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OZET

E. COLI 0157:H7 PATOJENININ HIZLI VE SECISI TANISINDA KULLANIM ICIN
MULTITOP FLOROSENSOR

Mevcut bulus, E.coli O157:H7 patojeninin erken, hizli ve segici tanisina olanak saglayan bir
biyosensore ve bu biyosensorii iceren tani kitlerine ve E.coli O157:H7 patojenini tespit etmek

icin bir yonteme iliskindir.
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ISTEMLER

E.coli O157:H7 bakterisinin karmasik sistemlerden tespiti ve/veya ayrilmasi ve/veya
saflastirilmasinda kullanima uygun bir optik sensor olup 6zelligi E. Coli O157:H7’nin KT-
12 (SEQ ID No:1), YA-13 (SEQ ID No: 2), TV-10 (SEQ ID No:3) epitoplarindan en az

birine 6zgii bosluklar1 igeren grafen kuantum noktaciklar1 igermesidir.

Istem 1’e gdre bir optik sensdr olup 6zelligi; merkezde bir grafen kuantum noktacik
cekirdegi ve etrafinda ise KT-12 (SEQ ID No:1), YA-13 (SEQ ID No: 2), TV-10 (SEQ ID

No:3) epitoplarindan en az birine 6zgii bosluklara sahip bir polimer tabakasiicermesidir.

Istem 2’ye gore bir optik sensér olup 6zelligi polimer tabakasmin KT-12 (SEQ ID No:1)
veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3) epitopuna 6zgii bosluklar

icermesidir.

Istem 2’ye gore bir optik sensor olup 6zelligi polimer tabakasinin KT-12 (SEQ ID No:1) ve
YA-13 (SEQ ID No: 2) epitoplarina 6zgii bosluklar igermesidir.

Istem 2‘ye gére bir optik sensor olup dzelligi polimer tabakasinin KT-12 (SEQ ID No:1) ve
TV-10 (SEQ ID No:3) epitopuna 6zgii bosluklar igermesidir.

Istem 2‘ye gore bir optik sensor olup dzelligi polimer tabakasmin YA-13 (SEQ ID No: 2)
ve TV-10 (SEQ ID No:3) epitopuna 6zgii bosluklar icermesidir.

Istem 2’ye gére bir optik sensor olup dzelligi polimer tabakasinin KT-12 (SEQ ID No:1) ve
YA-13 (SEQ ID No: 2) ve TV-10 (SEQ ID No:3) epitopuna 6zgii bosluklar icermesidir.

Istem 2-7’den herhangi birine gére bir optik sensér olup 6zelligi, polimer tabakasinin
molekiiler baskilama yontemiyle elde edilen KT-12 (SEQ ID No:1), YA-13 (SEQ ID No:
2), TV-10 (SEQ ID No:3) epitoplarindan en az birine 6zgii bosluklar1 icermesidir.

Istem 2-8°den herhangi birine gore bir optik sensor olup 6zelligi KT-12 (SEQ 1D No:1),
YA-13 (SEQ ID No: 2), TV-10 (SEQ ID No:3) epitoplarindan en az birine 6zgii bosluklara
sahip polimer tabakasinin etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) ile ¢apraz bagli poli
oligoetilen metakrilat p(OEGMA) polimeri icermesidir.

Istem 1-9’dan herhangi birine gore bir optik sensoriin elde edilmesinde kullanilan bir

yontem olup (Metot I) 6zelligi;
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-OH fonksiyonel gruba sahip grafen kuantum noktaciklarin (GQDs) oligo(etilen
glikol)monometil eter metakrilat (OEGMA) ve bakir (II) akrilat (Cu(I)Ac)
monomerleri ve KT-12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ
ID No:3) epitoplart ve etilenglikoldimetakrilat (EGDMA) ile beraber bir organik

solvent igerisinde dagitilmasi,

. Onceki adimda elde edilen karisima en az bir polimerlesme baslaticisi, eklenmesiyle

polimerizasyonun baglatilmasi,

. Polimerlesme reaksiyonu (polimerizasyon) sonrasinda polimerle kaplanan grafen

kuantum noktaciklarin reaksiyon ortamindan ayrilmasi,

. Bir 6nceki adimda elde edilen polimerle kapli grafen kuantum noktaciklarin alkol ve

organik asit iceren bir ¢ozeltiyle yikanmasiyla polimer yapisi igerisindeki KT-12 (SEQ
ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3) epitoplarinin
uzaklastirilmasi ve bdylece grafen kuantum noktacik ¢ekirdegi etrafinda yer alan ve KT-
12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3) tanima

bolgelerine sahip polimer tabakasinin elde edilmesi adimlarini igcermesidir.

11. Istem 1-9°dan herhangi birine gére bir optik sensériin elde edilmesinde kullanilan bir

yontem olup (Metot II) 6zelligi;

1. Piren’in nitrik asit igerisinde nitratlanmasiyla -OH fonksiyonel grafen kuantum

noktaciklar elde edilmesi ve sonrasinda

2. -OH fonksiyonel gruba sahip grafen kuantum noktaciklarin (GQDs) oligo(etilen
glikol)monometil eter metakrilat (OEGMA) ve bakir (II) akrilat (Cu(I)Ac)
monomerleri ve KT-12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ
ID No:3) epitoplart ve etilenglikoldimetakrilat (EGDMA) ile beraber bir organik

solvent igerisinde dagitilmasi,

3. Onceki adimda elde edilen karisima en az bir polimerlesme baslaticisi, eklenmesiyle

polimerizasyonun baslatilmasi,

4. Polimerlesme reaksiyonu (polimerizasyon) sonrasinda polimerle kaplanan grafen

kuantum noktaciklarin reaksiyon ortamindan ayrilmasi,
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12.

13.

14.

15.

16.

17.

14

5. Bir onceki adimda elde edilen polimerle kapli grafen kuantum noktaciklarin alkol ve
organik asit iceren bir ¢ozeltiyle yikanmasiyla polimer yapisi igerisindeki KT-12 (SEQ
ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3) epitoplarinin
uzaklastirilmasi ve bdylece grafen kuantum noktacik ¢ekirdegi etrafinda yer alan ve KT-
12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3) tanima

bolgelerine sahip polimer tabakasinin elde edilmesi adimlarini icermesidir.

Istem 10 veya 11°e gore bir yontemle elde edilen E. Coli 0157:H7’nin KT-12 (SEQ ID
No:1), YA-13 (SEQ ID No: 2), TV-10 (SEQ ID No:3) epitoplarindan en az birine 6zgii

bosluklar i¢eren grafen kuantum noktaciklar.

Istem 1-9°dan herhangi birine gore optik sensorlerden en az birini iceren optik biyosensor
bilesimi.
Istem 13’e gdre biyosensor bilesimi olup dzelligi bilesimin KT-12 (SEQ ID No:1) veya

YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3) epitopuna 6zgii bosluk igeren grafen

kuantum noktaciklardan birini igermesidir.

Istem 13’e gdre biyosensor bilesimi olup dzelligi bilesimin KT-12 (SEQ ID No:1) veya
YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3) epitopuna 6zgii bosluk igeren grafen

kuantum noktaciklardan ikisini igermesidir.

Istem 15°e gore biyosensor bilesimi olup 6zelligi bilesimin KT-12 (SEQ ID No:1)
epitopuna 6zgii bosluk igeren grafen kuantum noktaciklar ve YA-13 (SEQ ID No: 2)
epitopuna 6zgii bosluk igeren grafen kuantum noktaciklar veya YA-13 (SEQ ID No: 2)
epitopuna 6zgii bosluk iceren grafen kuantum noktaciklar ve TV-10 (SEQ ID No:3)
epitopuna 6zgii bosluk iceren grafen kuantum noktaciklar veya KT-12 (SEQ ID No:1)
epitopuna 6zgii bosluk iceren grafen kuantum noktaciklar ve TV-10 (SEQ ID No:3)

epitopuna 6zgii bosluk igeren grafen kuantum noktaciklarini igermesidir.

Istem 15°e gdre biyosensdr bilesimi olup 6zelligi bilesimin KT-12 (SEQ ID No:1) ve YA-
13 (SEQ ID No: 2) epitoplarina 6zgii bosluklar i¢eren grafen kuantum noktaciklar veya Y A-
13 (SEQ ID No: 2) ve TV-10 (SEQ ID No:3) epitoplarina 6zgii bosluklar iceren grafen
kuantum noktaciklar veya KT-12 (SEQ ID No:1) ve TV-10 (SEQ ID No:3) epitoplarina

0zgii bosluklar igeren grafen kuantum noktaciklarini igermesidir.
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18.

19.

20.

21.

22.

15

Istem 13’e gdre biyosensor bilesimi olup 6zelligi bilesimin KT-12 (SEQ ID No:1) veya
YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3) epitopuna 6zgii bosluk igeren grafen

kuantum noktaciklarin ii¢linii bir arada icermesidir.

Istem 18’¢ gdre biyosensor bilesimi olup 6zelligi bilesimin KT-12 (SEQ ID No:l)
epitopuna Ozgii bosluk igeren grafen kuantum noktaciklar ve YA-13 (SEQ ID No: 2)
epitopuna 6zgii bosluk iceren grafen kuantum noktaciklar ve TV-10 (SEQ ID No:3)

epitopuna 6zgii bosluk igeren grafen kuantum noktaciklari igermesidir.

Istem 18’e gore biyosensdr bilesimi olup 6zelligi bilesimin KT-12 (SEQ ID No:1) ve YA-
13 (SEQ ID No: 2) ve TV-10 (SEQ ID No:3) epitoplarina 6zgii bosluklar iceren grafen

kuantum noktaciklari igermesidir.

Istem 13-20’ye gore optik biyosensdrlerin bir numune igerisindeki E.coli O157:H7 varligim

tespitte kullanima.

E.coli O157:H7 varligini tespitte kullanim i¢in bir kit olup 6zelligi;

Bir kap, tercihen vial veya eppenforf tipu, icerisinde istem 13-20’ye gore optik

biyosensor bilesimi ve

e Istege bagl olarak bir diger kap; tercihen vial veya eppendorf tiipii, icerisinde bir

tampon ¢ozeltisi ve,
e Istege bagli olarak kitin calisma prensibini anlatan bir bilgilendirici dokiiman ve

e Istege bagli olarak, kitin dogru calistigini gdsteren bir referans ¢ozelti icermesidir.



10

15

20

25

30

TARIFNAME

ESCHERICHIA COLI O157:H7 PATOJENININ HIZLI VE SECICI TANISINDA
KULLANIM ICIN MULTITOP FLOROSENSOR

Teknik Alan

Mevcut bulus, Escheria coli O157:H7 patojeninin erken, hizli ve segici tanisina olanak
saglayan bir biyosensore ve bu biyosensorii igeren tani kitlerine ve E.coli O157:H7 patojenini

tespit etmek i¢in bir yonteme iliskindir.
Teknigin Bilinen Durumu

Gida giivenligini saglamak olduk¢a zor ve kompleks siirecler icermektedir. Ozellikle bu
stireglerde yasanan aksakliklar nedeniyle gida kaynakli salgin hastaliklar halk sagligini ciddi
sekilde tehdit etmekte ve ekonomik kayiplara neden olmaktadir. Diinya Saglk Orgiitiiniin
(WHO) yayinladig1 bir rapora gére (WHO strategic plan for food safety 2013-2022), zararl
bakteriler, viriisler, parazitler veya kimyasal maddeler i¢eren giivensiz gidalar, diyareden
kansere kadar degisen 200’den fazla hastaliga neden olabilir. Her yil kontamine gida
tilketiminden yaklagik 600 milyon insan ¢esitli hastaliklara yakalanmaktadir ve bunlarin
yaklagik 420 bini 6liimle sonu¢lanmaktadir. Hastalik kontrol ve dnleme merkezi tarafindan
ABD’de her yil patojenik bakterilerin 3.6 milyon kisinin hastalanmasina sebep oldugu tahmin
edilmektedir ve en yaygin gida kaynakli patojenik bakterilerin Escherichia coli O157:H7,

Salmonella spp., Campylobacter jejuni ve Listeria monocytogenes oldugu belirlenmistir.

Escherichia coli 0157:H7 (E.coli O157:H7), gida giivenligini tehlikeye atan ve en ¢ok
karsilasilan patojenlerdendir. Sigir ve koyunlarin E. coli i¢in ana kaynak oldugu bilinmektedir.
Insanlardaki E.coli kaynakli enfeksiyonlar genellikle az pisirilmis etler, pastdrize olmayan siit
ve sut Uriinleri, meyve sulari, icme suyu, meyve ve sebzeler gibi hayvan diskist bulagmis
yiyeceklerin veya igeceklerin tiiketilmesi neticesinde olmaktadir. Ayrica hayvanlardan
dokunma ile, insandan insana dogrudan gecis, hatta anneden bebegine gecisin de miimkiin
oldugu bilinmektedir. E.coli O157:H7 ile kontamine gidanin alinmasindan sonra bakteri direk
bagirsaga gider. Bagirsakta E.coli tarafindan Shiga toksini (Stx (Stx1 ve Stx2)) salgilanir. Bu
ekzotoksinler sindirim sistemi epitelinden emilir ve hedef organa ulasir. Siddetli karin agrisi,
sulu ishal, kanl ishal, hemorajik kolit, hemolitik iiremik sendrom (HUS), akut bobrek

yetmezligi gibi bir¢cok farkli klinik tabloya yol agabilir. Shiga-toksin enfeksiyonlari, diigiik
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enfesiy6z dozda (700) bakteri ndbetler ve solunum yetmezligi gibi agir hastaliklara neden
olabilmektedir. Ozellikle geng ve immiin yetmezligi olan bireylerde ciddi hastaliklara neden

olmaktadir.

Ek olarak, E.coli O157:H7’ye kars1 antibiyotik kullanimi sinirlhidir. Cogu zaman duyarli olsa
da bu bakteriler antibiyotikler tarafindan zarara ugradigi zaman Stx salgilayabilirler. Bu durum,
hemolitik iiremik sendromun baslamasina neden olur ve semptomlar daha da kétiilesebilir.
E.coli O157:H7 bakterisi ABD, Japonya ve Cin’de hemolitik Gremik sendromun en énemli

sebebi olarak gorulmektedir.

Gunlimuzde E.coli O157:H7 salgimlarinin yayilmasi, insan sagligi ve kiiresel halk sagligina
kars1 biiylik bir tehdit olusturmaya devam etmektedir. Bu nedenle, bu mikroorganizmalar1 ¢ok
diisiik seviyede tespit etmek, hizli analiz etmek ve bakteri suslar1 arasinda ayrim yapabilmek,
salginlar1 kontrol etmek ve Onlemek icin olduk¢a Onemlidir. Bu salginlarin yayilmasi
cogunlukla gida kaynakli oldugu icin, gida giivenligini saglamak amaciyla hizli ve hassas
yontemlerin gelistirilmesine acil ihtiyag vardir. Patojen bakterilerin tanimlanmasi ve tespiti i¢in
altin standart yontem geleneksel kiiltiir yontemidir. Bu teknigin temeli bakterilerin fizyolojik

ve kimyasal farkliliklarina dayanan koloni sayim metoduna dayanir.

Kiltlr yontemi, patojen tespiti i¢in altin standart yontem olmasina ragmen zaman alicidir.
Olumlu bir analiz 1 tam giin hatta birkag giin siirebilir. Bu kadar uzun siireli olmas1 saha igi
uygulamalar i¢in uygun degildir. Bu nedenle hizli, glivenilir, spesifik ve yiiksek hassasiyetli

bakteri tespitinin diisiikk maliyetli bir sekilde yapilmasina biiyiik bir ihtiya¢ duyuldugu agikardir.

Son yillarda nanoteknoloji ile paralel bir ilerleme godsteren nanobiyoteknoloji alanlarinda
yapilan c¢alismalar sayesinde biyolojik sistemlerin ¢aligmasi ile ilgili 6nemli sonuclar elde
edilmistir. Ozellikle canli bir hiicrede gergeklesen birgok tepkimenin dogrudan ya da dolayl
olarak izlenmesine olanak saglayan nano-olgekli goriintiileme ajanlari sayesinde birgok
biyolojik olay takip edilebilmektedir. Canli hiicrelerde meydana gelen reaksiyonlardan
Ozellikle antikor-antijen etkilesimi, DNA hibritlesmesi, enzim-substrat iliskileri gliniimiizde
bircok calismaya esin kaynagi olmustur. Nanobiyoteknolojinin sundugu imkanlar ¢ergevesinde
canlt bir hiicrede gergeklesen tepkimeler taklit edilerek bir¢ok yeni nesil ve nano-0lcekli
malzemeler {iretilmis ve sonugta E.coli O157:H7 tespiti icin nano-olgekli algilayicilar
tiretilmistir. Ancak bu algilayicilar E.coli O157:H7 bakterisinin ortamdan uzaklastirilmasini

saglamak iizerine kurulu bir sisteme sahip degildir.
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Teknigin bilinen durumunda, E.coli O157:H7 bakterisinin karmasik sistemlerden
taninmast/ayrilmasi/saflastirilmast i¢in cesitli yontemler/sensorler gelistirilmesine ragmen
Onerilen birgok yontemin pratik uygulamalarda ¢ok maliyetli olmasi, karmasik 6n hazirliklar
icermesi, bazilarinin ¢ok iyi uzmanlik istemesi, kararliliklarinin ve tekrarlanabilirliklerinin ¢ok
diisiik olmasi uygulamalarda bu sensorlere/yontemlere sinirlamalar getirmektedir. Bu gibi
dezavantajlarin 6niine gegebilmek adina ayni anda birden ¢ok fonksiyona sahip, ekonomik,
kararli, kolay hazirlanabilen, birden fazla defa kullanilabilen, yiiksek ilgi ve segicilige sahip

olan sensorler gelistirmeyi amaglamaktadir.

Bulusun Kisa Aciklamasi

Yukarida bahsedilen amaclardan yola ¢ikan bulus sahipleri, E.coli O157:H7 bakterisinin
karmasik sistemlerden tespiti ve/veya ayrilmasi ve/veya saflastirilmasinda kullanima uygun bir
optik sensor, tercihen florosensor gelistirmistir. Burada bahsi gegen optik sensoér E. Coli
0O157:H7°nin KT-12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3)

epitoplarina 6zgii bosluklar igeren grafen kuantum noktacik temelli optik sensorlerdir.

Sekillerin Ac¢iklamasi

Sekil 1: Bulusa uygun E. Coli O157:H7 tespit Kiti
1: Eppendorf tipu

2: Grafen kuantum noktaciklar (GQDs)

3: KT-12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3) epitoplarina

0zgii bosluklar1 igeren polimer tabaka

4: Tampon ¢ozeltisi

Sekil 2: KT-12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3)
epitoplarina 6zgii bosluklara sahip grafen kuantum noktaciklarin hazirlanmasini ve calisma

prensibini gosteren sema
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200: -OH fonksiyonel gruba sahip grafen kuantum noktaciklar

201: OEGMA, Cu(ll)Ac, EGDMA, AIBN, Asetonitril ve KT-12 veya TV-10 veya YA-13
varliginda yapisinda KT-12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID

No:3) epitoplar1 bulunan grafen kuantum noktaciklarin hazirlanmasi

202: Yapisinda KT-12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3)

epitoplart bulunan grafen kuantum noktaciklar (florasans sénimlenmesi gozlenir).

203: Polimer yapisinda bulunan KT-12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-
10 (SEQ ID No:3) epitoplarinin uzaklastirilmasi

204: KT-12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3)
epitoplarina 6zgli bosluklara sahip grafen kuantum noktaciklar (florasans emisyonu

g6zlemlenir).

205: Numune icerisindeki E. Coli O157:H7 bakterisini yakalayan KT-12 (SEQ ID No:1) veya
YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3) epitoplarina 6zgii bosluklara sahip grafen

kuantum noktaciklar (florans soniimlenmesi gozlemlenir).

Bulusun Detayl Anlatimi

Yukarida da bahsedildigi gibi, mevcut bulug E. Coli O157:H7 bakterisinin tespitinde veya
ayrilmasinda veya saflastiriimasinda kullanima uygun; E. Coli O157:H7’nin KT-12 (SEQ ID
No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3) epitoplarina 6zgii bosluklari

iceren grafen kuantum noktaciklardan olusan optik sensorlere iliskindir.

Bulusa uygun KT-12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3)
epitoplarina 6zgii bosluklar1 iceren grafen kuantum noktaciklar, merkezde bir grafen kuantum
noktacik ¢ekirdegi ve etrafinda ise sirasiyla KT-12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No:
2) veya TV-10 (SEQ ID No:3) epitoplarina 6zgii bosluklara sahip bir polimer tabakasindan

olusur.

Bulus kapsaminda kullanilan “KT-12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-
10 (SEQ ID No:3) epitoplarina 6zgii bosluklara sahip bir polimer tabakasi” ifadesi bir polimer
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tabakasina “molekiiler baskilama” yontemi uygulamasiyla elde edilen bosluklar1 ifade

etmektedir.

Burada bahsi gegen “molekiiler baskilama” ydntemi; polimer tabakasinin olusturulmasi
esnasinda ortamda KT-12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID
No:3) epitoplarinin bulunmasiyla yapisinda KT-12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No:
2) veya TV-10 (SEQ ID No:3) epitoplarin yer aldig1 bir polimer tabakasinin elde edilmesini
ve polimerizasyon sonrasinda bu polimer tabakasi yapisi igerisindeki KT-12 (SEQ ID No:1)
veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3) epitoplarinin uzaklastiriimasi
yontemini ifade etmektedir. Bu yontem sonucunda polimer yapis1 korunmakta ancak polimer
yapisi icerisinde uzaklastirilan KT-12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-
10 (SEQ ID No:3) epitoplarina 6zgii, bir diger deyisle bu epitoplarin 3 boyutlu yapisina ait,
bosluklar olusmaktadir.

Bulusa uygun KT-12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3)
epitoplarina 6zgili bosluklar1 igeren grafen kuantum noktaciklarda grafen kuantum noktacik
cekirdegi etrafinda yer alan ve KT-12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-
10 (SEQ ID No:3) tanima bolgelerine sahip polimer tabakasi oligo(etilen glikol) monometil
eter metakrilat (OEGMA) ve bakir(Il) akrilat (Cu(I[)Ac) monomerleri ve etilen glikol
dimetakrilat (EGDMA\) ¢apraz baglayicisindan olusur. Bir diger deyisle, KT-12 (SEQ ID No:1)
veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3) epitoplarina 6zgii bosluklari iceren
grafen kuantum noktaciklarda grafen kuantum noktacik ¢ekirdegi etrafinda yer alan ve KT-12
(SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3) tanima bdolgelerine
sahip etilen glikol dimetakrilat (EGDMA) ile capraz bagli poli oligoetilen metakrilat
p(OEGMA) polimer tabakasidir.

Buna gore bulusun bir uygulamasi, grafen kuantum noktacik ¢ekirdegi etrafinda yer alan ve
KT-12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3) tanima
bolgelerine sahip polimer tabakasinin hazirlanmasinda kullanilan bir yonteme iliskin olup

(Metot 1) s6z konusu yontem;

- -OH fonksiyonel gruba sahip grafen kuantum noktaciklarin (GQDs) oligo(etilen
glikol)monometil eter metakrilat (OEGMA) ve bakir (II) akrilat (Cu(II)Ac) monomerleri ve
KT-12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3) epitoplari
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ve etilenglikoldimetakrilat (EGDMA) ile beraber bir organik solvent, 6rnegin asetonitril
icerisinde dagitilmast,

- Onceki adimda elde edilen karisima en az bir polimerlesme baslaticisi, drnegin AIBN,
eklenmesiyle polimerizasyonun baslatilmasi,

- Polimerlesme reaksiyonu (polimerizasyon) sonrasinda polimerle kaplanan grafen kuantum
noktaciklarin reaksiyon ortamindan ayrilmasi,

- Bir Onceki adimda elde edilen polimerle kapli grafen kuantum noktaciklarin alkol ve
organik asit igeren bir ¢ozeltiyle yikanmasiyla polimer yapisi igerisindeki KT-12 (SEQ 1D
No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3) epitoplarinin
uzaklastirilmasi ve boylece grafen kuantum noktacik ¢ekirdegi etrafinda yer alan ve KT-12
(SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3) tanima bolgelerine

sahip polimer tabakasinin elde edilmesi adimlarini igerir.

Bulusun bir unsuru, Metot I’de yer alan polimerle kaplanan grafen kuantum noktaciklarin

reaksiyon ortamindan ayrilmasi adiminda santrifiij kullanilmasidir.

Bulusun bir diger unsuru polimer yapist igerisindeki i¢erisindeki KT-12 (SEQ ID No:1) veya
YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3) epitoplarinin uzaklastirilmas: adiminda
metanol:asetik asit (9:1 v/v) ¢ozeltisi ile hig epitop gozlenmeyene kadar yikanmasidir. Burada
epitop varligit HPLC ile takip edilir. Belirli periyotlarla yapilan HPLC analizinde yikama
sollisyonunda KT-12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3)

epitoplarina ait pik goriilmediginde yikama islemi sonlandirilir.

Bulusun bir diger unsuru ise, polimerizasyon isleminin tercihen 65 °C Uzerinde, dzellikle

tercihen 65 °C ile 95 °C arasinda bir sicaklikta ve azot atmosferinde gergeklestirilmesidir.

Bulus bir diger agidan Metot I’e gore bir prosesle elde edilebilen KT-12 (SEQ ID No:1) veya
YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3) tanima bdolgelerine sahip grafen kuantum

noktaciklara iliskindir.

Bulusun bir uygulamasinda, ilk adimda KT-12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2)
veya TV-10 (SEQ ID No:3) epitoplarindan yalnizca biri polimerizasyon karisimina
eklenebilecegi gibi, ikisi birlikte veya {igli birden de polimerizasyon karigimina eklenebilir. Bu
durumda 6rnegin polimerizasyon karigimina KT-12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No:
2) veya TV-10 (SEQ ID No:3) veya KT-12 (SEQ ID No:1) ve YA-13 (SEQ ID No: 2) veya
KT-12 (SEQ ID No:1) ve TV-10 (SEQ ID No:3) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) ve TV-10 (SEQ
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ID No:3) veya KT-12 (SEQ ID No:1) ve YA-13 (SEQ ID No: 2) ve TV-10 (SEQ ID No:3)
eklenebilir. Yukarida bahsedilen tiim epitop kombinasyonlarinin kullanilmasiyla elde edilen
bulusa uygun KT-12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3)

epitoplarina 6zgii bosluklari igeren grafen kuantum noktaciklar bulus kapsamina dahildir.

Bulus bir diger agidan KT-12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ
ID No:3) tanima bolgelerine sahip grafen kuantum noktaciklarin hazirlanmasi igin bir ydonteme

iliskin olup (Metot I1);

- Piren’in nitrik asit i¢erisinde nitratlanmasiyla -OH fonksiyonel grafen kuantum noktaciklar
elde edilmesi ve sonrasinda

- Metot I’e ait adimlarin uygulanmasi1 adimlarini igerir.

Bulus bir diger agidan Metot I1’ye gore bir prosesle elde edilebilen KT-12 (SEQ ID No:1) veya
YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3) tanima bdolgelerine sahip grafen kuantum

noktaciklara iligkindir.

Bulusa uygun KT-12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3)
epitoplarina 6zgii bosluklari iceren grafen kuantum noktacik temelli optik sensorler ve/veya
Metot | veya Metot II’ye gore hazirlanan grafen kuantum noktaciklar, beklenmeyen bir sekilde
32 haftalik kararlilik siiresine sahiptir. Ayrica s6z konusu grafen kuantum noktaciklar 10 dakika
gibi kisa bir siirede en az 10 bakteriyi molekiiler olarak taniyabilen ve ayirabilen bir optik sensor
olma 0Ozelligi tasimaktadir. Bu yoniiyle bulusa uygun grafen kuantum noktaciklar teknigin
bilinen durumunu agmakta ve uzun siire kararli kalabilen ve bakterilerin hizli ve yiiksek sayida

tespit edilmesine olanak saglayan bir sensor saglamaktadir.

Bulusa uygun optik sensor yapilarinda yer alan spesifik tanima bolgeleri araciligiyla bir
numune icerisinde yer alan E.coli O157:H7 bakterilerini tespit etmektedir. Bahsi gecen bu
tanima islemi, numune igerisinde yer alan E.coli O157:H7 epitopunun bulusa uygun optik
sensor tizerinde yer alan bosluklara tutunmasi ve bu tutunma sonrasinda gerceklesen floresans
degisimi sayesinde ger¢eklesmektedir. Bu sekilde numune igerisindeki E.coli O157:H7 varligi
hizl bir sekilde ve komplike testlere gerek kalmadan tespit edilebilmektedir.
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Bulus kapsaminda kullanilan “KT-12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-
10 (SEQ ID No:3) epitoplarina 6zgii bosluklari igeren grafen kuantum noktacik temelli optik
sensOr” ve “KT-12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3)
epitoplarina 6zgii bosluklari igeren grafen kuantum noktaciklar” ifadeleri birbiriyle ayni anlama

gelmekte olup birbiri yerine kullanilabilir.

Bulusun bir diger uygulamasi bulusa uygun KT-12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No:
2) veya TV-10 (SEQ ID No:3) epitoplarina 6zgii bosluklari igeren grafen kuantum noktacik
temelli optik sensorlerden en az birini veya istege bagli olarak ikisini veya ¢unt bir arada

iceren optik biyosensor bilesimlerine iliskindir.

Burada bahsi gegen “en az birini igeren” ifadesi biyosensor icerisinde KT-12 (SEQ ID No:1)
veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3) epitopuna 6zgii bosluk iceren grafen

kuantum noktaciklardan birinin bulunmasini ifade etmektedir.

Burada bahsi gecen “ikisini bir arada iceren” ifadesi biyosensor icerisinde “KT-12 (SEQ ID
No:1) epitopuna 6zgl bosluk igeren grafen kuantum noktaciklar ve YA-13 (SEQ ID No: 2)
epitopuna 6zgii bosluk igeren grafen kuantum noktaciklar” veya “YA-13 (SEQ ID No: 2)
epitopuna 6zgii bosluk iceren grafen kuantum noktaciklar ve TV-10 (SEQ ID No:3) epitopuna
0zgii bosluk iceren grafen kuantum noktaciklar” veya “KT-12 (SEQ ID No:1) epitopuna 6zgi
bosluk iceren grafen kuantum noktaciklar ve TV-10 (SEQ ID No:3) epitopuna 6zgii bosluk

iceren grafen kuantum noktaciklar” bulunmasini ifade etmektedir.

Burada bahsi gegen “en az ikisini iceren” ifadesi bulusun bir diger uygulamasinda biyosensor
icerisinde “KT-12 (SEQ ID No:1) ve YA-13 (SEQ ID No: 2) epitoplarina 6zgii bosluklar iceren
grafen kuantum noktaciklar” veya “YA-13 (SEQ ID No: 2) ve TV-10 (SEQ ID No:3)
epitoplarina 6zgii bosluklar igeren grafen kuantum noktaciklar” veya “KT-12 (SEQ ID No:1)
ve TV-10 (SEQ ID No:3) epitoplarina 6zgii bosluklar igeren grafen kuantum noktaciklar”

bulunmasini ifade etmektedir.

Burada bahsi gecen “Uclnd bir arada iceren” ifadesi biyosensor icerisinde KT-12 (SEQ ID
No:1) epitopuna 6zgii bosluk i¢eren grafen kuantum noktaciklar ve YA-13 (SEQ ID No: 2)
epitopuna 6zgii bosluk iceren grafen kuantum noktaciklar ve TV-10 (SEQ ID No:3) epitopuna

0zgl bosluk iceren grafen kuantum noktaciklarin bulunmasini ifade etmektedir.
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Burada bahsi gecen “ligiinii bir arada igeren” ifadesi bulusun bir diger uygulamasinda KT-12
(SEQ ID No:1) ve YA-13 (SEQ ID No: 2) ve TV-10 (SEQ ID No:3) epitoplarina 6zgii bosluklar

iceren grafen kuantum noktaciklarin bulunmasini ifade etmektedir.

Mevcut bulusun bir uygulamas1 KT-12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-
10 (SEQ ID No:3) epitoplarina 6zgii bosluklari iceren grafen kuantum noktacik temelli optik
sensOrlerden en birini veya istege bagl olarak ikisini veya {l¢iinli bir arada igeren optik
biyosensor bilesimlerinin E.coli O157:H7 varligin1 tespitte kullanimina iligskindir. Bu

baglamda, E.coli O157:H7 varlig1 herhangi bir numuneden tespit edilebilir.
Bulusun tercih edilen bir uygulamasinda bahsi gegen optik sensor bir florosensordiir.

Bulus kapsaminda kullanilan “E.coli O157:H7” ve “Escheria coli O157:H7” ifadeleri birbiri

ile ayn1 anlama gelmekte olup birbirinin yerine kullanilabilir.

Mevcut bulus bir diger agidan E.coli O157:H7 varligini tespitte kullanim i¢in bir kite iliskin
olup, s6z konusu Kit;

- Ependorf tipu

- Bulusa uygun KT-12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID
No:3) epitoplarina 6zgii bosluklar1 igeren grafen kuantum noktacik temelli optik
sensorlerden en az birini veya istege bagl olarak ikisini veya liglinii bir arada i¢eren optik
biyosensor bilesimi ve

- Istege bagl olarak bir tampon ¢dzeltisi, drnegin PBS veya bikarbonat-karbonik asit tampon

cozeltisi icerir.

Bulusa uygun kitten elde edilen sonug, test numunesi ile temas sonrasinda spektrofotometre ile
veya florasans mikroskobu ile okuma yapilarak belirlenir. Bulusun tercih edilen bir

uygulamasinda floresans spektroskopisi kullanilir.
Bulus kapsamindaki "iceren" ifadesi ayn1 zamanda "kapsayan" anlaminda da kullanilmaktadir.
Teknik olarak uygun oldugu durumlarda, bulusun uygulamalar1 birlestirilebilir.

Bulus, asagida sadece agiklama amaciyla verilmis olan ve bulusun kapsamini sinirlandiracak
sekilde yorumlanmamasi gereken Orneklere atifta bulunularak daha ayrintili olarak

aciklanacaktir.
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Ornekler
Ornek 1: Bulusa uygun E.coli O157:H7 tespit Kitinin icerigi

Bulusa uygun E.coli O157:H7 tespit kitinin igeriginde; (a) bir kap, dérnegin bir ependorf tlpl
icerisinde, KT-12 (SEQ ID No:1) veya YA-13 (SEQ ID No: 2) veya TV-10 (SEQ ID No:3)
epitoplarina 6zgii bosluklari iceren grafen kuantum noktacik temelli optik sensor tiirlerinden en
az biri, istege bagl olarak ikisi veya ti¢li yer alir ve istege bagli olarak (b) tampon cozeltisi,

ornegin PBS igeren bir kapali kap, 6rnegin ependorf tiipii veya vial bulunur.

Bulusa uygun kit ayn1 zamanda kitin ¢alisma prensibini anlatan bir bilgilendirici dokiiman

ve/veya yapilan testin dogru sekilde ¢alistigini gosteren bir referans ¢ozelti vb. igerebilir.

Ornek 2: E.coli O157:H7 tespit kitinin hazirlanmasi

1. Grafen kuantum noktaciklarin sentezi: -OH fonksiyonel grafen kuantum noktaciklar (GQD-

OH), nitrik asit i¢indeki pirenin nitratlanmasi ile sentezlenir.

2. Molekiiler baskilanmis kuantum noktaciklarin _sentezi: -OH  fonksiyonel GQDs,
oligo(etilen glikol) monometil eter metakrilat (OEGMA) ve bakir (II) akrilat (Cu(Il) Ac)
monomerleri, KT-12 veya YA-13 veya TV-10 epitoplar1 ve etilenglikoldimetakrilat

(EGDMA) asetonitrilde dagitilir. Cozelti 45 dakika boyunca ultrasonik titresime tabi tutulur
ve azot atmosferinde azobisisobutironitril (AIBN) baslaticis1 eklenerek polimerlesme
baslatilir. 30 dakika boyunca 90 °C’ da devam eden polimerlesme tepkimesi neticesinde
elde edilen polimer kapli GQDIlar 14000 rpm hizla santrifiij edildikten sonra, metanol:asetik
asit (9:1, v/v) ile yapida hig epitop gézlenmeyene dek yikanir (HPLC ile takip edilir). Bu
islem neticesinde E.coli O157:H7 bakterisinin epitoplarina 6zgli bosluklara sahip olan

molekiiler baskilanmis kuantum noktaciklar elde edilir.

Yukarida da aciklandig1 gibi, burada agiklanan sekilde elde edilen E. coli O157:H7 bakterisinin
farkl epitoplarina 6zgii bosluklara sahip ve bu bakteriyi tanima yetenegine sahip baskilanmis
grafen kuantum noktaciklar totalde 32 haftalik bir kararlilik siiresine sahip olup, gercek
numuneden 10 dakika gibi bir siirede en az 10 bakteriyi molekiiler tanima ve ayrima 6zelligine

sahip bir optik sensordiir. Hazirlanan grafen kuantum noktaciklar, E. coli O157:H7 bakterisinin
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molekiiler taninmasinda hizli, giivenilir ve kolay tespit yetenegine sahip bir sensér ve ayni

zamanda yontemdir.
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