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Amag: Organik-inorganik hibrit nano sentez yontemi sayesinde spesifik antikorlarla fonksiyonellestirilmis hibrit konjugat yapilarin farkl sartlar
altinda sentezlenmesi, olusan yapilarinin aydinlatilmasi, 6zelliklerinin karakterize edilmesi ve bu yapilar kullanilarak iz miktarda tanisi zor olan
Gaucher hastaligina spesifik hedef molekiillere baglanmasinin ELISA test sistemi ile gorintiilenmesi hedeflenmistir.

Gereg ve Yontem: B-glukoserebrozidaza spesifik poliklonal antikor Anti-GBA 3 baglayici antikor olarak secildi, Sandwi¢ ELISA metodu ile 12,5-
400 ng/mL konsantrasyon araliginda B-Glucosidase enzimi standart olarak kullanildi. Uzerine Antikor-enzim-inorganik hibrit konjugat ilave edilerek,
test goriiniir hale getirildi. Boylece 6rnekteki 8-Glucosidase diizeyi olusturulan kombinasyon ile yakalanabilmistir.

Bulgular: Geleneksel sandwi¢ ELISA yonteminde Anti-GBA 1 konjugat: yiiksek yanit verirken hibrit sistemde Ab 1 (10 pl)-HRP-inorganik hibrit
konjugat daha yiiksek yanit vermistir. Klasik yontem igin Lineer analitik performans R? >0.99 ve LOQ degeri 10 ng/mL olarak belirlenirken hibrit
konjugat sisteminde ise R? >0.99 ve LOQ degeri 12,5 ng/mL olarak belirlenmistir.

Sonug: Geleneksel ELISA yontemi ile karsilastirildiginda, hibrit sistem HRP enziminin konjugata tek asamali olarak baglanmasini saglar ve sonugta
ortaya ¢ikan konjugat yapisinin yiiksek yakalama yetenegi ve katalitik aktivite kazandigini gosterir.

Anahtar Sozciikler: Gaucher, f-glukoserebrozidaz, f-Glucosidase, ELISA, Hibrit Konjugat.

ABSTRACT
Investigation of the Potential of the Functional Conjugate System in the Diagnosis of Gaucher Disease

Objective: It is aimed to synthesize hybrid conjugate structures functionalized with specific antibodies under different conditions by using organic-
inorganic hybrid synthesis method, to elucidate the resulting structures, to characterize their properties, and to monitor the binding of these structures
to target molecules specific to Gaucher disease, which is difficult to diagnose with the ELISA test system.

Material and Method: B-glucocerebrosidase specific polyclonal antibody (Anti-GBA 3) was chosen as the binding antibody, -Glucosidase enzyme
was used as standard with the Sandwich ELISA method in the concentration range of 12.5-400 ng/mL. The test was made visible by adding antibody-
enzyme-inorganic hybrid conjugate. Thus, the level of B-Glucosidase in the sample could be captured with the combination created.

Results: While Anti-GBA 1 conjugate gave a high response in the conventional sandwich ELISA method, Ab 1 (10 ul)-HRP-inorganic hybrid conju-
gate gave a higher response in the hybrid system. In the classical method, the linear analytical performance is determined as R? >0.99 and the LOQ
value is set at 10 ng/mL, whereas in the hybrid conjugate system, R? >0.99 and the LOQ value is determined as 12.5 ng/mL.

Conclusion: Compared to the traditional ELISA method, the hybrid system allows for the one-step binding of the HRP enzyme to the conjugate,
resulting in a conjugate structure with enhanced capture capability and catalytic activity.

Keywords: Gaucher, f-glucocerebrosidase, S-Glucosidase, ELISA, Hybrid Conjugate.
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Nadir kalitsal hastaliklardan olan Lizozomal Depo
Hastaliklar1 (LSD'ler); lizozomal fonksiyon igin kritik
noktalarda gorev alan proteinlerdeki mutasyonlarin
neden oldugu bir metabolik bozukluk sinifidir ve tiim
diinyadaki prevalansinin 5000 dogumda 1 oldugu tah-
min edilmektedir (1, 2). Lizozomal depo hastaliklari;
makromolekiillerin bozulmasindan ve geri doniisii-
miinden sorumlu bir veya daha fazla fonksiyonel lizo-
zomal enzimin yoklugu veya eksikligi ile karakterize
edilen 50'den fazla farkli nadir kalitsal metabolik ve
ndrodejeneratif hastalik grubunu olusturmaktadir (3, 4).

Olusan kusurlar endozomal veya lizozomal sistem
icinde biriken spesifik makromolekiillerin tamamen
bozulmasini ve geri doniisiimiinii 6nler, sonug olarak,
bozulmamis veya kismen bozulmus makromolekiiller
(proteinler, polisakkaritler, lipitler, vb.) ¢esitli lizozom-
larda asamali olarak birikir (1). Bu durum hiicre genis-
lemesine yol acarak; normal hiicre fonksiyonlarinin
bozulmasma ve sonugta, hiicre 6liimii, merkezi sinir
sistemi dahil olmak iizere yaygin olarak birden fazla
organi ve dokuyu etkileyen ilerleyici Tay-Sachs, Gauc-
her, Fabry, Metakromatik 16kodistrofi, Krabbe, Nie-
mann-Pick, vb gibi sistemik bir hastaliklara neden olur
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(4). Gaucher hastaligr; sfingolipidoz simifindan hasta-
liklardir, genellikle otozomal resesif bir sekilde aktari-
lirlar (5). B-glukoserebrozidaz (GBA) enzim eksikligi
ile karakterize, 1:100000 goriilme sikligina sahip kara-
ciger, dalak, akciger gibi bazi organlarda, kemik iligin-
de ve bazen de beyinde asir1 yag birikimine neden olan
genetik bir hastaliktir (5, 6).

Tim diinyada bu hastaliklarin tanis1 ve tedavisi zordur
(1). Bilgi ve biling eksikligi nedeniyle LSD hastalikla-
rindan muzdarip ¢ocuklarin tan1 ve tedaviye erisimi
gecikmektedir ve bu nedenle %30’u 5 yasindan 6nce
6lmektedir. Lizozomal depo hastaliklarinda bazi klinik
ve patolojik bulgular hastaliklarin tanisinda kullanil-
makla birlikte (7), kesin tant periferik kandan veya
dokudan enzim diizey 6l¢limii veya mutasyon analiz
sonuglarina gore konulabilmektedir (8). Mutasyon
analizi enzimleri kodlayan genlerdeki mutasyonlarin
PCR kitleri yardimryla tespit edilmesini saglar (1, 4, 7),
bu teknik enzimin {iretilip tiretilmedigi hususuna yanit
verir. Ancak son iriin olan enzim varligimnin 6l¢iimii
hastalik tanis1 i¢in daha 6nemlidir. Ciinkii enzim yeterli
diizeyde tiretilmemis veya diizgiin katlanmalarla fonk-
siyonel halde ortama verilmemis olabilir. Bu nedenle
Gaucher hastalig1 i¢in enzim diizey tespiti daha dogru
bir yaklasimdir (9, 10). Laboratuvarda enzim diizey
olgiimleri ticari Enzimle-Isaretli Immiinosorbent Test
(ELISA) kitleri kullanilarak gergeklestirilmektedir. Bu
teknik giiniimiizde kantitatif analiz alaninda sik¢a kul-
lanilan hassas, secici, basit ve ¢ok sayida numuneyi
hizli ve ayni anda analiz edebilen immiindiagnostik bir
tekniktir (11, 12). Teknigin pratik uygulamalarinda
enzim-substrat etkilesimi, enzimatik aktivite, inkiibas-
yon kosullari, yalanci pozitif ve konjugat gibi bir dizi
degisken parametre analizin sonucunu etkilemektedir
(13). Tim faktorler arasinda enzimle isaretli antikor
(konjugat) teknigin en kritik reaktifidir (12, 14). Gluta-
raldehit ve periyodat oksidasyonu gibi geleneksel tek-
niklerle enzim igaretlenmis antikorlarin hassasiyeti
nispeten diisiik duyarliliga sahiptir (12, 13). Bu durum
hedefe yonelik analizlerde siirekli yeni tekniklerin veya
reaktiflerin gelistirilmesi ihtiyacin1 dogurmustur. Orne-
gin; biyotin-streptavidin (avidin) konjugat sistemi sin-
yali giiclendirmek icin biyotinlenmis protein kullan-
maktadir (15), immune-PCR yontemi ise iz miktarda
analit tayini i¢in hem ELISA hem de PCR teknolojisi-
nin avantajlarimi birlestirerek sinyali giiglendirmektedir
(16, 17). Bunun yaninda enzim bazli amplifikasyonda
analitin hassas tayini i¢in nanopartikiil temelli sistemler
biyomolekiil tayinlerine yeni bir boyut kazandirmistir
(13). Ornegin; Speroni ve ark.(18) yaptiklari ¢alismada
antikor kapli manyetik mikropartikiilleri ELISA test
sisteminde kullanarak gidalardaki alerjen maddelerin
hassas tespitini gerceklestirmislerdir. Tong ve ark.
yaptiklar1 (13) c¢alismada demir oksit nanopartikiil
isaretli immiinosorbent testini (ILISA) gelistirmislerdir.
Demir oksit nanopartikiil temelli problar (IONP) goat
antikor ile konjuge edilmis ve fare IgG’ine yiizey ad-
sorpsiyonu ile baglanarak tayin edilmistir. Enzim-
yuklii nanomateryal ile isaretlenmis antikorlar yiiksek
enzim kapasitesine sahiptir ve analizlerde dikkate deger
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sinyal amplifikasyonu olusturmaktadir (12, 19, 20).
Bununla birlikte antikorla fonksiyonellestirilmis nano-
partikiillerin hazirlanmasi sirasinda geleneksel immobi-
lizasyon yontemleri kullanilmakta bu da ¢ogu zaman
enzimin stabilitesinde artisa neden olurken aktivitesin-
de diisiise neden olmaktadir (12, 13). Geleneksel im-
mobilizasyon ¢aligmalarinda immobilize edilen enzim-
lerin serbest enzime gdre enzimatik aktivitelerinin
azalmas: biyo Kkatalitik sistemlerin uygulamalarim
sinirlamaktadir (21-23). Bu nedenle, gelistirilmis enzi-
matik etkinlige sahip enzimlerin hazirlanmast igin
basit, verimli ve ucuz yeni bir yaklasimin gelistirilmesi
gerekmektedir.

Son yillarda, farkli bir yontemle organik-inorganik
hibrit nano yapilar sentezlenerek protein temelli biyo-
malzemelerin kararliliklarinin ve kullanim alanlarinin
artirilmas1  hedeflenmektedir. Ilk defa 2012 yilinda
farkli bir yontemle organik-inorganik hibrit nano
yapilar  sentezlenmis, enzimlerin  aktiviteleri,
kararliliklar1 ve kullanim alanlari artirilmigtir. Rapor
edilen yontemde inorganik bilesen olarak Cu?*iyonu ve
organik bilesen olarak g¢esitli protein ve enzimler
(laktalbumin, lakkaz, vb)  kullanilarak  nano
yapraklardan olusan ¢igek benzeri sekillere sahip
organik-inorganik hibrit nano yapilarin olusumu ve
mekanizmasi agiklanmigtir (24). Elde edilen hibrit
yapilar mikrometre boyutlarinda olmalarina ragmen,
nano boyutlu yapraklardan olugmalart nedeniyle ilk
defa bu grup tarafindan “nanoflowers” olarak
adlandirilmistir. Geleneksel immobilizasyon teknikleri
ile karsilastinldiginda enzim-inorganik hibrit nano
yapilarin enzimatik aktivitesi ve kararliligi serbest
enzimlere ve diger immobilizasyon teknikleri
uygulanan enzimlere goére dikkat ¢ekici Olciide artig
gostermektedir (25).

Bu calismada ilk defa nadir hastaliklar arasinda en sik
goriilen Gaucher hastaliginin taramasma yonelik
antikorla  fonksiyonellestirilmis  hibrit  konjugat
sistemleri ELISA test sisteminde kullanilmustir. Hibrit
yap1 i¢in optimum sentez kosulu belirlenerek diizgiin
dagilimli ¢icek morfoloji tespit edilmistir. Optimum
sartlarda elde edilen hibrit konjugatlarin morfolojisi
SEM ile goriintiilenmis, karakterizasyonlari ise EDX,
XRD ve FTIR analizleri ile yapilmistir. ELISA test
sisteminde ise Sandvi¢ ELISA metodu kullanilmustir.
B-Glucosidase eksikliginin tespitinde kullanilmasi
muhtemel ticari iriinler ile test sistemi olusturulmus
optimum ¢aligma kosullar1 belirlenmistir.

GEREC VE YONTEM

Hibrit konjugat (Antikor-HRP-inorganik hibrit yap1)
sentezinde, HRP enzimi (0,02 mg/mL) ve hastalik
spesifik antijenlere 0zgli protein yapili sekonder
antikorlar ayr1 ayri/¢oklu sistemler halinde enzimi
organik bilesen olarak, inorganik bilesen olarakta bakir
(II) iyonu kullanilmistir. Bu amagla; 0.8 mM
konsantrasyonda metal c¢ozeltisi belirli derisimlerde
sekonder antikor ve HRP enzimi igeren fosfat tampon
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¢ozeltisine (pH 7.4) ilave edilir. Olusan ¢ozelti hizlica
vorteks edilir ve oda sicakliginda 3 giin boyunca
inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasi, reaksiyon kabinda
olusan mavi renkli c¢okelek, hibrit konjugatin
olustugunu gosterir. Olusan iiriin santrifiij edilir ve
birkac¢ kez saf su ile yikandiktan sonra etiivde kurutulur
ve daha sonraki uygulamalar i¢in saklanir.

Sentezlenen hibrit materyallerin morfolojisi taramali
elektron mikroskobu (FESEM ZEISS GEMINI 500)
kullanilarak konfirme edilmistir. Hibrit malzemenin
elementel icerigi EDX (Enerji dagilimli X-isinlar
analizi) analizi, malzemenin kristal yapisi XRD ve
kimyasal yapisi ise IR spektrometresi analizi ile aydin-
latilmustir.

Plastik kuyucuklar; hedef molekiil igeren (hastalik
spesifik antikor), 1:1000 oraninda protein/plak PBS,
pH 6,8 kaplama soliisyonu ile her kuyuda 100 pl hacim
olacak sekilde kaplandi. Plak {izeri seal ile kapatild1 ve
+4 °C’ de gece boyunca inkiibe edildi. Ertesi giin plak
+4 °C’ den ¢ikarildi, 1 saat oda sicakliginda bekletildi.
Yikama tamponuyla (PBS-%0,5 Tween 20) 100
ul/kuyu olacak sekilde 3 defa yikandi. Plak i¢i havlu
kagida hizlica vurularak kurutuldu. 100 pl/kuyu olacak
sekilde 1X blocking reagent-Surmodics ile bloklama
yapildi. Siire bitiminde PBS iginde %5 skim milk ha-
zirland1 ve 200 pl/kuyu olacak sekilde kuyulara ilave
edildi, 1 h inkiibasyon sonrast farkli araliklarda
standart (B-Glucosidase (Sigma)) ilave edildi. 30 dk ila
1 saat 37 °C’ de veya oda sicakliginda karanlikta inkii-
be edildi. Siire bitiminde plak ici aspire edildi. Ardin-
dan hibrit konjugatin farkli konsantrasyon araliginda
fosfat tampon igerisinde stok c¢ozeltileri hazirlandi ve
100 pl/kuyu olacak sekilde kuyucuklara dagitildi. Cal-
kalayici {lizerinde inkiibasyon siiresi bitiminde yikama
tamponu ile 100 pl/kuyu olacak sekilde 3 defa yikandi.
Plak i¢i havlu kagida hizlica vurularak kurutuldu. TMB
Substrat 100 pl/kuyu olacak sekilde ilave edildi, 10-15
dk karanlik ortamda oda sicakliginda bekletildikten
sonra 1 M HySOs ¢ozeltisinden 50 pl/kuyu olacak
sekilde ilave edildi ve 450 nm’de okuma yapildi. ELI-
SA yontemlerinde “cut off” degerinden yiiksek olan
durumlar pozitif yanit olarak degerlendirilmistir. Cut
off degeri asagidaki esitlikte oldugu gibi belirlenmistir.
Cut off = Ortalama negatif kontrol + (Standart sapma
negatif kontrol)2.

BULGULAR

Antikor-HRP-inorganik hibrit yap1 sentezinde, HRP
enzimi ve Gaucher hastaligina spesifik antijenlere 6zgii
protein yapilt sekonder antikorlar organik bilesen ola-
rak, inorganik bilesen olarak da bakir (II) iyonu kulla-
nilarak sentez yapilmustir. Hibrit konjugat sentezinde
kullanilan antikor ttirleri tablo 1’de gosterilmistir.

Ekremoglu ve Altinkaynak

Tablo 1. ELISA test sisteminde kullanilan antikor tiir/marka ve stok
konsantrasyonlari.

Kod Aciklama-stok soliisyonlar

Ab1 Anti-human IgG (Fab)-HRP (1:40000)
Ab 2 Protein G-HRP (1:100000)

Ab 3 Goat anti-human IgG (¥)-HRP (1:1000)
Anti-GBA 1 Monoklonal anti-GBA (0,5 mg/ml)

SAB140385, Sigma

Anti-GBA (0.1 mg/ml) %40 Glycerol igeri-

Anti-GBA 2 sinde HPAO06667, Sigma

Anti-GBA antibody (1:1000)1 FNab03369,

Anti-GBA 3 Finetest

1Bu antikor sadece plak kaplamada kullamimistir.

Bu antikorlar ayni zamanda ELISA test sisteminin
olusturulmasida da kullanilmistir. Geleneksel yontem
ve hibrit konjugatin karsilastirmasi yapilmadan 6nce
malzemenin morfolojisi incelendi. Hibrit konjugatin
sentez sartlar1 bilesenlerin konsantrasyonu (sekonder
antikor, enzim, metal iyonu vb.) olusan yapilarin mor-
folojisini ¢ok etkilemektedir. Antikor-HRP-inorganik
hibrit yap1 sentezinde Ab 1, Ab 2 ve Ab 3 ayr1 ayr1 ve
her birinden iki farkli konsantrasyon (10 ve 20 pl stok
soliisyon) olacak sekilde hibrit yap1 sentezlenmis olup
morfolojileri SEM ile goriintiilenmistir. Sekil 1°de
hibrit yapilarin SEM goriintiileri verilmistir.

10 pl stok ab

20 pl stok ab
3 ‘ ' -

Abl pa

Sekil 1. Antikor-HRP-inorganik hibrit konjugat yapilarin SEM
goriintiisi.

Sekil 1’de yer alan SEM goriintiilerinde yapraklar
merkezden kéken almig ve yaklasik 3,6-6,0 um boyu-
tunda ¢icek morfoloji elde edilmistir.

Hibrit konjugatin Cu, P, C, O ve N gibi elementlerin
agirlik ve atom yiizdelerini belirlemek i¢in EDX analizi
yapildi. Spektrum sekil 2°de gosterilmistir.
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Sekil 2. Ab 1 (10 ul)-HRP-inorganik hibrit konjugatin EDX spektru-
mu.

Toz difraksiyon spektrumunda ise Ab 1 (10 pl)-HRP-
inorganik hibrit konjugatin pik pozisyonlari ve yogun-
luklar1 verilmistir. Sekil 3°de goriildiigii iizere piklerin
kirmimlar1 JCPDS kart numarast 00-022-0548 olan
Cuz(P04)2.3H20 kristal modeli ile iyi uyum saglamis-
tir.
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Sekil 3. Ab 1 (10 ul)-HRP-inorganik hibrit konjuganin XRD spektru-
mu (JCPDS card no: 00-022-0548, Cus(PO4),.3H,0).

Serbest HRP, serbest Ab 1 ve Antikor-HRP-inorganik
hibrit konjugatin kimyasal yapilart FTIR spektrumlart
ile karsilagtirildi (Sekil 4).

@ - \ /

() s

(<)

% Transmittance

4000 3600 3200 2800 2400 2000 1S00 1600 1400 1200 1000 800 600 450.0

cm!

Sekil 4. (a) Serbest HRP (b) Serbest Ab 1 ve (c) Antikor-HRP-

inorganik hibrit konjugatin FTIR spektrumlari.
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FTIR spektrumunda Antikor-HRP-inorganik hibrit
konjugat serbest HRP ve serbest Ab 1 bulunan tiim
pikleri icermistir. Bu sonuglar karboksil/amino gruplari
ile bakir iyonu arasindaki koordinasyonu gdstermis ve
hibrit yapinin iyi kristallestigini kanitlamistir.

ELISA test sisteminin olusturulmasi amaciyla tablo
1’de yer alan antikorlar kullanilarak ¢ok sayida para-
metre ELISA’da test edilmis olup optimum sonug ali-
nan deneysel kosullar ile ilgili etkili sonuglar paylasil-
mustir. Yapilan denemelerde plak Anti-GBA 3 antikoru
(1:1000) ile kaplandiktan sonra bloklama ajami (1X
stabilcoat) ile 1 h inkiibe edilmistir. Bloklama sonrasi
10-25 ng/mL arahiginda B-Glucosidase (standart) ilave
edilip, 1h sonunda HRP isaretli Anti-GBA 1 antikoru
(1:100) eklenmistir, 15 dk inkiibasyon sonrasi sekil
5’de gosterilen tipik standart egri elde edilmistir.

y=0,1074x - 0,9815

2,000 %
R? = 0,9965

1,800

1,600

1,400

OD (450 nm)

0,800

0,600

0,400

0200

0,000

10 12 14 16 18 20 2 24

Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 5. 10 ile 25 ng/mL arasindaki antijen konsantrasyonu araligin
kapsayan ELISA igin standart egri.

Elde edilen sonuglara gore bloklama isleminde degisik-
lige gidilmistir. Plak kaplamasi aymi kalacak sekilde
(Anti-GBA 3 antikoru, 1:1000), bloklamada 1X stabil-
coat ajani sonrast PBS iginde %5 skim milk ile 1 h
inkiibasyon gerceklestirilmis. 20-30 ng/mL araliginda
standart aralig1 olusturulmustur, 30 dk sonucunda HRP
isaretli Anti-GBA 1 antikoru (1:200) eklenmis, 30 dk
inkiibasyon sonrast sekil 6’da gosterilen tipik standart
egri elde edilmistir.

y=0,0581x - 0,773
R2 =0,9926

0D (450 nm)

0,4

15 20 25 30 35
Konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 6. 20 ile 30 ng/mL arasindaki antijen konsantrasyonu araligini
kapsayan ELISA i¢in standart egri.

Artan R? degeri protein/plak konsantrasyonu ve blok-
lama sistemine karar vermemizi saglamistir. Ayn1 ko-



Firat Tip Dergisi/Firat Med J 2025; 30(2): 71-77

sullarda Ab 1 (10 pl)-HRP-inorganik hibrit konjugat
sistemi ¢alisilmis olup 12,5-400 ng/mL araliginda stan-
dartlar ilave edilmistir. 1 h inkiibasyon sonrasi konju-
gat olarak 2 ug/mL konsantrasyonda Ab 1 (10 nl)-
HRP-inorganik hibrit konjugat ilave edilmis ve 30 dk
calkalayici iizerinde inkiibe edilmistir. Standart islem-
ler sonras1 sekil 7°de gosterilen tipik standart egri elde
edilmistir.

2,500

¥y =0,0036x + 0,6641
R?*=0,9925

2,000

1,500

OD (450 nm)

1,000
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Sekil 7. 12,5-400 ng/mL arasindaki antijen konsantrasyonu araligini
kapsayan ELISA igin standart egri.

Hibrit sistemde konjugat (Ab 1(10 pl)-HRP-inorganik
hibrit yap1) klasik ELISA sistemine gore daha yiiksek
yanit vermigtir. Klasik yontem igin Lineer analitik
performans R? >0.99 ve LOQ degeri 10 ng/mL olarak
belirlenmistir. Hibrit konjugat sisteminde ise R? >0.99
ve LOQ degeri 12,5 ng/mL olarak belirlenmistir.

TARTISMA

Protein molekdillerinin metal iyonlar1 ile kompleks
olusturdugu bilinmektedir. Bu yontem de c¢icek
goriiniimlii morfolojiye sahip hibrit yapilar, fosfat
tamponu ile metal iyonlarinin olusturdugu yapiyla
proteinlerin kompleks olusturmasi esasina
dayanmaktadir. Yontemde ilk olarak birincil metal
fosfat kristalleri olusur (23, 25). Bu asamada protein
molekiilleri baskin olarak metal iyonlart ile &zellikle
protein omurgasindaki amin gruplarinin koordinasyonu
sayesinde kompleksler olustururlar. Olusan bu
kompleksler  metal fosfat birincil  kristallerin
¢ekirdeklenme alanlarim1  olusturur (24). Ikincil
bliylime asamasinda, protein molekiilleri ve primer
kristaller iri topaklar olusturur. Metal fosfat
kristallerinin  kinetik olarak kontrolii agregatlarin
ylizeyindeki bireysel metal baglayict bolgelerden
kaynaklanir ve bu ayr1 ayri yapraklarin olusmasina
neden olur. Son asamada anizotropik biiylimeyle dall
ve ¢icek goriiniimlii morfolojiye sahip bir yap1 olusur.
Onerilen bu biiyiime siirecinde, protein yaprak
skafoldlarin olusturulmasi i¢in metal fosfat kristalleri
¢ekirdeklenmeyi indiikler ve yapraklar1 birbirine
baglamak igin bir “tutkal” olarak gdrev yapar. Nano
boyuttaki bu yaprak sekilli yapilar bir araya gelerek
birbirine baglanirlar ve hibrit yapilar1 olustururlar (26).
Bu tiirden materyaller son yillarda kolay {iretimleri,
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artmig yiizey-hacim orani, gelismis enzimatik aktivite
ve stabilitelerinden dolayr aragtirmacilar tarafindan
genis capli ilgi gérmiistiir (27).

Bu calismada ilk defa nadir hastaliklar arasinda en sik
gorillen Gaucher hastaliginin taramasma yonelik
antikorla  fonksiyonellestirilmis  hibrit  konjugat
sistemleri ELISA test sisteminde kullanilmigtir. Hibrit
yap1 i¢in optimum sentez kosulu belirlenerek diizgiin
dagilimli ¢igek morfoloji tespit edilmistir. SEM goriin-
tillerinde yapraklar merkezden kéken almis ve yaklagik
3,6-6,0 um boyutlarinda ¢igek morfoloji elde edilmis-
tir. Sentezde kullanilan antikor ve enzim miktarindaki
farklilik hibrit yapinin boyutunda énemli bir degisikli-
ge sebep olmamistir. Antikor ve enzim igeren hibrit
yapilarin nano boyutlu ¢ok sayida yapraklardan olus-
masi ile yiizey alani artmaktadir. Sentezlenen bu yapi-
larin karakterizasyonlar1 gerceklestirilmis vees zamanl
olarak hibrit yapilarin ELISA test sistemindeki kullani-
labilirlikleri de aragtirilmistir. Yapilan ¢ok sayida test
sonucunda ELISAsisteminde en yilksek ve anlamli
sonucu veren Ab 1 (10ul)-HRP-inorganik hibrit konju-
gatin karakterizasyon analiz sonuglarina ¢aligmada yer
verilmistir. Sentezlenen hibrit konjugat antikor ve me-
tal fosfat nanokristalleri olmak iizere iki ana bilesen
icermektedir. Hibrit konjugatin EDX spektrumunda N
ve Cu, P, C, O pikleri sirastyla antikor ve
Cu3(P0O4)2-3H20 nanokristallerinden kaynaklanmakta-
dir. EDX spektrumunda yer alan Cl elementinin varligt
ise fosfat tamponundan kaynaklanmigtir. Ab 1 (10ul)-
HRP-inorganik hibrit konjugatin pik pozisyonlar1 ve
yogunluklar1 JCPDS kart numaras1 00-022-0548 olan
Cu3(P0O4)2.3H20 kristal modeli ile iyi uyum sagladigini
gostermistir. FTIR spektrumunda serbest formda ~570
cm? ve ~620 cm? *de gdzlenen O=P-O grubu frekansi
hibrit edilmis yapida ~550-650 cm™ *deki frekanslarina
kayma gostermistir. Serbest antikorda yer alan peptit
bagmin C=O0 titresimi, N-H biikiilmesi ve C-N titresimi
ile amit I band1 ~1656 cm™ ve amid II bandi ise ~1546
cm® da pik vermistir. ~990 cm™, ~1075 cm* ve ~1146
cm® *deki bantlar P=O grubuna spesifiktir. -NH; gru-
bunun titresim bandi serbest HRP enziminde ~1634
cm! iken hibrit yapida kayma gostererek ~1400-1680
cm! titresim araliginda goriinmektedir. ~3000 cm™-
3400 cm™ araliginda yer alan bantlar -CH; ve -CHs
gruplarina aittir, serbest HRP ve antikor molekiiliinde
bu bantlar siddetli iken hibrit yapida daha zayif olarak
goriilmiistiir. Veriler olusturulan ELISA sisteminin
analitik duyarliliginin yiiksek oldugunu goéstermistir.
Hibrit konjugat sistemi ile daha ucuz ve kolay ulagila-
bilen bir sekonder antikor olan Anti-human IgG (Fab)
HRP’nin kullanildig1 gelenekseltest sistemine yakin
hassasiyette sonug vermistir.

Zhang ve ark. (28) benzer yontemle yaptiklari ¢alisma-
da  ractopamine  antikoru  (RACaw) kullanarak
Mns(POs)—protein hibrit nanokompozitleri sentezle-
miglerdir. Mn3(PO.).@RAC.ni nanokompozitler, rak-
topenin (RAC) tespiti i¢in kullanilan elektrokimyasal
bir biyosensoriin hassas tabakasi olarak kullanilmustir.
Sentezlenen Mn3(POa)2 benzeri nano gigeklerin yiiksek
kimyasal aktivite ve milkemmel elektrokimyasal per-
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formans sergiledigi gosterilmistir. Liu ve ark. (29) ise
yaptiklart ¢alismada Streptavidin (SA)-HRP enzimini
iceren hibrit yapiy1 iki farkli fonksiyonda kullanabil-
mek amaci ile organik-inorganik hibrit yapi sentez
yontemini kullanarak sentezlemislerdir. Sentezlenen
SA-HRP-Cu3(PO.), hibrit nano g¢icekler biyoanalizde
serbest form ile karsilastirildiginda yiiksek katalitik
aktivite, stabilite ve dayaniklilik gostermistir. Cift
fonksiyonlu hibrit nano ¢i¢ekler enzim bagli immiin-
sorbent analizde alfa-fetoprotein (AFP) i¢in 78 pg/mL
tespit limitine sahip ultra duyarli bir sensor olusturmak
icin kullanilmustir. Ye ve ark. (30) ise yaptiklari calig-
mada inorganik mineral  posnjakit  (Cus(SOs)
(OH)s-H20) yapisimi streptavidin ve HRP igin nano
tastyici gorevi gérmesini saglayarak insektisidal krista-
lin (Cry) protein CrylAb'nin tespiti i¢in lineer aralik
0.1-40 ng mL? ve tespit limiti ise 63 pg mL™? olan
immiin analizde sinyal etiketi olarak kullanmiglardir.
Zeinhom ve ark. (31) yaptiklar ¢alismada tespit anti-
koru-HRP enzim ve inorganik nano ¢igek igeren nano-
kompozit ile streptavidin manyetik boncuklar ve biyo-
tin etiketli antikoru yakalama platformu olarak kullana-
rak S. Enteritidis ile inokiile edilmis siit, peynir ve su
orneklerinde S. Enteritidis tespit edebilen gorsel renk
tireten bir test sistemi gelistirmislerdir. Gelistirilen test
suda 1.0 CFUmL™!, siit ve peynirde ise 1.0 CFU/g
algilama limiti ile S. Enteritidis’i tespit edebilmistir.
Wei ve ark. (12) ilk kez hibrit protein-inorganik nano
cicege enzim, antikor ve Cuz(POas)'yi t¢lii bir sekilde
immobilizasyonunu saglamislardir. Caligmada ¢ift
fonksiyon kazanan yapinin antikor kismui, karsilik gelen
antijeni 0zgiil bir sekilde yakalama yetenegini koru-
mustur. Bunun yaninda nano ¢icek, artan enzimatik
aktivite ve stabiliteye sahip olarak sinyali giliglendir-
mistir. Elde edilen antikor-enzim-inorganik nano ¢igek,
once Escherichia coli O157:H7 (E. coli O157:H7)
tespiti i¢in enzim-igaretli antikor olarak enzim bagl
immiinosorban testinde uygulandi. Tespit limiti 60
CFU L (%) olarak belirlenmistir.
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Yin ve ark. (32) ise yaptiklar1 ¢aliymada Staphylococ-
cus aureus 'un tespiti i¢in bir biyolojik hibrit nano yon-
tem gelistirmislerdir. Metodun merkezinde bir spesifik
hiicre duvar baglama domain (CBD) ile HRP enzimi ve
Cu3(POs)2 inorganik hibrit nano ¢icek sentezlemede
kullanilmustir. Plak anti-S. Aureus poliklonal antikoru
ile kaplanmustir {izerine CBD-HRP-Cus(POs), organik-
inorganik hibrit nano c¢icek ilave edilmistir. HRP enzi-
minin aktivasyonu i¢in TMB eklenmistir. Y6ntemin,
10% ila 10° koloni olusturan birim (CFU)/mL araliginda
lineer olarak 6 CFU/mL' ye kadar olan tespit sinirlariy-
la S. aureus' u 6zgiil olarak tespit etme kapasitesi kanit-
lanmistir.

Bu c¢aligsmada ise ilk defa Gaucher hastaliginin tanisin-
da fonksiyonel konjugat sistemi kullanilmustir. Gele-
neksel sandvi¢ ELISA sisteminde Anti-GBA 1 konju-
gat1 yliksek yanit verirken fonksiyonel konjugat siste-
minde Ab 1 (10 pl)-HRP-inorganik hibrit konjugati
daha yiiksek yanit vermistir. Klasik yontem icin Lineer
analitik performans R? >0.99 ve LOQ degeri 10 ng/mL
olarak belirlenirken hibrit konjugat sisteminde ise R?
>0.99 ve LOQ degeri 12,5 ng/mL olarak belirlenmistir.
Bulgular, fonksiyonellestirilmis hibrit konjugat siste-
minin yiiksek antijen baglama kapasitesiyle caligtigini
ve tespit limitinin ticari ELISA sistemlerine yakin
oldugunu ortaya koymustur. Calisma sonuglar1 tekrar-
lanabilirlik ve stabilite ile ilgili ileri ¢aligmalara ihtiyag
duymakla birlikte organik-inorganik hibrit nano ¢i¢ek
teknolojisi inovatif biyomiihendislik yaklagimlari ile
diagnostik alanda geleneksel ELISA sistemine yeni bir
alan yaratarak isaretlenmesi zor antikorlarin tek basa-
makta HRP enzimi ile birlestirilerek test sistemlerine
dahil edilebilecegi potansiyelini géstermistir. Bu yakla-
sim, biyosensor, biyotip ve biyokatalitik siireglere
kadar ¢esitli uygulamalar i¢in umut vaat edici olarak
belirlenmistir.
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