelistirilen, algilama elemani olarak
antikor kullanilan immiinosensorler gesitleri [14]

vil Teknik Ornek LOD
2011 Optik: FPIA Misir (60%Me-0OH) 77 ng/g
o OPCERETEET g otnm
2011 EK: amperometrik Yem (70%Me-OH) 0,41 ng/g
2012 Optik: FPIA Tahil (60% metanol) 3 ng/mL
2013 Optik: QD - 0,02-0,6 ng/g
2013 EK: amperometrik Yem (70% Me-OH) 2,1 pg/mL
2014 EK: amperometrik - 1,7 pg/mL
2015 EK: voltametrik Sigir serumu 16 pg/mL
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Deoksinivalenol (DON), ayni zamanda vomitoksin olarak da anilmaktadir ve ozellikle
tahil Grlinlerinde bulunan fusarium kiflerinin Grettigi bir mikotoksin tirtdir. DON ve
alt tirleri insanlarda deri rahatsizliklari ve kusmalara neden olmakta, daha onemlisi
bagisiklik sistemine zarar vermektedir. DON dedeksiyonuna yonelik bilinen
enstiirmantel analitik tayin metodlarinin yanisira gelistirilmesi devam eden biyosensor
sistemleri de mevcuttur. DON dedeksiyonunda gelistiriimis olan strip testler ile
sensorlerin bir arada kullanima yonelik piyasaya stridlmis olan Urlnler mevcuttur.
Ornegin 10 dakikalik sirecte dlciim gerceklestirilebilen strip-sensér komleks sitemi
sayesinde 0,3 mg/ml LOD degerinde DON tespitine olanak saglanabilmektedir. Ayrica
literatlirde DON tanima igin elektrokimyasal immiinosensorlerin, rekombinant anti
DON Fab fragmanlar ve immiinomagnetik boncuklar kullanarak gelistirilebilecegi
yoliniinde calismalar mevcuttur. Bu sayede enzim isaretli imminomagnetik
elektrokimyasal (ELIME) methodlarinin gida analizlerinde DON deteksiyonu icin
kullanilabilirligi yoninde gosterilmistir. DON dedeksiyonuna yonelik son vyillarda
gelistirilen antikor temelli biyosensor calismalari Cizelge 2. 2’de mevcuttur. E.C.
reglilasyonlari DON kontaminasyon takibinde Urin cesidine gore sinir limitler
belirlemistir  ve bu limitler 0,002-1,75 ppm arahgindadir.  Gelistirilen
immunosensorlerin LOD degerinin bu aralikta olmasi gerekmekte, aksi halde sensér

sadece belirli Grtinlerin kullanimina uygun olacak sekilde arz edilemektedir.

Cizelge 2. 2 Son yillarda DON dedeksiyonuna yonelik gelistirilen antikor temelli
immunosensor cesitleri [14]

vil Teknik Ornek LOD
2011 Elektrokimyasal (EK): impedimetrik =~ Gida ornekleri (suda) 0.3 pg/mL

2011 EK: potensiyometrik PBS , ppm
2012 Optik: kemiltninisans (CL) - , hg/mL

Optik: fluoresans polarizasyon

2014 immunoassay (FPIA) Bugday kepegi (PBS) 120 ng/g
2014 EK: amperometrik Bugday (suda) 6.25 ng/mL
2015 Optik: Elektrokemiliiminisans (ECL) Bugday unu 1 pg/mL
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Cizelge 2. 3 Son yillarda DON dedeksiyonuna yonelik gelistirilen antikor temelli
immunosensor cesitleri [14] (Devami)

il Teknik Ornek LoD
Bugday,
2015 EK: impedimetrik kurukahve ve 0,3 ng/mL
misir (suda)
2015 Optical: Q-body Bugday (dstile 6 ng/mL

suda)

immiinosensér gelistirilmesinde immobilizasyon etkinlikleri (izerine c¢alismalar son
yillarda artmaktadir. Ornegin Hu ve arkadaslari AFL, OTA ve ZEA'nin saptanmasi igin
firca modelli polimer ile immobilizasyon etkinliklerini inceledigi bir ¢alismasinda
kompetitif immdinoassay sistemi kullanarak yiksek verimli bir flioresan
immunosororiinin gelistirilebilecegini gdstermistir. Polimerik yapinin, spesifik olmayan
protein absorpsiyonunun distik oldugunu ve bu sayede elde edilem
immunosensodrlerin AFL, OTA ve ZEA icin LOD degerlerinin sirasiyla 4, 4 ve 3 pg / mL

oldugu ve bu sayede hassasiyetin 2 kat arttirildigini saptanmistir.

Son vyillarda ZEA, DON, AFL ve FUM lzerine yapilan ¢alismalar ve gelistirilen pek ¢ok
biyosensor c¢esidi mevcuttur. Coklu mikotoksin analizlerinin yapilabilmesi icin
immunosensor gelistirilmesi Uzerine c¢alismalar da yapilmistir. ZEA, DON, AFL ve
FUM’nin dedeksiyonu igin total analizlerin yapilabildigi biyosensér sistemleri

gelistirilmis olup antikor temelli olanlar Cizelge 2. 4’de gbsterilmektedir.

Gizelge 2. 4 AFL, DON, ZEA ve FUM analizlerinin bir arada yapildigi antikor temelli
biyosensoler lizerine son yillarda yapilan calismalar[15]

vil Teknik Analit Ornek Calisma arahgi
2003 Optik: SPR F?JFI\l;I ?Sll,zDEgN - 0,01-50 ng/g
2003 flucc))?(:isI:ns cFI:Jol\I/(Ielzlt,c:Ii(Csiirr]]'i ) FB: 250ng/ml
2000 oty OTADON e eom OTAs 15, (g/e)
o ORI gz
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Gizelge 2. 5 AFL, DON, ZEA ve FUM analizlerinin bir arada yapildigi antikor temelli
biyosensoler tzerine son yillarda yapilan ¢alismalar[15] (Devami)

Yil Teknik Analit Ornek Calisma arahigi

Magnetor  AFL B1, ZEN,

2010 esistiv HT-2 i 50 pg/mL
Bugday ve misir

2011 Optik: SPR DON, ZEN (Actrnl-su—formik

asit (84:16:1))

(ng/g) DON: 68—84; ZEN:
40-64

(ng/g) SAM FISA: DON: 3,2,

DON, ZEN
. ! ’ Bugday ve misir  ZEN: 0,6, AFB1: 0,2, T-2: 10,
2014 Optik: QD AFFBB&' BTiz’ (80% Me-OH) FB1: 0,4; DAM FISA: ZEN:

1,8, AFB1:1,

(ng/mL) FB1:0,6 (0,6-1500);

2015 Optiki:CL  FUM, AFLBL  Bugdayunu (PBS) % Ct % " 0

(ng/g) ZEA: 0,04-0,17,

ZEA, DON, T-2 DON: 0,06-49,
2016 Optik toxinleri, AFL, Tahil gevregi T-2 toxin: 0,15-0,22,
FUM AFL: 0,056-0,49,

FUM: 0,53-1,05

Fumonisin ise Fusarium Moniliforme ve Fusarium Proliferatum isimli kuf
mikroorganizmalari tarafindan Uretilen bir mikotoksin ¢esididir [57]. Misir tanesi, sapi
ve kdklerinde bulunmasinin yani sira bugday ve piring gibi tahillarda, yerfistigi, Gizim ve
incir gibi meyvelerde de bulunabilen bir mikotoksin cesididir. FUM toksinleri, kif
mikroorganizmalari tarafindan uretilen toksin maddeleri sinifinda en son kesfedilen
mikotoksinlerdendir [12]. FUM diinyada ilk defa 1988 yilinda kesfedilmistir ve 1993
yiinda da Uluslararasi Kanser Arastirmalari Birligi (IARC) tarafindan muhtemel
kanserojenler (Grup2B) arasina dahil edilmistir [60]. Bezuidenhout ve arkadaslari,
1988’de FUM’nin ve ana alt gruplarinin kimyasal yapisini tamamiyla aciklamislardir.
Kimyasal yapilari, 2-amino-12,16-dimetil polihidroksieikosan iskeletinin C14 ve C15

konumlarindan propan-1,2,3-trikarboksilik asit ile esterlesmesiyle olusmustur [61].

28



Sekil 2. 6 Fumonisin (B1)'in molekdler yapisi

Bugiine kadar yapilan calismalarda, 28 FUM analogu tespit edilerek A, B, C ve P olarak
dort ana sinifa ayrilmis ve bunlardan toksikolojik olarak B analoglari, 6zellikle de B1 6n
plana ¢ikmistir. Bunlardan fumonisin B1 (FUM B1) ve fumonisin B2 (FUM B2) major
toksinler olup FB3, FB4, FA1, FA2 ve FC1 minér olanlandir. FUM B1 ve FUM B2 yapisal
olarak birbirine benzemekle birlikte, dogada en sik FUM Bl’e rastlanmaktadir.
Dolayisiyla tespitine yonelik ¢alismalar daha ¢ok total FUM ya da FUM B1 (zerine
odaklanmistir [62]. Total FUM igerisinde B1'in % 70-80, B2'nin % 15-25 arasinda yer
aldigi saptanmistir. FUM’ nin 6 tip mindr alt grubu icerisinde FUM B1'in toksisitesinin
en etkili oldugu bilinmektedir. FUM, 6zellikle insan ve hayvan gidasi olarak kullanilan
dogal veya islenmis misir cesitlerinde bulunmaktadir. Gidalarin islenmesinde kullanilan
yontemlere karsi FUM yapisi dayaniklidir ve kansorejen etkisini korumaktadir. Avrupa
tilkeleri icinde isvicre misir ve misir igeren trinlerde 1000 pg.kg' FUM sinirlamasi
getirmistir. FAO / WHO uzman komitesi tarafindan hazirlanan gida katki maddeleri ve
kontaminantlar hakkindaki ortak bildirgede toplam FUM icin gecici maksimum tolere
edilebilir glinlik ahm miktar 2 ug. kg'1 olarak belirlenmistir. ABD Gida ve ila¢ Dairesi
(FDA) ve Avrupa Komisyonu (E.C.) diizenlemelerinde insan tiiketimi icin onerdigi

maksimum diizey 0.2-4 mg L olarak bildirilmistir [59], [63].

FUM kirleticilerinin bu distk limitlerde tespit edilmesini saglamak icin son yillarda
bircok biyosensor tipi gelistiriimektedir. Dalga esash fiberoptik imminosensoérler ile
yapilan ilk calismalarda 3.2 mg.L™ LOD degerine sahip bir sistem gelistirilmistir. Misirda
Olclim yapan Thompson ve Maragos (1996), o zamana kadar ki en diistik LOD degerine
sahip sensor sistemini-FITC isaretli FUM B1’in isaretsiz FUM B1 ile yarisimina dayal
fiberoptik immiinosensorler (zerinde gelistirmis olup, LOD degerlerinin 0,01 — 0,05
mg.L™" arasinda oldugunu ilan etmislerdir [64]. Ancak isaretli sistemlerin yarattig
zorluklari goéz o6niinde bulunduran Mullett ve arkadaslari, 1998 vyilinda (zerine
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calistiklari SPR ile isaretsiz sistemlerde calismislar ancak 0,05 mg.L'* LOD degerinde
Olciim yapabilen immiinosensor gelistirebilmislerdir [65]. Bir baska SPR bazli ¢alismada
ise matris ortamindan PBS’e alinmis olan FUM miktarinin tespiti icin Gaag ve
arkadaslari (2003) LOD degerini 0,05 mg.L™ olarak bildirmislerdir [58]. Benzer sekilde
PBS ortaminda FUM miktarinin tespiti icin yine SPR ile ¢alismis olan Sapsford ve
arkadaslari ise daha hassas bir calisma gelistirdikleri sensériin LOD degerinin 0,005
mg.L'loIduéunu aciklamislardir [66]. TMB/H,0; substurati ile dizayn edilmis HRP isaretli
amperometrik bir elektrokimyasal sensérde ise LOD degeri 0,005 mg.L™ olarak Ibtisam
E. Tothill tarafindan 2010 yilinda belirlenmistir [67]. Ancak diger isaretlemelerin
kullanildigl calismalarda oldugu gibi bu ¢alismada da HRP’den kaynakli hatali pozitif
kontrollerin ve standart hatalarin yiksek oldugu bildirilmistir. Son yillarda ise gercek
ornekler Gzerine yapilan calismalar ile belirlenen ve 0,014 ug.L'1 LOD degerine sahip
florometrik dizi imminosensorleri Emmanuel I. Iwuoha tarafindan 2015 yilinda ortaya
konulmustur [68]. FUM dedeksiyonuna yonelik gelistirilen sensor calismalari son
yillarda hiz kazanmistir ve degisen LOD degerlerine sahip sistemlerin gelistirildigini

bilinmektedir ( Cizelge 2. 5).

Cizelge 2. 5 FUM tayinine yonellik gelistirilen antikor temelli biyosensorler [14], [15]

vil Teknik Analit Ornek LOD
1996 Optik: fiber-optik FUMB1 Misir (80% Me-OH) 10 ng/mL
1998 Optik: SPR FUMB1 - 50 ng/mL
1999 Optik: fiber-optik FUMB1 Misir (75% Me-OH)  0.4-3.2 ug/g
2001 Optik: FPIA FUMB1,B2, B3  par (PBS) 0,5 ug/g

2010 EC: Amperometrik FUMB1, B2 Misir (70% Me-OH) 5 ng/mL

2012 Kemiluminesans FUMB1, B2 Dari Tozu (PBS) 2.5 ng/mL
2015 Optik: FPIA FUMB1,B2  par (40% Me-OH)  53.6-290.6 ng/g
2015 Optik: FPIA FUMBL, B2 Dari (40% Me-OH)  53.6-290.6 ng/g

2015 EC: amperometrik FUMB1,B2, B3 Mysir (%50 ACN) 0.33 ng/mL
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Cizelge 2. 6 FUM tayinine yonellik gelistirilen antikor temelli biyosensorler [14], [15]
(Devami)

il Teknik Analit Ornek LOD

2015 EC: impedimetrik FUMB1,B2, B3 Misir (70% Me-OH)  0.46 pg/L

2015 EC: amperometrik FUMB1 Misir (50%Actnl) 2 pg/mL
2016 EC: AuNPs FUMB1 - 4,2 mg/L
2016 Optik: SPR FUMB1 - 2 ug/ke
2017 Optik: FLD FUMB1 %60 PBS/ Me-OH 11,1 ng/ml

Tum bu gelismelere karsin, E.C. komisyonunca belirlenmis aralikta FUM'i tespit etmek
icin gelistirilmis olan diger mikotoksinlere kiyasla total FUM igin FDA'nin yayinladigi
reglilasyonlarda sinir degerin en fazla 4 ppm olmasindan dolayi hassasiyetin yani sira
sensor sisteminde aranan diger ozellikler 6n plana g¢ikmaktadir. Tasinabilirlik, disuk
maliyetli cihaz, tekrarlanabilirlik, kullanim kolayligi gibi QCM 6zelliklerinin, FUM
immunosensor gelistiriimesi agisindan 6nemi artmaktadir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda
QCM’de FUM B1 algilanmasi igin immiinosensor gelistirmesi Gzerine galismalar yapildi.
Gelistirilen immuinosensdrde hassasiyetin arttirilmasi ve deteksiyon limitlerinin
duslirilmesi icin alternatif immobilizasyon yontemleri (zerine c¢alismalar

gerceklestirildi.
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BOLUM 3

MATERYAL ve METOD

3.1 Kullanilan Kimyasallar ve Coézeltiler

3.1.1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Tez calismasi kapsaminda kullanilan kimyasal ve biyolojik maddeler listesi temin edilen

fimra ismi ve katelog numarasi ile birlikte Cizelge 3. 1’de sunulmaktadir.

Cizelge 3. 1 Deneylerde kullanilan kimyasallar ve biyolojik maddeler

Kimyasal ve Biyolojik Maddeler Katelog No Firma Adi

Konjugasyonda Kullanilan Kimyasal ve Biyolojik Maddeler

Apo-Transferrin human (TF) T-1147-500mg Sigma Aldrich
Bovine Serum Albumin (BSA) A-9647 Sigma Aldrich
Asetik asid (glacial) 100% 1000632511 Emsure

Magnezyum klortr anhidrid M8266-100G Sigma Aldrich
MES (4-Morpholineethanesulfonic acid) M2933 Sigma Aldrich
cthyicoodimide marochioride (€06) | 2250

Ovalbumin (OVA) A5503 Sigma Aldrich
Trizma base T-6066-1KG Sigma Aldrich
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Cizelge 3. 1 Deneylerde kullanilan kimyasallar ve biyolojik maddeler (Devami)

immiiniasyonda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Freund’s Adjuvant Complete F5881-10ml Sigma Aldrich
Freund’s Adjuvant, Incomplete F5506-10ml Sigma Aldrich
ELISA’da kullanilan Kimyasal Maddeler

Kimyasal ve Biyolojik Maddeler Katelog No Firma Adi
Anti Mouse Polyvalent Immunoglobulins (G, A,

M) - Alkaline phosphatase monoklonal antikor |A0162-1ml Sigma Aldrich
(kegide Giretim)

Anti Rabbit IgG (Whole molecule) - Alkaline

phosphatase, antibody produced in goat, A3812-5ml Sigma Aldrich
affinity isolated antibody

Ginko klorir (ZnCly) Z0152-100G Sigma Aldrich
Magnezyum klorir (MgCl,) M8266 Sigma Aldrich
Sodyum hydroxide (NaOH) 1064621000 Merck
Sodyum klorir (NaCl) 31434-1KG-R Sigma Aldrich
Sodyum phosphate dibasic 04273-1KG Sigma Aldrich
p-Nitrophenyl Phosphate (PNPP) 20-106 EMP-Milipore
Potassium dihidrojen fosfat 1048731000 Merck
Potasyum hidroksit 105021100 Merck

Skim Milk Powder (Siit tozu) 70166-500G Fluka Anayt.
Sodyum dihydrogen phosphate dihydrate 1063451000 Merck
Tween 20 8221840050 Merck
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Cizelge 3. 1 Deneylerde kullanilan kimyasallar ve biyolojik maddeler (Devami)

Hiicre Kiltiiriinde Kullanilan Kimyasal Maddeler

Dimetil Stlfoksid (DMSO) 34943 Sigma Aldrich
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) | D5648-10L Sigma Aldrich
Gentamicin reagent Solution 15750-060 Gibco

HAT Supplement (50x) 21060-017 100ml | Gibco

HT Supplement (100X) 11067030 Gibco
Polyetilen glikol 4000 (PEG4000) 8074901000 Merck
Antikor Saflastirma ve Karakterizasyonda Kullanilan Kimyasallar ve Malzemeler
Amonyum Siilfat BP212R-1 Fischer Sci.
HiTrap™ Protein A HP 17-0402-01 GE Healthcare
Mouse Immunoglobulin Isotyping ELISA Kit 550487 BD. Biosci.
immiinosensor Gelistirmede Kullanilan Kimyasal Maddeler
11-Merkapto-1-undekanol (MUO) 447528 Sigma Aldrich
11-Merkaptoundekanamide (MUD) 745766 Sigma Aldrich
11-Merkaptoundekanoik asid (MUA) 450561 Sigma Aldrich
Aseton 1.000.202.500 Merck
Bromoasetik asid 17000-256 Fluka

Ethanol 1.009.832.511 Merck
Ethanolamine 110167-1L Sigma Aldrich
Ethylenediamine 99% Extra Pure 11842001 Acros Organics
Fetal Bovine Serum (FBS) 95110 Multicell
N-Hydroxysuccinimide (NHS) 56480-100G Fluka
Polyester bis-MPA dendron,16 hidroksil,1 thiol 767123 sigma Aldrich

(G5DND)
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Cizelge 3. 1 Deneylerde kullanilan kimyasallar ve biyolojik maddeler (Devami)

Polyester bis-MPA dendron, 32 hidroksil, 1

thiol, (G4 DND) 767115 Sigma Aldrich
Polyester bis-MPA dendron, 8 hidroksil, 1 thioal, . .
g3 (G3 DND) 767131 Sigma Aldrich
Sodyum asetate trihidrate 1.062.671.000 Merck
Sodyum borohidrir $-9125 Sigma Aldrich
Sulfosuccinimidyl 6-[3'-(2-pyridyldithio) 51650 Thermo

propionamido]hexanoate)(S-LC-SPDP)

Genel Amagh Kullanilan Kimyasal ve Biyolojik Maddeler

Fumonisin B1 (FUM) 1147 Sigma Aldrich

Ultra Distile Su 34877 Sigma Aldrich

3.1.2 Deneysel Calismalarda Kullanilan Coézeltiler

Tez calismasi kapsaminda kullanilan ¢ozeltiler 3 ana grup altinda hazirlanarak kullanildi.
e Protein A Kolonunda Saflastirma isleminde Kullanilan Tamponlar

e Hiicre Kiltiriinde Kullanilan Cozeltiler ve Besiyerleri

e Diger Kullanilan Cozeltiler ve Tamponlar

3.1.2.1 Protein A Kolonunda Saflastirma isleminde Kullanilan Tamponlar

o Yiikleme Tamponu: (20 mM sodyum fosfat tamponu) 3.561 g Na,HPO,4.2H,0 ve
2,76 g NaH,P04.H,0 1L d.H,0 icinde ¢6zuldi ve tampon pH 7’ye ayarlandi.

e Baglama Tamponu: 3M NaCl (175,6 g) ve 1,5 M glisin/NaOH (11,25 g glisin/60

gNaOH) 1 L icerisinde ¢Ozllerek tampon hazirlandi ve pH’si 8’e ayarlandi.

e Eliisyon Tamponu: 0,1M Glisin-HCl tamponu hazirlamak icin 7,5 g glisin ¢ozeltisinin

25 ml’sine 12 ml hidroklorik asit (HCI) eklenerek hazirlandi (pH 2,7).
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Denge tamponu: 121,14 g TRIS baz (NH,C(CH,OH)s) 800 ml dH,O0 icinde ¢ozildd,

pH 9’a ayarlanip (konsantre HCl ile) son hacim 1 L'ye tamamlandi.

3.1.2.2 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cozeltiler ve Besiyerleri

DMEM Besiyeri (Dulbecco’s modified eagle’s medium): 13.4 gr DMEM, 2 gr
sodyum bikarbnonat (NaHCOs) 5.96 gr 4-(2-Hidroksietil)piperazin-1-ethansulfonik
asit (HEPES, CgH1sN,04S), %1 sodyum piruvat (CH3COCOONa), 1 L otoklavlanmis
d.H,0’da ¢oziildl, pH’si 7.2 olacak sekilde ayarlandi, steril kabin igcinde 0.2 uM’ lik

filtreden gecirilerek sterilizasyonu saglandi.

Normal Besiyeri: % 80 DMEM, % 20 fetal sigir serumu (FBS), %0,1 gentamisin

(antibiyotik) kullanilarak hazirlandi.

HAT (Hypoxanthine aminopterine-thymidine) iceren Besiyeri: Normal besi yerine

litrede 20 ml olacak sekilde HAT iceren (50X HAT) ¢ozelti eklenerek hazirlandi.

HT (Hipoksantin-Timidin) iceren Besiyeri: Normal besiyerine litre’de 20 ml olacak

sekilde HT (50X HT) iceren ¢ozeltinin eklenmesi ile hazirlandi.

PEG (Polietilen Glikol) hazirlanmasi: 10 gr PEG 4000 (M\y 3600-4400 Da), 10 ml
PBS icine eklendikten sonra otoklav edilerek ¢ozdiirtildi ve sterilize edildi. Flzyon

sirasinda kullanilmak tizere agilmadan etlivde saklandi.

Dondurma Medyumu: %60 DMEM, %30 FBS ve %10 dimetil siilfoksit (DMSO) ile

hazirlandi
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3.1.2.3 Diger Kullanilan Gozeltiler ve Tamponlar

10 mM PBS tamponu: 10 mM dipotasyum hidrojen fosfat (K;HPO4) (0,7 g) , 10mM
potasyum dihidrojen fosfat (KH,PQ4) (0,272 g), 0,15 M sodyum kloriir (NaCl) (8,75
g) 1 L distile su (d.H,0) ile ¢6zlildli ve ortam pH’si 7,2 olarak ayarlandi.

0,1 M MES tamponu: 19,52 g 2-(N-Morfolin) ethansiilfonik asit hidrat (MES) 1 L
d.H,0 icinde ¢o6zildi ve ortam pH’si 10 M sodyum hidroksit (NaOH) ile 4,8’e

ayarlandu.

20 mM Sodyum Borat tamponu: 4,77 g sodyum tetraborat (Na,B;0;) ve 183 ml
0,1 M NaOH 1 L d.H,0 iginde hazirlandi, pH 10 olarak 10 M NaOH ile ayarlandi.

0,1 M Sitrat tamponu: 2,3 gr sodyum sitrat, 0,8 gr sitrik asit, 2,2 gr glikoz 100 ml
dH,0 icinde ¢ozildi.

Yikama Tamponu: 0,05 % tween-20 1 L PBS icinde karistirildi.

1 M EDA soliisyonu: 1,337 ml etilendiamin (EDA, C;HgN,;) 20 ml d.H,O0 igerisinde

¢Ozlldi, pH’si asetik asit ile 8,3’e ayarland.

Substrat Tamponu: 0,027 g ¢inko klortir (ZnCl,), 0,04 g magnezyum klorir (MgCly),
1,5 g glisin (NH,CH,COOH) 200 ml d.H,0 icinde ¢6zildl, potasyum hidroksit (KOH)

ile tampon pH’s1 10.4’e ayarlandi.

60 mM Sodyum Asetat Tamponu: 163 mg sodyum asetat trihidrat (CH3COONa)ve
36 pl asetik asit (CH;COOH) 20 ml d.H,0’da ¢ozildi ve pH asetik asit ile 4,8’e

ayarlandu.

3.2 immiinojen Hazirlama

Fumonisin (FUM) tayinine yonelik immiinosensor gelistiriimesinde biyolojik algilayici

olarak kullanilan anti FUM mAb hibridoma teknolojisi ile Uretildi. Bu kapsamda

oncelikle hedef molekil olan FUM’ e karsi antikor lireten B lenfositlerin gelisiminiminin

saglamasi icin fareler FUM ile immiunize edildi. FUM gibi mikotoksinler, hapten yapil
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molekdiller oldugu igin blyik molekil agirhkli ve antikor yaniti olusturma yetenegi olan
molekdillere kovalent veya iyonik baglarla baglanmalari gerekmektedir. Tez kapsaminda
yapilan calismalarda, tasiyict immunojen molekil olarak proteinler ve polimer
konjugatlari hazirlanarak kullanildi. TiGm konjugatlar protein/analit oranlar ve safliklar
acisindan karakterize edildikten sonra immunizasyonlarda, immunizasyon sonuglarinin
(ELISA testleri ile serumda antikor yaniti) izlenmesinde ve elde edilen antikorlarin

kontroliinde (ELISA testleri ile flizyon sonrasi elde edilen hibritlerin) kullanildi.

Gizelge 3. 2 Kullanilan FUM Konjugatlari

immiinizasyon cBSA-FUM | cOVA-FUM | PAA-FUM-cOVA | PAA-FUM
immiin yanit kontroliinde | cOVA-FUM | cTF-FUM BSA-FUM BSA-FUM
Hibrit hiicre segciminde cTF-FUM cBSA-FUM - -

3.2.1 Protein Katyonizasyonu ve FUM Konjugatlarinin Elde Edilmesi

Katyonizasyon reaksiyonlarinda proteinin yapisinda bulunan asidik aminoasitlerdeki
negatif ylkli karboksil gruplari diamin yapida olan etilendiamin (EDA) ve capraz
baglayici olan N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-ethylcarbodiimide hydrochloride (EDC)
ajani kullanilarak amine (-H,) edildi. Bu sayede proteinlerin toplam net pozitif yiikleri
arttinildi. Tez galismasinda kullaniimak Gzere BSA, OVA ve Tf proteinleri katyonize
edildi. Katyonizasyonu takiben FUM molekilli c¢BSA, cTF ve cOVA’ya 10, 20, 30 ve 40
mol oranlarinda konjuge edildi. Konjugasyon basamaklari asagidaki sekilde

gerceklestirildi.

3.2.1.1 Proteinlerin Katyonizasyon Basamaklari

e 670 uL EDA 5 mL MES tamponu ile sogukta karistirilip ¢oézeltinin pH’si konsantre
HCl ile 4,8’e ayarlandi. Toplam hacim MES ile 10 ml’ye tamamlandi.

e 50 mg olarak tartilmis native proteinlerin herbiri (BSA, OVA ve TF) ayri ayri 10 mL
EDA sollisyonunda ¢ozdirildi ve katyonizasyon reaksiyonu 18 mg EDC eklenmesi

ile baslatildi.
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e  Katyonizasyon reaksiyonu oda sicakliginda karistirilarak 1 saat stirdarildi.
e 300 plL sodyum asetat tamponu ile reaksiyon durduruldu ve katyonize proteinler
ultra saf suya karsi dializ edilerek saflastirildi.Uzun siire muhafaza igin liyofilize

edilerek -20 °C’de saklandi.
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Sekil 3. 1 Ovalbumin katyonizasyon reaksiyonu (cOVA)

3.2.1.2 FUM-Protein Konjugasyonlar

cOVA-FUM konjugasyon reaksiyonunda;

e 0,64 mgFUM, 0,1 M MES tamponunda ¢oziilerek

e 0,85 mg EDC ve 1 mg cOVA eklendi.

e Reaksiyona girmeden 6nce cOVA proteininin 280 nm’deki UV spektrum degeri
0,861 OD olarak olc¢ildii ve FUM’nin mol sayisinin cOVA’nin mol sayisina orani
(nFUM/ncOVA) 40 kat olacak miktarda reaksiyona girdigi belirlendi.

e 16 saat +4 C”de karistirilarak konjugasyon reaksiyonu devam ettirildi.

e 10 kDa’luk membranli filtreler (10 K Mwco) ile santrifiij edilerek (10.000g X 5 dk. /

5 kez) safsizliklardan arindirildi. Santrifljler sirasinda PBS tamponu kullanildi.

e Kullanilan proteinler ile diger reaktanlar arasi mol oranlari sabit olmak {izere cOVA

icin verilen yukaridaki protokol ayni sekilde OVA, BSA, TF, cBSA, cTF icin de
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kullanildi.
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Sekil 3. 2 FUM’in EDC ¢apraz baglayici ile cOVAproteninine konjugasyonu

Farkli mol oranlarindaki FUM-cOVA konjugatlarinda kullanilan FUM, cOVA ve EDC

miktarlari

Cizelge 3. 'de verilmektedir. Tim reaksiyonlar 500 pl hacimde ve 0,1 M MES igerisinde
2 saat oda sicakhginda karistirilarak tamamlandi. Saflastirma islemleri 10 kDa’luk

membranl santrifiij tipleri ile (10.000g X 5 dk. / 5 kez) yapildi.

Cizelge 3. 3 Konjugasyonda kullanilan protein, FUM ve EDC miktarlari

nFUM/nProtein | cOVA | FUM (mg) | EDC (mg)
10 0,25 0,04 0,032
20 0,25 0,08 0,064
30 0,25 0,12 0,096
40 0,25 0,16 0,128

Hem immiinizasyonda kullanmak, hem de FUM-cOVA konjugatinin immiinize edildigi
farelerdeki antikor titresinin belirlendigi ELISA testlerinde kullanmak ve flizyon 6ncesi
deney hayvanina rapel imminizasyonunda kullanmak amaciyla yukarida verilen
yontemle FUM-cBSA ve FUM cTF konjugatlari hazirlandi.

cBSA -FUM (mol orani 40) konjugasyonunda ;

e 500 ul, 0,21M MES tamponu icinde 1mg cBSA ¢6zildi

e 0,44 mg FUM ve 0,58 mg EDC eklendi,

e 16 saat +4 C”de karistirilarak reaksiyonu devam ettirildi.
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e 10.000 Da ayriminda membrana sahip filtreler ile 5 defa santrifiij edilerek
safsizliklardan arindirldi.

cTf-FUM (mol orani 40) konjugasyonunda ;

e 500 ul 0,1 M MES tamponu iginde 1 mg cTF ¢6zild.

e 0,38 mg FUM ve 0,5 mg EDC eklendi.

e 16 saat +4 C”de karistirilarak reaksiyon devam ettirildi.

e 10.000 Da ayrim giiclin sahip membranli filtreler kullanilarak 0,1 M PBS tamponu
ile 5 defa santrifiij edilerek safsizliklarindan arindirildi. Tim FUM-cProtein

konjugasyonlarinda EDC miktari FUM’nin 5 kati moli degerinde kullanildi.

3.2.1.3 FUM-Polimer Konjugasyonlari

Hapten ya da Sentetik peptidlerin dislik ¢ozinlrliga, kararsizligl, kiiclik molekdil
boyutlarindan dolayi antijenik 6zelliklerinin distuk olmasi, biyouyumlu olmamasi ya da
sistematik toksisitesi gibi istenmeyen o©zellikleri onlarin etki yeteneklerini
azaltmaktadir. Lineer polimerler ile hazirlanan hapten-polimer ikili konjugatlari ya da
hapten-protein-polimer lcli konjugatlari sayesinde haptenin hidrofobisitesi
azaltilabilmekte, immunojenik 6zellikleri arttirilabilmekte, canli organizmada daha uzun
sire dagilmadan kompleks halinde kalabilmeleri saglanabilmektedir. Konjugatlara
kazandirdiklari bu 6zelliklerden dolayi klasik adjuvanlara iyi bir alternatif olarak pozitif
ya da negatif yiikli imminojenik olmayan sentetik polielektrolit polimerler olabilecegi
disltinilmektedir. Lineer sentetik polielektrolitler arasinda prototip Urin olusturmak
icin yaygin olarak tercih edilen polimer poliakrilik asiddir (PAA) [69],[70],[71]. Alternatif
tastyicilardan poliakrilik asid polimerinin (PAA) adjuvan olarak kullanilmasi igin PAA-
FUM konjugatlari sentezlendi. Kendisine karsi immin yanit olusturmadigi bilinen PAA
polimeri, adjuvan niteligi gostermesi acisindan konjugasyon calismalarinda tercih
edilmistir.  Bu calismalar kapsaminda “PAA-FUM (ikili konjugat)”, “PAA-FUM (Ugla
konjugat)” ve kontrol olarak “OVA-FUM" konjugatlari hazirlandi.
e FUM mikotoksinin polimer ile konjugasyon reaksiyonunda molekil agirligi 100,000
olan %335’lik PAA c¢ozeltisi kullanildi.
e 80ul (3.2 pg) PAA, 1ml PBS tamponunda ¢ozildu.
e  Cozelti pH’s1 20l 5M NaOH kullanilarak 4.2’ye ayarlandi.
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e nFUM/nPAA orani 1000 olacak sekilde 0.3mg FUM ve 0.4mg EDC eklendi,
manyetik karistirici ile 2 saat oda sicakliginda karistirildi.

e  Konjugat, hacimce 2’ye ayrildi.

e 500 pl'lik 1.grup; “FUM-PAA (2'li konjugat)” olarak isimlendirilip gece boyu +4°C’de
karistirilmaya devam etti.

e 24 saat sonra 30 K MWCO membranli tip kullanilarak safsizliklarindan arindirildi.

e 500 pl'lik 2. gruba 0.39 mg OVA eklendi ve “FUM-PAA-OVA (3’li konjugat)” olarak
isimlendirildi ve gece boyu +4°C’de karistirildi.

e 24 saat sonra 30 K MWCO membranli tip kullanilarak safsizliklarindan arindirildi.

e Her iki deney grubu da karakterize edildikten sonra immiuinizasyon igin kullanildi.

e Konjugatlarin yapisal 6zelliklerinin karakterizasyonu, HPLC analizlerinin yani sira
¢ap buyudklikleri agisindan Nano-Zetasizer cihazi ile hacimsel ve hacim igindeki

molekiliin sayisal verisine dayali olarak belirlendi.

3.2.2 Konjugat Karakterizasyonunda Kullanilan Yontemler ve Cihazlar

Protein icerikli konjugatlarin karakterizasyonunda Yiksek Performansh Sivi
Kromatografisi (High Performance Liquid Chromatography (HPLC)), Fourier Transform
Infrared (FTIR) spektroskopisi kullanildi. PAA icerikli konjugatlarin karakterizasyonunda
ise HPLC, Ultraviyole-Goriinir Isik (UV-VIS) absorpsiyon spektrofotometresi ve Zeta-

Nano sizer cihazlari kullanildi.

3.2.2.1 FUM-cOVA Konjugatinin HPLC ile Karakterizasyonu

HPLC, analitik ayirma teknikleri amaci ile en yaygin kullanilan cihazdir. Ozellikle peptit
ve proteinlerin karakterizasyonunda merkezi bir teknik olmanin yani sira biyolojik ve
biyomedikal bilimlerde son yillarda saglanan hizli ilerlemede kritik roller Gstlenmistir.
Peptit ve proteinlerin kromatografik yizeye 6zgil davranislar gostermesinden dolayi,
ozellikle gecikme siresi (RT) 0zglin  baglanma alanlarinin  yogunluguyla
belirlenmektedir. Yaygin kullanilma sebepleri; 1) duyarliigi, 2) kantitatif tayinlere
kolaylikla uyarlanabilir olmasi, 3) ucucu olmayan veya sicaklikla kolayca bozunabilen

bilesiklerin ayrilmasina uygunlugudur. Proteinlerin yapisinda bulunan aromatik
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aminoasidler (triptofan, tirozin ve fenilalanin) 280nm’de kuvvetli absorbans yaptigi icin
konjugatlarin UV bodlgede deteksiyonu bu dalga boyunda gerceklestirildi. Bir diger
yandan, flioresans 6zellik gosteren tirozin ve fenilalaninden en yiliksek fluoresansa
sahip olan triptofandir. OVA yapisinda bulunan triptofan (W148, W184, W267) 280 nm
‘de uyarildiginda, diger floresans 6zelligi olan amino asitler ile quenching yapmamasi

icin emisyonlar 350 nm FLD detektor ile gergeklestirildi.

Ters faz kromatografisi (RPC) proteinlerin kromatografik analizi ve saflastiriimasinda en
yaygin sivi kromatografilerinden birisidir. RPC'de genel olarak sabit faz apolar gruplara
sahip bir kolon destek materyali, hareketli faz ise polar yapida bir solventtir. Analitlerin
icinde bulunan proteinler ylizeye apolar fonksiyon gosteren gruplariyla baglanirlar. Bu
calismada katyonize protein yapilarin karakterizasyonunda, yiizeye geri génlsimsiz
baglanmalarin engellenmesi igin RPC kullanildi. Solvent degisimi farkh polaritelerdeki 2
mobil fazin gradyan olarak degisimi ile saglandi. Tim tamponlar degaze edilerek
kullanildi, 6rnek 0,45 um’lik filtreden gecirildi. HPLC'de uygulama sartlari asagidaki
sekildedir:

e Mobilfaz: (A)75:25,(0,1% TFA dH20 icinde):(0,1% TFA CH5CN icinde)
(B) 25:75, (0,1% TFA dH20 icinde):(0,1% TFA CHsCN icinde)

e Kolon:c18 (25cm /4,6mm, 5um )

e Akis hizi: 0,8 ml/dk (gradyan)

e  Ornek hacmi: 20 pl

e Deteksiyon: UV= 280 nm; FLD = ex:280nm / em: 350nm

Cizelge 3. 4 HPLC Mobil faz gradyan degisime ait solvent hacmi ve akis hizi

Sire Solvent A | Solvent B | Akis Hizi
0-2 dk 80 20 0,8 ml
2-20 dk 20 80 0,8 ml

3.2.2.2 FUM-Polimer Konjugatlarinin HPLC ile Karakterizasyonu

FUM miktarlari ile orantili artan absorpsiyon siddetine ve alikonma zamanina dayali

karakterizasyon analizi HPLC ile yapildi. Tampon degaze edilerek kullanildi, 6rnek 0,45
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um’lik filtreden gegirildi. SEC kolonda yapilan kromatografik incelemede tek mobil faz

sabit akista uygulandi.

e Mobil faz: PBS

e Kolon: 300A I-5um SEC kolon ( 25cm / 4.6mm, 5um )
o  Akis hizi: 1 ml/dk — sabit akis

e Ornek hacmi: 20 pl

e Deteksiyon: UV=280 nm

3.2.2.3 FTIR ile FUM-cOVA Konjugatinin Karakterizasyonu

FTIR spektroskopisi kati, sivi, gaz ve ¢ozelti halindeki organik bilesiklerin analizinde
kullanilan fizikokimyasal bir yontemdir ve kizil 6tesi (IR) radyasyonun absorbsiyonu ile
kimyasal baglarin titresiminin olcilmesi prensibine dayanmaktadir. Optik izomerler
disinda butin bilesiklerin IR spektrumu birbirinden farklidir. IR bolgesi elektromanyetik
spektrumun goriinir bolgesi ile mikro dalga bolgesi arasinda yer alir. FTIR, bir kimyasal
reaksiyon sonucunda olusan bag yapilarinin sahip oldugu titresim (gerilme, egilme,
makaslama, sallanma, salinma ve burkulma) ve donme frekanslari ile absorplanan
enerji frekansinin esit olmasi prensibine dayanarak absorpsiyon enerjisini dlgmektedir.
Konjugasyon ve katyonizasyon sonucu olusan yeni baglarin (amid bagi basta olmak
Uzere) enstrimantel bag analizi, FTIR (Perkinelmer Spectrum 100) cihazi ile sivi fazda
tuz diskleri kullanilarak yapilmistir. Bu sebeple érneklerin olgliminden 6nce mobil faz
(PBS) ile kor (referans) ol¢im alindi. Analiz sonuglari online portallar1 kullanilarak

belirlendi.

3.2.2.4 FUM-Polimer Konjugatlarinin Karakterizasyonunda Nano Boyut Ol¢iimii

Lineer elektrolit yapidaki polimerlerin ¢6zindigl ortamdaki tuz varli§ina gore
konformasyonel yapilari degismektedir. Sulu ortamda Na* and CI” iyonlarina ayrilan

NaCl tuzu, poliakrilik asit (PAA) gibi negatif yiiklii polielektrolitlerle etkilesime girer. Na*

! Kullanilan farkli portallar bir arada degerlendirildi. Kullanilan portallardan bazilari sunlardir:
http://www.science-and-fun.de/tools/ , http://webbook.nist.gov/chemistry/vib-ser.html ,
http://sdbs.db.aist.go.jp/sdbs/cgi-bin/direct_frame_top.cgi
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iyonlari, polimer zinciri Uzerindeki negatif yulklerle etkilesir ve bu durum
konformasyonunda ve viskozitesinde bazi degisimlere neden olur. Tuz varliginda lineer
polimerler sarmallasarak globiler bir yapi olusturmaktadirlar. Bu yapinin molekiiler
capinin blyukligl, icinde bulundugu ortamin tuz konsantrasyonuna, pH’sina ve
viskozitesine baghdir. Polimer konjugatlarinin zeta potansiyellerinin 6lgilmesi
bulundugu ortamdaki molekiiler ¢caplarina ulasmamizi saglamaktadir. Bu sebeple PAA-
FUM ikili konjugati ile PAA-cOVA-FUM lcli konjugatlarinin zeta potansiyelleri ile
molekiiler ¢aplari belirlendi. Olgiimler, hem pH 7,2 PBS icerisinde hem de pH 4,8 MES
tamponu igerisinde tekrarlandi. Boylece molekillerin degisen molekiler ¢aplari farkli
pH ve tuz konsantrasyonunda zeta potansiyellerinin belirlenmesi sayesinde o6lculdi.

Elde edilen yapinin kopmakthgi ile immiinojenitesinin degisimi irdelendi.

3.2.2.5 FUM-Polimer Konjugatlarinin UV-VIS Spektrofotometre ile Karakterizasyonu

Onemli bircok biyolojik molekiil UV 1sigini absorplamaktadir. Proteinlerin UV
absorplama ozellikleri; ¢ozeltilerindeki konsantrasyonunun ve safliginin tayininde
kullanmaktadir. Proteinler UV bolgede iki absorbans pikine sahiptirler. Bunlardan bir
tanesi 215-230 nm’de (peptid baginin absorpsiyonundan kaynaklanan), digeri de 280
nm’de (triptofan, tirozin ve fenilalanin gibi aromatik aminoasidlerin absorbansindan
kaynaklanan) goézlenmektedir. Proteinlerin UV 15181 absorplamasi 6zelliginden yola
cikilarak  protein  ¢Ozeltilerinin  konsantrasyonlarinin  saptanmasinda, UV-VIS

spektroskopisi kullanildi. Bu kapsamda;

e Polimer konjugasyonu sirasinda kullanilan 80 pl (32pug) PAA / 500 pl PBS, 0,3mg
FUM / 500 pl PBS, 0,39 mg OVA / 500 pl PBS, tek baslarina UV absorpsiyon
Olglimleri yapildi.

e Elde edilen PAA-FUM ve PAA-OVA-FUM konjugatlari saflastirildiktan sonra PBS ile
500 pl hacime tamamladi ve UV spektrofotometresi ile 6lctimleri yapildi.

e UV taramasi 190-400 nm arasindaki dalga boylarinda tarama yapildi.

45



3.3 immiinizasyon ve Serumda Antikor Titresinin Takibi

3.3.1 immiinizasyon

Balb/c tipi albino deney fareleri kullanilan bu galismada erkek farelerden her kafeste 4
hayvanlik gruplar olusturuldu. ilk immiinizasyon fareler 5 haftalik iken baslandi ve
agirliklar ortalama 21 gram olarak hesaplandi. Toplam imminize edilen fare sayisi
20’dir. FUM-cProtein konjugatlarinin 1mg/ml konsantrasyonunda hazirlanmis ve
saflastirilmig 6rneklerinden FUM-cBSA ve FUM-cOVA’dan 100’er pg ile her bir fareye
immiinizasyonlar yapildi. ilk immiinizasyonlar 100 pl complete Fraud’s adjuvan ile
karistirilarak intraperitoneal olarak yapildi. Takip eden imminizasyonlar, 14 ginlik
rejimler uygulanarak 100 ul incomplete Fraud’s adjuvan ile karistirilarak yine
intraperitoneal yoldan yapildi. FUM-PAA konjugati 3 BALB/c’nin imminizasyonunda
ilave adjuvant kullanilmadi. Tim immiunizasyonlarda her bir fareye 4 ug FUM-PAA
konjugati intraperitonel olarak immunize edildi. Takip eden imminizasyonlar, 14
glnliik rejimler ile intraperitoneal olarak adjuvansiz yapildi. Her immiinizasyonu
takiben 10. glinde kuyruktan kan alindi. Serumda farkli dilisyonlar yapilarak (1/100,
1/1000, 1/5000 ve 1/10000 ) ELISA ile test edildi. Yuksek ve spesifik antikor titrelerine
ulasan farelerin dalaklari ile flizyon yapilmadan 6nce son rapel denilen hatirlatma
imminizasyonu yapildi (Cizelge 3. ). immiinizasyonlar, kuyruk veninden intravendz

olarak yapildiFareler 5 giin sonra flizyona islemine alindi.

3.3.2 Serumda Antikor Titresinin Takibi

immiinizasyonlarda FUM spesifik poliklonal antikor yanitlarinin takibi indirekt ELISA ile
405 nm’de optik yogunluklarin siddeti (OD) olculerek belirlendi. Hazirlanan FUM-
protein konjugatlarinin immiinizasyonu sonucu hem FUM’e hem de protein yapilara
karst immin yanit olusmaktadir. ELISA ile sadece FUM’e karsi olusan poliklonal
antikorlarin takibinin yapilabilmesi icin, imminizasyonda kullanilmayan FUM konjugati

ile plak kaplamalari yapildi (Cizelge 3. ).

cBSA-FUM konjugati ile immiinize farelerden alinan serumlar ile yapilan ELISA’larda

plaga kapmala icin cOVA-FUM konjugati kullanilirken, cOVA-FUM konjugatlarinin
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ELISA’sinda ise plaga kaplamada FUM-cTF konjugati kullanildi. Uygulanan indirekt ELISA

protokoli su sekildedir;

e 96 kuyulu ELISA plaklarinin her bir kuyusu 100 ng/kuyu FUM-cPRT konjugati (50 pl
PBS tamponu icinde) ile kaplandi ve 4°C’de agzi kapal olarak 1 gece bekletildi.

Kontrol kuyularina hig antijen konulmadi.

e  Ertesi giin yikama tamponu ile 3 kez yikanan kuyular % 5’lik 350 pl st tozu (w/v,

PBS icinde) ile 1 saat kadar 37 °C’de blokland.

e  Kuyular tekrar yilkama tamponu ile 3 kez yikandiktan sonra farelerden alinan ve
1/100, 1/1000, 1/5000 oranlarinda PBS ile seyreltilen serumlar kuyulara eklendi
(100 pl/kuyu), 1 saat 37°C’de bekletildi.

e Kuyular, yikama tamponu ile 3 kez yikandiktan sonra fare antikorlarina karsi
gelistirilmis alkalen fosfataz (AP) konjuge ikincil antikor 1/2000 seyreltilerek
kuyulara eklendi (100 pl /kuyu), 1 saat kadar 37°C’de bekletildi.

e 5 kez yikama tamponu ile yikandiktan sonra kuyulara AP’nin substrati olan 4-
nitrophenyl phosphate (PNPP) (1mg/ml), substrat tamponunda hazirlandi ve kuyu
basina 100 ul eklendi.

e 30 dakika ve 60 dakika karanlikta inkiibe edildikten sonra 405 nm’de ELISA

okuyucu yardimiyla absorbanslar (OD) belirlendi.

Yarisimli elisalardan 6nce kaplama optimizasyonu yapildi. Bu amagla FUM-cBSA
imminize farelerde ELISA plaginda kaplama igin kullanilan cOVA-FUM konjugati 1,6
ug/100 ul PBS’te hazirlandi ve % dillisyon ile 8 kuyuda kaplama yapildi. Ardindan 3.
immiinizasyon sonucu alinan serumlarda ELISA yapildi ve optimal deger kaplama
konsantrasyonu olarak belirlendi. Yarisimh ELISA’da optimal degerin altinda kaplamalar
yapildi. immiinizasyon sonrasi alinan serumlarda FUM spesifik antikorlarin varligi
yarisimli ELISA ile dogrulandi. Bu amacla yarisimli ELISA test sisteminde, serumdaki
poliklonal antikorlar ile 4 ug’a kadar (2 kat artan) miktarlarda FUM 0n inkiibasyona

tabii tutuldu.
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3.4 Hibridoma Teknolojisi ile FUM Spesifik Monoklonal Antikor Elde Edilmesi

imminreaktif tani testlerinde ve immiinosensérlerde analite spesifik gelistirilmis olan
antikorlarin biyik bir bolimi, hibridoma teknolojisi ile (retilmektedir. Hibridoma
teknolojisinde iki somatik hiicrenin sitoplazma ve ¢ekirdeklerinin tamamen birbirine
kaynasmasi saglanmakta, her iki hiicrenin de sahip oldugu 6zelliklerinin hibrid hlicreye
aktarilmasi hedeflenmektedir [72], [73]. Bu c¢alismada da kullanilan hibridoma
teknolojisi ile antikor Uretimi kapsaminda Oncelikle balb/c tipi fareler, FUM ile
immunize edildi. imminizasyon icin secilen farelerin genetik soyu ile fiizyona girecek
olan myeloma hiicrelerinin ayni soydan gelmesi oOnemlidir. Genellikle deney
hayvanlarina intradermal, subkutan, intramaskdiler, patiler ve intraperitoneal olarak
immdinizasyon yapilmaktadir [74]. Antikor Uretme kabiliyetindeki B lenfositlerin
fareden alinabilmesi igin fare servikal dislokasyon ile oldirdlir ve B hicrelerinin
bulundugu dalak ve lenf diigliim hiicreleri toplanir. Toplanan dalak hiicreleri slispanse
edildikten sonra polietilen glikol ile (PEG) myeloma hiicreleri ile birlestirilirler ve hibrid
hiicreleri elde edilir. Hibrid hicrelerini myeloma htcrelerinden ayirt edebilmek icin
myeloma hicre hatlarinin seleksiyon saglanabilecek bir mutasyona sahip olmasi
gerekmektedir. En yaygin kullanilan mutasyon tiiri pirin biyosentezinde gorevli
hipoksantin fosforiboziltransferaz (HGPRT) enziminin mutasyonudur. Flizyon sonrasi
secgici medyum ortamina eklenen “hypoxanthine, aminopterin ve thymidine” (HAT)
icinde bulunan aminopterin, hiicrelerin plrin ve pirimidin tGretimini saglayan "de novo"
(temel sentetik yol) sentez yolunu inhibe eder. Ancak flizyon sonrasi hibrid hiicrelerinin
plrin ve primidin sentezlerinin devamliligi istenmektedir. Flizyona girmemis HGPRT
pozitif B lenfositleri ise kiltlir sartlarinda 4-5 gin icerisinde oldikleri icin dogal
seleksiyona ugramis olurlar. Olusan klonlar arasinda antijen spesifik klonun bulunmasi
icin ELISA ile tim klonlar test edilir. Pozitif yanit alinan kuyularda tek hiicreden klon
elde edebilmek icin seri dillisyon ile tek dislirme islemleri ardi ardina uygulanir.
Boylece antijen spesifik monoklonal antikor salgisi yaptigi bilinen hibrid hiicre hatt

elde edilmis olur [75].
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3.4.1 Besleyici Hiicrelerin Hazirlanmasi

Hibrit hiicreler ilk Uretildiklerinde polistrenden yapilmis olan hiicre kiltlri plaklarinda
yasamakta gliclik cekmektedirler. Makrofaj hicreleri, salgiladiklari sitokinler ile
ortamdaki hicrelerin aktivitesini artirirlar. Ayrica ortamdaki artiklari fagosite ederek
ortami hibrid hiicreleri igin daha uygun hale getirirler. Bu amagla immiinize edilmemis
saglikli bir farenin oldirildikten sonra periton icinden 5 ml DMEM (serumsuz) ile
besleyici hiicreler alindi. Calisilacak hiicre kiltir plagi sayisina gore her kuyuya normal
besi yeri (%20 FBS ve %0,1 antibiyotik) ile karistirilarak 100 pl olacak sekilde dagitildi ve
CO; inklibatoriinde (%5 CO,, %96 nem ve 372C) ortam sartlari 1 giin boyu 6nden

sitokinlerini salgilamasi igin bekletildi.

3.4.2 Bagisiklanmig Dalak Hiicrelerinin Elde Edilmesi

FUM’e karsi antikor yanitlarinin yiksek oldugu ELISA ile belirlenen farelerden, FUM-
cBSA ile immiinize edilen (n=2) ve FUM-cOVA ile immiinize fareler (n=3) flzyon islemi

icin segcildi.

Laminar akimh kabin icerisinde, bagisiklanmis farenin karin boélgesi agilarak ELISA’da
pozitif kontrol olarak kullaniimak Uzere farenin kalbinden 0,15 ml kan alinarak 1:1
oraninda sodyum sitrat ile karistirildi, santrifiijle serum kismi ayrildi, aliqotlanarak -20

oC ‘de saklandi. B hiicrelerinin elde edilmesi icin;

o Bagisik farelerin ylzey lenf diigimleri ve dalaklari toplandi.

e 10 ml DMEM bulunan petri kabindaki strainer (slizgeg) icine alindi

e Mekanik ezme islemi ile hiicreler agiga ¢ikarildi.

e  Pipet yardimiyla siispanse edildi.

e DMEM icerisinde 1250 rpm'de 5 dakika santrifij edilerek 2 kez yikandi.

e  Coken hiicreler 25 ml DMEM igerisine alinarak hiicre sayimlari 2 ser kez yapildi.
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3.4.3 Myeloma (FO Hatti) Hiicrelerinin Hazirlanmasi

Flzyondan 15 gilin 6nce, azot tanki icerisinde (-196 °C’de) dondurma medyumunda
saklanmis FO myeloma hicre hatti dondurma isleminin tersine hizh sekilde

¢ozundurildid. DMSQO’dan uzaklastirmak igin;

e %20 FBS’li DMEM igine alinan hiicreler santrifiij ile (1250 rpm, 5 dk) ¢oktirulda.

e Ust sivida kalan DMSO hemen uzaklastirildi,

e Hucreler tekrar 1 ml DMEM iginde suispanse edildi,

e Kiltlirde normal besi yeri icerisinde ¢ogaltiimasi igin alindi.

e Flizyon gliniine kadar yeterli sayida (100-500x10°) FO hiicresi elde edilmesi icin

hiicreler %10 FBS iceren medyumla pasajlanarak cogaltildi.

3.4.4 Hiicrelerin Sayimi

Hiicre sayisi, 1-2 x 10° hucre/mL  konsantrasyonu gecmeyen hiicre
siispansiyonundan 10 uL 6rnek alindi

e Hiicre suspansiyonu lzerine 10 pL %0.4’ltk trypan blue soliisyonu eklendi

e 3 dakika beklendi.

e Ornek Thoma lamina yerlestirilip 15tk mikroskopunda sayim yapildi

e Canli hicreler ylizdesi asagidaki gibi hesaplanir

Toplam Hiicre Sayisi =

Hiicrelerin iginde bulundugu medyum hacmi (ml) X Sayilan hiicre miktari X 10* (sabit

katsayi)

3.4.5 Fiizyon islemi

e Hiicre sayimi yapilan FO myeloma hiicreleri ve dalak hiicreleri birlestirildi ve 1250
rom’de 5 dakika santrifiij edildi.

o  Ust kesim atilarak ¢oken hiicre karisimina yaklasik 37°C’de 1 ml PEG 4000, 1 dakika
icerisinde eklendi.

e 1 dakika siresince hiicre karistirilarak avug icinde ufak hareketlerle bekletildi.

e 4 mlserumsuz DMEM, 4 dakika icerisinde yavas yavas ilave edildi.

e 10 ml DMEM vyavasca karistirilan hiicrelere 4 dakikada icinde ilave edildi.
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e 30 dakika CO, etiivde (% 5 CO,, % 96 nem ve 372C) bekletildikten sonra santrifij
edildi.

e Coken hiicrelere HAT igeren besiyeri ilave edilerek siispanse edildikten sonra, bir
onceki giin makrofaj ekilmis hiicre kaltiur plaklarina 150 pl/kuyu olacak seklinde
dagitildi.

e 10 giin sonra HAT besiyeri, 12-14. gin arasinda hicrelerin olusturdugu klon
blydkligine gore secici HT ortami eklendi, hiicrelerin gelisme periyoduna bagh
olarak (15. giin civari) normal besiyerine gegildi.

e Klon kontrolleri 151tk mikroskobunda yapildi, ELISA ile pozitif yanit veren kuyular
blirlendi, alt klonla ve seri dilisyon uygulanarak (2 kez) hibridoma seleksiyonu ve

alt klonlama islemleri yapilmis oldu.

3.4.6 Anti FUM 8F4 Monoklonal Antikorunun Karakterizasyonu ve Saflastirilmasi

Anti FUM 8F4 monoklonal antikorunun karakterizasyonu, diger mikotoksinlere yanit
verip vermediginin belirlendigi ¢apraz reaksiyon ve 06zglinlik belirleme testleri,

izotipleme/alt izotipleme testleri, afinite belirleme testleri ile gerceklestirildi.

3.4.6.1Anti FUM 8F4 Monoklonal Antikorunda Capraz Reaksiyon ve Ozgiinliik

Belirlenmesi

Monoklonal antikorun, FUM’nin tahillarda bir arada bulanabilecegi diger mikotoksinler
ile hatali pozitif yanit vermesi durumunda FUM’nin tani sisteminde kullanimi uygun
olmayacaktir. Anti FUM 8F4 diger mikotoksinler ve mikotoksinlerin icinde bulundugu
solventler ile test edilmesi gereklidir. Bu amacgla elde edilen 8F4 antikorunun, aflatoksin
(AFM1, AFG1, AFG2, AFB2), zeralenon (ZEA), okratoksin (OTA) gibi diger mikotoksinlere
karsi yanitlart yarisimh ELISA ile test edildi. AFM1, AFG1, AFG2, AFB2, ZEA
mikotoksinleri DMF igerisinde, OTA mikotoksini EtOH icerisinde ve FUM, BSA, OVA, TF
proteinleri ise d.H,O’da ¢ozlindirilerek kullanildigi icin ¢ozlict etkisini gdzlemlemek ve
non-spesifik baglanma kontroliini yapabilmek icin organik solventlerle de test edildi.
Yarisimh ELISA icin serbest mikotoksin veya proteinlerin her birinin 1 pg’i, 8F4 kiltir

Ust siviyla bir ependorf tip icinde 6n inkibasyona birakildi, yarim saat sonra 100
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pl'deki her bir 6rnek FUM-Tf kaph plaga koyularak ¢apraz cevaplari kontrol edildi.
Deney kapsaminda, antijen bulunmayan sit tozu kaph kuyucuktaki antikor yaniti

negatif kontrol olarak test edildi.

3.4.6.2 Anti FUM 8F4 Monoklonal Antikorunun Afinitesinin ve isotipinin Belirlenmesi

immunoglobulin (Ig) izotipinin hizlica belirlenmesi amaciyla BD Pharmingen™ fare Ig
izotip belirleme ELISA kiti kullanildi. Anti FUM 8F4 antikorunun afinitesinin belirlenmesi
calismasinda ilk olarak kullanilacak optimum anti FUM 8F4 miktari, sabit miktarda
immobilize FUM ile artan miktarda anti FUM 8F4 etkilestirilerek indirekt ELISA’da

belirlendi.

Anti FUM 8F4’Un afinitesinin belirlenmesi igin; ELISA plagi 50 ng/kuyu olacak sekilde
FUM -TF konjugati ile kaplandi. 0,01-2 ug arasinda 2 kat artan miktarda serbest FUM
Uzerine 100 ng anti FUM 8F4 supernatant eklenerek 30 dakika oda sicakliginda
calkalandi. On inkiibasyon sonrasinda her bir kesim FUM-TF kaph kuyulara eklendi. Anti
FUM 8F4’Gn FUM’e afinitesini belirlemeye yonelik antikorun farkh diizeylerde serbest
toksinle etkilesimi incelendi. Deney 2 kez tekrarlandi ve elde edilen verilerden, EC50

degeri (ED50 plus Ov1 programi ile) hesaplandi.

3.4.6.3 Anti FUM 8F4 Monoklonal Antikorunun Saflastirilmasi

Anti FUM 8F4 monoklonal antikorunun saflastiriimasi 3 adimda gergeklestirildi. ilk
adimda toplanan supernatant amonyum silfat ile ¢coktirildd, daha sonra olusan pellet
geri c¢ozulerek diyaliz edildi ve en son olarak protein A kolonu (sefaroz kolon/GE

Healthcare 17-0402-01) ile saflastirildi.

e AS ile ¢Oktirme sirasinda presipitasyon konsantrasyonunu etkileyen en dnemli
faktorlerden biri antikora ait polar gruplarin sayisi, bu gruplarin pozisyonu,
(NHa)*ve (S04)* iyonlari ile etkilesim hizi, iyon konsantrasyonu ve ortam pH’sidir.
Bu sebeple kristalize AS (KAS) ve doyurulmus AS (DAS) c¢ozeltisi anti FUM 8F4’lin
kismi saflastirlmasi kapsaminda kiyaslamali olarak incelendi ve antikor
aktivitesinin korunmasina yonelik optimizasyon gerceklestirildi. DAS ¢oktirme icin
1 | anti FUM 8F4 supernatanti manyetik karistirici ile karistirilirken, izerine 1.2 |
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DAS (1.417 ml’de 767,92 g AS ) yavasca eklendi, KAS ¢oktlirme icin +4°C’de 380 g
KAS eklenerek karistirildi.

Cokeltinin meydana geldigi her iki medyumda

e Proteinler, 10.000 rpm’de 40 dk santrifiij edilerek ¢coktirild.

e Elde edilen peletlere 12,5 ml PBS eklenerek +4°C’de ¢dzliinmesi icin bekletildi.

e  Ortamdaki tuzun uzaklastiriimasi icin PBS’e karsi 2 gilin siresince diyaliz edilen
antikor ¢ozeltilerinin kismi saflastirilmasi gergeklestirildi ve antikor kolon
kromatografisi icin konsantre edildi.

e  KAS ve DAS ¢oktlirmeler ile yapilan anti FUM 8F4 antikorlarinin kismi saflagtiriimis
kisimlari 1/500 dilisyonunda, tim AS’lerin santrifljlenmesi sonrasi ayrilan Ust
sivilari ise 1/50 diliisyonda kullanilarak FUM-cTF konjugati kaph ELISA testine
uygulandi.

e Boylece c¢okeltilerin icerdigi ve suzintide kalan anti FUM 8F4 antikoru miktari
belirlendi.

e DAS ile 40 kat konsantre elde edilen proteinler, protein A'ya dayali immiino afinite
kromatografisi ile saflastirlmaya devam edildi ve aktif antikor miktari ELISA

yontemi kullanilarak tespit edildi.

3.5 Fumonisin immiinosensériiniin Gelistirilmesi

FUM deteksiyonu icin FUM immobilize ylizeyde anti FUM 8F4 monoklonal antikorunun
algilayici eleman olarak kullanildigi immiinoassay gelistirildi. FUM deteksiyonuna
yonelik yontem gelistirilebilmesi icin ilk olarak kristal ylizeyinde kendinden olusan tek
tabaka (self assembled monolayer (SAM)) vyuzeyler olusturuldu ve FUM
immobilizasyonlari  gergeklestirildi. FUM immobilizasyonunu takiben yilizeyde
rejenerasyonun saglanabilecegi sartlar belirlendi. immobilizasyon etkinliginin sistemde
algilanan FUM limit degerine etkisinin incelenmesi icin alternatif lineer ve dendronik

molekiiller ile tek ve ¢ok kath SAM tabakalar olusturuldu.
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3.5.1 QCM cihazi ve LOD hesaplama

FUM tayini yapabilen immiinosensor gelistiriimesi ve etkinligin arttirilmasina yonelik
ylizey immobilizasyonu calismalari sirasinda QCM 200 cihazi kullanildi. 5SMHz AT kesim,
her iki ylizeyinde de altin kapli elektrodlari bulunan kristaller ve QCM 200 cihazi, KVG
Quartz Crystal Technology GmbH (Neckarbischofsheim/ Germany) firmasindan temin

edilmistir.

ON

Sekil 3. 3 QCM 200 cihazi ve 5 MHZ'lik AT kesim altin kapli kuvars kristal elektrotlar

Tespit siniri, bir analitin biyolojik sensorlerin analitik proseddrleri ile glivenilir sekilde
Olclilebilen en kiclk konsantrasyonunu tanimlamak icin kullanilan bir terimdir ve
hesaplamak igin c¢esitli yontemler mevcuttur. Bu tez calismasi kapsaminda LOD
degerinin tespiti icin, kalibrasyon egrisinden elde edilen veriler ve kor 6rnegin (referans

Olciim) tekrarh 6lglimiinden elde edilen standart hata (sd) kullanildi.

Kalibrasyon egrisinin belirlenmesi icin, uygun FUM konsantrasyon araligi secilerek,
FUM konsantrasyonuna karsi (x) cihaz cevabi (y) grafige gecirilir. Bu sayede, belli bir
konsantrasyon araligi icin dogrusallik gosteren bir egri elde edilmektedir. Clinki
dogrusallik gosteren egrilerin hata paylart kabul edilebilir degerlerdedir. Tez
kapsaminda; kalibrasyon egrisi lizerinde gosterilen dogrusal iliskiyi bulmanin en yaygin
yolu olan “en kiicik kareler yontemi” kullanildi. Dogrunun denklemi (y=mx+b)
sayesinde dogrunun egimi (m) bulundu. Kalibrasyon egrilerinde iki degiskenin birbirine
bagimhhgini gésteren m degeri, analitik yontemde oransal hata olclstuni belirttigi icin
LOD degerinin hesaplanmasinda kullanildi. Tez ¢alismasi kapsaminda LOD degeri;
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LOD = (k * sd)/m (3.1)

LOD: Tespit Siniri

Sd : Koriin standart sapmasi

m : Kalibrasyon egrisinin egimi (oransal hata 6l¢si)

k :Glriltiden kaynakh hatayr minimalize etmek adina %92,1 gliven araliginda hesap

yapilabilmesi igin kullanilan sabit deger 2 olarak kullanildi.

Koriin standart deviasyonu ise asagidaki formiil ile hesaplanmistir;

Sample Standard Deviation = Z—
J

(3.2)
x : Her bir frekans degisminin degeri (AF, Hz)
X Olgiim setinin istatistiksel ortalama degeri
n : Tekrar edilen 6lgiim sayisi
LOQ degerinin hesaplanmasinda su forml kullanildi;
LOQ = (k * sd)/m (k=6) (3.3)

3.5.2 FUM immiinosensoriiniin Gelistirilmesine Ait On Calismalar

FUM immiinosensoriiniin gelistirilmesi igin tez kapsaminda kullanilacak immiinoassay
metot; FUM immobilize ylizeye uygulanan sabit ani-FUM 8F4 miktarinin, 0-10 ppm
araliginda artan FUM miktari ile bloke edilmesi ile Olgllen frekans farklarinda
azalmalarin belirlenmesidir. Altin ylzeyde FUM immobilizasyonu igin alternatif SAM
olusturma metotlari hazirlandi. Elde edilen lineer ve dendronik SAM ylzeylere FUM
molekdlleri kovalent olarak baglandi ve anti FUM 8F4 algilanmasi tayin edildi. Anti
FUM 8F4’ln hangi kosullarda uygulanmasi gerektiginin tayini icin poliklonal anti FUM
8F4 antikoru (anti FUM 8F4 pAb), sipernatant icindeki monoklonal anti FUM 8F4
antikoru (anti FUM 8F4 CS) , AS sonrasi kesimi (anti FUM 8F4 AS) ve tam saf kesimi
(anti FUM 8F4) ile algilama yapildi. FUM immobilize ylizeyde tekrar ol¢lim yapilabilmesi

icin rejenerasyon kosullari incelendi.
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3.5.2.1 Altin Yiizeylerde SAM Olugturulmasi

Kristallerin temizlik islemi igin;

e  Kristaller, 75 °C'lik bir sicakliga kadar isitilan hidrojen peroksit (% 30), amonyak (%
25) ve deiyonize sudan olusan (v/v/v 1: 1: 5) temizleme solisyonunda 3 dakika
boyunca daldirilarak bekletildi.

e Bu slirenin sonunda, hemen deiyonize suyla durulanan kristaller azot gazi altinda
kurutuldu.

e Daha sonra, altin yizeyi Uzerindeki kalintilari gidermek igin kristaller plazma
temizleme Unitesinde 60 watt’ta 5 dakika sireyle inert argon gazi ile yakma
isleminden gegirildi.

Temizlendikten sonra, kristallerde FUM immobilizasyonu 6ncesinde;

e 11-merkaptoundekanoik asittir (MUA) ajani kullanilarak karboksil gruplari
olusturuldu.

e Kristallerin altin ylzeyi, etanol igerisinde 2mM MUA ¢o6zeltisinin + 4 ° C'de gece
boyu inkibasyonu ile kaplandi.

e  Olusturulan MUA-SAM'In modifikasyonundan 6nce ylizeyler en az 5 kez saf su ile

yikandi ve steril kabinde kurutuldu.

3.5.2.2 SAM FUM immobilizasyonu igin Aktivatér Oranlarinin Tayini

MUA ile modifiye edilmis altin ylizeye FUM immobilizasyonunu optimize etmeden
Oonce, immobilizasyon sirasinda kullanilacak aktivatorlerin miktarlari optimize edildi.
MUA'nIn fonksiyonel karboksil gruplari N-(3-Dimethylaminopropyl)-N'-
ethylcarbodiimide (EDC)/ N-Hydroxysuccinimide (NHS) ile aktive edildi ve etilen diamin
(EDA) solisyonu ile amin fonksiyonel gruplarina dontstirildi. Degisen miktar ve
oranlardaki aktivatoér kullaniminin, SAM vyizeyinde gergeklestirilen diamin
modifikasyonu (zerine etkisi arastirildi. Calisma kapsaminda, farkli aktivator
konsantrasyonlari, diger tiim sartlar sabit tutulmak lzere 6 kristallik 3 grupta incelendi.
e  Birinci grupta 400 mM EDC ve 100 mM NHS,

e ikinci grupta 100 mM EDC ve 400 mM NHS,
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Uclinct grupta 400 mg EDC ve 400 mM NHS 1: 1 oraninda 10 dakika inkibe
edilerek farkli aktivasyon seviyelerinin olugsmasi saglandi.

TUm kristaller 7 dakika boyunca EDA soliisyonu ile inkiibe edildi.

SAM vyizeyinde kalan karboksil gruplarini bloke etmek i¢in 2 dakika boyunca 1 M
etanolamin (pH 8,3) uygulandi.

5 kez saf distile su ile temizlenerek steril kabin icinde kurutuldu.

Antikor baglanma aktivitelerini karsilastirmak igin, her gruptan 2 kristal olmak
Uzere 6 kristalde 1 mM FUM, 6 kristalde 2 mM FUM ve 6 kristalde 3 mM FUM oda
sicakhginda 2 saat sireyle (pH 4,8'de 0,1 M MES icinde) 8 mM EDC ile birlikte
inkube edildi.

FUM’nin immobilizasyonu sonrasinda, ylzey spesifik olmayan baglanmayi
onlemek icin oda sicakliginda 10 dakika 60 mM pH 4,8 sodyum asetat / asetik asit
ile bloke (kimyasal bloklama) edildi.

Kristali QCM kristal haznesine yerlestirmeden once, ylizeyler 5 kez saf su ile
yikandi ve steril kabinde kurutuldu.

Tum c¢Ozeltiler degaze edilerek kullanildi ve antikorlarda agregatlardan kaginmak
icin 14.000 rpm'de 5 dakika santriftij edildi.

QCM haznesi PBS ile dolduruldu ve dengeli bir sinyal (baseline) elde edilmesi
beklendi.

Yizeyler % 5 FBS ile bloke edildi ve daha sonra yizeylerin antikor baglama
kapasitesi Anti FUM 8F4 antikoru kullanilarak belirlendi.

Optimizasyon islemi icin Anti FUM 8F4’lin kismen saflastiriimis amonyum silfat
fraksiyonu (8F4 AS), 1/50 oraninda PBS ile seyreltilerek (yaklasik 0,1 mg/ml antikor

iceren) kullanildi.

3.5.2.3 FUM Kapli Sensor Yiizeyinde Rejenerasyon Sartlarinin Tayini

Sensor ylzeylerinde immobilize FUM'nin ylizeyden sokiilmeden, sadece anti FUM 8F4

uzaklastirilmasi ile kristallerin tekrar kullanilmasi istenmektedir. Bu durum, FUM’nin

ylzeye yaptigl bagin, FUM ile anti FUM 8F4 arasindaki afiniteden daha kuvvetli oldugu

durumda saglanabilir. Bu sebeple, ylizeyde yapilan FUM immobizasyonu kovalent
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baglanma ile yapildi. Clinkl antijen antikor arasindaki ikincil baglar kovalent baglardan
daha duslk enerjiye sahiptir ve uygulanacak bir rejenerasyon metodu ile bu bagin
kopartilmasi saglanabilmektedir. Bu nedenle, rejenerasyon protokolii ampirik olarak
degerlendirilmelidir. Clnkl antijen-antikor baglanmasinin fiziksel kuvvetlerinin

kombinasyonu belirsizdir.

Ayrica rejenerasyon kosullart FUM kaph ylizeyde geri dondirilemez hasarlar
olusturmamalidir. FUM kaph ylizeylerin rejenerasyonu sayesinde QCM cihazi ile daha

hizli, daha kolay ve tekrarlanabilir 6lglimler saglanmaktadir. Rejenerayon igin;

e HPLC grade distile su 50 ul/dk akis hizinda, 10 dakika sliresince,

e 0,1 M HCI 50 ul/dk akis hizinda, 5 dakika suresince,

e 0,1 M Glisin tamponu (pH 2,7) 50 ul/dk akis hizinda, 5 dakika slresince,

e 0,1 M Glisin tamponu (pH 2,7) 0,5 ml/dk akis hizinda, 2 dakika slresince,

e % 1 v/v SDS igeren 50 mM NaOH tamponu 50 ul/dk akis hizinda, 5 dakika
sliresince,

e HPLC grade distile su 0,5 ml/dk akis hizinda 3 dakika ardindan 0,1 M Glisin

tamponu (pH 2,7) 0,5 ml/dk akis hizinda, 1 dakika sliresince uygulandi.

3.5.2.4 Anti FUM 8F4 Uygulama Kosullarinin incelenmesi

SAM vyapilan ylzeylerde FUM kaplama optimizasyonu igin;

e Ethanol icinde hazirlanan 2 mM MUA, 24 saat sireyle +4°C'de inkibasyon ile 25
adet kristal ylizeyine uygulandi.

e Kristallerden 19 tanesi lzerinde 1,75 mM FUM immobilizasyonu daha once
bahsedildigi gibi gerceklestirildi.

e FUM miktarina dayanan ylizey kaplama etkilerinin de belirlenmesi icin 6 kristalde 2
mM FUM immobilize edildi.

e FUM’nin immobilizasyonu sonrasinda, ylizeyde spesifik olmayan baglanmayi
onlemek i¢in kimyasal bloklama daha 6nce bahsedildigi gibi yapildi.

e Yilzeyler en az 5 kez saf su ile yikandi ve steril kabinde kurutuldu, QCM haznesine
yerlestirildi, PBS ile denge elde edildi.

Bloklama islemi, kullanilacak olan antikor sartlarina gore su sekilde yapildi;
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Anti FUM pAb ve anti FUM 8F4 AS icin bloklama isleminde imminize edilmemis
fare serumu 1/250 oraninda seyreltilerek 250 pl’ser uygulandi.

Anti FUM 8F4CS igin bloklama isleminde FO myeloma hiicre kiltiiri stipernatani
uygulandi.

Anti FUM 8F4 uygulamasi Oncesinde ise 2,5 / 50 oraninda seyreltilmis FBS ile
bloklama yapildi.

Uygulanan antikor kosullari ve vyaklasik icerdikleri saf antikor miktarlari,
bloklamada kullanilan elemanlar ve dillisyonlari, uygulamalarin yapildigi FUM kaph
kristal sayilari ile immobilize edilen FUM konsantrasyonlari Cizelge 3. ’‘te
verilmektedir.

1,75 mM ve 2 mM FUM immobilize ylizeylerin ayni sartlarda incelenmesi sadece

en iyi sonuglarin elde edildigi anti FUM 8F4 uygulamasinda tekrarlandi.

Gizelge 3. 5 Uygulanan anti FUM 8F4 kosullari, bloklama elemanlari, kullanilan kristal

sayilari ile kristallerdeki immobilize FUM konsantrasyonlari

Uygulama Kosullari

Yaklasik Antikor icerigi
(250 pl) ve Dilisyon Bloklama
Kosullari

immobilize
FUM miktari

Anti FUM 8F4

Anti FUM 8F4 pAb

1/250 seyreltik
imminize edilmemis 1,7 mM FUM
fare serumu

1/250 seyreltik
immunize fare serumu

250 pl 8F4 slipernatant | FO myeloma hiicre

Anti FUM 8F4 CS e 1,7 mM FUM
(0,1 mg/ml) kaltar stpernatanti
1/50 seyreltik KAS 1/250 seyreltik

Anti FUM 8F4 AS | ¢oktlirme anti FUM immdinize edilmemis |1,7 mM FUM
8F4 (0,1 mg/ml) fare serumu

Anti FUM 8F4 0,1 mg/ml saf Anti .

mAb-1 FUM 8E4 mAb 2,5/50 seyreltik FBS 1,7 mM FUM

Anti FUM 8F4 0,1 mg/ml saf Anti .

MAbD FUM 8E4 mAb 2,5/50 seyreltik FBS 2 mM FUM

Biyolojik algilayici olan anti FUM 8F4’Un kullanim sartlarinin belirlenmesinde;

Immiinize farelerin serumdan elde edilen anti FUM poliklonal antikorlari (anti FUM
8F4 pAb),
8F4 hiicre kultlr sipernatanti (anti FUM 8F4CS),
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8F4 kiiltir sGpernatantinin kismen saflastiriimis amonyum silfat fraksiyonu (anti
FUM 8F4AS),
Protein A kolonu kullanilarak saflastirilmis monoklonal antikor (anti FUM 8F4)

Cizelge 3.’da belirtilen miktarlarda, 50 pul / dakika hiziyla uygulandi.

3.5.2.5MUA ile SAM Modifiye Yiizeyde immobilize FUM Konsantrasyonunun

Optimizasyonu

Bu ¢alisma kapsaminda 2 mM MUA ile SAM olusturulmus olan ylizeyde FUM kaplama

optimizasyonu yapildi. Bu amagla,

12 adet kristal yukarida bahsedildigi sekilde 2 mM MUA ile SAM olusturuldu

100 mM EDC ve 400 mM NHS aktive edilip ylzeyin EDA ile aminasyonu
gerceklestirildi

2’ser kristal ylizeyinde, MES icerisinde 0,85 mM, 1 mM, 1,75 mM, 2 mM, 3 mM ve
3,5 mM konsantrasyonlarinda hazirlanan FUM’nin 8 mM EDC eklenerek oda
sicakliginda 2 saat inklibasyonla immobilizasyonlari saglandi

Kimyasal bloklama islemi daha dnce bahsedildigi sekilde yapildi ve distile su ile
temizlenmeleri saglanarak kurutuldu.

Antikor baglanmasina dayali frekans farkinin belirlenmesi igin 250 ul anti FUM 8F4
AS, 1/25 seyreltilmis olarak (yaklasik 1 mg/ml anti FUM 8F4) kullanildi.

Kristaller rejenere edilerek 5’er kez anti FUM 8F4 uygulanarak frekans degisimi

slculdil.
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— —_— — 3=
EDMC/MWHS EDA Fumonisin
+ EDC
SH 5H 5H SH

Sekil 3. 4 MUA SAM olusturulmus altin ylizeyde FUM immobilizasyon basamaklari

3.5.3 immobilizasyon Etkinliklerinin Arttinimasina Yonelik Alternatif Lineer

Molekiiller ile SAM Olusturulmasi

Altin ylzeylerde, MUA kullanilarak SAM olusturulmasiyla ylzeye karboksil gruplari
kazandirilirken, 11-Mercaptoundecanamide (MUD) kullaniimasiyla amin gruplari ve 11-
Mercapto-1-undecanol (MUO) kullaniimasiyla ise hidroksi gruplari kazandirilmaktadir.
Ethanolde ¢o6zilen 2 mM MUD ve 2 mM MUO + 4 ° C'de gece boyunca kristal
ylzeyinde inkibasyonu yapilarak SAM olusturuldu. Yizeye eklenen SAM ajanlarinin
sahip oldugu fonksiyonel gruplara gore aktivasyonlari saglanarak FUM

immobilizasyonlari gergeklestirildi.

3.5.3.1 MUD ile SAM Yapilmis Yiizeyde immobilize FUM Konsantrasyonunun

Optimizasyonu

Altin kaph kristal ylizeyde yapilmis MUD ile olusturulmus SAM’in FUM immobilizasyonu

Ooncesinde amin modifikasyonuna ihtiyaci bulunmamaktadir. FUM immobilizasyon

yontemi olarak;

e MUD ile SAM vyapilmis olan 4’er adet kristalde 1 mM, 2 mM, 3 mM
konsantrasyonlardaki FUM, 8 mM EDC ile 0,1 M MES icinde 2 saat oda sicakliginda
inkiibe edildi.
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e Ardindan FUM immobilize yiizeylerde FUM baglanmamis aktif amin gruplarinin
kimyasal bloklama islemi 10 dk sireyle daha once belirtildigi sekilde oda
sicakhginda yapildi.

o  Kristaller 5 kez distile su ile yikandi ve steril kabin altinda kurutuldu.

e Anti FUM 8F4 ile yapilan 6lciimler arasinda rejenerasyon yontemi olarak; HPLC
grade distile su 0,5 ml/dk akis hizinda 3 dakika stiresince uygulandi ve ardindan 0,1
M Glisin tamponu (pH 2,7) 0,5 ml/dk akis hizinda, 1 dakika stresince uygulandi.

e 5S’er kez frekans farki 6l¢timleri tekrarlandi.

MNH m!
o] o]
.
Fumanisin
+ EDC
SH SH
[ | [ ]

Sekil 3. 5 MUD SAM olusturulmus altin ylizeyde FUM immobilizasyon basamaklari

3.5.3.2 MUO ile SAM Yapilmis Yiizeyde immobilize FUM Konsantrasyonunun

Optimizasyonu

Yiizeyde gergeklestirilen MUO-SAM’in sahip oldugu hidroksi gruplarindan dolayi, FUM

immobilizasyonu oncesinde amin modifikasyonuna ihtiyaci bulunmaktadir. MUO ile

SAM vyapilmis olan ylizeylere aktivator olarak 1,1'-Carbonyl-diimidazole (CDI) kullanildi.

FUM immobilizasyon yontemi olarak;

o Aer adet altin ylzeye (toplam 12 kristal), etanol igcinde ¢6zilmis 2mM MUQO’nun
gece boyu + 4 ° C'de inkiibasyonu ile SAM olusturuldu.

e Aseton : borat tamponu (pH 10) (v/v, 5:2) icinde 400 mM konsantrasyonda CDI
aktivatorii ¢ozuldi ve 10 dk siireyle MUO ile SAM vyapilmis olan yiizeyde
aktivasyon gergeklestirildi.

e Temizlenen yiizeye 1 M EDA (pH 10), 20 dakika siire boyunca oda sicakhginda
uygulandi.
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Yiizeyler distile su ve aseton (5:1) ile yikanarak steril kabinde kurutuldu.

FUM immobilizasyonu i¢in 0,1 M MES (pH 4,8) icinde 8 mM EDC ve 1 mM, 2 mM, 3
mM konsantrasyonlarinda FUM karisitirilarak uygulandi, 2 saat oda sicakliginda
inkube edildi.

Kimyasal bloklama islemi yapilmadan kristaller 5 kez distile su ile yikandi ve
kurutuldu.

Anti FUM 8F4 ile yapilan oOlglimler arasinda rejenerasyon yéntemi olarak; HPLC
grade distile su 0,5 ml/dk akis hizinda 3 dakika slresince uygulandi ve ardindan
0,1M Glisin tamponu (pH 2,7) 0,5 ml/dk akis hizinda, 1 dakika siresince uygulandi.
Tampon degisimleri arasinda kristallesmeleri engellemek i¢cin 1 ml d.H,O

uygulamasi yapildi.

NHz
*
2/\§ 2
L MH
o]
Y=o f\
OH 0 &) MH
o]
col EDA Fumaonisin
+ EDC
5H SH SH SH
L ] [ 1 [ 1 0 ]

Sekil 3. 6 MUO SAM olusturulmus altin yizeyde FUM immobilizasyon basamaklari

3.5.3.3 MUA, MUD ve MUO Kullanilarak SAM Yapilmis Yiizeylerde FUM Algilanmasi

Tez calismasi kapsaminda, FUM konsantrasyonunun vyarisimli sistem icerisinde

algilanmasi Gzerine imminosensérde method gelistirilmesi yapildi. Bu yontemde, FUM

molekilleri sensor ylizeyine dogrudan immobilize edildi ve anti FUM 8F4’iin tek basina

sensor ylzeyinde olusturdugu frekans farki belirlendi. Daha sonra anti FUM 8F4’(in

sabit konsantrasyonu ile FUM’nin degisen konsantrasyonlari, 6n inklibasyona tabi

tutuldu ve FUM immobilize sensor vylzeyine uygulanarak elde edilen frekans

degisimlerinden kalibrasyon egrileri elde edildi.
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2mM MUA ile SAM vyapilmis yizeylerde (8 kristal) 1,75 mM ve 2 mM
konsantrasyonda FUM immobilizasyonu daha énce bahsedildigi sekilde yapildi.
Ardindan her iki yizeyde de 0,05 mg/ml ve 0,1 mg/ml anti FUM 8F4 kullanilarak
olusan sinyal farklari belirlendi.

1,75 mM FUM immobilize 2 farkl kristalde uygulamak tizere; 0,1 mg/ml anti FUM
8F4’nin 250 pl'si ile 0,25 ppm, 0,5 ppm, 1 ppm, 5 ppm ve 10 ppm FUM
karistirilarak 20 dk inklbe edildi.

Yine 1,75 mM FUM immobilize kristaller (2 adet) i¢in; 0,05 mg/ml anti FUM
8F4’nin 250 ul’si ile 0,1 ppm, 0,25 ppm, 0,5 ppm, 1 ppm, 2 ppm ve 10 ppm FUM
inklibe edildi ve ylizeye sirasi ile uygulandi.

2 mM FUM immobilize 2 kristalde uygulamak tizere; 0,05 mg/ml anti FUM 8F4’nin
250 pl’si ile 0,1 ppm, 0,25 ppm, 0,5 ppm, 1 ppm, 2 ppm ve 10 ppm FUM inkibe
edildi.

Yine 2 mM FUM immobilize yuzeyde 0,1 mg/ml anti FUM 8F4’nin 250 pl’si ile 0,1
ppm, 0,25 ppm, 0,5 ppm, 1 ppm, 5 ppm ve 10 ppm FUM inkibe edilerek
uygulandi.

Rejenerasyon yontemi olarak; HPLC grade distile su 0,5 ml/dk akis hizinda 3 dakika
stresince uygulandi ve ardindan 0,1M Glisin tamponu (pH 2,7) 0,5 ml/dk akis
hizinda, 1 dakika siresince uygulandi. Tampon degisimleri arasinda kristallesmeleri
engellemek igin 1 ml d.H,0 uygulamasi yapildi.

Elde edilen frekans farklari kullanilarak kalibrasyon egrileri hazirlandi, LOD ve LOQ

degerleri hesaplandi.

MUD ve MUOQ ile SAM yapilan ylizeylerde FUM tayinine yonelik ¢calismalar kapsaminda;

4 adet ylzeye 2 mM MUD ve 2 mM MUO daha 6nce bahsedildigi sekilde kaplandi.
SAM gerceklestirildikten sonra, FUM immobilizasyonlari igin tim ylizeylere 2 mM
FUM daha 6nce bahsedildigi sekilde uygulandi.

0,05 mg/ml anti FUM 8F4’nin 250 pl’si ile 0,1 ppm, 0,25 ppm, 0,5 ppm, 1 ppm, 5
ppm ve 10 ppm FUM inkiibe edildi.

Tum ylzeylere sirasi ile uygulandi.

Rejenerasyon yontemi olarak; HPLC grade distile su 0,5 ml/dk akis hizinda 3 dakika
stiresince uygulandi ve ardindan 0,1M Glisin tamponu (pH 2,7) 0,5 ml/dk akis
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hizinda, 1 dakika siresince uygulandi. Tampon degisimleri arasinda kristallesmeleri
engellemek icin 1 ml d.H,0 uygulamasi yapildi.

e Elde edilen frekans farklari kullanilarak kalibrasyon egrileri hazirlandi, LOD ve LOQ
degerleri hesaplandi.

e Her 3 inklibasyonlu 6l¢im arasinda sadece anti FUM 8F4 6lglimleri de yapilarak
ylzeyin antikoru algilamasi kontrol edildi. Ara dl¢iimler standart deviasyonlarin

hesap edilmesinde toplam tekrar sayilarina eklendi.

3.5.4 Fumonisin immiinosensériinde immobilizasyon Etkinliklerinin Arttirilmasina

Yonelik Dendronlar ile SAM Calismalan

3 farkli jenerasyondan dendronik yapilar ile SAM olusturmak icin 4 er kristale 2 mM

konsantrasyonda c¢oziilen;

e  Bis-MPA dendron-8-hidroksil-1thiol (G3 DND)

e Bis-MPA dendron-16 hidroksil-1 thiol (G4 DND)

e Bis-MPA dendron-32 hidroksil-1 thiol (G5 DND)

dendronlari uygulandi. SAM olusumlari icin +4 °C'de gece boyunca inkiibasyon yapildi.
Aktivasyon oncesi tim ylzeyler 1 kez etanol ile yikandiktan sonra 5 kez distile su ile

yikandi ve steril kabin altinda kurutuldu.

3.5.4.1 G3 DND, G4 DND ve G5 DND ile SAM Yapilmis Yiizeyde FUM Kaplama

Optimizasyonu

Yizeye eklenen dendron yapida SAM ajanlarinin sahip oldugu fonksiyonel hidroksi
grubu icin fazla miktarda kullanilan CDI ile aktivasyonlar yapildiktan sonra EDA ile

aminasyonlar gergeklestirilip FUM immobilizasyonlari yapildi. Bu amagla;

e  Aktivasyon icin CDI aktivatorii 400 mM konsantrasyonda aseton:borat tamponu
(pH 10) (1:1) icinde ylzeylere 10 dk sliresince inklibasyon yapilarak uygulandi.
e Daha sonra aktive edilmis ylzeye dogrudan pH 10,5’a ayarlanmis 1M EDA eklendi
e inkiibasyon sirasinda da 100 mM CDl ilave edildi.
e 20 dakikahk inkiibasyon siiresi sonunda 60 mM pH 4,8 sodyum asetat / asetik asit
tamponu ile 10 dk oda sicakliginda yapildi.
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30 adet kristal yukarida belirtilen sekilde dendron kaplamalari yapildiktan sonra FUM

kaplama optimizasyonu icin ;

10’ar adet yiizeyde G3 DND, G4 DND, ve G5 DND dendronlar ile SAM yapildi.

G3 DND ile SAM yapilmis 2’ser kristal ylizeyine 1 mM, 1,75 mM, 2 mM, 2,75 mM,
3,5mM konsantrasyonlarinda FUM uygulandi.

FUM immobilizasyonu i¢in tiim konsantrasyonlara 0,1 M MES (pH 4,8) icinde 8 mM
EDC eklendi ve 2 saat oda sicakliginda inkibe edildi.

Kimyasal bloklama islemi daha 6nce bahsedildigi sekilde 10 dk sire ile oda
sicakhginda yapildi, kristaller 5 kez distile su ile yikandi ve kurutuldu.

Hazneye yerlestirilen kristallerde anti FUM 8F4 uygulamasi dncesinde %5 FBS ile
bloklama islemleri yapildi.

Anti FUM 8F4 ile yapilan oOl¢limler arasinda rejenerasyon yontemi olarak; HPLC
grade distile su 0,5 ml/dk akis hizinda 3 dakika slresince uygulandi ve ardindan
0,1M Glisin tamponu (pH 2,7) 0,5 ml/dk akis hizinda, 1 dakika siresince uygulandi.
Tampon degisimleri arasinda kristallesmeleri engellemek i¢cin 1 ml d.H,O
uygulamasi yapildi.

Antikor baglanmasina dayali frekans baglanmasinin belirlenmesi igin 250 pl anti
FUM 8F4 0,05 ml/ml konsantrasyonda kullanildi.

Tekrarlanabilirligi gozlemleyebilmek icin kristaller rejenere edilerek 8 kez anti FUM

8F4 baglanmasindan kaynaklh frekans degisimi olclldi ve SD degeri hesaplandi.
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Sekil 3. 7 G3 DND ile SAM olusturulmus altin ylizeyde FUM immobilizasyon basamaklari

3.5.4.2 ki Katmanh SAM Yapilmis Yiizeylerde FUM Kaplama Optimizasyonu

Kristal yuzeylere ilk olarak 2 mM MUD ile SAM olusturmak icin etanol icinde
¢Ozlilen 2mM MUD + 4 ° C'de gece boyu uygulandi.

Kristaller 5 kez distile su ile yikandiktan sonra kurutuldu.

Yizeydeki amin gruplarinin dendronlardaki thiol (-SH) gruplarina baglanmasi icin
0,1 M asetat tamponunda ¢6zilmis 400 mM Sulfo-LC-SPDP 10 dk bekletilerek
aktivasyonlari saglandi.

Olusturulan MUD ile SAM lizerinde G2.DND ile ikinci SAM katmani olusturmak igin,
saf ultra plre distile suda ¢ozilen 2mM G4 DND ve 100 mM supho-LC-SPDP
karistirilarak hemen 6 kristal ylizeyine dikkatlice yayilarak gece boyu oda
sicakliginda bekletildi.

Baska 6 kristalde de yine MUD olusturulduktan sonra ayni metotla G4 DND ve G5
DND ile ikincil katmanlar hazirlandi.

Tum kristaller daha sonra 3 kez saf su ile yikanarak steril kabin altinda kurutuldu.

G3 DND, G4 DND ve G5 DND vyizeylerindeki hidroksi (—OH) gruplarinin, FUM ’nin

Gzerindeki karboksil (~COOH) gruplarina baglanabilmesi icin CDI aktivasyonu yapildi ve

ardindan EDA kullanilarak bu gruplar amine doénistirildd. Bunun islem igin;
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Asetonda ¢ozilmis CDI 400 mM konsantrasyonda aseton:borat tamponu (pH 10)
(1:1) icinde 10 dk inklibasyon ile uygulandi.

Ardindan 1 M EDA (pH 10,5) ile 20 dakika inkibe edildi.

G3 DND, G4 DND ve G5 DND kaph kurutulan yizeylerde antijen kaplamasi igin
2’ser kristale 1,75 mM, 2 mM, 2,75 mM ve 3,5 mM FUM 0,1 M pH 4,8 MES icinde 8
mM EDC ile 2 saat oda sicakliginda inklbe edildi.

FUM immobilizasyonunun ardindan kimyasal bloklama yapildi ve en az 5 defa saf
su ile yikanarak steril kabin iginde kurutuldu.

Hazneye yerlestirilen ylzeylere bloklama igin %5 FBS kullanildi ve anti FUM 8F4
antikoru 0,05 mg/ml konsantrasyonda 250 pl kullanilarak ylzeye antikor baglanma
miktari tespit edildi.

4’er kez 0,05mg/ml konsantrasyonda 250 pl anti FUM 8F4 yiizeyde etkilestirilerek
frekans farklari kaydedildi.

Rejenerasyonda 2 dk maksimum hizda 0,1 M glisin (pH 2,7) ve 550 ul/dk hizla PBS

uygulamasi aralarinda 0,5 ml/dk hizda 1 ml distile su uygulamasi ile gergeklestirildi.
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Sekil 3. 8 MUD ve G4 DND ile SAM olusturulmus altin ylizeyde FUM immobilizasyon

basamaklari
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3.5.4.3 Dendronlar ile Tek Katmanli ve MUD ile iki Katmanh SAM Yapilmis

Yiizeylerde FUM Algilanmasi

Elde edilen yiksek frekans farklarindan dolayr 2 katmanli ylzeylerde FUM tayini

¢alismalariigin FUM yarisimli methodu uygulandi. Bu amagla;

Her bir 6lcimden 20 dakika énce 250 pl 0,05 mg/ml konsantrasyondaki anti FUM
8F4; 0,1 ppm, 0,25 ppm, 0,5 ppm, 1 ppm, 5 ppm, 10 ppm FUM ile karistirilarak
oda sicakliginda inkibe edildi.

Olgiimler arasi rejenerasyon icin 2 dk 0,1 M glisin (pH 2,7) ve PBS uygulanarak bir
sonraki 6lcime gecildi.

Her 3 inklbasyonlu 6lglim arasinda sadece anti FUM 8F4 olcimleri de yapilarak
ylzeyin antikoru algilamasi kontrol edildi.

Ara Olciimler standart deviasyonlarin hesap edilmesinde toplam tekrar sayilarina
eklendi.

Elde edilen frekans farklari kullanilarak kalibrasyon egrileri hazirlandi, LOD ve LOQ

degerleri hesaplandi.
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BOLUM 4

SONUCLAR

4.1 Antikor Gelistirme

Antikor gelistirme bolimi; immuinojen hazirlama, imminizasyon sonuglarinin
degerlendirilmesi, monoklonal anikor gelistirme, elde edilen monoklonal antikorun

karakterizasyonu ve saflastirilmasina ait deney sonuglarini kapsamaktadir.

4.1.1. immiinojen Hazirlama

Tez kapsaminda konjugasyon kimyasi hem immiinojen hazirlanmasinda hem de
analitin  sensér  yiizeyine  immobilizasyonunda  kullanilmistir.  immiinojen
hazirlanmasinda Fumonisin (FUM) molekiili polimere ve proteinlere konjuge edilirken
sensor gelistirilmesi asamasinda QCM elektrodlarinda dendrimerlere konjugasyon
kimyasi ile immobilize edilmistir. FUM molekllinin makromolekiiler yapilar ile
konjugasyonun irdelenmesi, elde edilen yapilarin karakterizasyonu ve konjugasyonda
farkl fonksiyonel gruplarin reaksiyona girme egilimlerinin incelenmesi her iki ¢alisma
icin de cok onemlidir. Bu sebeple tez calismasi kapsaminda FUM molekiliniin
konjugasyonu sirasindaki davranislari ve elde edilen konjugatlarin karakterizasyonu
Uzerinde fazlaca calismaya vyer verilmistir. Yapilan analizler konjugatlarin

karakterizasyonunda birbirini tamamlar niteliktedir.

FTIR ile karakterize edilen 6rnekler;

e (OVAvecOVA
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e cOVA-FUM (FUM/cOVA mol orani 10, 20, 30 ve 40 ) konjugatlari

HPLC ile karakterize edilen ornekler;

e OVAvecOVA

e cOVA-FUM (FUM/cOVA mol orani 10, 20, 30 ve 40 ) konjugatlari
e FUM, OVA, PAA,

e FUM-PAA, FUM-PAA-OVA konjugatlari

Zetasizer ile karakterize edilen drnekler;

e OVAve cOVA
e FUM-OVA, FUM-PAA, FUM-PAA-OVA konjugatlari (PBS ve MES tamponlarinda)

4.1.2. FTIR ile cOVA ve FUM-cOVA Konjugatlarinin Karakterizasyonu

FTIR spektrum cihazi organik bilesiklerin tanimlanmasinda kullanilir. Bir reaksiyonun
durumu veya bir kromatografik ayrimin gidisi belirli zaman araliklarinda yapilan
deneylerle ve FTIR spektrumu alinmasiyla takip edilebilir. Preperatif ¢alismalarda IR
spektrumu kullanimi baglarin ispati icin 6nem tasir. Clinkld bir reaksiyonda istenen
maddenin olusup olusmadigina, yan urlinlerin ¢ikip ¢ikmadigina ve olusan Urinlerin
neler olduguna FTIR spektrumu yanit verir. Katyonizasyon isleminde, OVA’ya eklenen
diamin gruplari ve olusan amid baglari FTIR cihazi sayesinde ispatlanabilmektedir. Bu
bolimde, hazirlanmis olan cOVA’nin FTIR ile analizi gergeklestirildi. Ayrica degisen
oranlarda FUM ve cOVA ile hazirlanan konjugatlarin (n:10, 20, 30, 40) FTIR
spektrumlari karsilastirildi. cOVA’nin ve OVA’nin FTIR spektrumlari bir arada Sekil 4.
1’de gosterilmektedir. Gergeklesen kondenzasyon reaksiyonu sonucu 1 mol H,0
molekili cikist ile 1 amid bagi olusmaktadir. Bu sirada karbonil grubundan hidroksil
grubu eksilmektedir. Hidroksil grubunun cikisi, cOVA’ya ait olan 3250,88 cm™ ‘deki
pikin, OVA’ya ait olan 2922,21 cm™ ‘deki pike gére yiizde transmitansinin (gecirgenlik)

azalmasindan anlasiimaktadir.
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Sekil 4. 1 cOVA ve OVA molekiiliine ait FTIR spektrumu

Katyonizasyon sirasinda EDA ile OVA arasinda amid bagi olusmaktadir. Olusan amid
baginin bikilme titresimi ile karakteristik N-H piki meydana gelmektedir. cOVA'nin IR
spektrumunda 1616,99 cm™ dalga sayisinda yarik 2 pik olarak bu bag olusumu
gozikmektedir. EDA molekiiliiniin OVA ile bag yapmayan diger uctaki amin grubunun
C-N gerilim titresimi cOVA'nin IR spektrumunda 1397,14 cmtde dalga sayisinda yarik 2
pik olarak gorilmektedir. OVA spektrumuna bakildiginda sadece 1427,70 cm™de tek
pik gorilmektedir. EDA’nin yapisinda bulunan alkan grubundaki -C-H baginin bikilme
titresimi ise cCOVA’nin IR spektrumunda 1306,24 cm ™ de gorilmektedir. Bu pik OVA'nin
IR spektrumunda mevcut degildir ve cOVA’da katyonizasyon ile olusan -C-H bagini
gostermektedir. Olusmasi beklenen baglara ait karakteristik IR absorpsiyon
frekanslarinin araligini gosteren liste asagidaki Cizelge 4. 1'de gosterilmektedir.
OVA'nin katyonizasyonunda olusmasi beklenen baglarin olusumu FTIR analizi sayesinde
gorildi. Boylece OVA proteini lzerinde yeni olusan baglar saptanarak elde edilen

cOVA FTIR ile karakterize edildi.
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Fonksiyonel Titresim Sekli  Karakteristik Siddet

Grup Absorpsiyon (cm™)

Amid

C=0 gerilim 1640-1690 Kuvvetli

N-H gerilim 3100-3500 Birlegik iki band

N-H bikiilme 1550-1640

Amin
Orta (primer aminler
cift band;sekonder

N-H gerilim 3300-3500
aminler tek band,
genellikle oldukeca zayif)

C-N gerilim 1080-1360 Orta-zayif

N-H biikilme 1600 Orta

Alkan

C-H gerilim 2850-3000 Kuvvetli

-C-H bukulme 1350-1480 Degisken

FTIR analizi ile ayni zamanda FUM konjugasyonunun takibi de yapildi. FUM
konjugasyonu tipki katyonizasyon gibi bir kondenzasyon reaksiyonudur ve H,0
molekllt c¢ikisi ile amid baglari olusmaktadir. Artan mol oranlarindaki FUM’nin
reaksiyona giren miktari arttikca yeni olusan bag sayisinin artmasi beklenmektedir.

FTIR analizi ile bag artislari, spektral siddet olarak takip edildi.
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Sekil 4. 2 FT-IR ile cOVA ve cOVA-FUM (nFUM/ncOVA: 10, 20, 30, 40) molekilinin
kiyaslamali gésterimi

FUM molekiliniin cOVA’ya eklenmesi ile temel olarak amid baginin spektral olarak

izlenebilmesi beklenmektedir.
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Sekil 4. 3 FUM’nin molekdler yapisi
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Proteinlerin amid (A, | ve Il) bagi spektrumlarina ait hassas spektral boélge olan 3400-
3300 cm™, 1700-1600 cm™ ve 1575-1480 cm™de OVA’nin kuvvetli emilimi vardir.
Dolayisiyla FUM-OVA'nin karakteristik absorpsiyon pikleri 3400-3300 cm™, 1700-1600
cm™ ve 1575-1480 cm-! bolgelerinde bulunabilir. cOVA’ya konjuge olan FUM
molekillerinin konjugattaki FUM oranlari arttikca spektral sonuclarda % transmitansin
siddetinde artis meydana gelmektedir. Ozellikle en belirgin farkin 40 oraninda olustugu
Sekil 4. 2’de gorilmektedir. 40 oranina ait spektrumda 2938,78 cm™ - 2800 cm™
arasindaki piklerin  FUM molekiline ait alkan kisminin C-H baginin  gerilim
titresiminden kaynakh pikler oldugu gorildid. 1225,86 - 1200 cm™ bolgesindeki
piklerinin ise FUM molekiliiniin ester grubundaki C-O baginin gerilim titresiminden
meydana gelmektedir. 1112,38 cm™’de FUM yapisinda bulunan 3 adet sekonder alkol
grubundaki O-H baginin gerilim titresiminden meydana gelmektedir. Ayrica yine
konjugasyon sonucu artan amid baginin olusumu, baga titresimine ait 1428 cm Y deki
transmitans siddetinin artisi ile gorilmektedir. Konjuge olan FUM miktarinin artisi ile
orantil olan pik siddetleri, konjugasyon isleminin basarili oldugu sonucunu
gostermektedir. Bu sebeple cOVA-FUM konjugati ile yapilan immiinizasyonlarda

nFUM/ncOVA 40 orani tercih edildi.

4.1.3. HPLCile Katyonize OVA’nin ve FUM Konjugatlarinin Karakterizasyonu

Tez ¢alismasinin bu béliminde hem cOVA, hem de degisen mol oranlarindaki FUM-

cOVA konjugatlari RPC ile karakterize edildi.
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Sekil 4. 4 cOVA ve OVA proteinlerine ait HPLC ( UV detektor, 280 nm) kromatogrami

cOVA ve OVA proteinlerine ait HPLC (UV detektér, 280 nm) kromatograminda
goraldiugl Gzere Sekil 4. 4’de native OVA’ya ait spesifik pikin allkonma zamani (RT)
2,0384.dk’da 64,7519 IU siddetinde gerceklesmistir. Ancak katyonizasyon ile OVA’nin
degisen net yuki ve protein yapinin daha yiksek polariteye sahip olmasi nedeniyle
cOVA’ya ait spesifik pikin allkonma zamaninda pikin siddeti ve toplam pik alani
degismektedir. cOVA'nin en yiksek (58,6820 IU) pik siddetinin oldugu RT 2,11. dk’da
sola omuzlu kromatogram Sekil 4. 5'de gorilmektedir. Pik alani katyonizasyon
sonucunda artmaktadir. UV detektor ile belirlenmis kromatogramlarda, pik alanlari
toplami OVA icin 917,328 mAU*s iken, cOVA icin 1042,75 mAU*s olarak belirlendi
(EK1). Bu degerler ile katyonizasyon islemi sonrasi oran asagidaki formil (4.1)
kullanilarak  hesaplandi. RP-HPLC icin  kullanilan  konjugasyon oranlarinin

belirlenmesinde hapten-protein oranlarinin (HPO) denklemi (4.1) ile hesaplandi.

Konjuge Proteinin Pik Alani

HPO (of,,) = 1x (4.1)

Konjuge Proteinin Pik Alani+Konjuge Olmamis Proteinin Pik Alani

1042,75

HPO (ofuy) = Ix g —s

= 0,532 (4.2)
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OVA’nin yapisal floresans 6zelligine sahip olan li¢ ¢esit aminoasidinin bulunmasindan
dolay! katyonize OVA ve OVA-FUM konjugatlarinin RP-HPLC ile analizinde florensans
dedektor (FLD) kullanilarak analizler gergeklestirildi. Bu aminoasitler; fenilalanin (Phe),
triptofan (Trp) ve tirozindir (Tyr). Kuantum verimlilikleri yiksek floresans sinyali
verebildigi icin Trp ve Try deneysel calismalarda daha c¢ok Ustlinde durulan amino
asitlerdir. 280 nm'lik bir uyarim dalgaboyu ile hem Trp hem de Tyr uyarilabilir. FLD
dedektorde uyarilma dalga boyu 280 nm olarak tercih edilerek Trp ve Try amino

asidlerinin uyarilmasi saglandi ve bu sayede yapisal degisiklikler analiz edildi.

Protein katlanmasini takip edebilmek icin kullanilan bu rezidiler/kok yapilar konjugat
yapisinin tayininde de kullanilabilir yapilardir. Clinkii proteinin floresan 06zellikleri
proteinlerin katlanip acgilmasina gore degisir (kuantum verimlilikleri) ve bu durum
proteine kazandirilan yapisal degisikliklere ve cevresel kosullara oldukga hassastir. Tyr
ve Trp dogal durumunda katlanmis proteinin ¢ekirdeginde yer alirken kismen katlanmis
ya da acilmis durumda bu aminoasitler proteinin icinde bulundugu ¢ozliciiye maruz
kalirlar. Trp ve Tyr amino asitleri, proteinin ¢ekirdegine gémdili oldugu hidrofobik
ortamda yiksek floresan siddetine sahiptir. Ancak hidrofilik ortamda ise florensans
siddetleri diiser. Katyonizasyon sonucu OVA'nin izoelektrik noktasi (Pl) degerinin
artmas! ve polar ¢oziicllerdeki ¢ozinlrligliniin azalmasi nedeniyle gradyan degisen
polaritedeki mobil faz kullanilarak RP-HPLC ile analiz yapildi. Ortamin hidrofobisitesi
degistirilerek OVA’nin katyonizasyon sonucu degisen floresans o0zelliklerinden
yararlanilarak FLD detektoérde analiz gerceklestirildi. Katyonizasyon islemi sonucunda

polar fazda ¢ézinirlik arttig icin floresans 1Isimanin azalmasi gerekmektedir.
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Sekil 4. 5 cOVA ve OVA proteinlerine ait HPLC ( FLD detektoér, ex:280 nm; em: 350nm)
kromatogrami

FLD detektori ile elde edilen kromatograma ait (Sekil 4. 5’de) pik siddetinde gorilen
degisim floresans isimanin azalmasini dogrular niteliktedir. Nativ OVA’ya ait pik
2,1744.dkda 24,5378 100 LU siddetinde ve alani ise 423,619 LU*s olarak hesaplandi.
Katyonizasyon islemi sonrasinda bu pikin alikonma zamani 2,232.dk., siddeti 22,5154
LU ve alani ise 337,56 LU*s olarak hesaplandi. Katyonizasyon sonucunda OVA’'nin
molekiler agirh artisini HPLC-UV dedektor ile elde edilen sonuglari gosterirken, FLD

dedektor polar fazda floresans siddetinde azalma meydana geldigini gostermektedir.

FUM konjugasyonu sayesinde cOVA'nin Pl degeri tekrar azalir. Clinkli FUM molekdll
yapisinda olan serbest karboksil gruplari eklendikce apolar fazda ¢6ziinme artisi
meydana gelmektedir. RP-HPLC calisma sartlarinda, konjugatin ihtiva ettigi FUM
miktari arttikca konjugatin polar fazda c¢ozinlrlGglh azaltmaktadir. CozlinUrlGglin

azalmasi kuvantum verimliligini, dolayisiyla floresans isima siddetini arttirmaktadir.
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Sekil 4. 6 Artan mol oranlarinda hazirlanmis FUM-cOVA konjugatlarina ait RP-HPLC (FLD
detektor ex:280nm; em:350nm) kromatogramlari

Floresans dedektorler, belli bir dalga boyunda 15181 absorpladiktan sonra baska bir dalga
boyunda isin yayan yani florasans 6zellik gosteren maddelerin yaydigi i1sik siddetini
Olcerler. NFUM/ncOVA mol orani 10 olan konjugatin kromatograminda 1,0296dk.da
119,0698 LU siddetinde, 1,9584.dk’da 44,0896 LU siddetinde, 5,4360 dk’da 19,4465 LU
siddetinde pikler olustugu gorildi ve toplam alan 2531,097 LU*s olarak hesaplandi.
NFUM/ncOVA mol orani 20 olan konjugatin kromatograminda ise 0,9438 dk’da
121,9572 LU siddetinde, 2,052 dk’da 38,5473 LU siddetinde, 5,3424 dk’da 24,2970 LU
siddetinde pikler olustugu goriuldi ve toplam alan 2877,31 LU*s olarak hesaplandi.
nFUM/ncOVA mol orani 30 olan konjugatin kromatograminda 1,0153 dk’da 126,0261
LU siddetinde, 2,0448 dk’da 60,9766 LU siddetinde, 5,4648 dk.da 40,7595LU siddetinde
pikler olustugu gorildu ve toplam alan 4280,579 LU*s olarak hesaplandi. nFUM/ncOVA
mol orani 40 oran konjugatin kromatograminda ise 0,9864 dk’da 135,8835 LU
siddetinde, 2,1096 dk’da 56,2924 LU siddetinde, 5,3928 dk’da 48,9881 LU siddetinde

pikler olustugu gorildi ve toplam alan 4101,6165 LU*s olarak hesaplandi.
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Kromatogramda net goériinemedigi igin piklerin belirli bir sirede maksimum siddetleri
grafige gecirildi. Olusan konjugat piklerinin en yiksek oldugu noktalara yakin sabit
segilen RT’da (1. ve 5,4. dk) olusmus pik siddetlerinin, konjugattaki fum/cOVA mol

orani ile dogru orantili arttig1 Sekil 4. 7’de goriilmektedir.
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Sekil 4. 7 Artan konjugat oranlari ile pik siddetleri grafigi (FLD detektor ex: 280nm em:
350nm)

1.dk’da olusan konjugatlarin n40/n10 konjugatlarinin pik siddetlerinin orani 1,14
oranindadir. Bu oran 5,4 dk’da ise 3,17 oranindadir. Tamponda apolar faz azaldik¢a
konjugatin ¢6zinlrligla azalmaktadir, dolayisiyla 5,4 dk’da FUM molekili eklendikge

pik siddetleri daha fazla artmaktadir.

FLD detektor, floresans Ozellikteki molekillerin analizinde hassas 6l¢lim yapilmasina
izin vermektedir. Ancak FUM’nin cOVA’ya oraninin hesaplanmasinda gerekli bilgileri
edinebilmek icin HPLC'de UV detektor kullaniimasi gerekmektedir. RPC-HPLC'de UV

detektor ile FUM konjugatlarinin analizi yapilarak ve FUM/cOVA oranlari hesaplandi.
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Sekil 4. 8 Artan mol oranlarinda hazirlanmis FUM-cOVA konjugatlarina ait RP-HPLC (UV
detektdr 280 nm) kromatogramlari

FUM’nin cOVA’ya 10, 20, 30 ve 40 mol oraniyla hazirlanmis FUM-cOVA konjugatlarina
ait RP-HPLC (UV detektor) kromatogramlari Sekil 4. 8'de gosterilmektedir. Konjugat
icindeki FUM miktari arttikca konjugata ait pik siddetlerinde ve toplam pik alaninda
artis meydana gelmektedir. cOVA’'nin kromatograminda 2,0384. dk'da 64,7519 mAU
siddetinde tek pik olusurken katyonizasyon sonucunda degisen polariteler sebebiyle
farkli dakikalarda ve farkli siddetlerde pik alanlari olustugu goérilmektedir.
nFUM/ncOVA mol orani 10 olan konjugatin kromatograminda 1,1502 dk’da 23,5538
mAU siddetinde, 2. Dk'da 32,4988 mAU siddetinde, 5,6638. dk’da 1,9504 mAU
siddetinde pikler olustugu gorildi ve toplam alan 1310,736 mAU*s olarak hesaplandi.
NFUM/ncOVA mol orani 20 olan konjugatin kromatograminda ise 1,1745. dk’da
29,0582 mAU siddetinde, 1,956. dk’da 35,6228 mAU siddetinde, 5,60. dk’da 3,7725
mAU siddetinde pikler olustugu gorilda ve toplam alan 1355,367 mAU*s olarak
hesaplandi. nFUM/ncOVA mol orani 30 konjugatina ait kromatogramda 1,1794. dk’da
39,2786 mAU siddetinde, 2,0189. dk'da 38,3152 mAU siddetinde, 5,5619. dk'da 5,3964

mAU siddetinde pikler olustugu goruldi ve toplam alan 1715,023 mAU*s olarak
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hesaplandi. nFUM/ncOVA mol orani 40 olan konjugatin kromatograminda ise 1,1745.
Dk’da 55,6028 mAU siddetinde, 2,0286. dk'da 42,813 mAU siddetinde, 5,6638. dk’da
11,3198 mAU siddetinde pikler olustugu goruldi ve toplam alan 2118,779 mAU*s
olarak hesaplandi. Sekil 4. 8'te gosterilen kromatogramlarin daha net anlasilabilmesi
icin grafigin konjugatlarin 1,7. dk ve 5,6. dk’larinda gosterdikleri pik siddetleri ile Sekil
4. 9'da gosterilen grafikler gizildi.
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Sekil 4. 9 Artan konjugat oranlari ile pik siddetleri grafigi (UV:280; RT 1,7 dk ve 5,6 dk)

RPC kolonda yapilan HPLC kromatografisinde FUM-cOVA'nin 10, 20, 30 ve 40
oranlarinda konjugatlara ait ilk pik 1,17 dk.da detekte edildi. Kromatograma goére 2.
dk’da var olan pikler FUM konjuge olmamis cOVA pikleridir. Clinkii cOVA’nin tek basina
kromatogrami, bu bolgedeki pikler ile benzerlik gostermektedir. 3.dk’da gorilen pikler
cOVA’nin dimerik yapisina aittir. 1,17. dk'da ve 5,6. dk'da ise konjugata ait pikler elde
edilmektedir. Gradyan tampon degisimi yapilan HPLC kromatografisinin 5,6. dk’sinda
elde edilen konjugat piklerinde (Sekil 4. 9) n 10 oraninda 1,3 mAU, n 40 oraninda ise
10,15 mAU siddetinde pikler elde edildi. iki konjugatin bu dakikadaki pik siddetlerinin
orani (n40/n10 (mAU)) hesaplandiginda yaklasik 7,8 kat siddet artisi oldugu goruldi.
1,17. dk’da elde edilen konjugat pikleri sirasi ile n 10 oranindaki konjugat icin 22,81
mAU, n 40 oranindaki konjugat icin 55,60 mAU’dir. Yine iki konjugati bu dakika (1,17)
icin oranlandiginda, pik siddetinde 2,44 kat artis oldugu hesaplandi. Bu sonugclara gore;
FUM molekili n 40 oranindaki konjugatta nl10 oranina gore daha fazla miktarda
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konjuge oldu. 1,7. dk ve 5,6. dk’da iki pik elde edilen kromatogram sonucuna gore iki
farkh polariteye sahip konjugatlar elde edildi. Ayrica 5,6. dk’da detekte edilen
konjugatin 1,7. dk’ya kiyasla daha fazla miktarda FUM icerdigi goralda.

Konjugasyon oranlari, denklem 4.1'de belirtildigi gibi hapten-konjuge protein pik
alanlarn kullanilarak hesaplandi (Cizelge 4. 2). Konjugasyon oranlari hesaplanirken
toplan pik alanlari (1,17. dk ve 5,6. dk) kullanildi. Tim oranlardaki konjugatlarin
baglanma oranlari denklem 4.1’de belirtildigi gibi “hapten-konjuge protein” pik alanlari

(HBO) kullanilarak hesaplandi (Cizelge 4. 2).

Cizelge 4. 2 UV ve FLD detektorler ile elde edilen pik alanlari ve FUM-cOVA
konjugasyon oranlari

UV Detektor | FLD Detektor | UV Detektor FLD Detektor
ile Pik Alanlari | ile Pik Alanlari | ile Konjugasyon | ile Konjugasyon
(mUA*s) (LU*s) Oranlari Oranlari
OVA 917,328 423,619
cOVA 1042,750 337,560 0,532
nFUM/ncOVA : 10 1310,736 2531,097 0,557 0,882
nFUM/ncOVA : 20 1355,367 2877,310 0,565 0,895
nFUM/ncOVA : 30 1715,023 4280,579 0,622 0,927
nFUM/ncOVA : 40 2118,779 4101,616 0,670 0,924

Elde edilen pik alanlarinin oranlamasi ile veriler degerlendirildiginde; UV detektore
gore OVA’nin katyonizasyon orani %53,2 oraninda gergeklestirildi. nFUM/ncOVA:40
konjugatinda FUM’nin konjugasyon orani ise %67 oraninda gergeklestirildi (Cizelge 4.
2). FLD detektor ile elde edilen pik alanlarindan yararlanarak hesaplanan sonuclara
gore nFUM/ncOVA:40 konjugatinda FUM konjugasyon basarisi % 92,4 olarak
hesaplandi. HBO oranlarindan elde edilen degerler 0-1 aralig§inda ve sonug 1’e yakin
oldugu oranda hapten konjugasyonu basarili olarak kabul gormektedir. nNFUM/ncOVA
pik alani degerlerinde FLD detektor ile elde edilen sonuglarda (n30: 0,927 ve n40:

0,924) artis meydana gelmemekte, UV detektdrde ise sadece %4’lik fark olusmaktadir.

Konjugasyon oraninda artis olmadigl icin daha vyiksek oranlarda konjugasyon

reaksiyonu gerceklestirilmedi. Elde edilen 4 farkli orandaki konjugat diger methodlarla
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da analiz edildikten sonra nFUM/ncOVA 40 oranindaki konjugat immiinojen olarak

kullanildi.

4.1.4. FUM-PAA Konjugatlarinin UV-VIS Spektrofotometresi ve HPLC ile

Karakterizasyonu

Protein-FUM konjugatlarinin HPLC ile analizinde dogal amino asitlerin 280 nm dalga
boyunda absorbans yapmalarindan yararlanarak karakterizasyonlar gergeklestirildi.
Ancak deneyde kullanilan PAA’nin ve FUM’nin bilinen bir absorbans degeri yoktur. Bu
sebeple oncelikle PAA, FUM ve tim konjugatlarin absorpsiyon arahg UV-VIS

spektrofotometre ile belirlendi.

HPLC ile polimer konjugatlarinin karakterizasyonundan énce UV-VIS spektrofotometre
cihaziile 200 nm - 450 nm dalga boylari arasinda absorpsiyon spektrumu tarandi. FUM-

PAA konjugatlarinin Sekil 4. 10’daki grafikte sunuldugu gibi spesifik absorbans degerleri

incelendi.
4,000
——PAA
3,500
——FUM
3,000
—O0VA
@ 2,500
& ——PAA-FUM
S 2,000
2 ——PAA-FUM-OVA
< 1,500
1,000
0,500
0,000

200,0 220,0 240,0 260,0 280,0 300,0 320,0 340,0
Dalga Boyu (nm)

Sekil 4. 10 PAA, FUM, OVA, FUM-PAA ve FUM-PAA-OVA 6rneklerine ait UV-VIS
spektroskopik absorbans ol¢climleri grafigi

280 nm dalga boyunda FUM molekilinin absorpsiyonu 0,029, PAA'nin ise 0,130
olarak 6lgildi. FUM-PAA konjugatinin da yine bu dalga boyunda yaptigi absorbans
0,132 olarak belirlendi. Ancak OVA’'nin 280 nm dalga boyunda 0,271 absorbans yaptigi
belirlendi. PAA-FUM-OVA konjugatinin bu dalga boyunda 0,365 degerinde absorbans
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yaptigl sonucuna ulasildi. Bu ¢alismanin sonucunda OVA’'nin protein yapisindan dolayi,
280 nm’de absorbans yaptigi, ayni miktardaki FUM-PAA-OVA konjugatinin 280 nm
absorbansinin, molekiler biyikligin artisindan dolayr kuvvetlendigi gorildi. Ayrica,
280 nm dalga boyunda PAA’'nin ve FUM’nin tek basina fazla absorbans yapmiyor
olmasi, konjugasyon sonrasi degisikligi izlemek icin HPLC'de UV detektoriinde 280 nm

dalga boyunda calisilabilecegini ortaya koymaktadir.

PAA, FUM, OVA, FUM-PAA ve FUM-PAA-OVA ornekleri ile HPLC analizleri 300A-5um
SEC kolonda, 1 ml/dk akis hizinda, 25°C’'de 280 nm dalga boyunda UV detektor

kullanilarak gergeklestirildi.

10 4 ——PAA —FUM —0OVA ——PAA FUM ——PAA FUM OVA

97 10,8812;9,4503

@
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Sekil 4. 11 FUM, OVA, PAA, FUM-PAA, FUM-PAA-OVA ‘ya ait UV detektor ile belirlenen
HPLC kromatogramlari

Kromatogramda FUM ve PAA’ya ait belirgin pikler olusmadigi gérildi. OVA’nin kendi
basina yaklasik 10,88. dk'da 9,45 mAU siddetinde monomerik, 10. dk'da ise dimerik
pikinin olustugu goruldi. 6-7. dk’lar arasi PAA’'nin zayif bir (0,75 mAU siddetinde,
29,188 mAU*s alaninda) piki oldugu gorilmektedir. PAA-FUM konjugatinin ise artan
molekiler blydkliginden dolayi 6-7. dk'lar arasi maksimum 2,645 mAU siddetinde piki
goraldi ve bu pikin alani 202,63 mAU*s olarak hesaplandi. 3’lii konjugat olan PAA-
FUM-OVA konjugatina ait kromatogramda 6-7. dk'lar arasinda 3,102 mAU siddetinde
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bir pik oldugu gorildi ve 267,867 mAU*s toplam alani hesaplandi. Boylece OVA'nin
eklenmesiyle molekiler boyutun daha da arttig1 gérildi. PAA’nin polidispersitesinden
dolay pikler yaygin sekilde olusmakta ancak PAA-FUM-OVA'ya ait kromatogramda 10-
12. dk'lar arasinda belirgin bir OVA piki kalmamasi basarili bir konjugasyon reaksiyonu
oldugunu gostermektedir. Konjugasyon orani denklem (4.4) kullanilarak asagidaki

sekilde hesaplandi.

(Polimer—Hapten Konj.nin Pik Alani)

HPO(prV) - (Polimer Pik Alan1)+(Polimer—Hapten Konj.nin Pik Alani) (4'3)
202,63
HPO(pfyy) = 1x 79188420063 0,874 (4.4)
_ (Polimer—Protein—Hapten Konj.nin Pik Alani)
HPO(pfOUV) - (Polimer Pik Alan1)+(Polimer—Protein—Hapten Konj.nin Pik Alani) (4'5)
HPO(pfoyy) = 1x —2%7__ — 0,902 (4.6)

29,188+267,867

FUM-cOVA konjugatlarinin HPLC ile karakterizasyonunda oldugu gibi PAA-FUM ve PAA-
FUM-OVA konjugatlarinda da Trp ve Tyr aminoasidlerinin konjugatta kuantum
verimlilikleri agisindan irdelemek adina FLD detektor kullanarak analizler

gerceklestirildi.

FUM, FUM-PAA, FUM-PAA-OVA, OVA ve PAA oOrnekleri tamamlayici teknik olarak
HPLC'de 300A-5um SEC kolon ile (1 ml/dk akis hizi ve 25°C’'de), FLD detektor (Ex:250

nm; em:410 nm) kullanilarak karakterize edildi.
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Sekil 4. 12 FUM, OVA, PAA, FUM-PAA, FUM-PAA-OVA ‘ya ait FLD detektor ile belirlenen
HPLC kromatogramlari

Kromatogramda gorildigi Gzere OVA dogal halde kullanildigi icin siddetli bir floresans
piki vermektedir (3,7499 LU). Sekil 4. 12’de gorildiugi gibi FUM ve PAA yapilarinda
floresans oOzellik olmadigi igin belirgin bir pik olusmamaktadir. Ancak PAA’ya FUM
molekillu konjuge edildiginde yaklasik 7. dk’da, pik siddetinin 2,392 LU oldugu (9,343
LU*s) goriilmektedir. Bu pikin tuz iceren PBS ortaminda polielektrolitlerin konjugasyon
sonrasinda daha konpakt yapida globlilerlesmesinden kaynaklandigi distintGimektedir.
Tek basina OVA’nin kromatograminda 10-12. dk'lar arasinda 3,75 LU siddetinde
monomerik bir pik, hemen 6ncesinde ise karakteristik bir dimerik yapisina ait pik
gorilmektedir. Yine ayni kromatogramda FUM-PAA-OVA konjugati analiz edildiginde;
7. dk’da artan pik siddeti (2,470 LU) ve alanina (19,925 LU*s) gore konjugasyonun
gerceklestigi sonucu elde edildi. FLD detektor ile elde edilen kromatogramlardaki pik

alanlarindan yararlanarak FUM ve OVA baglanma oranlari asagidaki sekilde hesaplandi

(

Cizelge 4. 3).

9,343

—— = 0,854 (4.7)
1,594+9,343

HPO(pfrip) = 1x
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19,925 _
HPO(pfOFLD) = 1Xm = 0,926 (48)

Cizelge 4. 3 HPO denklemlerinden elde edilen PAA-FUM konjugasyon oranlari

LL\IlaI:Ik FLD Pik Alani U\{'ye gore % FLI?'ye gore %
(MUA*s) (LU*s) Pik Alanlari Pik Alanlar
PAA 29,188 1,594
FUM 14,302 1,777
OVA 209,547 33,105
PAA-FUM 202,63 9,343 0,874 0,854
PAA-FUM-OVA 267,867 19,925 0,902 0,926

Elde edilen pik alanlarinin oranlamasi ile veriler degerlendirildiginde; FLD detektore
gore PAA-FUM konjugasyon basarisi % 85,4 oraninda, UV detektore gore ise %87,4
oraninda gergeklestirildi. PAA-FUM-OVA konjugatinda; FLD detektori ile elde edilen
pik alanlarina gére %92,6, UV detektoru ile elde edilen pik alana gére %90,2 basarili
olundu. PRC-HPLC kromatogramlarinda FUM-cOVA’ya ait UV ve FLD detektorlerine ait
pik alanlarinin hesaplanmasi ile elde edilen konjugasyon oranlari degerlendirildiginde
PAA-FUM-OVA ile elde edilen degerlerden daha fazla fark olustugu sonucuna ulasildi
FUM-cOVA konjugatlarinin UV ve FLD detektérler ile analizlerde olusan bu farkin
sebebi protein yapinin Tyr ve Trp aminoasidlerinin polimer olmadan c¢o6ziici ile
dogrudan etkilesime girmesidir. FUM miktarina gore etkilesim artmaktadir ve elde
edilen pik oranlari arasinda farklar olusmaktadir. Polimer kullanildiginda ise OVA
proteinini polimer sarmalamakta dolayisiyla Tyr ve Trp aminoasidleri ¢6ziiciden daha

az etkilenmektedir.

Sekil 4. 13 Apolar bir ¢6ziici icerisinde a) OVA ve b) PAA-FUM-OVA konjugati
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4.1.5. FUM - PAA ve FUM-PAA-OVA Konjugatlarinin Zetasizer ile Cap Ol¢iimii

Proteinlerin sentetik polielektrolitlerle (PE) olan etkilesimleri genel olarak elektrostatik
kuvvetlerle olup, bunun sonucunda su (¢ durum olusabilir: ¢ozinir kompleks,
konjugatlar ve amorf c¢okeltiler. Protein iceren polielektrolit komplekslerin
olusturulmasindaki olasi butin bu durumlar; makromolekiiler bilesenlerin gesidine,
iyonik siddetine, pH’ya ve proteinlerle PE'lerin konsantrasyonlarina yani

protein/polielektrolit oranina bagli olarak saglanabilir.

PAA-FUM-OVA ve PAA-FUM konjugatlarinin RP-HPLC FLD dedektéri ve UV detektori
ile elde edilen sonuglarin birbirlerine yakin oranda FUM baglanma orani vermesinden
dolay! yapilarin Zetasizer ile aydinlatiimasi gerekliligi ortaya c¢ikmistir. Yarigaplarinin
blyukliklerine gore farkli tamponlarda OVA ve cOVA yapilari degerlendirildi. PAA ile
konjugasyon sonrasi molekil yarigapinin artisinin kompakt bir yapi olusturmasi ile

iliskisi irdelendi.

Tez calismasi kapsaminda FUM molekili PAA’ya, protein yapida olan OVA’ya ve PAA-
OVA kompleksine konjuge edildi. Zetasizer ile yarigapi olclilen ornekler tek oranda
konjuge edildi. Bilesen cesidine (PAA-FUM, PAA-FUM-OVA ve FUM-OVA), iyonik
siddetine ve pH’ya (PBS ve MES tamponlarinda) gére molekiiler caplari 3’er kez
Olclldii. PBS icerisinde yapilan olcimler Sekil 4. 14-A’da, MES tamponu icerisinde
yapilan élciimler Sekil 4. 14-B‘de verilmektedir. Ornek hacmi icerisinde konjugatlarin

sayica miktara bagh molekiler ¢ap dlgimleri yapildi.
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Sekil 4. 14 PAA-FUM-OVA, FUM-OVA ve FUM-PAA konjugatlarinin PBS tamponunda
molekdiler sayica miktara baglh cap boyutlarinin 6l¢imi A) PBS B) MES tamponunda
yapildi.

Cizelge 4. 4 PAA-FUM-OVA, FUM-OVA ve FUM-PAA konjugatlarinin MES ve PBS
tamponlarinda ¢ap 6lciimine dair sonuglar

Tampon Konjugat 1.% Yarigap (d.nm) | 2.% | Yarigap (d.nm)
FUM-PAA-OVA 96,3 116,8 3,7 39,8
PBS
(PH7.2) FUM-OVA 76,7 103,1 23,3 78,6
FUM-PAA 100 5,63 - -
FUM-PAA-OVA 100 102,7 - -
MES FUM-OVA 56,8 88,5 43,1 47,6
(PH 4’5) ’ ’ ’ ’
FUM-PAA 100 2,16 - -

PBS tamponu icerisinde FUM-PAA konjugatinin mono disperse yakin molekiiler capta
(5,63 nm) oldugu gorialdi. FUM-OVA konjugati 2 farkh vyaricapa sahip vyapi
olusturmaktadir. Bu molekiillerin 6rnek hacmi icerisinde sayica ortalamalari alindiginda
%76,7 oraninda 103,1nm ve %23,3 oraninda 78,6 nm’lik makromolekiler yapilarin
oldugu bulundu. PAA-FUM-OVA konjugati %96,3 oraninda 116,8 nm molekiler
capindadir. PAA-FUM-OVA konjugatinin FUM-OVA'ya kiyasla daha monodispers yapida
bulundugu icerisinde tek tip yarigapa sahip molekiillerin %96,3 oranda var olusundan
anlasilmaktadir. Bu sonuca gore RP-HPLC kromatogramlarinda FUM-OVA vyapisinin 2
pikinin olusunu ve PAA-FUM-OVA konjugatinin ise tek pike sahip olusunu
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actklamaktadir.  Konjugatlarin icinde bulunduklari  ¢6zliciiden etkilenmesinin
irdelenebilmesi icin tampon degisikligi yapilarak olglimler tekrarlandi. pH 4.5 olan MES
tamponu icerisinde yapilan 6lcimlerde ortamda bulunan proton yiiklerinden dolayi
polielektrolitler daha kompakt hale gelirler. PAA-FUM konjugatinin yarigapi MES
tamponunda 2,16 nm, PAA-FUM-OVA konjugatininkisi ise 102,7 nm’ye dismektedir.
Ayrica PAA-FUM-OVA’'nin daha monodispers yapida oldugu gorilmektedir. FUM-OVA
konjugatina bakildigindaysa iki farkli yaricapa sahip yapinin varligi daha net sekilde
gorilmektedir. %56,8 oraninda 88,5nm yaricapl ve %43,1 oraninda 47,6 nm yaricapl
iki konjugat yapisinin oldugu goérilmektedir. Bu durumda PAA’nin OVA (zerinde pH’a
duyarh sikilikta bir kompleks yapi olusturdugu sonucunu gostermektedir. Bir diger
yandan cOVA'nin  kullanildigi  konjugatlarin  farkli pH’larda  davranislarinin

gozlemlenebilmesi igin OVA ve cOVA’'nin PBS ve MES tamponu igerisinde ¢ap 6lgiimleri

yapildi.
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Sekil 4. 15 OVA ve cOVA ‘nin PBS ve MES tamponunda a) sayica miktara bagh
molektler ¢cap 6lctimleri
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Gizelge 4. 5 OVA ve cOVA ‘nin PBS ve MES tamponunda yarigaplari

Konjugat 1.Pik Alan1 % | Yarigap(d.nm) 2.Pik Alan1 % Yarigap(d.nm)
OVA (MES) 62 102 38 925
OVA (PBS) 100 5,34 - -
cOVA (PBS) 100 5,93 - -
cOVA (MES) 100 5,12 - -

OVA’nin diisik pH’ta (MES pH 4,5) iki farkli capta yapilar olusturdugu sonucuna ulasildi.
Ancak cOVA ayni tampon igerisinde monodispers bir yapi sergilemektedir. OVA'nin
disiik pH’larda ¢ozindrlGginin  azalarak agregasyon olusturmaktadir. Ancak
katyonizasyon islemi sonunda disik pH’da makromolekiiler yapilar meydana
getirmedigi gorulmektedir. Bu bilgiler sayesinde MES icerisinde yapilan konjugasyon
reaksiyonunda cOVA’nin monodispers yapisini korudugu sonucuna ulasiimistir.
Hazirlanan tim FUM-taslyici molekiil konjugatlarinin karakterizasyonu sonucunda elde
edilen veriler sayesinde immiunizasyonda kullanilabilecek konjugasyon oranlari ve

kullanilabilecek miktarlar belirlendi.

4.2. FUM Konjugatlari ile immiinizasyonlar

immiinosensérlerde biyolojik algilayici olarak kullanilacak FUM spesifik antikorun elde
edilebilmesi icin FUM immiinojenlerinin hazirlanmasi ve karakterize edilmesinin
ardindan immiinizasyonlara baslandi. immiinizasyonda 4 grup fare kullanildi ve
immunojen olarak n:40 oraninda FUM-cBSA konjugati ve FUM-cOVA konjugati ile FUM-
PAA ve FUM-PAA-OVA konjugati kullanildi. Protein konjugatlarinin yanisira 2’li ve 3’ll
PAA konjugatlarinin imminizasyonu ile FUM spesifik antikor elde edilmesinin yanisira
PAA'nin adjuvanlara alternatif olabilmesi hedeflenmistir. 4’er farelik 2 gruptan olusan
deneklere 14 ginlik rejimler halinde interperitoneal olarak immiunizasyonlar

gerceklestirildi.

imminojen olarak hazirlanan FUM-cOVA’nin yanisira fareden alinacak immiin
yanitlarin karsilastirilmasi icin alternatif olarak baska bir FUM-cProtein konjugatiyla da

immunizasyonlar gerceklestirildi. Bu amacgla FUM-cBSA konjugatlari hazirlanarak
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immdanizasyonlar yapildi. ELISA plaginin ylizeyi protein baglama 6zellikte oldugu igin

polimer konjugatlarinin plaga kaplanmasinda da protein konjugatlari kullanildi.
Bu amacla;

e FUM-PAA ve FUM-PAA-cOVA konjugatlari ile imminize farelerde antikor titrelerini
belirlemek igin ELISA plagina FUM-cBSA ile kaplandi.

e FUM-cOVA immiinize edilmis olan farelerin serumlarinda FUM spesifik antikor
titrelerinin belirlenmesinde plaga FUM-cTf kaplandi.

e FUM-cBSA immiinize farelerin serumlarinda FUM spesifik antikor titreleri ELISA ile

takip edilirken plaga FUM-cOVA kaplandi.

imminize edilmis farelerden 14 giin arayla alinan kanlarin serumunda poliklonal
antikor titresinin takibi indirek ELISA ile yapildi. Ardindan kaplama optimizasyonlari ve
yarisimli ELISA ile spesifite kontrolleri yapildi. Elde edilen sonuglara gore yiiksek antikor
titreleri olan fareler ile monoklonal antikor elde edebilmek igin flizyon islemi

gerceklestirildi.

4.2.1. FUM-Polimer Konjugatlar ile Farelerin immiinizasyonu ve FUM Spesifik

immiin Yanitin (Pab) Belirlenmesi

Alternatif tasiyici sistemler olarak adjuvan 6zelligi oldugu bilinen FUM mikotoksinin
PAA ile konjugatiyla (2’li konjugat) ve PAA-FUM-OVA konjugatiyla (3’li konjugat) 4’er
adet BALB/c farenin immunizasyonlari, her bir konjugattan 4 ug konjugat kullanilarak
gerceklestirildi. Immiinizasyonlar sonucunda farelerde olusan antikor yanitlari ELISA ile
belirlendi. Bu amacla yapilan ELISA’larda tabana 100 ng/kuyu FUM-BSA konjugati
kaplanarak elde edilen fare serumu 1/100 oraninda seyreltilerek test edildi.
Immiinizasyonlar sonucunda elde edilen antikor yanitlari Sekil 4. 16’ de
gosterilmektedir. PAA-FUM immdiinize farelerden alinan kanla yapilan deney
sonucunda 1/100 diliisyonda kullanilan serum pAb’sinde antikor titresi 405 nm’de en

ylksek 0,646 OD degeri elde edildi.
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Sekil 4. 16 FUM-PAA ve FUM-PAA-OVA ile imminize edilen hayvanlarda olusan FUM
antikor titresinin ELISA ile belirlenmesi

PAA-FUM-OVA immunize farelerden alinan kanla yapilan deney sonucunda 1/100
dilisyonda kullanilan serum pAb’sinde antikor titresi 405nm’de en yiliksek 0,815 OD

degeri elde edildi.

Her grup 4 er farelik gruplardan olusmaktadir ve grafikte hata barlari elde edilen
OD’lerin standart hatalarini gostermektedir. FUM-PAA yliksek toksik etkisinden dolayi
deney hayvanlari ile imminizasyonlarin takibinde dlen fare sayisi daha fazla oldugu icin
hata barlari daha ylksektir. FUM-PAA-OVA ile gergeklestirilmis olan immunizasyon
sonuclarinda elde edilen titreler PAA-FUM ile immiinize edilen farelerden daha yiksek
OD degerlerindedir. FUM-PAA ve FUM-PAA-OVA immuinize farelerden en yiiksek pAb
yaniti olan farelerin serumlari, O ile 4ug arasinda degisen miktarlarda serbest FUM ile
kompetitif ELISA sistemi kullanilarak 6zginlik testi yapildi. Test sonucu, FUM’e
spesifikligin yeterli dizeyde olmadigi sonucuna varilarak kalan fareler icin deneyin

sonlandirilmasina karar verildi.

4.2.2. FUM-cProtein Konjugatlari ile immiinizasyon ve FUM Spesifik immiin Yanitin

(pAb) Belirlenmesi

Farelerde olusan antikor yanitlari ELISA ile belirlendi. Bu amacla plak tabanina 100

ng/kuyu FUM-cOVA konjugati kaplandi ve pAb’lar 1/100, 1/1000 ve 1/5000 oranlarinda
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seyreltilerek test edildi. Kaplama optimizasyonu yapilmasi amaciyla FUM-cBSA ile 4.
imminizasyon sonucunda, FUM-cOVA ile 3. immiinizasyon sonunda lnumarali
farelerden alinan pAb ile (1/100 dilisyonda) ELISA testi yapildi (Sekil 4. 17). Kaplama
icin kullanilan FUM-cOVA ve cTF-FUM konjugati 1,6 ug/100 ul PBS’te hazirlandi ve %
dilisyon ile 8 kuyuda kaplama vyapildi. Elde edilen egrilerin yaklasik ortalama
degerindeki FUM miktarlari Sekil 4. 7’de kirmizi renk ile gosterilmektedir. 405 nm’de

okunan absorbans sonuglarina gore ortalama 100 ng konjugatlar ile kaplamalara

devam edildi.
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Sekil 4. 17 A) FUM-cBSA ve B) FUM-cOVA konjugatlari ile alinan antikor yanitlarinin
ELISA ile takibinde plak kaplama optimizasyonu

100 ng kaplama yapilan plaklarda FUM-cBSA ve FUM-cOVA immiinizasyonlari sonunda

farede yikselen antikor titreleri Sekil 4. 18’da sunulmaktadir.
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Sekil 4. 18 A)FUM-cBSA ve B) FUM-cOVA konjugatlari ile imminize fare serumlarinda
yapilan ELISA sonuglari (1/1000 dilisyonlarinda)

FUM-cBSA immiinize farlerden 4. immiinizasyon sonucunda 3 no’lu farenin serumunda
yuksek pAB titresi elde edildi (1/100 diltisyonda 1,893 OD, 1/1000 diliisyonda 1,654 OD
ve 1/5000 diliisyonda ise 0,901 OD) ve fiizyon islemine alindi. 5. immiinizasyon
sonucunda ise 1 ve 2 no’lu farelerin serumunda yapilan indirek ELISA sonuglarinda
yiksek pAb titreleri elde edildigi icin sirali olarak flizyon islemine alindilar. (1 nolu
fare;1/100 dilisyonda 3,578 OD, 1/1000 dilisyonda 3,165 OD ve 1/5000 diliisyonda
2,204 OD: 2 nolu fare;1/100 diliisyonda 3,897 OD, 1/1000 dilisyonda 3,366 OD ve
1/5000 diltisyonda 2,203 OD)

Farelerin serumlari 1/1000 oranda seyreltildi ve 0-4 ug arasinda % oraninda azalan
serbest FUM ile 30 dk. on etkilesimi gerceklestirildi (Sekil 4. 19). Yuksek spesifiklikte

pAb oldugu belirlenen fareler flizyon islemine alindi.

FUM-cOVA immiinize farlerden 4. Fare 3. immiinizasyon sonunda 6ldii. Fiizyon islemi
oncesinde yiliksek antikor yaniti veren 1, 2 ve 3 no’lu farelerden alinan serumlarda
yapilan yarisimh ELISA sonucu elde edilen antikor cevabinin FUM spesifik oldugu
goruldi (6. imminizasyon sonu). 1 ve 2 nolu farelerden alinarak 1/1000 oraninda
seyreltilmis fare serumuna eklenen 0-1 ug arasinda FUM ile yapilan yarisimli ELISA
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sonucunda lug FUM seviyesinde 1. Fare icin 0,207 OD ve 2. fare i¢in 0,130 OD
degerleri Olglldl. Boylece 1 ve 2 no’lu farenin serumunda yiksek spesifiklikte pAb
oldugu sonucuna ulasilarak sirasi ile fizyona alindi (Sekil 4. 19). Ancak 3 no’lu fare ile
yapilan yarisimli ELISA testinde 4 ug FUM ile inkiibasyan yapildigi halde antikor
yanitinin 2,834 OD’den 1,473 OD’ye indigi goruldiugl icin bu fare flizyon islemine

alinmadi.
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Sekil 4. 19 A) cBSA-FUM ve B) FUM-cOVA immiinize farelerde FUM’e spesifik yanitinin
yarisimli ELISA ile belirlenmesi (Grafikler logaritmik olarak verilmistir)

4.2.3. Hibrit Hiicre Gelistirme

cBSA — FUM ve cOVA —FUM konjugatlarinin imminizasyonlari ile elde edilen pAb’lerin
ELISA ile yliksek titrasyonda ve FUM spesifik yanitlarinin belirlenmesinin ardindan bu
fareler sirayla hibridoma calismalarinda kullanildi. Hibridoma teknolojisi kullanilarak
FUM’ne karsi monoklonal antikor elde etmek amaciyla FUM konjugatlari ile immdinize
edilmis olan farelerden izole edilen immiin hicreler ile ayni kékenden myeloma
hiicrelerinin hibridizasyonu saglandi. Flizyon 6ncesinde secilmis olan farelere yapilan
toplam immdiinizasyon sayisi, son hatirlatma rapellerinin icerigi, fiizyonda kullanilan B

hicrelerinin sayilar, myelom hticre sayilari ve lenfosit/myeloma hiicre sayisi oranlari

Cizelge 4. 6’da belirtilmektedir.
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Cizelge 4. 6 Flzyon islemlerine ait bilgiler

Fiizyon 1 Fiizyon 2 Fiizyon 3 Fiizyon 4 Fiizyon 5
immunize fare 3 No'lu 2 No'lu 1No'lu 1No'lu 2 No’'lu
immunizasyon sayisi 5 5 5 7 7
immunojen icerigi FUM-cBSA FUM-cBSA  FUM-cBSA FUM-cOVA FUM-cOVA
Son rapel FUM-CTF FUM-CTF FUM-cTF FUM-cBSA FUM-cBSA

Dalak + Lenf Dalak Hiicre Dalak + Lenf Dalak Hiicre Dalak + Lenf
Fiizyonda kullanilan Hilcre sayist  sayisl Hiicre sayisi  sayisl Hicre sayisi
lenfosit sayilan

435 x10° 290 x10° 850 x10° 200 x10° 600 x10°
Fiizyonda kullanilan

116 x 10° 134 x 10° 220 x 10° 100 x 10° 340x 108
myeloma sayisi
Plak sayisi 11 11 15 12 14
Lenfosit / myeloma hiicre

3,75 2,23 3,8 2 1,76
orani
Toplam hibrid klon sayisi ¢ 184 150 66 125
Secilen klon sayisi 0 5 0 0 6
Mevcut son durum (elde

0 0 0 0 1 (8F4)
edilen klon sayisi)

8F4 numarali kuyuda var olan klonda ilk olarak FUM kapl olmayan kuyuda 6zgiinlik
testi yapildi ve FUM spesifik olabilecegi belirlendi. Test sonucunda 8F4 kuyusundaki
hibrid klonunun FUM spesifik oldugu belirlendi ve hiicre sayisinin artmasini takiben 96

kuyulu plakta yedekleme yapildi.

Anti FUM 8F4 kiltur Gst sivilari kullanilarak, elde edilen antikorun diger mikotoksinler
(AFL M1, AFL B1, AFL B2, AFL G1, AFL G2, OTA, ZEA), proteinler (BSA, TF, OVA) ve diger
mikotoksinlerin ¢olindiugli organik solventlerle (DMF, EtOH) capraz reaksiyon verip
vermedigi yarisimh ELISA ile test edildi. Sekil 4. 20’de gorildigi gibi anti FUM 8F4
antikorunun 6ninkibasyon sonucunda sadece FUM ile inkiibe oldugu ve diger
mikotoksinler ile ¢apraz reaksiyon vermedigi icin tim mikotoksinler arasinda sadece

FUM spesifik oldugu sonucuna ulasildi.
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Sekil 4. 20 Elde edilen FUM spesifik antikorun (8F4) diger mikotoksinler,
mikotoksinlerin ¢6zlnd(gu solventler ve proteinler ile yarisimli ELISA sonuglari

4.2.3.1. Anti FUM 8F4 Antikorunun Karakterizasyonu

Elde edilen monoklonal antikorlarin amaca yonelik kullanilabilmesi icin 6ncelikle
karakterize edilmeleri gereklidir. FUM sensor gelistirilmesinde kullanilacak olan anti
FUM 8F4 antikorunun karakterize edilmesi, sensérde kullanim i¢cin uygunlugunun
belirlenmesinde 6nemli bir adimdir. Anti FUM 8F4 antikorunun karakterizasyonunda ilk
olarak antikorun ELISA testi ile afinitesi belirlendi. Daha sonra antikorun izotipi ve alt

izotipi belirlenerek karakterizasyon islemi tamamlandi.

4.2.3.2. Anti FUM 8F4 izotipinin Belirlenmesi

Monoklonal antikorlar hibridoma teknolojisi ile gelistirilirken, kullanilan immunizasyon
etkinligine bagli olarak farkli siniflarda Gretilirler. Genellikle saflastirma ve test
sistemlerinde kullanilacaklari yontemin sec¢imi icin agir ve hafif zincir tiplerinin
bilinmesi 6nem tasimaktadir. Bu nedenle, saflastirmaya gecilmeden once kiltur Ust
sivisindan alinan ve saflastirma sonrasi elde edilen 6rneklerde izotip belirleme testi

yapildi.
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Absorbans (405 nm)

Sekil 4. 21 Anti FUM 8F4 antikorunda izotip belirlenmesi

ELISA sonucuna gore, 8F4 hiicre hattinin Urettigi Anti FUM 8F4 antikorunun agir

zincirinin 1gG1, hafif zincirinin ise lambda oldugu belirlendi.

4.2.3.3. Anti FUM 8F4’un Afinitesinin Belirlenmesi

Tez kapsaminda gelistirilen FUM spesifik antikor olan anti FUM 8F4’iin FUM’e karsi
olan afinitesinin belirlenmesi 6nemli bir kriterdir. Gelistirilecek olan FUM tespit
methodunda afinitenin 6nemi ¢ok blydktir. Antikorun afinitesinin bir gostergesi
olarak reaksiyona giren antikorlarin toplam baglama noktalarinin yarisinin serbest
antijenle bloklandigi antijen konsantrasyonu yari-maksimal inhibisyon konsantrasyonu
(IC50) degeri hazir bir program kullanilarak (ed50v10.xls) hesaplandi. Test iki kez
kontrol edildi ve ELISA sonuglari 100 ng antikorun serbest ortamda 15 ng FUM ile
etkilestigi sonucunu verdi. Grafigin IC50 degerinin yaklasik 30 ng serbest toksine
karsilik geldigi ve yaklasik 80 ng serbest toksin mevcudiyetinde antikorun tamaminin
bloke oldugu sonucuna ulasildi. Yiksek afiniteli bir antikorun ideal baglanma
kosullarinda, 100 ng antikorun (iki baglanma bdlgesine sahip) 1 ng toksin ile tamamen
bloklanmis olmasi beklenmektedir. Sonuglar anti FUM 8F4’(in ¢ok yiksek afiniteli
olmadigini géstermis olup immiinobiyosensor ¢calismalarinda kullaniimak tizere Gretim

ve saflastirilmasina devam edilmesine karar verildi.
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Sekil 4. 22 8F4 anikorunun afinitesinin yarisimli ELISA ile belirlenmesi

4.3. FUM Dedeksiyonu icin QCM immiinosensérii Gelistirilmesi

FUM deteksiyonuna yonelik immiinosensor calismalari, analite uygun immiinoassayin
belirlenmesi ile baslamaktadir. immiinoserolojik yéntemler, antijen ve antikor
arasindaki reaksiyonu temel alan tekniklerdir ve ¢ozeltideki her iki maddenin de
konsantrasyonunu 6lgmek icin kullanilabilirler. Sensorlerde kullanilan immuinoassayler,
antikorlarin spesifik oldugu antijen ile olan etkilesiminden yararlanilarak analitin

kantitatif veya kalitatif olarak belirlenebildigi metodlarin timdiddr.

immiinosensér  gelistirmelerinde  uygulanacak immiinoassayin  belirlenmesinin
ardindan ylizeye immobilize edilecek olan analit ya da antikorun optimizasyonu
yapilmalidir. Bu amagla immobilize edilen FUM konsantrasyon optimizasyonu ve
kullanilan aktivatorlerin optimizasyonu gerceklestirildi. Kuskusuz rejenerasyon
metodunun gelistirilmesi ve hazirlanacak protokol ile yiksek tutarlikta defalarca
dedeksiyon yapilabilmesi, imminosensor gelistirmede en 6nemli unsurlardan birisi
oldugu icin tez tez calismasinda kendi antikorumuza 0zgl rejenerasyon metodu
gelistirildi. Gelistirilen rejenerasyon metodu ile 6lciim siiresi ve ayni kristalde defalarca

Olclim yapilabilmektedir.

Kullanilan biyolojik algilayicinin uygulama kosullarinin ve miktarin belirlenmesi de
immunosensor gelistirilmesinde bir diger 6nemli adimdir. Hibridoma teknolojisi
kullanilarak elde edilen anti FUM 8F4’iin Uretimi sirasinda icinde bulundugu tim
kosullar denenerek en tutarli sonuclarin elde edildigi kosul saptandi. MAb’den 6nce

diger kosullarin incelenmesinin sebebi, tam saflastirilmasi yapilan antikorlarda
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maliyetin ¢ok ylkselmesi ve saflastirma protokolleri sirasinda kimi zaman aktivasyon

kaybinin yasanmasindan dolayidir.

4.3.1. Aktivator Oranlarinin Tayini

QCM vyuzeyde MUA ile SAM hazirlandiktan sonra farkli konsantrasyonlardaki FUM’nin
immobilizasyonunda  kullanilacak olan EDC/NHS oranlarinin  optimizasyonu

gerceklestirildi.
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Sekil 4. 23 3 farkli konsantrasyonda FUM immobilizasyonunda kullanilan aktivator
oranlari

Algilayici olarak 250 ul 0.11 mg/ml konsantrasyonda amonyum silfat ¢oktirme anti
FUM 8F4 (AS) kullanildi. FUM immobilizasyonunda 1 mM, 2 mM ve 3 mM
konsantrasyonda FUM ile kaplamalar yapildi. Aktivator olarak kullanilan EDC: NHS igin
4:1, 1:4, 4:4 oranlan kullanildi. ImM FUM kaplama icin AF 13,53Hz. 2 mM FUM
kaplama icin AF 37,67 Hz. 3 mM FUM kaplama icin AF 24,46 Hz elde edildi. Sekil 4.
23’de gorildugu tzere en yuksek frekans farki 2 mM FUM kapli sensor ylizeylerinde

gerceklesti.
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Cizelge 4. 7 Farkli aktivator oranlariile yapilan FUM immobilizasyonlari ile elde edilen
frekans farklari

Aktivator Oranlari FUM KAPLAMA FREKANS FARKI
(EDC/NHS) MIKTARI (mM) (AF) STANDART HATA
1 13,53 2,3561
400/100 2 37,67 1,4530
3 24,47 0,9025
1 8,83 1,5899
100/400 2 19,31 3,8375
3 16,63 2,0664
1 14,90 2,5160
400/400 2 30,35 4,3683
3 22,75 1,5922

Her 3 konsantrasyonda degisen aktivator denemeleri sonucunda en fazla frekans farki
EDC : NHS aktivator oraninin 4 : 1 olarak kullaniimasiyla elde edildi. Tez kapsaminda
gerceklestirilen tim FUM immobilizasyonlarinda EDC : NHS aktivator orani 4 : 1 olarak

kullanilmaya devam edildi.

4.3.2. SAM Modifiye Yiizeyde FUM Kaplama Optimizasyonu

2 mM MUA kullanilarak elde edilmis SAM ylizeyde immobilize edilecek FUM miktarinin
tayini icin optimizasyon yapildi. Bu amagla ylzeyde 0,85mM, 1mM, 1,75mM, 2mM, 3
mM ve 3,5 mM FUM immobilizasyonlari yapildi. Elde edilen frekans farklari Sekil 4.

24’te gosterilmektedir.
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Sekil 4. 24 FUM kaplama optimizasyonunda elde edilen sensér cevaplari

Optimizasyonda artan miktarlarda FUM immobilize vylizeylere esit sartlarda ve
miktarda antikor uygulamasi vyapildi. Saf anti FUM 8F4 (mAb) 0,1 mg/ml
konsantrasyonunda kullanildi. Elde edilen ortalama frekans farklari en fazla 1,75 mM
FUM (AF 41,55 Hz) kaplama ile ve 2 mM (AF 32,20 Hz) FUM immobilize ylizeyden elde
edildi. Sonuglar, elde edilen frekans farklarinin blyukligi, olgiimler arasi tutarlik ve
tekrarlanabilirlik agisindan degerlendirildi. Tim olgiimler 2’ser kristalde ve 5’er kez

tekrarlandi.

Cizelge 4. 8 FUM kaplama miktarina bagh o6lclilen frekans farklari

FUM KAPLAMA FREKANS FARKI STANDART | STANDART
MIKTARI (mM) (AF,HZ) SAPMA HATA
0,85 4,82 0,1947 0,0974
1 15,84 1,5833 0,7917
1,75 41,55 2,8823 2,0381
2 32,20 1,7320 1,2247
3 17,91 1,3056 0,6528
3,5 5,87 2,0314 1,0157

Tekrarlar arasi tutarhgin 1,75 mM FUM kaplanmis ylizeyde daha az hata ile
gerceklestigi gorildi. Algilayici eleman olan anti FUM 8F4 antikorunun elde edilmesi
sirasinda icinde bulundugu diger kosullarda kullaniimasinin 6lciimler sirasindaki
tekrarlanirliga ve tutarliga etkisi 1,75 mM FUM kaph ylzeyde belirlendi. FUM

algilanmasina yonelik cizilecek kalibrasyon egrileri icin ylksek frekans farki ve yiksek
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tutarhilikta olgiimler yapilabildigi icin 1,75 mM FUM ve 2 mM FUM immobilize ylizey
kullanildi.

4.3.3. Anti FUM 8F4 Uygulama Kogsullarinin Belirlenmesi

QCM vylzeyinde FUM kaplamalarinin optimize edilmesinden sonra. Biyolojik algilayici
olarak kullanilan anti FUM 8F4’lin sensor ylizeyine uygulama kosullari incelendi. Bu
baglamda, anti FUM 8F4 pAb, anti FUM 8F4 CS, anti FUM 8F4 AS ve anti FUM 8F4 mAb
algilayici olarak kullanildi ve 1,75 mM FUM immobilize ylizeye uygulandi. Anti FUM pAb
1/250 dilisyonda kullanilirken anti FUM 8F4 CS. Anti FUM 8F4 AS ve anti FUM 8F4 mAb

yaklasik olarak 0,1 mg/ml konsantrasyonda kullanildi.

120,00
100,00
81|96

80,00

60,00

43143 40,7
40,00
ZSFO
20,00 ’ |
0,00

Anti-FUM 8F4 pAb Anti-FUM 8F4 CS Anti-FUM 8F4 AS  Anti-FUM 8F4 mAb

Frekans Farki (AF, Hz)

Antikor Uygulama Sartlan

Sekil 4. 25 Anti FUM 8F4 uygulamasi ile elde edilen sensor cevaplari

Anti FUM pAb ile yapilan 6lgiim sonuglarinda 81,96 Hz ortalama frekans farki elde
edilmesine ragmen tekrarlanirhgin disiik olmasi nedeniyle uygulamada optimal sart
olamayacagina karar verildi. Anti FUM 8F4 CS’nin biyolojik algilayici olarak kullanildigi
denemelerde ise ortalama frekans farkinin 43,43 Hz'dir ancak tekrarlanirlikta
tutarsizliklar yasanmasindan dolayr antikor kullaniminda CS’nin  uygun sartlari
saglayamayacagina karar verildi. Anti FUM 8F4 AS ile yapilan 6l¢iimlerde ortalama
28,30 Hz frekans farki elde edildi ve diger antikor sartlari ile kiyaslandiginda distk
miktarda frekans farki yarattigi gérildi. Anti FUM 8F4 mAb ile yapilan Olciimlerde 40,7
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Hz frekans farki elde edildi ve yapilan 6lglimler arasi 0,96 standart hata elde edildi.
Diger antikor sartlarinin kullaniminda yasanan tekrarlanirhk sorunu Anti FUM 8F4 mAb

kullaniimasi ile bertaraf edildi.

Cizelge 4. 9 Antikor uygulama sartlarina bagli elde edilen frekans farklari

Syt Uyt Sevlint Frekans Farki Standart Standart
(AF,Hz) Sapma Hata
Anti FUM 8F4 pAb 81,96 46,2191 17,4692
Anti FUM 8F4 CS 43,43 19,3105 11,1489
Anti FUM 8F4 AS 28,30 17,6235 8,8117
Anti FUM 8F4 mAb 40,7 2,8823 0,9607

Benzer degerlerde frekans farki elde edilen antikor kullanim sartlari arasinda, tutarligin
ve tekrarlanabilirligin digerlerinden daha fazla olmasindan dolay! anti FUM 8F4 mAb’in
algilayici eleman olarak kullanilmasina karar verildi. immobilize FUM miktarinin
kalibrasyon egrisine LOD degerlerine etkisi agisindan irdelenmesi ¢alismalarinda 1,75
mM FUM immobilize ve yiksek tutarlikta olcimler elde edildigi icin (32,20 Hz ve
1,2247 standart hata) 2 mM FUM immobilize yizey de kullanildi.

4.3.4. MUA ile SAM Yapilmis Yiizeyde FUM Algilanmasi

QCM ile FUM dedeksiyonuna yonelik immiinosensor gelistirilmesi igin inhibisyona
dayali kompetitif immuinosensorler sistemi gelistirildi. FUM gibi molekiler agirhg
kiicik olan molekiillerin analizi icin bu metot tercih edilmektedir. Dogrudan algilamaya
dayali tanima yonteminin aksine, bu yéntemde analit konsantrasyonu artirildiginda

cevap sinyali azalmaktadir.

Bu yontemde klglk molekil agirlikli FUM molekdilleri, sensoriin elektroduna dogrudan
immobilize edilmektedir ve biyolojik algilayici anti FUM 8F4’(in tek basina sensér
ylzeyinde olusturdugu frekans farki belirlenmektedir. Daha sonra sabit anti FUM 8F4
miktari ile toksinin degisen konsantrasyonlari, 6n inkiibasyona tabi tutulur ve toksin
immobilize sensor ylizeyine sirasiyla uygulanarak bir kalibrasyon egrisi elde edilir.
Boylece kalibrasyon egrileri kullanilarak FUM icerigi bilinmeyen bir 6rnekte ayni

analizin uygulanmasi ile icerigindeki FUM miktar tespit edilebilir.
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Oncelikle yiiksek frekans farki elde edilmis olan 1,75 mM ve 2 mM FUM immobilize
yuzeylerde 0,1 mg/ml anti FUM 8F4 mAb algilamasi tekrarlandi. 1,75 mM FUM
immobilize edilmis MUA ile SAM kapl ylizeyde 5 tekrarli gerceklestirilen 6lctimlerin
frekans farki ortalamasinin 44,33 Hz oldugu bir 6nceki boliimde gosterildi (Sekil 4. 26).
Daha sonra 1,75 mM FUM immobilize ylizeyde 0,1 mg/ml anti FUM 8F4 mAb ile 0,25
ppm, 0,5 ppm, 1 ppm, 5 ppm ve 10 ppm serbest FUM ile 6n muamele edildi. FUM
inkibasyonlu o6lciimler arasinda 6n inkiibasyonsuz olcimler yapilarak sensoriin anti
FUM 8F4 mAb algilanmasinin kontrolii ortalama 2 — 3 o6lglim arasinda tekrarlandi.
Toplamda 7 6l¢im gergeklestirilmesinin ardindan ortalama frekans farkinin 40,7 Hz

oldugu saptandi.

Biyolojik algilayici konsantrasyonunun MUA ile SAM yapilmis FUM immobilize ylizeyde
hassasiyete etkisinin belirlenmesi icin 0,05 mg/ml konsantrasyonda anti FUM 8F4 mAb
ile 6lcimler yapildi. Bu amagla 1,75 mM FUM immobilize ylizeylerde 0,05 mg/ml anti
FUM 8F4 mAb algilamasi tekrarlandi. Kontrol Olglimleri ile birlikte toplam 7 kez
tekrarlanan 6l¢ciim sonucunda sensor cevabi ortalama 41,55 Hz frekans farkinda elde
edildi. 0,1 ppm, 0,25 ppm, 0,5 ppm, 1 ppm, 2 ppm ve 10 ppm serbest FUM ile 6n
muamele edilen anti FUM 8F4 mAb ile frekans farklarindaki degisimlerden kalibrasyon
egrileri c¢izildi. MUA ile SAM vyapilmis ylzeyde 2 mM FUM immobilizasyonun
hassasiyete etkisinin belirlenmesi icin biyolojik algilayici olarak 0,05 mg/ml ve 0,1
mg/ml konsantrasyonda anti FUM 8F4 mAb kullanildi. 2’ser kristalde yapilan élgimler
ara tekrarlar ile birlikte 7 kez tekrarlandi. 0,05 mg/ml anti FUM 8F4 mAb kullanilmasi
ile 41,8 Hz, 0,1 mg/ml anti FUM 8F4 mAb kullaniimasi ile 32,32 Hz frekans farki elde
edildi. Her iki konsantrasyondaki anti FUM 8F4 mAb 0,1 ppm, 0,25 ppm, 0,5 ppm, 1
ppm, 2 ppm ve 10 ppm serbest FUM ile 6n muamele edilerek sensor ylizeyine

uygulandi. Elde edilen frekans farki azalmalarindan kalibrasyon egrileri elde edildi.
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Sekil 4. 26 1,75 mM FUM immobilize yluzeyde A) 0,1 mg/ml B) 0,05 mg/ml anti FUM
8F4 ve 2 mM FUM immobilize yiizeyde C) 0,05 mg/ml D) 0,1 mg/ml anti FUM 8F4 ile
FUM konsantrasyonlarina bagl sensor cevaplari

inkiibasyonlar sensére uygulanmadan 20 dakika énce gerceklestirildi. 50 pl/dk akis
hizinda gergeklestirilen analizlerde okuma sireleri toplam 5 dk slirmektedir.
Rejenerasyon metodunun pratik olmasi toplam siresinin 5 dk siirmesinden dolayi bir
analizin ortalama 10 dk’da tamamlandig hesaplandi. Ol¢iimler arasi uygulanan
rejenerasyon metodu olarak; HPLC grade distile su 3 dakika siiresince ve ardindan 0,1
M Glisin tamponu (pH 2,7) 0,5 ml/dk akis hizinda 1 dakika sliresince uygulandi. Tampon

degisimleri arasinda kristallesmeleri engellemek igin 1 ml d.H,0 uygulamasi yapildi. Bu
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metodla 28 kez kullanilabildigi hesaplandi. Elde edilen frekans farklarinin inklibe edilen

FUM miktarina gore azalma yizdeleri Cizelge 4. 10’de gosterilmektedir.

Bilinmeyen 6rnekte FUM miktarinin tespitine olanak saglamak icin QCM sensérde
yapilan 6lgiimlerden kalibrasyon egrilerinin hazirlamak gereklidir. Bu amagla, 0-10 ppm
araliginda FUM inklbasyonu ile yapilan bu deneyler 2‘ser kristalde 2 defa tekrarlanarak
frekans farki degisimleri ile kalibrasyon egrileri hazirlandi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.

27’da mevcuttur.
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Sekil 4. 27 1,75 mM ve 2 mM FUM immobilize ylizeyde 0-10 ppm araliginda FUM
inkGibasyonu ile hazirlanan kalibrasyon egrileri (1,75 mM FUM immobilize ylzeyde a)
0,1 mg/ml b) 0,05 mg/ml anti FUM 8F4 ile ve; 2 mM FUM immobilize ylzeyde c) 0,05
mg/ml d) 0,1 mg/ml anti FUM 8F4 ile hazirlandi
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1,75 mM FUM kapl yiizeyde 0,1 mg/ml anti FUM 8F4 ile 10 ppm FUM inkiibasyonunda
9,6 Hz frekans farki elde edilerek toplam %23,1 oraninda sinyal azalmasi
olusturmaktadir. Ayni ylizeyde 0,5 ppm inklbasyonla ise 27,9 Hz frekans farki elde
edilmektedir ve toplamda %68,55 oraninda sinyal azalmasi olusturmaktadir. 1,75 mM
FUM kapli ylizeyde 0,05 mg/ml anti FUM 8F4 ile 10 ppm FUM inkibasyonunda 9,99 Hz
frekans farki elde edilerek toplam %24,04 oraninda sinyal azalmasi olusturmaktadir.
Ayni yuzeyde 0,5 ppm inklbasyonla ise 26,5 Hz frekans farki elde edilmektedir ve

toplamda %63,77 oraninda sinyal azalmasi olusturmaktadir.

2mM FUM kapli yiizeyde 0,05 mg/ml anti FUM 8F4 ile 10 ppm FUM inkiibasyonunda
10,2 Hz frekans farki elde edilerek toplam %24,42 oraninda sinyal azalmasi
olusturmakta, ayni yizeyde 0,5 ppm inkiibasyonla 25,8 Hz frekans farki elde edildigi
icin %61,8 oraninda sinyal azalmasi olusturmaktadir. Ayni yiizeyde 0,1 mg/ml anti FUM
8F4 ile 10 ppm FUM inklibasyonunda 4,7 Hz frekans farki elde edilerek toplam %14,54
oraninda sinyal azalmasi olusturmaktadir. 0,5 ppm FUM inkiibasyonu ile 20,1 Hz
frekans farki ve %61,88 oraninda sinyalde azalma olusmaktadir. Yizde sinyal
azalmalarinda 20 kat FUM miktarinin artisina ragmen ayni oranda sensérde sinyal
azalmasi meydana gelmedigi icin 0,5-10 ppm FUM araliginda lineer bir bdlge elde

edilememektedir (Cizelge 4. 10).

Cizelge 4.10 1,75 mM ve 2 mM FUM immobilize ylzeylerde artan FUM inkiibasyonu ile
olusan frekans farklari ve sinyal azalma oranlari

immobilize FUM

Miktari (mM) 1,75 1,75 2 2

Anti FUM 8F4 0,1 0,05 0,05 0,1

(mg/ml)

inkiibe FUM AF | % Sinyal | AF | % Sinyal | AF | % Sinyal | AF | % Sinyal

miktari (ppm) (Hz) | Azalmasi | (Hz) | Azalmasi | (Hz) | Azalmasi | (Hz) | Azalmasi
0 40,7 100 41,55 100 41,8 100 32,32 100
0,5 27,9| 68,55 26,5 63,77 | 25,8 61,8 20,1 61,88
10 9,6 23,1 9,99 24,04 |10,2| 24,43 4,7 14,54
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Bu veriler Sekil 4. 27’daki kalibrasyon egrileri birlikte degerlendirildi. FUM
konsantrasyonuna bagl kalibrasyon egrisinin alt sinirlarinda daha az sensor algisi
oldugu icin frekans degisiminin fazla olmadigi sonucuna ulasildi. Yiiksek FUM
miktarinda doygunluk meydana geldigi icin anti FUM 8F4’Un baglanma miktari
azalmaktadir ve kalibrasyon egrisi dogrusalliktan uzaklasmaktadir. Kalibrasyon egrisinin
0-10 ppm arahginda hazirlanmasi regresyon katsayisini (R%) disirecegi icin bu aralikta

Olclimlerde dogruluk azalacak, sensogramlar giivenilirlik sinirindan c¢ikacaktir.

Kalibrasyon egrilerinde tim vylzeyler icin lineer bdlge 0-0,5 ppm FUM araliginda
kalmaktadir. 0-0,5 ppm FUM inkiibasyonu ile gerceklestirilen dlgimlerden elde edilen

frekans farklari ile hazirlanan kalibrasyon egrileri Sekil 4. 28’de sunulmaktadir.
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Sekil 4. 28 0-0,5 ppm FUM konsantrasyonlarinin inkiibasyonuyla olusan frekans
farklarindan elde edilen kalibrasyon egrileri. 1,75 mM FUM immobilize ylizeyde a) 0,1
mg/ml b) 0,05 mg/ml anti FUM 8F4 ve 2 mM FUM immobilize ylzeyde c) 0,05 mg/ml

d) 0,1 mg/ml anti FUM 8F4 ile hazirland..
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0-0,5 ppm FUM inkiibe sistemde dogrusal egim cizgisinin egimi ve korelasyon
katsayilari hesaplandi. 1,75 mM FUM immobilize yizeyde 0,1 mg/ml anti FUM 8F4
kullanilmasiyla 0,9243 R 0,05 mg/ml anti FUM 8F4 kullanilmasiyla 0,9017 R’ elde
edildi. Ayrica 2 mM FUM immobilize ylzeyde 0,05 mg/ml anti FUM 8F4 kullaniimasiyla
0,9946 R%, 0,1 mg/ml anti FUM 8F4 kullanilmasiyla 0,9099 R*degeri elde edildi. Evans’in
regresyon sayilar kilavuzu ve Pearson’nin korelasyon katsayilari ile givenirlilik Gzerine
gelistirdigi kuraminda, 0,9 degeri Uzerindeki regresyon sayilarina sahip egrilerde
bagintinin ¢ok kuvvetli oldugunu, bu sayinin 1 degerine yaklasmasi ile mutlak dogruya
ulasildigini bildirmektedir. 2 mM MUA ile SAM yapilmis olan ylizeylerde gergeklestirilen
4 farkh kombinasyonu uygulamanin hepsinde 0-0,5 ppm araliginda elde edilen
kalibrasyon egrilerinin hepsinde kuvvetli baginti mevcuttur. Regresyon katsayilarinin
birbirlerine yakindir ancak aralarinda 1 degerine en yakin olan 1,75 mM FUM

immobilize ylizeyde 0,1 mg/ml anti FUM 8F4 kullanilmasi ile elde edildi.

Kalibrasyon egrilerinden elde edilen denklemden yararlanarak en dustk limit degerleri
(LOD) hesaplandi. LOD hesaplamak igin “standart hata x sabit deger / egim” formuli
kullanildi (sabit deger 2). Cizelge 4. 11’de her bir deney kosulunda 6lglilen anti FUM
8F4 algilamalarinin  ortalama frekans farki ve hesaplanan standart hatalar
belirtiimektedir. Olciimler her bir kosulda ortalama 7 kez 2 farkli kristalde
gerceklestirildi. EgQim degerleri 0- 0,5 ppm FUM inkiibasyonu ile olusturulan kalibrasyon
egrilerinin denkleminden elde edildi. Kantitatif olcim sinir (Limit of Quantitative
Measurement, LOQ) degerinin hesaplanmasi icin ayni formilde sabit deger 6 olarak
kullanild.

Cizelge 4.11 1,75 mM ve 2 mM FUM immobilize yiizeyde 0,05 mg/ml ve 0,1 mg/ml
anti FUM 8F4 kullanilmasi ile elde edilen LOD ve LOQ degerleri

FOMiKan 8% BF(i) Swma  ggm ‘odsrn LoD oo
(mM) (mg/ml) (SD)
1,75 0,1 40,34 | 5,1945 17,68 0,9243 0,588 | 1,764
1,75 0,05 41,55 2,8823 31,683 0,9952 0,182 | 0,546
2 0,05 41,8 1,7320 31,735 0,9946 0,109 | 0,327
2 0,1 32,325 | 2,1312 24,555 0,9312 0,174 | 0,522
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2 mM MUA ile SAM olusturulmus olan ylizeyde 1,75 mM FUM ve 2 mM FUM
immobilize ylizeylerde gerceklestirilen kalibrasyon egrilerinden deteksiyon limiti en
hassas olan 2 mM FUM immobilize ylzeyde 0,05 mg/ml anti FUM 8F4’in kullaniimasi
ile elde edildi. Korelasyon katsayilari géz oniinde bulunduruldugunda, mutlak dogruya
en yakin degerler 1,75 mM ve 2 mM FUM immobilize yizeyde 0,05 mg/ml anti FUM
8F4 kullaniimasi ile elde edildi. Bu sonuglara gére FUM immuinosensori gelistirilmesi
calismalarinda kullanilan anti FUM 8F4 miktarinin 0,05 mg/ml kullaniimasi ile elde
edilen kalibrasyon egrilerinin glivenilirligi daha fazladir. Bu sonuglar degerlendirilerek,
immobilizasyon etkinligini arttirmaya yoénelik yapilan ¢alismalarda 0,05 mg/ml anti

FUM 8F4 kullanilmasinin daha uygun oldugu gorildi.

LOD degeri bir sensoriin hassasiyetinin en dnemli géstergesi olarak kabul edilmektedir.
Sensor en distk olarak LOD degerinde analit tanima kapasitesindedir. Ancak Analitin
miktarinin belirlenmesi icin LOQ degerlerinin de bilinmesi gereklidir. LOQ degeri altinda
analiti taniyamayan sensorlerde kalitatif analiz gerceklestiriliemez. Dolayisiyla bir
sensorin analiti taniyabilecegi miktarin saptanmasi igin sensériin mutlaka LOQ degeri

belirlenmis olmalidir.

Yapilan ¢alismada LOD degerleri arasinda fazla fark olmamasina ragmen analiz edilecek
FUM’nin kalibrasyon egrisinden miktar analizinin gergeklestiriimesinde secilecek
yontem icin LOQ degerinin de incelenmesi gerekmektedir. LOQ degerleri kalibrasyon
egrisinde icinde kalan tek sonu¢ 2 mM FUM immobilize ylizeyde anti FUM 8F4
miktarinin 0,05 mg/ml kullaniimasi ile elde edildi (0,327 ppm). Sonug olarak 2 mM
MUA ile SAM olusturulan ylizeyde FUM analizi icin kullanilabilir method olarak bu

yontem belirlendi.

SAM olusturan diger lineer ajanlarin kullaniimasi ile FUM immobilizasyon etkinlikleri
tekrar irdelendi. MUA ile SAM olusturuldugunda yapilan aminleme reaksiyonundan
reaksiyon veriminden gelebilecek hatalari ve bu hatalardan kaynakl hesaplanacak LOD
degerlerinin hassasiyetinin arttirilabilmesi icin alternatif  olarak 11-
Mercaptoundecanamide (MUD) kullanildi. Bir diger yandan hidroksi gruplarinin yizey
immobilizasyonunda etkilerini de gorebilmek icin 11-Mercapto-1-undecanol (MUO)
kullanild.
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4.3.5. immobilizasyon Etkinliklerinin Arttirlmasinda Alternatif Lineer Molekiiller ile

SAM Olusturulmasi

Analit immobilizasyonunda SAM olusturmak igin kullanilan MUA ajaninin
modifikasyonunda EDA kullanilmaktadir. Ancak, FUM immobilizasyonu bu

modifikasyon basamaginin veriminden etkilenmektedir.

inkiibasyon ile gerceklestirildigi icin modifikasyonda gerceklestirilen aminasyon yiizeyin
her bolgesinde esit olmama riski tasimaktadir. Cinkii MUA ile SAM olusurken uzun
alkan zincirleri arasinda Van Der Waals etkilesimleri meydana gelerek kristal yapiya
benzer bir yapi olustururlar. Bu sirada polar u¢ gruplar (-COOH) arasinda da dipol
etkilesimler meydana gelmektedir. Ancak bu yapinin modifikasyon sirasinda
etkilesimlerinin bozulmamasi ve modifikasyon veriminin ylksek olmasi gerekmektedir.
Tez calismasi kapsaminda altin  yilzeylerde SAM olusturmak icin 11-
Mercaptoundecanamide (MUD) kullaniimasiyla SAM vyapinin amin gruplar ihtiva
etmesi saglandi. MUD sahip oldugu amin gruplarinda azot ve hidrojen arasindaki
elektronegativite farkindan (3,0 — 2,1 = 0,9) dolay! polar kisimlardir ve SAM olusturma

egilimi gosterirler.

MUA ile SAM olusturulmasinda kristaller arasi tutarsizliklar yasanabilmektedir. MUD
kullanilmasi ile modifikasyon basamaginin azaltilmasi saglanarak tutarsizliklarin
azaltilmasi lzerine calismalar tez kapsaminda yapildi. Boylece olciimlerde standart
hata ve standart sapmalar azaltilarak, sensér hassasiyetinin arttirilmasi {zerine

calismalar yapildi.

Bir diger yandan sensor ylzeyinde MUA ile sam olusturuldugunda aktif amin ve
karboksil gruplarinin kapatilmasi igin kimyasal bloklama islemleri yapiimaktadir. Ancak
bu kimyasal bloklama islemi analit kaplama protokolini uzakmaktadir. 11-
Mercaptoundecanol (MUO) kullanilmasiyla ylizeyde hidroksi (-OH) gruplari olusturuldu
ve bloklama islemlerine gerek olmadan immobilizasyonlarin gergeklestirildi. Bu
kapsamda gerceklestirilien MUA ve MUO ile sam olusturulmasinda MUA ile yliksek
etkinligin elde edildigi 2 mM kaplamalarin kullanilmasina devam edildi. Daha sonra

EDC: NHS (4:1) oraninda aktivator kullanilarak FUM immobilizasyonunda optimizasyon
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galismasi yapildi. 2 mM SAM olusturulmus olan kristal ylzeylerinde 1 mM, 2 mM ve 3
mM FUM immobilizasyonlari MUA ve MUD igin gergeklestirildi. Algilayicinin 0,05
mg/ml anti FUM 8F4 kullanilarak frekans farklari belirlendi ve bdylece FUM kaplama

kosullari optimize edildi.

4.3.5.1. MUD ve MUO ile SAM Yiizeyde FUM Kaplama Optimizasyonu

2 mM MUD ve 2 mM MUO kullanilarak elde edilmis SAM yiizeylerde immobilize
edilecek FUM miktarinin tayini icin optimizasyon islemi yapildi. Bu amacla ylizeyde
1mM, 2mM ve 3 mM FUM immobilizasyonlari yapildi. immobilizasyon sonrasi 0,05
mg/ml anti FUM 8F4 uygulamasi 2 ser kristalde 5’er tekrarlandi. Elde edilmis olan

frekans farklarinin degisimi bir arada Sekil 4. 29’'de grafikte sunulmaktadir.

40 37,55

M 11-Mercaptoundecanamide

M 11-mercaptoundecanol

22,2375

Frekans Degisimi (AF,Hz)

ImM 2mM 3mM
Fum B1 Konsantrasyonu

Sekil 4. 29 MUD ve MUO ile SAM olusturulmus yiizeylerde FUM kaplama
optimizasyonu
Optimizasyonda 1 mM , 2 mM ve 3 mM FUM immobilize ylizeylere esit sartlarda ve
0,05 mg/ml konsantrasyonda antikor uygulamasi yapildi. MUD ile SAM olusturulmus
yuzeyde elde edilen ortalama frekans farklari en fazla 2mM FUM (AF 37,55 Hz)
kaplama ile elde edildi. Benzer sekilde MUO ile SAM olusturulmus olan yiizeyde de en
fazla ortalama frekans farklari en fazla 2mM FUM (AF 33,13 Hz) kaplama ile elde edildi.
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Elde edilen frekans farklari, 6lgimler arasi standart hata ve standart sapmalar Cizelge

4. 12’de sunulmaktadir.

Cizelge 4. 12 MUD ve MUO ile SAM olusturulmus kristallerde FUM kaplama
optimizasyonuna ait frekans farklari

FUM Kaplama Frekans Farki

SAM Ajani Miktar! (mM) (AF,Hz) Standart Sapma Standart Hata
1 15,84 1,763992 0,55782
MUD 2 37,55 1,023998 0,36204
3 17,91 2,656495 0,93921
1 9,51 1,285485 0,37109
MUO 2 33,13 1,276994 0,57352
3 22,1 2,603843 0,82341

Sonuglar, elde edilen frekans farklarinin buyuklGgl, oOlgimler arasi tutarlik ve
tekrarlanabilirlik acisindan degerlendirildi, Standart hatanin az olmasi kristal ici ve
kristaller arasi Ol¢iimlerde tutarligin daha yiliksek oldugunun bir goéstergesidir.
Dolayislyla standart hatalarin az olmasindan dolayi MUD ve MUO ile SAM olusturulmus
olan yuzeylerde 2 mM anti FUM 8F4 ile kaplama yapilarak yarisiml sistemlerde
kullanildi. Ayni zamanda standart sapma degeri kalibrasyon egrilerinden sistemin LOD
degerinin hesaplanmasinda kullanilacak 6nemli bir veridir. Bir kristalde yapilan
Olcimler arasi standart sapmanin disik olmasi tutarlihgin yiksek oldugunu

gostermekte ayni zamanda hassasiyetin dnemli bir unsuru olmaktadir.

Hem MUD hem de MUO ile SAM yapilmis olan ylizeylerde tekrarlar arasi tutarhgin 2
mM FUM kaplanmis ylizeyde 6l¢climlerin daha az sapma ile gerceklestigi goriildii, FUM
algilanmasina yonelik cizilecek kalibrasyon egrileri icin yliksek frekans farki ve yiksek
tutarlilikta olglimler yapilabildigi icin 2 mM FUM immobilize vylzeyler her iki

immobilizasyon yonteminde de tercih edildi.

QCM ile FUM dedeksiyonuna yonelik imminosensorlerde farkli immobilizasyon
teknikleri icin de inhibisyona dayali kompetitif sistem dizayn edildi. Sensériin en 6nemli
Olclim parametresi olan LOD degerlerinin immobilizasyon tekniklerinin degistirilmesi ile
daha hassas degerlerde elde edilmesi amaclandi. Sonuglarin karsilastirmali olarak

degerlendirilebilmesi icin inhibisyon testlerinde 0,05 mg/ml anti FUM 8F4
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konsantrasyonda biyolojik algilayici 250 pl icinde 50 pl/dk akis hizi ile uygulandi.
Boylece immobilizasyon yonteminde SAM ajani olarak MUD ve MUO kullanilmasi ile
elde edilen kalibrasyon egrilerinin regresyon sayilari ve frekans farklari arasi
korelasyonlar degerlendirildi. MUD ile SAM vyapilmis ylzeyde 2 mM FUM
immobilizasyonun ardindan biyolojik algilayici olan 0,05 mg/ml anti FUM 8F4 mAb’nin
toplam 5 kez uygulanmasi ile 37,55 Hz frekans farki elde edildi. MUO ile SAM yapilmis
ylizeyde ise ayni sartlarda yapilan oOlglimlerin ortalamasi 33,18 Hz olarak hesaplandi.
Her iki ylzey kaplamasi icin de 0,05 mg/ml konsantrasyondaki anti FUM 8F4 mAb
icinde 0,1 ppm, 0,25 ppm, 0,5 ppm, 1 ppm, 5 ppm ve 10 ppm FUM 6n muamele
edilerek sensor vylizeyine uygulandi. Elde edilen frekans farki azalmalarindan
kalibrasyon egrileri elde edildi. Cihaz tepkilerinin verileri Sekil 4. 30’da sunulmaktadir.
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Sekil 4. 30 A) MUA ve B) MUD ile SAM yapilmis ylzeylerde; artan FUM
konsantrasyonlarina bagli sensor cevaplari

Olclimler arasi uygulanan rejenerasyon metodu olarak; HPLC grade distile su 3 dakika
stresince ve ardindan 0,1 M Glisin tamponu (pH 2,7) 0,5 ml/dk akis hizinda 1 dakika
siresince uygulandi. Tampon degisimleri arasinda kristallesmeleri engellemek icin 1 ml
d,H,0 uygulamasi yapildi. Bu metod ile kristalin 26 kez kullanilabildigi hesaplandi.
Sensor cevaplarindan elde edilen frekans farklari ortalamasi ile FUM konsantrasyonlari

arasinda kalibrasyon egrileri hazirlandi.
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Sekil 4. 31 A) MUD, B) MUOQ ile SAM olusurulmus yizeylerde 0-10 ppm araliginda FUM
inklibasyonu ile hazirlanan kalibrasyon egrileri

MUD ile SAM yapilmis olan yiizeyde 10 ppm FUM inkiibasyonuyla 4,9 Hz frekans farki
elde edilerek toplam %13,07 oraninda sinyal azalmasi olusturmaktadir. Ayni ylizeyde
0,5 ppm inkibasyonla ise 21,4 Hz frekans farki elde edilmektedir ve toplamda %57,07
oraninda sinyal azalmasi olusturmaktadir. MUA ile SAM yapilmis olan ylizeyde ise 10
ppm FUM inkiibasyonuyla 9,5 Hz frekans farki elde edilerek toplam %25,3 oraninda
sinyal azalmasi olusturmaktadir. Ayni ylzeyde 0,5 ppm inkibasyonla ise 23,5 Hz
frekans farki elde edilerek toplam % 62,7 oraninda sinyal azalmasi olusturmaktadir. iki
SAM ajani kiyaslandiginda MUD ile olusturulan ylizeyde elde edilen frekans farklari

daha yiksektir.

Cizelge 4. 13 MUD ve MUO ile SAM olusturulmus yizeylerde artan FUM inkibasyonu
ile olusan frekans farklari ve sinyal azalma oranlari

MUD MUO
FUM miktari % Sinyal % Sinyal
(ppm) AF (Hz) Azalmasi AF (Hz) Azalmasi
0 37,95 100 33,8 100
0,5 21,4 57,07 23,5 62,7
10 4,9 13,07 9,5 25,3
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Cizelge 4. 13’e gére FUM konsantrasyonuna bagli kalibrasyon egrisinin alt sinirlarinda
daha az sensor algisi oldugu icin frekans farklarinin degisimi az olmaktadir. 0,5
ppm’den daha yiksek FUM miktarinda yavas yavas doygunluk meydana gelmektedir.
Bu sebeple anti FUM 8F4’Un baglanma miktari azalmakta ve kalibrasyon egrisi
dogrusalliktan uzaklagsmaktadir. Dogrusalliktan uzaklagsma sonucu grafigi bu aralkta
regresyon katsayisini (R dislrecegi icin 6l¢cimlerde dogruluk azalacak, sensogramlar
glvenilirlik sinirindan ¢ikacaktir. Kalibrasyon egrilerinde tim yuzeyler icin lineer bolge
MUA ile SAM olusturuldugundaki gibi 0-0,5 ppm FUM araliginda kalmaktadir. 0-0,5
ppm FUM inkibasyonu ile gergeklestirilen 6lglimlerden elde edilen frekans farklari ile

hazirlanan kalibrasyon egrileri Sekil 4. 32’de sunulmaktadir.
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Sekil 4. 32 A) MUD ve B) MUO ile SAM olusurulmus ylizeylerde 0-10 ppm araliginda
FUM inkibasyonu ile hazirlanan kalibrasyon egrileri

0-0,5 ppm FUM inkibe sistemde dogrusal denklemden egim ve korelasyon katsayilari
hesaplandi. MUD ile SAM hazirlanan yizeyde 0,9429 R%, MUO ile SAM hazirlanan
ylizeyde 0,863 R? elde edildi. Evans’in regresyon saylilari ve korelasyonlar hakkindaki
kilavuzuna gore, 0,9429 degeri ile MUD ile SAM yapilan yizeydeki 6lcimler arasinda
bagintinin ¢ok kuvvetli oldugu ve mutlak dogruya yakin kalibrasyon egrisi elde
edilebildigi soylenebilmektedir. Ancak MUO ile SAM yapilmis olan ylizeyede regresyon
katsayisi 0,9’un altina dismektedir. Evans’in kilavuzu, 0,9’un altindaki regresyon
degerini 0,7'ye kadar “kuvvetli bagintili” olarak tanimlasa da biyosensorlerde

glvenilirlik agisindan yeterli aralikta kabul edilememektedir.
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Kalibrasyon egrilerinden elde edilen denklem vasitasiyla LOD ve LOQ degerleri MUD ve
MUO ile SAM yapilmis ylzeyler icin hesaplandi. LOD ve LOQ degerlerini hesaplamak
icin “standart hata x sabit deger / egim” formull kullanildi. Sabit degerler giiriiltiiden
kaynakli hata paylarini minimalize etmek i¢cin LOD degerini hesaplarken 2, LOQ degerini
hesaplarken 6 olarak kullanildi. Cizelge 4. 14’de her bir deney kosulunda 6lglilen anti
FUM 8F4 algilamalarinin ortalama frekans farki ve hesaplanan standart hatalar
belirtiimektedir. Olglimler her bir kosulda ortalama 5 kez 2 farkh kristalde
gerceklestirildi. Egim degerleri 0- 0,5 ppm FUM inkiibasyonu ile olusturulan kalibrasyon

egrilerinin denkleminden elde edildi.

Cizelge 4. 14 MUD ve MUO ile SAM olusturulmus olan ylizeylerde hesaplanan LOD ve
LOQ degerleri (0-0,5 ppm araliginda FUM inkiibasyonu)

Standart » Korelasyon ~ LOD LOQ

SAM Ajani AF (Hz) Sapma (SD) B Katsayis (ppm)  (PPM)

MUD 37,95 | 1,023998 | 30,63 0,9429 0,0669 | 0,2007

MUO 33,8 1,276994 | 19,3 0,863 0,1323 | 0,3969

MUD ve MUO ile SAM yapilmis ylizeylerde FUM kaplamasi sonrasinda gerceklestirilen
FUM dedeksiyonlarinda elde edilen frekans farklarindan yararlanilarak kalibrasyon
egrileri gizildi. Bu kalibrasyon egrileri vasitasiyla hesaplanan LOD degerleri MUD ile
SAM yapilmis ylizeyde 0,132 ppm elde edilirken MUO ile SAM yapilmis olan ylizeyde
0,067 ppm elde edildi. Bu degerlere gore MUD ile SAM olusturuldugunda daha hassas
bir dedeksiyon limitine ulagildi. Her iki yizey kiyaslandiginda MUD ile SAM yapilan
ylzey ile elde edilen kalibrasyon egrilerinin givenilirligi daha fazladir. Ayni sartlarin
kullanildigi MUA ile SAM yapilan ylzey ile karsilastirilidiginda ise MUA ile SAM yapilan
ylizeyde LOD degeri 0,109 ppm elde edilmisti. 3 farkli SAM ajani arasinda da MUD ile

SAM olusturularak en hassas deteksiyon limitine ulasildigi goralda.

FUM miktarinin gelistirilen immiinosensorde kalitatif olarak saptanmasinda énemli bir

dedeksiyon limiti olan LOQ degerleri de MUD ve MUO ile SAM yapilmis ylzeylerde

daha hassas olan deger (0,201 ppm) MUD ile SAM olusturulan yizeyde elde edildi.
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Yapilan galismalarda MUO ile SAM olusturulmasindan kazanilan fayda ise islemler

sirasinda FBS bloklamaya ihtiyacin ortadan kalkmasi yoniinde oldu.
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Sekil 4. 33 MUA, MUD ve MUO ile SAM yapilan yiizeylerde anti FUM 8F4 ve %5 FBS
bloklamasi ile elde edilen frekans farklari

MUA ile SAM vyapilan ylizeyde olglimlerden 6nce yapilan FBS bloklama ile alinan
sonuclarin frekans farki ortalamasi 89,4 Hz oldu. MUD ile yapilan SAM ylizeyde ise
bloklama sinyalleri ortalamasi 79,43 Hz olarak hesaplandi. Ancak MUOQO ile SAM
yapildiginda FBS bloklamasinda frekans farklari 33,65 Hz olarak hesaplandi ve bu
sonuclara goére MUOQO ile SAM yapilan yizeylerde bloklama islemine gerek duyulmadigi
sonucuna ulasildi (Sekil 4. 33). Bu sonuglara gore FBS bloklama yapilmadan MUO
ylzeyde olclimler tekrarlandi ve frekans farklarinda herhangi bir sapma olmadig
gorildi. Ancak MUD ve MUA ile yapilan dlgcimlerde FBS uygulamasi yapilmadiginda

anti FUM 8F4 uygulamasinda spesifik olmayan baglanmalarin yasandigi gézlemlendi.

MUO ile SAM olusturulan ylzeylerden elde edilen veriler dendron ¢alismalari ign de
onemli kazanimlar sagladi. Hidroksi gruplarinin aktivasyonunda izlenecek protokol
MUO ile SAM olusturma sirasinda belirlendi. Dendronlarin kullanilmasi icin karbonil

diimidazol (CDI) aktivasyonlari igin de 6nemli kazanimlar saglandi.
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Elde edilen veriler degerlendirildiginde, lineer SAM ajanlari ve dendronlarin ortak
kullanilmasiyla gergeklestirilen 2 katli SAM sistemlerinde lineer ajan olarak MUD

kullanilmasinin daha hassas deteksiyon limitlerinin elde edilecegi sonucuna ulasildi.

4.3.6. FUM immiinosensorii Gelistiriimesinde immobilizasyon Etkinliklerinin

Dendronlar ile Arttirilmasi

Yizeyde kullanilan dendrimer veya dendron baglayici sistemlerin yiksek
immobilizasyon etkinligine ve tekrarlanan rejenerasyon dongiileri sirasinda kayda
deger yiksek stabiliteye yol actigi bilinmektedir. Kimyasal olarak hazirlanmis
dendrimerler veya dendronlar kullanilarak altin filmler {izerinde proteinlerin ve
DNA'nin ¢ok adimli immobilizasyonu saglanarak protein baglama kapasitesinin

arttirildig1 da bilinmektedir.

Dendronlar ve dendrimerler kendilerine has geometrileri, stabiliteleri ve yliksek ylizey
islevsellikleri sayesinde immobilize molekiillerin yogunlugu, molekiller arasi bosluklar
ve genel reseptor tabakasinin kalinhigi (izerinde daha iyi kontrol saglamaktadir. Tez
¢alismasinda, dendron ylizey tabakalari olusturarak yuzeyin zenginlestiriimesi lizerine
calismalar gelistirildi. Kullanilan dendronlarin dendrimerlere gére avantaji, yapisinda
bulunan tiyol (-SH) grubu sayesinde altin yilzeyde kuvvetli baglanma yapmasidir.
Boylece immobilizasyon etkinlikleri degerlendirilerek verimli ve oldukc¢a hassas FUM
dedeksiyonu yapabilen QCM imminosensori gelistirildi. Tez calismasinda lineer
molekillerde elde edilen Olglim hassasiyetlerinin gelistirilebilmesi icin ylzeyde

immobilizasyonlar igin dendron yapilar kullanildi.

Bu amacla, Polyester-8-hidroksi-1-asetilen bis-MPA dendron (3, jenerasyon dendron
(G3 DND)), Polyester-16-hidroksi-1-asetilen bis-MPA dendron (4, jenerasyon dendron
(G4 DND)), Polyester-32-hidroksi-1-asetilen bis-MPA dendron (5, jenerasyon dendron
(G5 DND)) ile QCM altin yilizeyde kendiliginden olusan tabakalar hazirlandi. Daha sonra
FUM immobilizasyonunda optimizasyonlar gerceklestirildi. Belirlenen
konsantrasyondaki FUM  immobilizasyonlari  sonrasinda FUM inhibisyonlu
immunoassay ile algilama yapildi. Boylece G3 DND, G4 DND ve G5 DND dendronlarinin

sensor ylzeylerinin antikor baglama kapasiteleri belirlendi. Dendronlarin kullanimi ile
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ylizey immobilizasyonunda standardizasyonun artisi, 6lglimler arasi tutarlik ve kristaller

arasi 6l¢im tutarhgi standart hata ve standart sapma degerleri kullanilarak irdelendi.

4.3.6.1. Dendronlar ile SAM Yapilmis Yiizeyde FUM Kaplama Optimizasyonu

2 mM MUA kullanilarak elde edilmis SAM ylizeyde immobilize edilecek FUM miktarinin
tayini igin optimizasyon yapildi. Bu amagla yizeyde 1mM, 1,75mM, 2mM, 2,75 mM ve
3,5 mM FUM immobilizasyonlari yapildi. Sonuglar, elde edilen frekans farklarinin
blydkligu, olcimler arasi tutarlik ve tekrarlanabilirlik acisindan degerlendirildi. Tim
Olclimler 2’ser kristalde ve 5’er kez tekrarlandi. Elde edilen frekans farklari Sekil 4.
34’de gosterilmektedir. Optimizasyonda artan miktarlarda FUM immobilize ylizeylere
esit sartlarda ve miktarda antikor uygulamasi yapildi. Saf anti FUM 8F4 (mAb) 0,1

mg/ml konsantrasyonda kullanildi.
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FUM Konsantrasyonlari

Sekil 4. 34 Dendron ylizeylerde FUM kaplama optimizasyonuna ait ortalama frekans
farklari
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Cizelge 4. 15 Dendron ylizeylerde FUM kaplama miktarina bagh olgllen frekans farklari

DENDRONLAR Standart Hata
FUM
Kaplama G3DND | GADND | G5DND | G3 DND G4 DND G5 DND
Miktari(mM)

1 8,90 9,50 13,50 0,556 1,784 1,095
1,75 26,59 22,30 36,03 1,618 2,402 1,977

2 40,07 48,06 55,65 0,968 0,750 0,690
2,75 33,70 37,62 26,35 1,539 1,193 2,052
3,5 15,25 12,50 12,30 2,220 1,871 3,051

Elde edilen frekans farklari Cizelge 4. 15’da gorildigi Gzere en yiiksek degerde 2 mM
FUM immobilizasyonu ile saglanmaktadir (G3 DND ile 40,07Hz, G4 DND ile 48,06Hz, G5
DND ile 55,65Hz). Olgiimler arasi tutarlilik, dendronlar ile immobilizasyonda (2 mM
FUM kaplamasiyla) daha az hata ile gerceklesmektedir (SE: 0,568, 0,250, 0,069).
Dendron kaplanmis ylizeylerde FUM algilanmasi ¢alismalarinda, bu sayede immobilize

edilmesi gereken FUM miktari 2 mM olarak belirlendi.

4.3.6.2. Dendronlarile SAM Yapilmis Yiizeyde FUM Algilanmasi

QCM ile FUM dedeksiyonunda immobilizasyon etkinliginin arttirilmasi calismasinda G3
DND, G4 DND ve G5 DND kullanildi. Her bir ylizeyde FUM immobilizasyonu igin
optimize edilmis olan 2 mM konsantrasyon kullanildi. FUM deteksiyon igin yine

inhibisyona dayali kompetitif immiinosensorler sistemi gelistirildi.

Dendronlarin FUM deteksiyonunda tercih edilme nedeni, cok dalli ve genis ylizey
alanina sahip makromolekiiler vyapilarin uzaysal farkli konumlarda FUM
immobilizasyonuna olanak saglamasidir. Bu sayede FUM molekiilliine biyolojik algilayici
(anti FUM 8F4) intramolekiler sterik engelleme olmadan baglanabilecek ve daha fazla

frekans farki elde edilecektir.

G3 DND, G4 DND ve G5 DND ile SAM yapilmis yiizeyde 2 mM FUM immobilize
edildikten sonra algilayici olarak 0,05 mg/ml konsantrasyonda anti FUM 8F4 mAb
kullanildi. 2’ser kristalde yapilan 6lcimler ara tekrarlar ile birlikte 5 kez tekrarlandi.

0,05 mg/ml anti FUM 8F4 mAb kullaniimasi ile G3 DND yizeyde 41,0375 Hz, G4 DND
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ylizeyde 46,89Hz ve G5 DND ylizeyde 55,85Hz frekans farklari ortalamasi elde edildi.
Daha sonra ayni miktar anti FUM 8F4 ile 0,1 ppm, 0,25 ppm, 0,5 ppm, 1 ppm, 5 ppm ve
10 ppm serbest FUM 6n muamele edilerek sensor ylizeyine uygulandi. Elde edilen
frekans farki azalmalarindan kalibrasyon egrileri elde edildi. Cihaz tepkilerinin verileri

Sekil 4. 35’de sunulmaktadir.
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Sekil 4. 35 A) G3 DND, B) G4 DND ve C) G5 DND ile SAM yapilmis ytizeyde 0,05 mg/ml
anti FUM 8F4 ile FUM konsantrasyonlarinin miktarina bagli sensor cevaplari

Kalibrasyon egrileri Sekil 4. 35'de ki sensor cevaplarinda elde edilen frekans
farklarindan vyararlanilarak elde edildi. Bu amagla, 0-10 ppm araliginda FUM

inkibasyonu ile yapilan bu deneyler 2‘ser kristalde 2 defa tekrarlanarak frekans farki
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degisimleri ile kalibrasyon egrileri hazirlandi. Elde edilen sonuglar Sekil 4. 36’te

mevcuttur.
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Sekil 4. 36 A) G3 DND, B) G4 DND ve c) G5 DND ile SAM yapilmis ylizeyde anti FUM
8F4’lin 0-10 ppm araliginda FUM inkibasyonu ile elde edilen frekans farklari ile
hazirlanan kalibrasyon egrileri

2 mM FUM immobilize edilmis dendron yapil ylzeylerde 0,05 mg/ml anti FUM 8F4 ile
FUM inklibasyonunda FUM konsantrasyonu arttikca elde edilen frekans farklar
ortalamasi azalmaktadir. Ancak bu azalma oranlari dendron yapiya immobilize edilen

FUM miktari ve FUM’e baglanan antikor miktari ile orantii olarak degisiklik
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gostermektedir. G3 DND ylzeyde Sekil 4. 36-A’da anti FUM 8F4 ile 10 ppm FUM
inkiibasyonu yapildiginda ortalama 2,95 Hz frekans farki elde edildi ve bu sinyal
azalmasinda % 7,16 farka neden olmaktadir. 0,5 ppm FUM ile inkiibasyonda ise 15,95
Hz frekans farki elde edilmekte, % 38,71 sinyalde azalmaya neden olmaktadir. G4 DND
ve G5 DND ile elde edilen frekans farklarina dayali sinyal azalmasi oranlari asagidaki

tabloda sunulmaktadir (Cizelge 4. 16).

Cizelge 4. 16 G3 DND,G4 DND ve G5 DND ile SAM yapilmis ylizeyde inkilibe edilen FUM
konsantrasyonlarinin miktarina bagli frekans farklari ve sinyal azalma oranlari

G3 DND G4 DND G4 DND
nlﬁTli(tL;kr)le (FpUpl\r/In) AF % sinyal AF %sinyal AF %sinyal
0 41,04 100 46,89 100 55,85 100
0,1 28,75 | 69,78 29,50 62,92 29,00 | 52,62
0,25 19,65 | 47,69 22,50 47,99 20,00 | 36,29
0,5 15,95 | 38,71 15,00 31,99 8,25 14,97
1 11,00 | 26,70 12,70 27,09 6,50 11,79
5 8,70 21,12 7,05 15,04 4,00 7,26
10 2,95 7,16 3,50 7,46 1,00 1,81

FUM konsantrasyonuna bagh kalibrasyon egrisinin yliksek FUM konsantrasyonlarinda
daha az sensor algisi oldugu icin frekans degisiminin fazla olmadigi sonucuna ulasildi.
Yiksek FUM miktarinda doygunluk meydana geldigi icin anti FUM 8F4’lUn baglanma
miktari azalmaktadir ve kalibrasyon egrisi dogrusalliktan uzaklasmaktadir. Kalibrasyon
egrisinin 0-10 ppm araliginda hazirlanmasi regresyon katsayisini ylkseltecegi icin bu
aralikta 6lcimlerde dogruluk azalarak glvenilirlik sinirindan ¢ikmaktadir. Bu sebeple
kalibrasyon aralgi lineer bolgenin elde edildigi 0-0,5 ppm FUM konsantrasyon
araliginda hazirlandi (Sekil 4. 37).
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Sekil 4. 37 A) G3 DND, B) G4 DND ve c) G5 DND ile SAM yapilmis ylizeyde anti FUM
8F4’lin 0-0,5 ppm araliginda FUM inkiibasyonu ile elde edilen frekans farklari ile
hazirlanan kalibrasyon egrileri

Sensoriin FUM algilama hassasiyetinin belirlenmesi igin LOD degerleri hesaplandi. LOD
degerlerinin hesaplanmasinda kalibrasyon egrilerinden elde edilen denklemden
yararlanildi. LOD hesaplamak icin formil olarak “standart hata x sabit deger / egim”
kullanildi (sabit deger 2). Cizelge 4. 17'de her bir deney kosulunda 6lclilen anti FUM
8F4 algilamalarinin  ortalama frekans farki ve hesaplanan standart hatalar
belirtiimektedir. Olciimler her bir kosulda ortalama 5 kez 2 farkli kristalde

gerceklestirildi. Egim degerleri 0- 0,5 ppm FUM inkiibasyonu ile olusturulan kalibrasyon
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egrilerinin denkleminden elde edildi. Kantitatif olcim sinir (Limit of Quantitative
Measurement, LOQ) degerinin hesaplanmasi i¢in ayni formilde sabit deger 6 olarak

kullanildi.

Cizelge 4. 17 G3 DND, G4 DND ve G5 DND ile SAM olusturulmus olan yuzeylerde
hesaplanan LOD ve LOQ degerleri

0-0,5 ppm FUM
Standant .. Korelasyon LOD LOQ
AF (Hz) | Sapma Egim
(D) Katsayisi (ppm) (ppm)

G3 DND | 41,04 | 1,961465 | 46,748 | 10,8278 0,0849 0,2517

G4 DND | 46,89 | 1,779995 | 57,275 | 10,8351 0,0622 0,1865
G5 DND | 55,85 | 1,929471 | 84,643 | 10,8261 0,0456 0,1368

Kalibrasyon egrileri vasitasiyla hesaplanan LOD degerleri her 3 dendron ile SAM
yapilmis yizeyde de hesaplandi. G3 DND ile SAM olusturulmus olan ylizeyde 0,0849
ppm degerinde LOD, G4 DND ile SAM olusturulmus olan ylizeyde 0,0622 ppm ve G5
DND ile SAM olusturulmus olan ylizeyde ise 0,0456 ppm degerinde LOD degerleri

hesaplandi.

3 farkli dendron yapi ile SAM olusturulan ylizeyler arasinda en diisiik LOD degerleri G4
DND ve G5 DND ile elde edildi. LOQ degerleri agisindan tim dendronik ylzeyler
imminosensoriin 6lgim yapacagi FUM miktarinin kalitatif olarak tespitine olanak

saglamaktadir.

0-0,5 ppm FUM inkiibe sistemde dogrusal egim c¢izgisinin egimi ve korelasyon
katsayilari hesaplandi. G3 DND ile SAM olusturulan yizeyde 0,8278 R® degeri elde
edildi. Regresyon katsayisi G4 DND kullaniimasi ile 0,8351, G4 DND kullanilmasi ile
0,8261 degerinde elde edildi. Elde edilen regresyon katsayilari 0,7’'nin Ustiinde oldugu
icin “kuvvetli bagintil” olarak kabul edilmektedir. Ancak 1 degerinden uzaklasilan
degerlerde korelasyon katsayilari mutlak dogru olarak kabul edilememektedir.
Biyosensorlerde genel olarak glivenilirlik sinirlari agisindan ¢ok kuvvetli bagintilarin

oldugu korelasyon katsayilari tercih edilmektedir.

Bir onceki boélimde lineer ajanlardan yararlanilarak olusturulan SAM vylzeylerin

kullanilmasi ile daha yliksek regresyon katsayisi elde edilmisti. Ancak yiizeye dogrudan
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dendronlarin kullanilmasi ile elde edilen regresyon katsayilarinin azaldigi gorilda,
Dendronlarin kullaniimasi ile elde edilen hassasiyetin daha yiksek glven sinirlari

icerinde Olgim yapabilmesi igin farkli immobilizasyon teknikleri uygulandi.

4.3.7. immobilizasyon Etkinliklerinin Arttirlimasinda Lineer ve Dendron Yapilarin Bir

Arada Kullanimi

immobilizasyon etkinliginin arttirilmasi calismasi kapsaminda dendronlarin kullaniimasi
ile ylksek hassasiyette FUM algilayabilen imminosensor yizeyleri gelistirildi. Ancak
elde edilen kalibrasyon egrilerinin regresyon katsayilari kuvvetli bagintili olmadigi igin

dogrulugun arttiriimasi yoniinde iyilestirilmeler yapilmasi gereklidir.

Dendronlarin kullaniimasi ile elde edilen 6lgim hassasiyetinden faydalanmak igin
sensor kristallerinin altin ylzeyine ilk olarak lineer ajanlar ile SAM olusturuldu.
Kullanilan lineer ajanlardan (MUA, MUD ve MUQ) hangisinin kullanilacagina karar
verilirken FUM algilama hassasiyetleri (LOD degerleri), kalibrasyon egrilerinin
regresyon katsayilari ve kristaller arasi olcim tutarhiliklari degerlendirildi. Bu agidan
MUD ve MUA ajanlarinin kullaniminin uygun olabilecegi gorildi. MUA ile SAM
olusturulmus olan ylizeyde 2 mM FUM immobilizasyonu sonrasi 0,05 mg/ml anti FUM
8F4 kullanilmasi ile 0,109 ppm degerinde LOD degeri elde edilmisti (Cizelge 4. 11).
MUD ile SAM olusturulmus olan ylizeyde ise ayni konsantrasyonda FUM
immobilizasyonu ve anti FUM 8F4 kullanilmasi ile 0,0669 ppm degerinde LOD degeri
elde edilmisti (Cizelge 4. 14). MUD ile SAM olusturulan ylizeyde standart sapma
degerinin (1,023998) MUA ile SAM olusturulan yizeyden daha disiik degerde
(1,732009) olmasindan dolayi kristaller arasi ve kristal i¢ci 6lcim degerleri daha
tutarlidir. Bu sebepler ile MUD ile SAM olusturulmus olan ylizey lGizerine dendronlar ile

ikinci katmanlar hazirlandi.

Dendronlarin kullaniimasi ile elde edilen LOD degerleri incelendiginde G3 DND
kullanilmasi ile 0,0849 ppm degerinde FUM deteksiyon limiti, G4 DND kullanilmasi ile
0,0622 ppm degerinde FUM deteksiyon limiti, incelendiginde G5 DND kullaniimasi ile
0,0456 ppm degerinde FUM deteksiyon limiti elde edildigi icin her li¢ dendron yapinin

da kullanilmasina karar verildi.
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Bunun igin 6ncelikle 2 mM MUD ile ylizeyde SAM tabaka hazirlandi, Daha sonra G3
DND, G4 DND ve G5 DND ile dendronik SAM tabakalari hazirlandi. iki katmanli SAM
yluzeyde FUM immobilizasyon etkinliginin belirlenmesi igin miktar optimizasyonu
yapildi. Ardindan belirlenen en yiksek frekans farklarina gore segilen ylizeylerde FUM

deteksiyonuna yonelik inhibisyona dayali sensor sistemleri gelistirildi.

4.3.7.1. MUD ve Dendronlarin Birlikte Kullanimi ile SAM Yapilmis Yiizeyde FUM

Kaplama Optimizasyonu

2 mM MUA kullanilarak elde edilmis SAM ylizeyin lzerinde 2 mM G3 DND, 2mM G4
DND ve 2 mM G5 DND kullanilarak ikincil SAM yapilar hazirlandi. immobilize edilecek
FUM miktarinin tayini igin optimizasyonlar bu iki katmanl SAM’ler lizerinde yapildi. Bu
amacla ylzeyde 1,75mM, 2mM, 2,75 mM ve 3,75 mM FUM immobilizasyonlari yapildi.

Elde edilen frekans farklari Sekil 4. 38’de gosterilmektedir.
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Sekil 4. 38 MUD lineer SAM Uzerinde olusturulan G3 DND, G4 DND ve G5 DND
dendronik SAM ylizeylerde FUM kaplama optimizasyonuna ait ortalama frekans
farklari

Elde edilen frekans farklari ve standart hatalar degerlendirilerek MUD / Dendron
kaplama optimizasyonu belirlendi.
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Cizelge 4. 18 MUD ve Dendron kapli yizeylerde FUM kaplama miktarina bagh élgilen
frekans farklari

Frekans Farki (AF, Hz)

FUM Kaplama Miktari (mM) | MUD / G3 DND | MUD / G4 DND | MUD / G5 DND
1,75 29,50 56,33 64,14
2 39,55 67,80 69,41
2,75 38,50 46,40 49,70
3,50 35,60 55,50 59,50

Elde edilen frekans farklarinda gorildigu Gzere en yiksek degerlerde 1,75 mM ve 2
mM FUM immobilizasyonu ile saglanmaktadir (sirasi ile G5 DND ile 64,14 Hz ve 69,41
Hz, G4 DND ile 56,33 Hz ve 67,80 Hz, G3 DND ile 29,50Hz ve 39,55 Hz). Dendronlar
arasinda G3 DND ile SAM vyapilan ylzeyde digerlerinden daha az frekans farki elde
edildi. Olgtimler arasi tutarliliklar agisindan G4 DND yiizeyde 1,75 mM FUM kaplama ile
0,3189 Hz, 2 mM FUM kaplama ile 0,4498 Hz degerinde standart hata hesaplandi. G5
DND yuzeyde frekans farklari arasinda standart hata 1,75 mM FUM kaplama ile 0,1954
Hz, 2 mM FUM kaplama ile 0,1445 Hz olarak hesaplandi. Ancak G4 DND ile yapilan SAM
ylizeylerde FUM immobilizasyonunda standart hatalar daha yiiksek degerlerde elde
edildi. G3 DND ylizeyde 1,75 mM FUM kaplama ile 1,5354 Hz, 2 mM FUM kaplama ile
1,0264 Hz degerinde standart hata hesaplandi. G3 DND ile kaplamalarda daha yliksek

hata paylari elde edildigi icin G4 DND ve G5 DND kullanilmasina karar verildi.

4.3.7.2. MUD ve Dendronlarin Birlikte Kullanimi ile SAM Yapilmis Yiizeyde FUM

Algilanmasi

iki katmanli SAM yapilan yiizeylerde FUM deteksiyonu icin FUM immobilize yiizeyde
serbest FUM ile 0,05 mg/ml anti FUM 8F4 inhibisyonuna dayali algilama yapildi. FUM
konsantrasyonu 0,1 ppm, 0,25 ppm, 0,5 ppm, 1 ppm, 5 ppm ve 10 ppm miktarlarinda
kullanildi. Tekrarli yapilan ol¢imlerden 6rgen cihaz sensogramlari Sekil 4. 39'de

sunulmaktadir.
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Sekil 4. 39 A) MUD/G4 DND yuzeyde 1,75 mM FUM immobilizasyonu, B) MUD/G4 DND
yuzeyde 2mM FUM immobilizasyonu, C) MUD/G5 DND yizeyde 1,75 mM FUM
immobilizasyonu ve D) MUD/G5 DND yizeyde 1,75 mM FUM immobilizasyonu

yapilmis yluzeylerde 0,05 mg/ml anti FUM 8F4 ile FUM konsantrasyonlarinin miktarina

bagli sensor cevaplari

Ortalama frekans farklarinin kullanilmasi ile elde edilen kalibrasyon egrileri Sekil 4.

40’da sunulmaktadir.
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Sekil 4. 40 A) MUD/G4 DND yuzeyde 1,75 mM FUM immobilizasyonu, B) MUD/G4 DND

ylzeyde 2mM FUM immobilizasyonu, C) MUD/G5 DND yuzeyde 1,75 mM FUM
immobilizasyonu ve D) MUD/G5 DND yuzeyde 1,75 mM FUM immobilizasyonu

yapilmis ylzeylerde anti FUM 8F4’(in 0-10 ppm araliginda FUM inkiibasyonu ile elde
edilen frekans farklari ile hazirlanan kalibrasyon egrileri

Sekil 4. 40-B’de goruldtglu gibi 2 mM FUM immobilize edilmis dendron yapih

yuzeylerde 0,05 mg/ml anti FUM 8F4 ile FUM inkibasyonunda. FUM konsantrasyonu

arttikca elde edilen frekans farklari ortalamasi azalmaktadir. Ancak bu azalma oranlari

dendron yapiya immobilize edilen FUM miktari ve FUM’e baglanan antikor miktari ile

orantili olarak degisiklik gostermektedir. MUD/G4 DND ile SAM yapilmis 1,75 mM FUM
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immobilize ylizeyde anti FUM 8F4 ile 10 ppm FUM inkiibasyonu yapildiginda ortalama
6 Hz frekans farki elde edildi ve bu sinyal azalmasinda % 8,96 farka neden olmaktadir.
Ayni dendronik yizeyde 2 mM FUM immobilizasyonu yapildiginda ortalama 4 Hz
frekans farki ve %5,97 sinyal azalmasina neden oldugu gorildii. MUD/G5 DND ile SAM
yapiimis ylzeyde 1,75 mM FUM immobilize edildiginde yine 4 Hz frekans farki elde
edildi ve bu azalma toplamda % 7,16 sinyal azalmasina tekabil etmektedir. Ayni
ylzeyde 2 mM FUM immobilizasyonu yapildiginda 7 Hz frekans farki, %10,45 sinyal
azalmasi elde edildi (Cizelge 4. 19). Elde edilen degerlere bakildiginda 10 ppm FUM
inhibisyonunun toplam sinyal azalmasi agisindan olduk¢a az farka neden oldugu
gorilmektedir. Benzer sekilde Cizelge 4. 19 incelendiginde 1 ppm ve 5 ppm ile

inhibisyonlarda da % sinyal farklarinin az oldugu gorilmektedir.

Cizelge 4. 19 MUD G5 DND ve MUD G4 DND yiizeylerde 1,75 mM ve 2 mM FUM
immobilizasyonu sonrasi inkiibe edilen FUM konsantrasyonlarinin miktarina bagl
frekans farklari ve sinyal azalma oranlari

MUD/G5 DND MUD/G5 DND MUD/G4 DND MUD/G4 DND
1, 7SmMFUM 2mMFUM 1,75mMFUM 2 mM FUM

inki; ) ) 9 9
rr!?li(tuabrle (Fpl|J:)|\r:|1) AF sin/:/al AF sin/:/al AF sin/:/al AF sin/s/al
0 64,14| 100 | 69,5 100 56,06 | 100 | 66,7 100
0,1 55 82,09 43,55 65 37,5 |67,14| 48 71,64
0,25 44 | 65,67 | 36,4 | 54,33 | 27,3 |48,88| 37 55,22
0,5 37 55,22 | 24,2 | 36,12 | 12,5 |22,38|25,75| 38,43
1 29,5 | 44,03 | 17,9 | 26,72 93 |16,65| 19 28,36
5 19,5 | 29,10 12 17,91 | 4,75 | 8,50 15 22,39
10 6 8,96 4 5,97 4 7,16 7 10,45

Kalibrasyon egrilerinin yliksek FUM konsantrasyonlarinda doygunluk meydana geldigi
icin sensor algisi azalmaktadir ve bu sebeple frekans farki azalmaktadir. Kalibrasyon
egrisinin 0-10 ppm araliginda egri dogrusalliktan uzaklagsmaktadir ve regresyon
katsayilart yikseldigi icin 0-10 ppm araliginda oOlglimler glvenilirlik sinirindan
¢ikmaktadir. Lineer bolgenin elde edildigi 0-0,5 ppm FUM konsantrasyon araliginda

kalibrasyon egrileri hazirlandi (Sekil 4. 41).
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Sekil 4. 41 A) MUD/G4 DND yuzeyde 1,75 mM FUM immobilizasyonu, B) MUD/G4 DND
yuzeyde 2mM FUM immobilizasyonu, C) MUD/G5 DND yiizeyde 1,75 mM FUM
immobilizasyonu ve D) MUD/G5 DND ylizeyde 2 mM FUM immobilizasyonu yapilmis
ylzeylerde anti FUM 8F4’in 0-0,5 ppm araliginda FUM inkibasyonu ile elde edilen

frekans farklari ile hazirlanan kalibrasyon egrileri

0-0,5 ppm FUM inkiibe sistemde dogrusal egim cizgisinden m degeri ve korelasyon

katsayilari hesaplandi. MUD/G4 DND ylzeyde 1,75 mM FUM immobilize edildiginde

0,904 R’ degeri, 2 mM FUM immobilize edildiginde 0,910 904 R’® degeri elde edildi.

137



Regrasyon katsayisi MUD/G5 DND yizeyde 1,75 mM FUM immobilize edildiginde
0,911, 2 mM FUM immobilize edildiginde 0,940 degerinde elde edildi.

Elde edilen regresyon katsayilarinin hepsi 0,9’dan yiksek degerlerde oldugu icin “cok
kuvvetli bagintil” olarak kabul edilmektedir. Ancak aralarinda en yilksek regresyon
sayisi (0,940) MUD/G5 DND ylizeyde 2 mM FUM immobilize edildiginde elde edildi.
Guvenilirlik sinirlari igerisinde olan bu ylizeyde yapilan élgiimlerin tekrarlari ve kristaller
arasi Olcim degerleri incelendiginde en iyi sonug veren yiizey oldugu gorildi (standart

sapma 0,407 ppm, standart hata 0,145 ppm).

Sensor ylzeylerinin FUM algillama hassasiyetlerinin belirlenmesi icin LOD degerleri
hesaplandi. LOD degerlerinin hesaplanmasinda kalibrasyon egrilerinden elde edilen
denklemden yararlanildi. LOD hesaplamak icin daha 6nce belirtilen formal kullanildi.
Egim degerleri 0- 0,5 ppm FUM inkiibasyonu ile olusturulan kalibrasyon egrilerinin

denkleminden elde edildi (Cizelge 4. 20).

Cizelge 4. 20 MUD/G4 DND ile SAM sonrasi 1,75 mM ve 2 mM FUM, MUD/G4 DND ile
SAM sonrasi 1,75 mM ve 2mM FUM immobilizasyonu yapilan ylizeylerde hesaplanan
LOD ve LOQ degerleri (FUM miktari -0-0,5 ppm)

sEmdel Korelasyon LOD  LOQ
AF (Hz) Sapma Egim
(D) Katsayisi  (ppm) (ppm)

MUD/ G4 DND
1,75mM FUM 56,060 1,883 75,304 0,904 0,050 | 0,150

MUD/ G4 DND 2 mM
FUM 66,700 1,591 79,486 0,910 0,040 | 0,120

MUD/ G5 DND
1,75mM FUM 64,140 | 0,757 58,822 0,911 0,026 | 0,077

MUD/ G5 DND 2 mM
FUM 69,500 | 0,407 96,388 0,940 0,008 | 0,025

Kalibrasyon egrileri vasitasiyla hesaplanan LOD degerleri MUD/G4 DND ile SAM yapilan
ve MUD/G5 DND ile SAM vyapilan (1,75 mM ve 2 mM FUM immobilize) yuzeylerde
hesaplandi. MUD/G4 DND ile SAM olusturulmus olan ylzeyde 1,75 mM FUM
immobilizasyonu ile 0,050 ppm, 2 mM FUM immobilizasyonu ile 0,040 ppm LOD
degerleri hesaplandi. MUD/G5 DND ile SAM olusturulmus olan yiizeyde 1,75 mM FUM

immobilizasyonu ile 0,026 ppm, 2 mM FUM immobilizasyonu ile 0,008 ppm LOD
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degerleri hesaplandi. Boylece SAM olusturulan yizeyler arasinda en disik LOD
degerleri MUD/G5 DND ile SAM olusturulmus olan yizeyde 2 mM FUM

immobilizasyonu ile elde edildi.

Daha once dendronik ylizeylerde LOQ degerlerinin hesaplanmasinda elde edilen
degerler gibi, 2 kath SAM ile gelistirilen yuzeylerin kullanildigi imminosensérler de

Olciim yapilacak FUM miktarlarinin kalitatif olarak tespitine olanak saglamaktadir.

Yiizeye dogrudan dendronlarin immobilizasyonu ile elde edilen SAM’lerde yapilan FUM
miktarina bagli kalibrasyon egrilerinde regresyon sayilari gliven araligi icerisinde
olmasina ragmen c¢ok kuvvetli bagintih degildi. Dendronlarin dogrudan ylizeye
immobilizasyonu yerine énce MUD ile SAM olusturulmasi ardindan dendronlar ile ikinci
SAM tabakanin hazirlanmasi ile regresyon sayilari mutlak dogru degerine daha fazla

yaklasti. Bu sayede daha yliksek dogrulukta 6lciim degerlerinin elde edilmesi saglandi.

iki katli dendronik yapilarin kullanilmasi ile LOD degerleri azaldi (0,008 ppm), regresyon
sayllari 1’e yaklasti (0,940) ve Olgimler arasi istenmeyen farklar olduk¢a azaldi

(standart sapma 0,407 ppm, standart hata 0,145 ppm).
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BOLUM 5

SONUC VE ONERILER

Tez calismasi kapsaminda algilama hassasiyetinin gelistirilmesi i¢in immobilizasyon
etkinliginin arttirilmasina yonelik c¢alismalar gerceklestirildi ve model olarak FUM
dedeksiyonu yapabilen QCM immiinosensori gelistirildi. Biyosensorlerle mikotoksin
tespitinin geleneksel analitik tekniklere gére birgok Ustlinligl mevcuttur. Tasinabilir
olmalari, 6rnek hazirlama isleminin basit olmasi, 6rnek kullaniminin az olmasi,
kompleks karisimlardan analizin yapilabilir olmasi, kiiglik olmasi, hizli olmasi en 6nde

gelen Gstlnlikleridir.

imminosensérlerde biyolojik algilayici olarak antikorlar. aptamerler ve molekiiler
baskinmis polimerler (MIP) kullaniimaktadir. Antijen-antikor baglanmasinin yiksek
secicilik, afinite ve hassasiyetinden dolayr imminosensorlerde algilayict olarak
antikorlar siklikla tercih edilmektedir. Dislik derisimdeki analitlerin kantitatif olarak
belirlenmesinde. antikorlarin kullanildigi tani teknikleri ve immiinosensorler dnemli
avantajlar saglar. Bu avantajlarindan dolay biyolojik algilayici olan FUM spesifik antikor
tez kapsamindaki calismalarda hibridoma teknolojisi kullanilarak UGretilmistir. FUM
deteksiyonuna yonelik fiber optik, SPR, FPIA, kemiluminesans-floresans temelli optik
teknikler ve elektrokimyasal yontemler kullanilarak antikor temelli immunosensorlerin
gelistirildigi literatirde yer almasina ramen QCM temelli sadece FUM’nin algilandigi
immunosensor Uzerine bir c¢alisma bulunmamaktadir. Tez kapsaminda QCM
sensorlerinin mevcut pek ¢ok avantajindan dolayr QCM tercih edilmistir. Isaretci

etiketlerin  kullanilmasi, hatali pozitif yanitlara sebep oldugu icin sensorin
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guvenilirligini azaltmaktadir. QCM sensorleri ile galisirken isaretleme ajanina ihtiyag
duyulmamasi en onde gelen avantajlardan birisidir. QCM sensorlerinin  diger
avantajlari. kolay kullanimli olmasi. laboratuvar sartlari disinda kullanima uygun hale
getirilebilir olmasi ve 6zel operasyon personeline ihtiyag duymayan cihazlar olmasidir.
QCM cihazinin temel ekipmanlari ucuzdur. Kullanilan sensor ciplerinin maliyetleri de
defalarca kullanilabilir olmalarindan dolayr azaltilabilmektedir. Bu tez galismasi
kapsaminda gelistirilen sensér ylzeylerinin uygun rejenerasyon tamponlarinin
kullanilmasi ile 30-38 kez tekrar kullanilabilir oldugu goérildi. Boylece ¢ipin 1 kez

kullanilmasinda maliyete yansiyan masraf yaklasik 1 TL civarindadir.

QCM immunosensorleri ile gok sayida immobilizasyon yontemi denenmistir; ancak pek
¢ok uygulama icin yuksek immobilizasyon verimi, iyi stabilitede ve ortak ideal bir
yontem heniz sunulmamistir. Bu nedenle, gelistirilecek uygulamalarda, antikor veya

antijenin immobilizasyonu igin uygun yontemin bulunmasi gereklidir.

Elektrod ylizeyinde analit ya da antikor immobilizasyonu igin kendinden olusan tek
tabaka (SAM) teknigi dahil, pek cok yontem literatiirde 6nerilmektedir. SAM tekniginin,
biyolojik molekillerin immobilizasyonu igin glgli bir ylzeye tutunma sagladig
bilinmektedir. SAM ile immobilizasyonun sagladigi avantajlarindan dolayr FUM
immunosensoriunin gelistirilmesinde tercih edildi. SAM olusturmak igin lineer
molekdiller ve dendronik yapilarin kullanilmasi sonucu FUM dedeksiyon hassasiyeti ve

dedeksiyon limitleri incelendi.

Altin  ylizeylerde SAM olusturmak icin en sk kullanilan SAM ajani 11-
merkaptoundekonoik asittir (MUA). Yiizeye immobilizasyonda ihtiyaca gore kimyasal
modifikasyonlar  gergeklestirilmektedir.  Aktivatér oranlarinin  ylizeyde FUM
immobilizasyonu icin verimi incelendi ve bu ¢alisma icin EDC: NHS (4:1) en iyi oran
oldugu bulundu. Elde edilen sonucglar literatiirde onerilen oranlarda aktivator
kullaniminin  FUM immiinosensoériniin gelistirilmesi icin uygun oranlar oldugu

sonucunu dogrulamistir.

MUA ile SAM ajani olusturulmasinin ardindan kullanilacak FUM spesifik antikorunun
(anti FUM 8F4) kullanim sartlari ve konsantrasyonu Uzerine ¢alismalar yapildi. Genel

olarak monoklonal antikorlarin mutlak saflastirilmasinda protein A veya G kolonlari
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kullanilmaktadir. Ancak bu kolonlarin kullanimi bazi antikorlarin etkinligini azaltmakta
ve saflastirma maliyetlerini ¢ok arttirmaktadir. Bu sebeplerden dolayi tez kapsaminda
gelistirilen anti FUM 8F4 antikorunun stipernatant (CS) icinde, amonyum siilfat (AS) ile
kismi saflastirma halinde ve protein A kolonu ile tam saf haliyle kullanimlari kiyaslandi.
Slpernatant ortaminda bulunan antikor disindaki diger protein yapilar, hiicre parcalari,
vs. den dolayr daha az sayidaki antikor ylizeydeki FUM’e baglanmaktadir. Benzer
sekilde AS c¢oktlirme halinde kullanilan antikorun da vyilzeye baglanmasinda
tekrarlanirlikta bilyik sorunlar oldugu goriildii. Yuzeylerin hazirlanmasindan sonra
antikor oncesinde FBS ile bloklama islemlerinde ylzeylerde FUM spesifik olmayan
baglanmalarin oldugu gorildi. Bu baglanmalar, rejenerasyon islemi ile yilzeyden
uzaklasabilmekte, sonraki 6lciimlerde tekrar ylizeye baglanabilmektedir. AS ve CS
halindeki antikorlarin yiizey uygulamasinda da benzer sekilde iginde bulunan antikor
disi diger protein yapilarin ylizeye non-spesifik baglandigi goriilmektedir. Bu sebeple
her iki ortamda da yiksek frekans farki ortalamasi elde edilse de 6lgiimler arasi
tutarsizliklar fazla oldugu igin standart hata payi yuksektir. Devam eden ¢alismalarda

antikorun tam saf halinin kullanilmasina karar verildi.

Tez kapsaminda FUM deteksiyonuna yonelik gelistirilen QCM sensoriinde, FUM
molekilinin kiiciik molekiler agirhigindan dolayi inhibisyonlu immiinoassay gelistirildi.
Bu metotlarda, QCM altin yizeylerine FUM molekilleri immobilize edildi. Biyolojik
algilayici olarak gelistirilen FUM spesifik anti FUM 8F4 antikoru ile FUM inhibisyonu
yapilarak sensor cevaplari tayin edildi. FUM miktarina bagh olarak azalan frekans
farklarindan yararlanilarak kalibrasyon egrileri elde edildi. Boylece FUM kontaminasyon
miktari bilinmeyen bir Ornekte, kalibrasyon egrileri kullanilarak igerigindeki FUM
miktari tespit edilmesi amaglanmaktadir. FUM immiinosensoriinde ylizey
modifikasyonlarinin etkinligi, sensor ylizeyinde yapilan ol¢limler arasi tutarhlik, 6lcim

hassasiyeti ve analitik tayinde glivenilirlik degerleri agisindan irdelendi.

Analitik tayinlerde gliveniliklik Gizerine Evans’in (1996) gelistirdigi regresyon sayilari
kilavuzu ve Pearson’in korelasyon katsayilari ile istatistiksel kurami tutarlilik
gostermektedir. Korelasyon sayisi dogruluk Ustiinde 6nemli bir etki baytkligidir ve
bu nedenle Evans'in mutlak deger icin 6nerdigi kilavuzu kullanarak korelasyonun glicii
tarif edilmektedir. Evans’in regresyon sayilari ve korelasyonlar hakkindaki kilavuzuna
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gore; 0-0,29 araliginda regresyon sayilari zayif bagintili, 0,3-0,49 regresyon sayilari
disik bagintih, 0,5-0,69 arasi regresyon sayilari orta kuvvetli bagintili, 0,7-0,89 arasi
regresyon sayilari kuvvetli bagintili ve 0,9-1 arasi regresyon degerleri ¢ok kuvvetli
bagintili olarak kabul edilmektedir. Kuvvetli baginti, klasik analitik metodlarin bazilari
icin gecerliligini korusa da, biyolojik bilimlerde sirdiriilen sensoér calismalarinda
degerlendirilen kalibrasyon egrilerinde ¢ok kuvvetli bagintili egriler gegerlidir. Bu
sebeple, kalibrasyon egrilerinin regresyon sayilari ve frekans farklari arasi korelasyonlar
degerlendirildi. Tez kapsaminda immobilizasyon etkinlikleri irdelenirken anti FUM 8F4
antikoru ile elde edilen ortalama frekans farklari, dlgimler arasi standart sapma ve
hatalar, elde edilen kalibrasyon egrilerinin dlciim araligi, 6lcim hassasiyeti, korelasyon

katsayisi bir arada degerlendirildi.

Sensor hassasiyeti agisindan kullanilan antikor miktarinin dlgimler tizerinde etkinligin
belirlenmesi ¢ok 6nemlidir. Yiiksek miktarda kullanilan biyolojik algilayici hassasiyeti, az
miktarda kullanilan algilayici ise Olgim araligini azaltacaktir. Bu sebeple, ilk
denemelerde kullanilan miktar yari yariya azaltildi (0,05 mg/ml); sensorde algilama
hassasiyeti lizerine etkinligi degerlendirildi. Benzer sekilde sensér ylizeyinde kaplanan
analit miktari da inhibisyonlu sistemde 6nemli bir parametredir. Yiizeye kaplanacak
FUM miktari hem spesifik olmayan baglanmalara izin vermeyecek miktarda olmali,
hem de anti FUM 8F4 ile yiksek frekans farkinda sensér cevabi olusturmalidir. Tez
kapsaminda FUM immobilizasyonun kullaniimasi gereken ideal miktar optimizasyon
galismalari ile belirlendi. SAM ylzeyde FUM immobilizasyonu igin FUM kaplama
optimizasyonunda 1,75 mM ve 2 mM FUM ile kaplamalarin yapilmasinda yiksek
frekans farklari elde edildi (sirasi ile 41,55 Hz ve 41,8 Hz). Her iki ylizeyde de anti FUM
8F4’Un kullanim miktar tekrar denendi, 2 mM FUM immobilize ylizeyde standart
sapma 0,05 mg/ml anti FUM 8F4 kullaniimasi ile azaldi (1,732009 Hz). Ayrica
korelasyon katsayilari ylkseldigi icin 0,05 mg/ml anti FUM 8F4 kullaniimasi ile sensor
givenilirligini arttirdigi gorildi. Ote yandan 0,05 mg/ml anti FUM 8F4’iin uygulandig
FUM vyiizeyde optimizasyon islemi sonucunda 2 mM FUM kullanilmasi ile standart
sapmalarin azaltildigi gorildi. Kaplamada kullanilan FUM  miktari azaltildiginda
ylzeydeki bos alanlar arttigi icin spesifik olmayan baglanmalarin da gerceklesmesinden

dolayi standart sapmalarin arttigi goriildi. 2 mM’dan daha ylksek konsantrasyonlarda
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FUM kaplama vyapildiginda antikor yanitinin tekrar dismesinin nedeninin sterik

engelden dolayi oldugu sonucuna ulasildi.

Anti FUM 8F4’in artan miktarlarda FUM inkiibasyonu ile gerceklestirilen inhibisyonlu
Olciimlerden elde edilen frekans farki ortalamalari ile kalibrasyon egrileri elde edildi. O-
10 ppm araliginda vyapilan inhibisyonlardan elde edilen kalibrasyon egrileri
incelendiginde 0-0,5 ppm FUM araliginda (0, 0,1, 0,25 ve 0,5 ppm) elde edilen egrilerin
dogrusalik  gostermektedir. Ancak 0,5 ppm’den daha yiiksek FUM
konsantrasyonlarinda ise (1, 5 ve 10 ppm) egrilerin dogrusalliktan ¢iktigi goriilmektedir.
Yiksek FUM konsantrasyonlarinda anti FUM 8F4 antikoru FUM ile doymakta, ylizeye
baglanan antikor miktari azaldigi igin sensor yanitlari diismektedir. Sensor yanitlarinin
disiik oldugu kalibrasyon bdlgesinde élgiimlerin yapilmasi dogruluktan ¢ikmaya neden
olmaktadir. Kalibrasyon egrisinin 0-10 ppm araliginda hazirlanmasi regresyon
katsayisini (R?) dislirecegi icin bu aralikta olgclimlerde sensogramlar glvenilirlik
sinirindan c¢ikmaktadir. Kalibrasyon egrilerinde tim FUM immobilize edilen SAM

ylzeylerinde dogrusal bolge 0-0,5 ppm FUM araliginda kalmaktadir.

Kalibrasyon egrisi, MUA ile SAM vyapilan ylzeylerin hepsinde 0-0,5 ppm FUM
konsantrasyon araligi igin irdelendi ve en yilksek sensor hassasiyeti 2 mM FUM
immobilize ylizeyde 0,05 mg/ml anti FUM 8F4 kullaniimasi ile elde edildi (deteksiyon
limiti 0,109 ppm FUM). Bu sonuglar dogrultusunda, tiim vyizeylerde regresyon
katsayilart  birbirlerine  yakin  degerlerde ve  kuvvetli bagintih  olarak

degerlendirilmektedir.

MUA, literatirde en sik kullanilan SAM ajanidir ancak analit immobilizasyonu igin
yluzeydeki karboksil grubunda modifikasyonlar gerceklestirilmektedir. FUM
immobilizasyonunda antikorun amin grubuna spesifik olmasindan dolayr molekdlin
yapisinda bulunan karboksil gruplarinin yizeyde immobilizasyon icin kullaniimasi
gerekmekte, bu sebeple yilizey amine edilmektedir. Ancak denge reaksiyonlarinda
reaktantlarin hepsi triine dénlismez. Dolayisiyla modifikasyon verimi % 100’den diisuk
olacaktir. immobilizasyonda aminleme reaksiyonunun veriminden kaynaklanabilecek

hatalar sistemin hassasiyetini azaltabilir. Bu sebeple lineer ajanin karboksil grubu
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yerine amin grubu iceren alternatifi olan 11-Mercaptoundecanamide (MUD) tez

kapsaminda kullanildi.

SAM yilizeyin MUD ajani kullanilarak yapilmasi sonucu elde edilen ortalama frekans
farklari, standart hatalar, regresyon sayisi ve hassasiyet hesaplandi. MUA ile SAM
olusturulmasindan elde edilen degerler ile karsilastirilabilmesi igin galismada FUM
immobilizasyon konsantrasyonu optimize edildi ve elde edilen frekans farki (AF: 37,95
Hz) ve standart sapma (1,023998 Hz) degerlendirilerek 2 mM konsantrasyonda FUM ile
immobilizasyon yapilmasina karar verildi. Ayrica biyolojik algilayici olarak anti FUM 8F4
miktari da SAM ajanin kullaniimasi ile elde edilen en ylksek hassasiyetteki ylizey ile
kiyaslanmasi agisindan 0,05 mg/ml olarak kullanildi (37,95 Hz). Ortalama frekans farki
MUA ile SAM yapilan ylzeyle kiyaslandiginda daha disiik frekans farki olusturdugu
belirlendi. FUM inhibisyonu yapilarak gerceklestirilen yarisimh sistemde elde edilen
frekans farklari ile kalibrasyon egrisi elde edildi. Kalibrasyon egrisinde dogrusallik 0-0,5
ppm araliginda elde edildigi icin deteksiyon limiti bu aralikta hesaplandi ve 0,0669 ppm
degeri elde edildi. Sistemin guvenilirliginin irdelenmesi acgisindan ise regresyon
katsayisi hesaplandi (0,9429) ve kuvvetli bagintil oldugu sonucuna ulasildi. MUA ile
SAM vyapilan yilzeyle kiyaslandiginda (0,9946), MUD ile SAM olusturulan ylizeyde
mutlak dogrulugun nispeten azaldigi goériildii. Ancak FUM dedeksiyonu icin QCM
immunosensoriinde immobilizasyon  etkinliklerinin  gelistirilmesi  calismasinda,
regresyon katsayisi kuvvetli bagintili degerlerde oldugu siirece en énemli kriter olarak
deteksiyon limitleri degerlendirildi. Dolayisiyla MUA ve MUD ile SAM olusturulan
ylzeyler kiyaslandiginda MUD ile hazirlanan ylizeyin FUM deteksiyonunu daha hassas

miktarda 6lcebildigi sonucuna ulasildi.

SAM icin kullanilan farkh polaritede ug¢ gruba sahip yapilarin kullaniimasi ile
immobilizasyonda  etkinliklerin  incelenmesi  agisindan  hidroksil  gruplarinin
modifikasyonu da irdelendi. Bu amacgla 11-merkaptoundekanol (MUO) ajani
kullanilarak hidroksi grubu ihtiva eden SAM vylizey hazirlandi. Hidroksi gruplarinin
aminlendirilmesi icin karbonildiimidazol (CDI) gibi bir capraz baglayici ajanin
kullanilmasi, tiyonil klortr (SOCI,) ile halojenlendirme, enzimatik veya periyodat ile
oksidasyon yontemleri kullanilabilmektedir. Ancak oksidasyon, sekonder alkoller igin
uygundur, SOCI, gibi kuvvetli halojenlendirme reaskiyonu igin altin uygun bir ylzey
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degildir, CDl ile ise polimer kimyasinda, nano tip ylzeylerde, membran ve boncuklarin
yuzeylerinin aktiflestiriimesinde sikhkla kullanilan bir ajandir. Tez c¢alismasinda
icerisinde CDI'nin kullanilmasi sayesinde EDA ile ylzeydeki hidroksi gruplari arasinda
karbamat yapi olusturularak immobilizasyonlar yapildi. MUA ile SAM olusturulmasina

alternatif olarak MUO ile SAM yaplilan ylzeylerin etkinlikleri degerlendirildi.

MUA ve MUD ile SAM olusturulmasindan elde edilen degerler ile karsilastirilabilmesi
icin MUO ile SAM olusturulan yizeyde de FUM kaplama optimizasyonu yapildi ve 2
mM FUM immobilizasyonunun tiim ylizeylerde ideal kaplama miktari oldugu sonucuna
ulasildi. MUO ile SAM olusturulan ylizeyde anti FUM 8F4’Un uygulanmasi ile MUA ve
MUD vyuzeylerle elde edilen ortalama frekans farkina kiyasla daha diisiik degerde (AF:
33,13 Hz) sinyal azalmasi oldugu goérildi. MUA ve MUD ile SAM olusturulan ylzeyler
ile ortalama frekans farklarinin, standart sapma degerinin, FUM deteksiyon limitinin
kiyaslanabilmesi icin anti FUM 8F4 antikoru 0,05 mg/ml olarak kullanildi. FUM
inhibisyonu yapilarak gerceklestirilen yarisimli sistemde elde edilen frekans farklari ile
kalibrasyon egrisi elde edildi ve 0-0,5 ppm araliginda deteksiyon limiti 0,1323 ppm
degerinde elde edildi. Lineer SAM ajanlari arasinda FUM tespitinde en hassas
deteksiyona olanak saglayan en disik LOD degeri MUD yiizeyin kullanilmasi ile elde

edilmis oldu.

MUO ile SAM vyizey ¢alismalari ile FUM deteksiyonunda hassasiyet arttirilamamis olsa
da baska kazanimlar elde edilebildigi gortldi. MUO ile SAM olusturulan ylzeyde,
islemler sirasinda FBS bloklamaya ihtiyacin ortadan kaldirildigi sonucuna ulasildi.
Boylece proseste islem sayisi ve slresi kisaltiimis oldu. Diger yandan vylzey
immobilizasyonunda dendrimer yapilarin kullanilmasinda da yararlanilacak olan “altin
ylzeyde hidroksi gruplarinin aktivasyonu” metodu MUO ile SAM olusturulmasi

sirasinda gelistirildi.

Nanoparcacik yapilardan olan dendrimer ve dendronlar sagladigi pek ¢ok avantaji ile
beraber essiz polimerik yapilardir. Nanoteknoloji disinda dendron/dendrimer yapilar
farkl bircok alanda kullanilirlar ¢linkii dendrimer ve dendronlar sentezlendikleri
yontem ve materyallere bagh olarak pekcok 6zellige sahip olabilirler. Bazi major

uygulamalarda; biyo-konjigasyonda cok degerlikli iskele olarak, hedefli terapo6tik
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yapilar gelistirilmesinde tasiyici olarak, analitik tayinler igin sinyallerin arttirilmasinda,
konjugasyon i¢in yulzeylerin ve partikillerin islevsel hale getiriimesinde siklikla
kullanilmaktadirlar. Sensér sistemlerinde kullanimi ise ilk kez Svobodova ve
arkadaslarinin 2002 yilinda yaptiklari galisma ile anlaml hale gelmistir. Bu ¢alismada,
glikoz tespiti icin amperometrik tabanl bir cihazda dogrudan altin substratlar Gzerine
adsorbe edilen amin sonlu 4. jenerasyon PAMAM dendrimerleri ile SAM
olusturduklarina dair bir rapor sunmuslardir. ilerleyen yillarda TNT analizinde “kdpek
burun“ adi verilen gaz sensorlerinin gelistiriimesinde yine ylzey modifikatéri olarak

PAMAM dendrimerler kullanildi [76], [77].

Dendrimerlerin sensor ylzeyinde iyi bir ylizey modifikatori olarak kullaniimasinda en
onemli sebeplerden bir tanesi de ylzeyinde bulunan fonksiyonel gruplarin diger
makromolekiillerde mevcut olduklari zaman aktivitelerine kiyasla daha yliksek kimyasal
reaktivite  gosterme  egiliminde olmalarindan  dolayidir.  Bdylece  analit
immobilizasyonunda daha yilksek verimde konjugasyon saglanabilmektedir.
Sensorlerde kullaniminin  bir diger avantaji immobilize molekillerin yogunlugu,
molekiller arasi bosluklari ve genel reseptor tabakasinin kalinligi Gzerinde yiksek
kontrol saglanabilmesidir. Bu sebeplerle tez g¢alismasinda lineer SAM ajanlarinin
yanisira dendron yapida makromolekiiller ile ylizey modifikasyonlari gerceklestirilerek

FUM deteksiyonunda etkinlikleri belirlendi.

Dendrimerler birgok dendron yapinin tek cekirdekte birlesmesi ile olusan kiresel
yapilardir. Dendronlar ise gekirdek Uzerinde biyliyen polimerik zincirlerin yelpaze
sekilde yer almis halidir. Literatlirde dendrimerler ile SAM olusturularak yapilan
galismalar mevcut olmasina ragmen dendronlar ile SAM g¢alismalarina henlz yer
verilmemistir. Dendronlar, yapilarinda bulunan tiyol (-SH) grubu sayesinde altin
ylizeyde dendrimerlere gore daha kuvvetli baglanma yapabilmektedirler. Tez
calismasinda, dendronlar ile SAM olusturarak ylizeyin zenginlestirilmesi Uzerine
calismalar  gerceklestirildi.  Dendrimerler/dendronlar  farkli  jenerasyonlarda
Uretilebilmektedir ve her bir jenerasyonun vylizeyde kullanim etkisi birbirinden
farklihklar gostermektedir. Bu sebeple tez kapsaminda 3 farkhi jenerasyondan

dendronlar kullanilarak immobilizasyonda etkinlikleri kiyaslanmistir.
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Polyester-8-hidroksi-1-asetilen bis-MPA dendron (G3 DND), Polyester-16-hidroksi-1-
asetilen bis-MPA dendron (G4 DND), Polyester-32-hidroksi-1-asetilen bis-MPA dendron
(G5 DND) ile QCM altin yiizeyde SAM hazirlandi. inovatif bir yaklasim ile QCM yiizeyde
dendronlar kullanilarak olduk¢ga hassas FUM dedeksiyonu yapabilen QCM

immunosensoru gelistirildi.

Dendronlar ile SAM yapilan ylzeylerde 0,05 mg/ml anti FUM 8F4’Uin kullaniimasi ile en
yuksek frekans farki G5 DND yizey ile elde edildi (AF: 55,85 Hz). 0-10 ppm
konsantrasyon araliginda FUM inhibisyonu ile yapilan yarisiml sisteme dair elde edilen
frekans farklari ile kalibrasyon egrileri dendron vyizeyler igin de ¢izildi. Lineer
ylizeylerde oldugu gibi 0,05 ppm FUM konsantrasyonundan daha yiksek miktardaki
FUM inhibisyonu ile sensor cevaplarinin azaldigi gorildi. Kalibrasyon egrisinin dogrusal
oldugu aralikta (0-0,5 ppm FUM) elde edilen korelasyon katsayilari incelendiginde,
lineer ajanlar ile elde edilenlerden daha diisiik degerde oldugu gorildi (G3 DND ile
0,8278, G4 DND ile 0,8351 ve G5 DND ile 0,8261) (Cizelge 5. 1). Yiizeyde dogrudan
dendronlarin kullanilmasi ile elde edilen kalibrasyon egrilerinin Evans’in regresyon
sayilari kilavuzuna gore kuvvetli bagintih skalada oldugu sonucuna ulasildi. Sistemler
FUM algilama hassasiyetleri acisindan, G3 DND ile 0,0849 ppm, G4 DND ile 0,0622 ppm
ve G5 DND ile 0,0456 ppm LOD degerinde elde edildi. Lineer ajanlardan MUD ile
gerceklestirilen SAM ylizeyde en yiksek hassasiyete ulasildigi icin dendron ile SAM
olusturulan ylzeyler MUD ile SAM olusturulmus olan ylizeydeki LOD degerleri ile
kiyaslanmasi uygun olmaktadir. Bu agidan G3 DND ile elde edilen LOD degeri MUD ile
elde edilenden daha yilksek, G5 DND ile elde edilen LOD degeri ise daha dusliktir
(Cizelge 5. 1). Sonug olarak, dendron yiizey (G5 DND) kullanilmasi ile olusturulan SAM
ylzeyde anti FUM 8F4 uygulamasinda elde edilen toplam frekans farki lineer ajanlar ile
elde edilen degerlerden daha yiiksek degerde elde edildi. Ancak altin ylizeye dogrudan
dendronlarin immobilizasyonunda, ylizeyde olusan bosluklara antikorlarin adsorbe
olmasindan dolayl Olgimler arasi tutarsizliklar olustugu ve bu sebeple standart

hatalarin arttig1 gorulda.

Dendronlarin kullanilmasi sayesinde daha disik degerlerde FUM dedekte edilebildigi

ancak standart sapmalarin azaltilmasi gerektigi sonucuna ulasildi. Bu sebeple lineer
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ajanlar ile birlikte dendronlarin kullanilmasi sayesinde hem algilama limitlerinde

hassasiyetin arttirilmasi hem de standart hatanin azaltiimasi saglandi.

iki katmanli SAM uygulamasinda ilk katmanda secilecek lineer ajan icin iki dnemli kistas
degerlendirildi. Brinci 6nemli kistasdlsiik standart hata ile yiksek hassasiyette FUM
deteksiyonunun yapabilmesi olarak belirlendi. ikinci kistas ise dendronlarin tiyol
gruplari ile kolaylkla, ama segici olarak reaksiyona girebilecek bir fonksiyonel gruba
sahip olmasidir. Bu kriterlere gore ilk katmanda kullanilan en ideal ajan MUD’tur, Bu
molekdlt kullanmanin bir baska avantaji, kovalent bag olusturmak igin kullanilan
fonksiyonel gruplarin kimyasal reaktivitesinin diger makromolekillerden daha yliksek
olmasidir. MUD ajaninin yizeyde sahip oldugu amin grubu sulfostksinimidil 6-(3'-(2-
pridilditiyo)propionamido)heksanoat (Siilfo-LC-SPDP) heterobifonksiyonel c¢apraz

baglayici ile dendronun thiol grubuna kolaylikla baglanabilmektedir.

Bu amagla ilk katmanda MUD ajanlari olusturulduktan sonra G3 DND, G4 DND ve G5
DND ile SAM katmanlar olusturularak FUM kaplama optimizasyonlari yapildi. 1,75 mM
ve 2 mM kaplamalarda G4 DND ve G5 DND ile dustik standart sapma ve yuksek frekans
farklari elde edildi (MUD G4 DND ile 1,75 mM FUM kaplamada 56,33 Hz; 2 mM FUM
kaplamada 67,80 Hz; MUD G5 DND ile 1,75 mM FUM kaplamada 64,14 Hz; 2 mM FUM
kaplamada 69,41 Hz) (Cizelge 5. 1). Bu yizeylerde elde edilen yiiksek frekans farklari
sadece dendronlarin kullanilarak olusturuldugu yizeyler ile elde edilenlerden daha
yiksek degerlerde oldugu goriildii. iki katmanli SAM olusturma sayesinde antikorun
sensor ylizeyine daha fazla baglanmasindan kaynaklanan frekans farklari artisinin
temelde pek ¢ok nedenle olabilecegi diistinilebilir. ilk disiinilen, dendronlarin SPDP
ajani ile aktive edilerek immobilizasyonunda etkinligin inklibasyonla serbest sekilde
altin yiizeyde baglanmasindan daha etkin olabilecegidir. ikincisi ise iki katmanli SAM
olusturuldugunda, immobilize FUM molekiillerinin ylizeyden uzaklasmasi ile daha fazla
solventle etkilesime ge¢mesinden dolayr antikor baglama kapasitesinde artis

olabilecegidir.
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Cizelge 5. 1 QCM immiinosensoriinde FUM deteksiyonuna yonelik gelistirilen
immobilizasyon ylizeylerinden elde edilen LOD, LOQ, korelasyon katsayisi, SD, Frekans
farklari

FUM Anti FUM Standart
SAM Kaplama 8F4 SR Saane Edim Korelasyon LOD LOQ
Ajani Miktari Miktari P & Katsayist  (ppm) (ppm)

SD
(mM)  (mg/ml) (SD)
0,1 40,34 5,1945 17,68 0,924 0,588 | 1,764
1,75 0,05 41,55 2,8823 31,683 0,995 0,182 | 0,546
MUA
0,1 32,33 2,1312 24,555 0,931 0,174 | 0,522
2 0,05 41,8 1,732 31,735 0,995 0,109 | 0,327
MUD 2 0,05 37,95 1,277 19,3 0,924 0,132 | 0,397
MUO 2 0,05 33,8 1,024 29,956 0,995 0,067 | 0,201
G3 DND 2 0,05 41,04 1,9615 46,748 0,828 0,085 | 0,252
G4 DND 2 0,05 46,89 1,78 57,275 0,835 0,062 | 0,187
G5 DND 2 0,05 55,85 1,9295 84,643 0,826 0,046 | 0,137
MUD/
G4 DND 175 0,05 56,06 1,883 75,304 0,904 0,05 0,15
MUD/
G4 DND ) 0,05 66,7 1,591 79,486 0,91 0,04 0,12
MUD/
G5 DND 175 0,05 64,14 0,757 58,822 0,911 0,026 | 0,077
MUD/
G5 DND ) 0,05 69,5 0,407 96,388 0,94 0,008 | 0,025

0-10 ppm FUM ile inkiibasyona dayali sistemler ile elde edilen veriler
degerlendirildiginde bu ylizeylerde de 6ncekiler gibi 0,5 ppm FUM miktarindan daha
yuksek konsantrasyonlarda sensor sinyalinin azalmasinda fazla fark olusmadigi gorildd.
MUD G4 DND ve MUD G5 DND ile 1,75 mM ve 2 mM FUM kaplama yapilmis ylizeyde
0-0,5 araliginda kalibrasyon egrileri hazirlanarak regresyon katsayilari ve FUM
deteksiyon limitleri belirlendi. Sirasi ile regresyon katsayilari 0,904, 0,910, 0,911 ve
0,940 olarak elde edildi (Cizelge 5. 1). G4 DND ve G5 DND’nin tek basina yiizeyde
uygulanmasi ile elde edilen regresyon katsayilarina gore (sirasi ile 0,8278, 0,8261),
MUD kullanilmasi ile elde edilen degerlerin azaldigi, dolayisiyla glvenilirligin arttig
sonucuna ulasildi. Bu sayede dogrulugun arttiriimasi icin MUD kullanilarak 2 katli SAM

olusturulmasi ile giivenilirlik agisindan istenilen sonuglarin elde edildigi gorildi. iki katl
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SAM vyuzeylerde dendronlarin kullaniimasi hedeflenen bir diger unsur ise ylksek
glvenilirlik icinde hassasiyettin arttirilmasidir. Elde edilen regresyon sayilari (sirasi ile
0,050, 0,040, 0,026 ve 0,008 LOD) dendronlarin tek basina kullaniimasiyla elde
edilenler (G4 DND ile 0,0622 ppm ve G5 DND ile 0,0456 ppm LOD) ile kiyaslandiginda

arttigi gorulda.

Tez c¢ahsmasi kapsaminda kullanilan tim ylzey modifikasyonlari bir arada
degerlendirildiginde Cizelge 5. 1'de goriildigi gibi en disik FUM deteksiyon limiti
MUD lineer ajan ile G5 DND dendronunun kullanildigi SAM ylizeyde 2 mM FUM
immobilizasyonu ile elde edildi. MUD ve G5 DND’nin birlikte kullanilmasi ile elde edilen
LOD degeri 0,008 ppm FUM kontaminasyonunu detekte edebilme 6zelligindedir. FUM
icin Avrupa Birligi’'nin regresyonunda genel beslenmede en (st limit 4 ppm, bebek
gidasinda ise bu limit 2 ppm degerindedir, FUM ekstrasyonunda kontamine oldugu
siphenilen misir veya diger (bugday, piring, dari gibi) besin maddelerinin icerigindeki
kontaminasyonun belirlenebilmesi icin ilk olarak 0Ornekte ekstraksiyon islemi
uygulanmaktadir. Ekstraksiyon methodunda pargalama islemini takiben %70 methanol
ile ekstrakte etme basamagi uygulanmaktadir. Boylece FUM ile kontamine ornekteki
FUM icinde yilksek oranda methanoliin de bulundugu matris ortamina gecmekte,
analizler bu ortamda gergeklestiriimektedir. Matris ortaminda ¢ok disuk degerlerde
bulunan FUM miktarini HPLC, LC-MSMS gibi enstriimantel analiz yontemleri ile tayin
edebilmek icin genellikle ilk olarak matris ortamindan uzaklastirmak ve &rnek
zenginlestirmek icin immdanafinite kolonlar ile saflastirma yapilmaktadir. Clinki matris

ortami analizin hassasiyetini etkilemektedir.

Tez calismasinda gelistirilen metot ile ulasilan LOD degeri sayesinde matris etkisi
minimalize edilebilecektir. En hassas olcim gerekliligi olan bebek mamalarinda dabhi,
ekstrakta 2 ppm (2 mg/L) FUM miktarinin belirlenmesi gerekmektedir. Tez kapsaminda
gelistirilen QCM ile 2 ppm FUM kontaminasyonunu analiz edebilmek icin 1 ul 6érnek,
0,05 mg/ml anti FUM 8F4 iceren 250 ml PBS’e alinarak uygulama yapilabilmektedir.

1/250 dilusyon faktori ile matris etkisinin azaltilabilecektir.

Tez calismalari kapsaminda heniiz ticari olarak temin edilemeyen amid modifiye

dendronlar son zamanlarda piyasaya arz edilmis durumdadir. Bu dendronlarin 6zellikle
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kuarterner amonyum tuzlarinin MUD vyuzeylerde kullanimi ile regresyon katsayilarinin
daha da yikseltilebilecegi boylece oOlgiimlerde mutlak dogruluk paylarinin

arttirilabilecegi 6ngorilebilir.

FUM deteksiyonu icin QCM immiinosensoriinde ylzey modifikasyonlarinda dekstran,
alginik asit, pektin, karboksimetil seliiloz, karboksimetil dekstran, poligliserol, polietilen
glikol, poli-L-lisin veya poliakrilik asit gibi hidrofilik polimer malzemeler ile etkinlik

calismalari tirevlendirilebilir [78].

Tez kapsaminda gelistirilmis olan QCM immiinosensori ile FUM kontaminasyonunda
sinir degerlerde miktar tayini yapilabilmektedir. Ancak FUM’nin ¢ok daha az miktarlari
ile slirekli maruziyet halinde otoimmin bir rahatsizlik olan ¢olyak hastaligi, fetliste
noral tip bozukluklari, damar fonksiyon yapisinda bozukluk, safra kanallarinda
hiperplazi, karaciger ve 6zefagus kanseri gibi pek ¢ok etkisinin oldugu saptanmistir [79].
Disik miktarlarda beslenmenin de kontrol altina alinabilmesi icin gidalarin Uretimi,
depolanmasi ve islenmesi sirasinda es zamanli siirekli kontrollerin yerinde yapilmasi
gereklidir. Disuk kontaminasyon degerlerinin de belirlenebilecegi kolay kullanimli,
tasinabilir, hassas sensor sistemlerinin gelistiriimesi giin gectikce 6nem kazanmaktadir.
Tez kapsaminda gelistirilen QCM immiinosensorii sayesinde bu gereksinimler igin
onemli veriler elde edilerek gelecekte ilerletilebilecek teknolojiler ile entegrasyonlar
saglanarak daha genis alanda cok sayida kullaniciya bu sistemlerin ulastiriimasi

gereklidir.
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EK-A

HPLC SONUCLARI

HPLC ile gcalisma sartlari ve Agilent marka HPLC cihazina ait CHEM 32 programi ile elde

edilen sonuglardir,

Data File : C:\Chem32\,,,TA\22_15_2015_SVCN_FUMcOVA_ORANLAR_LC 20125-01-22 14-37-21\001-0101,D

Acq, Method: C18 PROTEIN ANALYSIS_22_01_15,M

The Acq, Method's Instrument Parameters for the Run were :

Agilent 1100/1200 Quaternary Pump 1

Control
Column Flow
Stoptime
Posttime
Solvents
Solvent A
Solvent B
Solvent C
Solvent D
PressureLimits
Minimum Pressure
Maximum Pressure
Auxiliary
Maximal Flow Ramp
Primary Channel
Compressibility
Minimal Stroke
Store Parameters
Store Ratio A
Store Ratio B
Store Ratio C

Store Ratio D

0,800 ml/min
20,00 min
Off

20,0 % (Solvent A)
off
80,0 % (Solvent B)
Off

0 bar
400 bar

100,00 ml/min”2
Auto
100*107-6/bar

Auto

Yes
Yes
Yes

Yes
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Store Flow : Yes
Store Pressure : Yes
Timetable

Time Solv,B Solv,C Solv,D Flow Pressure

0,00 0,0 80,0 0,0 0,500
2,00 0,0 80,0 0,0 0,500
2,01 0,0 200 00 0,500
20,00 0,0 20,0 0,0 0,500

Agilent 1100/1200 Fluorescence Detector 1

Signal
Excitation : 280 nm
Emission : 350 nm
Time
Stoptime : Aspump
Posttime : Off
Peakwidth : > 0,2 min
PMT-Gain : 10

Analog Outputs

Zero offset output 1 : 5%
Zero offset output 2 : 5%
Attenuation output 1 : 100 LU
Attenuation output 2 : 100 LU
Phosphorescence Detection :  Off

Fluorescence Scan

Excitation Range : 220to 380 nm, Step 5 nm

Emission Range : 300to 500 nm, Step 5 nm
Lamp

Only On During Run :  Yes

Economy Mode : No

Lamp Energy Reference :  On
Enable analysis
when lampisoff : No

Special Setpoints

Baseline Behavior : Append
Signal Polarity :  Positive
Fit Spectral Range : Yes

Agilent 1200 Variable Wavelength Detector 1

Signal
Wavelength : 280 nm
Peakwidth : > 0,1 min
Time
Stoptime : Aspump
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Posttime . Off
Analog Output
Zero offset analog out,: 5%
Attenuation analog out,: 1000 mAU
Store Additionally
Signal w/o Reference : No
Reference : No
Autobalance
Prerun balancing : Yes
Postrun balancing : No
Special Parameters
Margin for negative Absorbance: 100 mAU
Signal Polarity : Positive

Enable analysis when lamp is off: No

Scan from : 190 nm
Scan to : 400 nm
Scan step 1 2nm

Timetable is empty

Agilent 1100 Autosampler 1

Injection
Injection Mode : Standard
Injector volume : 20,00 pl
Optimization : none
Auxiliary
Drawspeed : 100 pl/min
Ejectspeed : 100 pl/min
Draw position : 0,0 mm
Time
Stoptime : AsPump
Posttime . Off

Agilent 1100/1200 Column Thermostat 1

Temperature settings

Left temperature : 37,0°C
Right temperature :  Same as left
Enable analysis : When Temp, is within setpoint +/- 0,8°C

Store left temperature :  Yes

Store right temperature:  No

Time
Stoptime : Aspump
Posttime . Off

Column Switching Valve : Column1

Timetable is empty
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Data File C:\CHEM32\...EN\22_15_2015_SVCN_FUMCOVACRENLAR LC 2015-01-22 14-37-21\003-0301.D
Sample Name: FUM cOVE 10

Lcog. Operator : COE Seq. Line : 3
Leg. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 3
Injection Date : 1/22/2015 3:23:28 PM Inj : 1
Inj Volume : 20.0 pl
Bcg. Method : C:NCHEM32\I\DATA\22_15_2015_SVCN_FUMCOVAORANLAR LC 2015-01-22 14-37-21\
Cc18 PROTEIN ANALYSIS 22 01 _15.M
Last changed : 1/22/2015 2:37:09 BM by OE
Analysis Method : C:\CHEM3Z\1\METHODS\23032017INJECTORYIRAMA.M
Last changed : 3/31/2017 5:54:57 PM by BENGU_PRC_G
Sample Info : FIM cOVAa 10

Additional Info : Peak(s) manually integrated

FLDT A Ex=280, Em=350 (SEVECENZZ_15_2015_SVCN_FUMCOVAORANLAR_LC 2015-01-2Z 12-37-ZT\006-0601.0)

LU T rﬁ@%
80 B%.?»
#

60

40 ‘\g:"“
o '<\

] o P

20 o =

i =
0 —
T

T
75 10 12.5 15 175

0 25 5 5 5 5 5
VWD A Wavelength=280 nm (SEVECEN'\22_15_2015_SWCN_FUM COVAORANLAR_LC 2015-01-22 14-37-21\008-0601.D)

Area Percent Report

Sorted By : Signal
Multiplier: : 1.0000
Dilution: : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: FLD1 &, Ex=280, Em=330

Peak RetTime Type Width Area Height RArea
¥ [min] [min] LU *3 [ 1 %
===l |-—-1---- |-—==——-- |- |-—==——- I
1 L001 MM 0.4077 2334.577e4 95.43328 092.2358

1
2 5.510 MM 0.2383 177.15242 12.39207 6.9880
8.103 BB 0.1383 19.3c666 2.13368 0.7651

Totals : 2531.09671 109.85904

Signal 2: VWDl R, Wavelength=280 nm

Peak RetTime Type Width Area Height hrea
E [min] [min] mAU *3 [mAT 1 %
===l |-===1--=---- | === |-=====—— |—=====-- |
1 1.154 BV 0.2004 323.65979 24.31560 24.6930
2 1.962 Vv 0.3256 876.92883 36.2090098 €6.0035
3 2.795 VB 0.3028 85.37978 4.17305 6.5139
4 5.674 BB 0.1789 24.76779 2.26804 1.889¢
Totals : 1310.73618 67.04787

#*%% End of Report w¥*
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Data File C:\CHEM32\...EN\22 15_2015_SVCN_FUMCOVAORANLAR LC 2015-01-22 14-37-21\004-0401.D
FUM cOVA 20

Sample Name:

Rkcg. Operator
Rcg. Instrument
Injection Date

Eecg. Method

Last changed
Enalysis Method
Last changed
Sample Info

Additional Info

CE Seg. Line
Instrument 1 Location
1/22/2015 3:45:35 BM Inj

Inj Volume

!

vial 4
1

20.0 nl

C:\CHEM32\1\DATA\22 15_2015_SVCN_FUMCOVAORANLAR LC 2015-01-22 14-37-21\
C18 PROTEIN ANARLYSIS 22 01 _15.M

1/22/2015 2:37:09 PM by CE
C:\CHEM32\1\METHODS\ 2303201 7INJECTORY IKAMA .M

3/31/2017 5:54:57 BM by BENGU_PRO G

FUM cOVA 20

Peak(=z) manually integrated

FLD T &, Ex=2280,

Em=350 (SEVECEN\ZZ_15_2015_SWCN_FUMCOVAORANLAR_LC 2015-01-22 14-37-21\005-0501 D)

- w
LU Q;:\
100 %ﬁ
&
30 &
50
®
40 Pl &
vgﬁ
204 - 2
A =
=
0 E
T

75 10 12.5 15 175 miin|

0 Z
VWD A Wavele
o

5 5 5 5 5 5
ngth=280 nm (SEVECEN\22_15_2015_SVCN_FUMCOWVAORANLAR_LC 2015-01-22 14-37-21\005-0501.0)

mALU g

304
25
20
154

P
10 g &

s
5 i
o S
——————— ———— : S —
0 25 5 7.5 10 12.5 15 175 i

Sorted By
Multiplier:
Dilution:

Use Multiplier &

Signal 1: FLD1 A, Ex=280, Ewm=350
Peak RetTime Type Width Area Height RArea
# [min] [min] LU F-] [LU 1 %
I R e |- |- ===
1 1.015 MM 0.3708 2578.17188 115.808082 B89.6035
2 35.465 MM 0.2381 Z2B0.17636 15.60968 9.7374
3 8.050 BB 0.1385 18.96261 2.0851¢ 0.6580
Totals 2877.31085 137.58566
Signal 2: VWDl A, Wavelength=280 nm
Peak RetTime Type Width Area Height Area
# [min] [min] mwRAU %3 [mAT 1 %
=== I--—-1----- |-=====——— |-——==———— |-———=——- ]
1 2.040 MM 0.6448 1301.06177 33.62980 85.8833
2 5.620 MM 0.1948 54.30504 4.64517 4.0087
Totals 1355.36681 38.2748¢

Lrea Percent Report

Signal

H 1.0000
1.0000
Dilution Factor with ISTDs

*%% End of

Report *%%
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Data File C:\CHEM32\...ENW\22 15 _2015_SVCN_FUMCOVAORANLAR LC 2015-01-22 14-37-21\005-0501.D

Sample Name:

FUM cCVER 30

Rcg. Cperator CE Seq. Limne 5
Eecg. Instrument Instrument 1 Location Vial 3
Injection Date 1/22/2015 4:07:39 BM Inj 1

Inj Volume 20.0 pl

REecg. Method

Last changed
Enalysis Method
Last changed
Sample Info

Additional Info

C:\CHEM32\1\DATAN22 15_2015_SVCN_FUMCOVACRRNLAR LC 2015-01-22 14-37-21%
C18 PROTEIN ANALYSIS 22 01_15.M

1/22/2015 2:37:09 PM by OE

C:\CEEM32\1\METHODS\ 2303201 7TINJECTORY IRAMA .M

3/31/2017 5:54:57 PM by BENGU_FRO_G

FUM cOVA 30

Peak(s) manually integrated

FLD 14 Ex=280, Em=350 (SEVECEM\ZZ_15_2015_SVCN_FUMCOWVAORANLAR_LC Z015-01-22 14-37-21\004-0401.D)

o = ~
R
140 Pl 2
1204 4
1004
80
&
60 g
g
403 = &
R R -
204
M E
03—~ .

T T T T T T T
7.5 10 12.5 15 175 min|

0
VWD A Wavi
mAl 3 o

25 5 5 5 5
elength=280 nm (SEVECEN\22_15_2015_SWVCHN_FUMCOVAORANLAR_LC 2015-01-22 14-37-21\004-0401.D)

&

Area Percent Report

Sorted By
Multiplier:
Dilution:

Signal
: 1.0000
1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: FLDl &, Ex=280, Em=350
Peak RetTime Type Width Area Height Lrea
# [min] [min] LU ¥z [LU 1 %
===l e i I———=——— I-=—— I——==——
1 0.904 MM 0.3540 3919.71436 184.56494 91.5697
2 5.426 MM 0.2385 341.52%82 24.068729 7.9786
3 8.07¢ BB 0.1372 19.33472 2.108z8 0.4517
Totals 4280.578580 210.741351
Signal 2: VWDl &, Wavelength=2E80 nm
Peak RetTime Type Width Area Height Lrea
# [min] [min] mRT *3 [mAT 1 %
il B e - - === |
1 1.162 MM 0.6772 1e44.23535 40.46756 95.8725
2 5.581 MM 0.2204 70.78773 5.35187 4.1275
Totals 1715.02309 45.81943

*%% End of Report %¥%

164



Data File C:\CHEM32\...EN\22_15_2015_SVCN_FUMCOVAORANLAR LC 2015-01-22 14-37-21%006-0801.D

Sample Name:

FUM cCOVR 40

Acg. Cperator CE Seq. Line 6
Acg. Instrument Instrument 1 Location Vvial &
Injection Date 1/22/2015 4:29:43 BM Inj 1

Inj Volume 20.0 nl

Rcg. Method C:\CHEM32\1\DATA\22_ 15_2015_SVCN_FUMCOVACRANLAR LC 2015-01-22 14-37-21\
C18 PROTEIN ANALYSIS 22 01 15.M
Last changed 1/22/2015 2:37:09 BM by CE
Bnalysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS%2303201TINJECTORYIKAMA .M
Last changed 3/31/2017 5:54:57 PM by BENGU_PRC G
Sample Info FUM cOVA 40
Additional Info : Peak(s) manually integrated
FLD 1 A, Ex=280, Em=350 [SEVE CENZZ_15_2015_5VC N_FUMCOVAORANLAR_LC 2015-01-22 14-37-21\003-0301.0)
LU b n
E RS
&
100 4 éa'b
&
Qs
o A
g &
o
2
o
@
T T - T i T T T T
7.5 25 15 7.5 min

0 25 5 5 .5 5 E
VWD A Wavelength=280 nm (SEVECEN\2Z_15_2015_SVCN_FUM COVAORANLAR_LC 201501-22 14-37-21\003-0301D)

0 25 5 75 10 5 15 5 miin|
Brea Percent Report
Sorted By Signal
Multiplier: : 1.0000
Dilution: 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: FLD1 &, Ex=280, Em=350
Peak RetTime Type Width Area Height Lrea
# [min] [min] LU *g [LU 1 %
===l e i I———=——— I-=———— I——==——
1 1.024 MM 0.4424 3370.10303 126.95750 82.le52
2 5.496 MM 0.2856 711.729B6 41.53977 17.3524
3 £.084 BB 0.138¢ 168.78361 2.17268 0.4823
Totals 4101.61650 170.66994
Signal 2: VWDl A, Wavelength=280 nm
Peak RetTime Type Width Brea Height Brea
# [min] [min] mAU hE] [maT 1 %
il Rt I====l-===-— === |-=======— I-——==---
1 2.218 MM 0.7504 1974.06738 43.84694 93.1700
2 5.665 MM 0.2244 144.71178 10.74623 €.8300
Totals 2118.7791¢6 54.50317

*%% End of Report %¥¥
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Data File C:-NCHEM3ZM\1MWDATANSEVECEMWC1E8 SEVECEN 30 12 2014 2014-12-30 15-13-36M%002-0201.D

Sample WName: owva clB8

Acg. Operator
Aog. Instrument
Injection Date

Acg. Method

Lzst changed
Analysis Method
Last changed
Additional Info

OE Seg. Line : z
Instrument 1 Location : WVial 2
1273072014 3:41:30 BM Inj : 1

Inj Volume : 10.0 pl

C:wCHEM32MW1W\DATANCLE SEVECEN 30 12 2014 2014-12-30 15-13-3&\Clg DROTEIN
BNALYSIS .M B -0 T

1273072014 3:13:35 PH by OE

C:oAWCHEM32MW1\METHODS\ 23032017 INJECTOEY TERMA M

3/31/2017 5:54:57 FM by BENGU_PRO G

Pezk(s) manually integrated

FLDT &, E=250, Ene 25 0{SEVECENICTE_SEVECEN W TZ_ 2014 20161230 15155 0020207 )
-

o~

[1] § [ 15 20 miry
VWD A, Wavelength=280 nm {SEVECENYWC18_SEVECEM 30_12_2014 2014-12-30 15-123-36002-0201.04
mAl o o
&0 4 .@W
503 =
40
0
20
=)
wkE
=
[ ;
T T T T
1] 5 10 15 20 min|
AZrea Percent Beport
Sorted By : Signal
Multiplier: : 1.0000
Dilution: : 1.0000
Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs
Signal 1: FLD1l R, Ex=280, Em=350
Peak BetTime Type Width Area Height Area
£ [min] [min] LU *3 [LO 1 %

Signal 2: VWDl &,

Pezk RetTime Type

§1938

0.2350 4Z3. 23.61138 100.0000
423.61338 23.8l1l1z28
Havelength=Z80 nm
Width Area Height Area

: [min] [min] maU *z [mALT ] %
- [ e | —— | | === |

1 0.l1€& BB 0.2313 35.24733 2.48880 4.1835

3 z.03z2 MM 0.2222 872.0733& 85.93482 355.8305
Totals

917 .3278% e8.40123

#%% End of Report **%
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Jata File C:\CHEM3Z2M\1\DATA\SEVECEM\C12 SEVECEN 30_1Z2Z 2014 2014-12-30 14-34-31.001-0101.D
jample Mame: bsaz ova cli

Lcg. Operator : CE Seg. Line : 1
Leg. Imstrument :© Inmstrument 1 Location : WVial 1
Injection Date : 12/730/2014 Z:35:33 BM Inj : 1
Inj Volume - 10.0 pl
Rcg. Method : ConCHEM3ZW1N\DATANCLE SEVECEN 30 12 2014 2014-12-30 14-34-31°Clg EROTEIN
ANALYSIS M B T
Last changed : 1273072014 Z:34:2% BM by OE
Anzalysis Method : C:N\CHEM32M\1\METHODSMZ2303Z017INJECTORYIEAMAE M
Last changed : 3/31/2017 5:54:57 PM by BENGU FRO &

2dditional Info : Peak(s) manuslly integrated

FLDT &, Ex2 B0, Eme5 0 (SEVECENCIE._SEVECEN_T0_1Z 20718 2041230 T&-H-3T00TT0T 1)

VWD A, Wavelength=280 nm (SEVECEMWC18_SEVECEN 30_12_2014 2014-12-30 14-34-2 1001-0101. 0%

- B
mAL o]

e
- "CP ’
F

Arez Percent EReport

Sorted By : Signal
Multiplier: : 1.0000
Dilution: : 1.0000
Use Multiplier & D[ilution Factor with ISTDs
Signel 1: FID1 &, Ex=2Z80, Em=350

Peak BetTime Type Width Area Height Area
3 [min] [min] IO *3 [T 1 %

1 Z2.242 MM 0.2523 337.56805 22.25005 100.0000

Totals : 337_58805 22 _ 25009

Signal Z: VWDl &, Wavelength=280 nm

Peak BetTime Type Width Area Height Area
£ [min] [min] mAU *g [mAUT 1 %

Totals : 1042 75085 84_77758

*%% End of Report *#**
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Data File C:\CEEM3Z\I1\DATA\SEVECEN\SEVECEN_POL_10_06&_14 2014-06-10 15-25-26\006-0601.D
Sample Name: PRRZ

Acg. Cperator : DE Seg. Line : 3
Acg. Instrument : Instrument 1 Location : Vial &
Injection Date : 6/10/2014 5:41:33 BM Inj : 1
Inj Volume : 5.0 pl
Different Inj Volume from Sequence ! Actual Inj Volume : 17.0 pl
Acg. Method : C:\CHEM32\1\DATA\SEVECEN\SEVECEN POL 10 06_14 2014-06-10 15-25-2&\
SEVECEN PCLIMER LC.M
Last changed : 6/10/2014 3:26:57 BM by CE

(modified after loading)

Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHCDS\2303Z2017INJECTORYIRAMA.M
Last changed : 3/31/2017 5:54:57 PM by BENGU_PRO_G
Additional Info : Peak(s) manually integrated

FLD 1 A, Ex=250, Em=410 (SEVECE N\SEVTE CEN_P O‘LJ 0_06_14 2014-06-10 15-25-26\006-06010 )
LU
23
2254
22
215
21
205
T T T
0 5 10 15 20 min|
VWD1 A Wavelength=280 nm (SEVECEN\SEVECEN_POL_10_06_14 2014-06-10 15-25-26\006-0601.0)
mAU 4 N
)
v
08
04 ]
024
03
02
-0.4
T T T T
5 10 15 20 miin|
Area Percent Report
Sorted By : Signal
Multiplier: : 1.0000
Dilution: : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: FLD1 &, Ex=250, Em—=410

Peak RetTime Type Width hrea Height Lrea
# [min] [min] LU *3 [LU 1

1.509422 2.83742e-2 100.0000

Totals : 1.59422 2.83742=-2

Signal 2: VWDl A, Wavelength=280 nm

Peak RetTime Type Width Rrea Height Area
# [min] [min] mAUT ¥ [mAT 1 %

1 6.810 MM 0.6879 29.18810 7.07225e-1 100.00

Totals : 209.18810 7.07225e-1

*%% End of Report %%*%

Data File C:\CHEM32\1\DATA\SEVECEN\SEVECEN POL_10_06_14 2014-06-10 15-25-26\005-0501.D
Sample Name: FUM

Bcg. Operator : CE Seq. Line : 3
BEcg. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 5
Injection Date : &/10/2014 5:14:31 EM Inj : 1
Inj Volume : 5.0 pl
Different Inj Volume from Segquence ! Bctual Inj Volume : 17.0 pl
Rcg. Method : C:\CHEM32\1\DATA\SEVECEN\SEVECEN POL 10 _06_14 2014-06-10 15-25-26\
SEVECEN POLIMER LC.M
Last changed : 8/10/2014 3:26:57 EM by CE

(modified after loading)
Bnalysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\23032017INJECTORYIREMA.M
Last changed : 3/31/2017 5:54:57 PM by BENGU_PRO_G
Rdditional Info : Peak(s) manually integrated
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FLD1 4, Ex=250, Em=410 (SEVECE WSEVECE N_P O_L_1 0_08_14 2014-08-10 15-25-26W005-0501.0)

T T T T
5 10 15 20

0 5 5
VWDT A Wavelength=280 nm (SEVECENSEVECEN_POL_10_06_14 2014-06-10 15-25-26\0050501 1)
mAU o kel

Area Percent Report

Sorted By Signal
Multiplier: : 1.0000
Dilution: 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: FLD1 &, Ex=250, Em—410

Peak RetTime Type Width
[min]

1.1402

1.77683 2.57697e-2 100.0000

1.776893 2.57697e-2

Signal 2: VWDl A, Wavelength=280 nm

Peak RetTime Type Width hrea Height Lrea
# [min] [min] mAUT *5 [mAT 1 %
e B R e R R |-----——- |
1 12.665 MM 0.7200 14.30149 3.31062e-1 100.0000

14.3014% 3.31062e-1

*%% End of Report %**

Data File C:\CHEM32\1\DATA\SEVECEN\SEVECEN POL_10_06_14 2014-06-10 15-25-25\004-0401.D
Sample Name: OVE

Zcg. Operator : CE Seqg. Line : 4

Lcg. Instrument Instrument 1 Location Vial 4

Injection Date 6/10/2014 4:47:28 PM Inj : 1
Inj Volume : 5.0 pl

Different Inj Volume from Sequence ! Actual Inj Volume : 17.0 pl

Lcg. Method

SEVECEN POLIMER LC.M

6/10/2014 3:26:57 BM by CE

(modified after loading)

C:\CHEM32\1\METHOD5\ 2303201 7TINJECTORY IRAME . K

3/31/2017 5:54:57 PM by BENGU_FRO G

Peak(s) manually integrated

Last changed
Analysis Method :

Last changed
Rdditional Infe
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C:\CHEM32\1\DATA\SEVECEN\SEVECEN_PCL_10_06_14 2014-06-10 15-25-26\



FLD 1A, Ex=250, Em=41 7 [;‘:E VECEMGEVECE N_P 0‘L710705j 4 Z014-06-10 15-25-26\004-0401.0)

Bo@

~

224 T T T T
0 5 10 15 20 min|
VWD A Wavelength=280 nm (SEVECEN\SEVECEN_POL_10_06_14 2014-06-10 15-25-26\004-0401 D)
mAU = A
o
5 5
&
5
4
2
0
T — . . T T T — T .
5 10 15 20 min|
krea Percent Report
Sorted By : Signal
Multiplier: : 1.0000
Dilution: : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: FLD1 &, Ex=Z250, Em=410

Peak RetTime Type Width Area Height hrea
# [min] [min] LU *= [LU 1 %
===l |====]==—-- | === |-—====——— | -—==--- |
1 10.928 MM 0.3807 33.10548 1.44943 100.0000
Totals : 33.10548 1.44943

Signal 2: VWDl A, Wavelength=Z280 nm

Peak RetTime Type Width Erea Height Rrea
4 [min] [min] mAT *3 [mAU 1 %

1 10.868 MM 0.3692 209.54710 9.45922 100.0

Totals : 208.54710 9.450822

*%%* End of Report *%¥

Data File C:\CHEM32\I1\DATA\SEVECEN\SEVECEN POL_10_06é_ 14 2014-06-10 15-25-26\002-0201.D
Sample Name: PAA-FUM

hcg. Operator : COE Seq. Line : 2
Bcg. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 2
Injection Date : 6/10/2014 3:53:31 PM Inj : 1
Inj Volume : 5.0 pl
Different Inj Volume from Seguence ! Actual Inj Volume : 17.0 pl
Zcg. Method 1 C:\CHEM32\1\DATA\SEVECEN\SEVECEN_ POL_10_06_14 2014-06-10 15-25-2&\
SEVECEN FOLIMER_LC.M
Last changed : 6/10/2014 3:26:57 PM by OE

(modified after loading)
Analysis Method : C:\CHEM32\1\METHCDS)\23032017INJECTORYIRAMA.M
Last changed : 3/31/2017 5:54:57 FM by BENGU_PRO_G
Ahdditional Info : Peak(s) manually integrated
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FLD T A Ex=250, Em=410 (SEVECEN\SEVECEN_POL_10_D5_14 Z014-06-10 15-25-25\002-0201.0})

T T T T
0 5 15 20 min|
VWD1 A Wavelength=280 nm (SEVECEM\SEVECEN_POL_10_06_14 2014-06-10 15-25-26'\002-0201.D)

Lrea Percent Report

Sorted By : Signal
Multiplier: : 1.0000
Dilution: : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: FLD1 R, Ex=250, Em=410

Peak RetTime Type Width Area Height Area
- [min] [min] LU *s3 [LU 1 %
= e - l--- |- I
1 T.054 MM 1.4326 9.34270 1.08691e-1 100.0000
Totals : 9.34270 1.086%1e-1

Signal 2: VWDl A, Wavelength=280 nm

Peak RetTime Type Width Erea Height Area
- [min] [min] mAU = [mAT 1 %
=== |-===1-===-—- |—====—— |-=====——— |—======- |
1 6.922 MM 1.2528 202.62093 2.69564 100.0000
Totals : 202.62993 2.609564

*%% End of Report *¥%

Data File C:\CHEM3Z2\1\DATA\SEVECEN\SEVECEN_POL_10_06_14 2014-06-10 15-25-26\003-0301.D
Sample Name: PRA-FUM-OVE

Bcg. Operator : OF Seq. Line : 3
Beog. Instrument : Instrument 1 Location : Vial 3
Injection Date : 6/10/2014 4:20:28 PM Inj : 1
Inj Volume : 5.0 pl
Different Inj Volume from Seguence ! Bctual Inj Volume : 17.0 pl
Zog. Method : C:\CHEM32\1\DATA\SEVECEN\SEVECEN POL_10 06_14 2014-06-10 15-25-26\
SEVECEN POLIMER LC.M
Last changed : 6/10/2014 3:26:57 PM by CE

(modified after loading)
Bnalysis Method : C:\CHEM32\1\METHODS\23032017INJECTORY IKEMA.M
Last changed : 12/4/2017 10:36:18 &M by BENGU FRO G
(modified after loading)
Bdditional Info : Peak(s) manually integrated
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FLD1 A Ex=2850, Em=41b (éEVE CEN\SE\!“E CEN PO‘L _10_06_14 2014-06-10 15-25-26\003-0301.0 )
LU Q

244

235 4 N

B I e R
2254

2154
214
205

|

0
VWD1 A Wavelength= ZBU nm (SEVECEM\SEVECEN POL 10_06_142014-06-10 1‘—2‘—26\003-0301 D}

mAU n A
] &
254
24
1.5
14
054
0 T \/\/\Hﬂ/—»—___r/x\_"“——'_—_
T T T T T T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 min|
krea Percent Report
Sorted By Signal
Multiplier: : 1.0000
Dilution: : 1.0000

Use Multiplier & Dilution Factor with ISTDs

Signal 1: FLDl &, Ex=250, Em=410
Peak RetTime Type Width Erea Height Erea
E [min] [min] LU *3 [LU 1 %
===l l-=——=1===—-= |- === |-==—=--- I
1 6.961 MM 1.9465 18.92489 1.70606e-1 100.0000

Totals 19.92489 1.70606e-1
Signal 2: VWDl R, Wavelength=280 nm
Peak RetTime Type Width Area Height Area

- [min] [min] mAT *3 [maU 1 %
L iiesim | 1er zeresesz 21a1st 100.0000
Totals 267.86682 3.13151

*%% End of Report ***%
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