
Araştırma Makalesi [Research Article] Yayın tarihi 12 Kasım 2014 © TurkJBiochem.com

[Published online November 12, 2014]

Türk Biyokimya Dergisi [Turkish Journal of Biochemistry–Turk J Biochem] 2014; 39(3):383–396
doi: 10.5505/tjb.2014.94834

Homosistein-BSA-afinite temelli biyosensor tasarımı 

[Homocysteine-BSA – affinity based biosensor design]

ABSTRACT
Objective: In this research, the detection and Reusability of Homocysteine by piezoelectric 
based Homocysteine Bioaffinity sensor using Quartz Crystal Microbalance (QCM) was aimed.
Methods: The surface of silver sensor was subjected to a series of pretreatments. Surface activa-
tion process was done with the interaction of silver crystals with NaOH, acetone and methanol, 
respectively at definite times. Then, systeamine, glutaraldehyde attachments and BSA immo-
bilization were performed to surfaces. BSA concentration was assayed within a range and the 
highest coupling BSA amount of 0.1 mg/mL was chosen as the most convenient concentration.
Results: In the scope of BSA-Homocysteine affinity, the calibration graph of Homocysteine 
was formed after surface modification steps and the range of 0.5-2 µmol was estimated to give 
the best determination coefficient. Reusability of quartz crystals were tested by the cleavage of 
BSA-Homocysteine affinity in acidic and basic conditions. The NaOH solutions of 10-6, 10-3, 
10-1, 1, 10 ve 100 mM (pH 8-9) were used to cleave the affinity and it was observed that no 
basic medium trials were convenient to reuse. Assays performed to break BSA-Homocysteine 
affinity in acidic condition were done with 0.01, 1, 10, 100 mM Glisin-HCl solutions of pH 2.5, 
3.5, 5.5 and 6.5. The crystal reusability of 12 was reached with Glisin-HCl solution of 0.01, 
mM in pH 5.5.
Conclusion: The highest reusability value of 30 repeat was reached when Glisin-HCl concen-
tration is 1mM with pH 5.5 achieved to cleave BSA-Homocysteine affinity experiments. The 
experiments carried out in 10 mM Glisin-HCl acidic medium concentration gave oppurtunity 
to four reuse of silver crystal.
Key Words: Piezoelectric sensors, Biosensor, Bioaffinity, Homocysteine, Bovine serum albu-
mine, Quartz Crystal Microbalance (QCM), Nanobiosensor, Reusability.
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ÖZET
Amaç: Çalışmada, Kuartz Kristal Mikrodenge (QCM) sistemi kullanılarak piezoelektrik esaslı 
Homosistein biyoafinite sensörü ile Homosisteinin tayini ve tekrar kullanılabilirliğinin tespiti 
amaçlanmıştır.
Metod: Gümüş sensör yüzeyi bir dizi ön işlemden geçirilmiştir. Yüzey aktivasyonu işlemi sıra-
sı ile NaOH, aseton ve metanol çözeltileri ile belli sürelerde gümüş kristallerin etkileştirilmesi 
ile yapılmıştır. Sonraki aşamada yüzeye sırası ile sisteamin, glutaraldehit bağlanması ve BSA 
immobilizasyonu gerçekleştirilmiştir. BSA derişimi belli bir aralıkta denenmiş ve en uygun 
derişim olarak en çok BSA bağlanmasının tayin edildiği 0,1 mg/mL değeri seçilmiştir.
Bulgular: Yüzey modifikasyon aşamalarından sonra BSA-homosistein afinitesi kapsamında 
çalışma aralığının belirlenmesi amacıyla Homosistein kalibrasyon grafiği oluşturulmuş ve 0,5-2 
µmol aralığının en yüksek uyumu verdiği belirlenmiştir. Kuartz kristallerin ekrar kullanılabilir-
lik çalışmalarında bazik ve asidik ortamlarda BSA-Homosistein afinitesinin kırılması incelen-
miştir. Bazik ortamda yapılan deneylerde 10-6, 10-3, 10-1, 1, 10 ve 100 mM NaOH çözeltileri 
(pH 8-9) ile afinitenin kırılması denenmiş ve hiçbir bazik ortam denemesinde tekrar kullanım 
imkânı gözlenmemiştir. Asidik ortamda yapılan BSA-Homosistein afinitesini koparma deney-
lerinde 0,01, 1, 10, 100 mM Glisin-HCl çözeltileri ile pH 2,5, 3,5, 5,5 ve 6,5 değerlerinde de-
neyler yapılmıştır. 0,01 mM Glisin-HCl çözeltisi ile pH 5,5’ta kristalin 12 kez tekrar kullanımı 
mümkün olmuştur.
Sonuç: En yüksek tekrar kullanım sayısına Glisin-HCl derişimi 1mM olduğunda yine pH 5,5’ta 
yapılan BSA-Homosistein afinitesini koparma deneylerinde 30 tekrar sayısı ile ulaşılmıştır.  
Asidik ortam derişimi 10 mM Glisin-HCl ile yapılan deneylerde en fazla dört kez kullanım 
imkânı olmuştur.
Anahtar Kelimeler: Piezoelektrik sensörler, Biyosensör, Biyoafinite, Homosistein, Bovin 
serum albümin, Kuartz Kristal Mikrodenge (QCM), Nanobiyosensör, Tekrar kullanılabilirlik.
Çıkar Çatışması: Yazarların çıkar çatışması yoktur.
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mıştır. Birçok yöntemle homosistein tayini mümkündür. 
HPLC, GC, spektrofotometrik yöntem ve Eliza testiyle 
homosistein tayini yapılabilmektedir. Fakat uzun süren, 
tekrarlanamayan, maliyetli yöntemler olduğu için çok zor 
olmaktadır [9,10].
QCM sisteminde kuvartz kristaller kullanılmaktadır. 
Kristalin yüzeyine bağlanan madde miktarına göre qcm 
sisteminde sinyal üretilir. Yüzeye bağlanan madde mik-
tarının artmasıyla titreşim azalacağından frekans düşmesi 
kaydedilir [16-22].
Moleküler etkileşimlere dayalı algılayıcı sistemlerin 
(QCM, FET, SPR gibi) önemi ve uygulama alanları gün 
geçtikçe artmaktadır. Klasik analitik tayin yöntemlerine 
nazaran biyosensölerin daha avantajlı olması bu uygula-
malara ilgiyi arttırmaktadır. Cevap verme süresi, hassa-
siyet, düşük maliyeti, tasarım kolaylığı gibi beklentileri 
karşılayabilmek amacıyla tanıyıcı yüzey ve çevirici bü-
tünlüğünün sağlandığı biyosensörler tasarlanmaktadır. 
Bu amaçla kullanılan yöntemlerden birisi de QCM’dir. 
QCM’de de bir çevirici (transducer) sistem ile bir biyo-
lojik molekül beraberce kullanılmaktadır. Bu amaçla sen-
sörlerde çevirici sistem olarak piezoelektrik kristallerin 
kullanılması önem kazanmaktadır, uygulamalara ilgiyi 
arttırmaktadır. Cevap verme süresi, hassasiyet, düşük ma-
liyeti, tasarım kolaylığı gibi beklentileri karşılayabilmek 
amacıyla tanıyıcı yüzey ve çevirici bütünlüğünün sağlan-
dığı biyosensörler tasarlanmaktadır. Bu amaçla kullanılan 
yöntemlerden birisi de QCM’dir. QCM’de de bir çevirici 
(transducer) sistem ile bir biyolojik molekül beraberce 
kullanılmaktadır. Bu amaçla sensörlerde çevirici sistem 
olarak piezoelektrik kristallerin kullanılması önem kazan-
maktadır [23,24].
Nicel kütle ölçümleri için piezoelektrik kuartz rezonatör-
lerinin uygulanması için, bağıl boşluk ve rezonans fre-
kans ile eklenen kütle boşluğu arasındaki nicel ilişkinin 
geliştirilmesi gereklidir. 1959’dan önce, frekans boşlu-
ğunu kapsayan bu kütlenin anlaşılması sadece nitel bir 
bazda olmuştur. Ama Sauerbrey kuartz kristal bir rezona-
törün frekans boşluğunun eklenen kütle ile direkt oran-
tılı olduğunu göstermiştir. Sauerbrey’in çalışması genel 
olarak bilimde büyük bir buluş ve çok küçük kütlelerin 
ölçülmesinde yeni bir nicel araç olarak kabul edilebilir. 
Kuvartz plaka kütlesindeki bir artış, rezonans frekansında 
bir düşüşe neden olmaktadır [25].
Sauerbrey eşitliği sadece tam olarak uniform, dayanıklı, 
ince film katmanlarında uygulanabilmektedir. Bundan 
dolayı QCM uzun yıllar sadece gaz faz kütle dedektörü 
idi. 1980’lerin başında bilim adamları tarafından sıvının 
içerisine tamamen daldırıldığında sabit osilasyon verdi-
ğini tanıklık ettiler. Sıvı fazdaki QCM ölçümlerinin çoğu 
QCM’nin havadan sıvıya daldırıldığında rezonant sıklı-
ğında değişiklik gösterdiğini bildiren Kanazawa ve Gor-
don tarafından yapılmıştır.
QCM ile ilgili ticari cihazlar bulunmaktadır. SRS QCM 
cihazında altın kristallerin frekans değeri ölçülmektedir. 

Giriş
Homosistein kanda bulunan, metabolizmada metiyoninin 
demetilasyonu sonucu açığa çıkan endojen bir amino asit-
tir. Albümine bağlı olarak kanda dolaşmaktadır. Homo-
sistein miktarının kanda fazla olması birçok hastalığa yol 
açmaktadır. Kandaki homosistein miktarı 15 µm’ı geçti-
ğinde oluşan hastalığa hiperhomosisteinemi denilmekte-
dir [1-4]. Homosistein düzeyleri ile kalp damar hastalıkla-
rı dolayısıyla kalp krizi geçirme riskinin birbiriyle ilişkili 
olup olmadığı araştırılmıştır. Yapılan deneyler sonucunda 
kalp damar hastalığı olan kişilerde homosistein düzeyle-
rinin normalden yüksek olduğu bulunmuştur [5,6]. Hi-
perhomosisteinemi; kalp damar hastalıklarına dolayısıyla 
kalp krizine, B6 ve B12 vitamini, folik asit eksikliğine 
dolayısıyla hamile bayanlarda düşüklere sebep olmakta-
dır [7,8]. 
Homosistein değeri genetik faktörlerin yanında, fiziksel 
faktörlerden de etkilenmektedir. Yaş, cinsiyet, sigara ve 
alkol kullanımı, beslenme şekli, yaşanılan ortam ve çevre 
şartları gibi faktörler kandaki homosistein miktarını etki-
lemektedir. Yapılan bir çalışmada B6 ve B12 vitamini ile 
folik asidin, kandaki homoistein değeriyle bağlantılı olup 
olmadığı araştırılmıştır. Yapılan deneyler doğrultusunda; 
kandaki homosistein değerinin artmasıyla birlikte, B6 ve 
B12 vitamini ile folik asit değerlerinin düştüğü, homosis-
tein değeri normal düzeye geldiğinde ise B6 ve B12 vita-
mini ile folik asit değerlerinin de normal düzeyde olduğu 
gözlenmiştir. Homosistein miktarının fazla olması, B6 ve 
B12 vitamini ile folik asit değerlerini olumsuz etkilediği 
sonucuna varılmıştır [9,10].
Biyosensörler; biyolojik algılayıcılardır. Kristal yüzeyine 
bağlanan maddenin cinsine göre ortamdaki molekülün 
varlığını algılarlar. Yüzeye immobilize edilen maddeye 
özgü algılama yetenekleri vardır. Biyosensörler; tanıyı-
cı bölüm, çevirici (transducer), elektronik bölüm olmak 
üzere 3 kısımdan oluşmaktadır. Biyosensörün tanıyıcı 
bölümündeki ligand (tanıyan) ile analit (tanınan) arasın-
da, sensör yüzeyinde bir etkileşme oluşur. Bu etkileşme, 
çok seçicidir. Etkileşmenin sonucunda oluşan değişiklik, 
elektriksel potansiyel veya akım değişimine neden olur. 
Cihazdaki çevirici birimi bu değişimi algılar ve tanıyan 
ile tanınan arasındaki etkileşmeyi elektrik sinyaline çevi-
rir. Bu da elektronik bölüm tarafından değerlendirilir ve 
sayısal okunabilir verilere dönüştürülür [11]. Biyosensör-
lerde; seçicilik, kullanım ömrü, kalibrasyon gereksinmesi, 
yüksek duyarlılık, tekrarlanabilirlik gibi özellikler önem-
lidir. Biyosensör algılayacağı maddeye özgü yani seçici 
olmalıdır ki diğer maddeleri tanımasın istenilen maddeyi 
tanısın, kullanım ömrü uzun olmalı hemen bozulmamalı, 
sürekli kalibrasyon etmeye ihtiyaç duyulması sonuçların 
doğruluğunu azaltacağından kalibrasyon gereksinmesi az 
olmalı, tekrarlananbilirliği fazla olmalı aynı yöntemi tek-
rar tekrar uygulayabilmeli ve hassas ölçüm yapabilmesi 
için yüksek duyarlılıkta olmalıdır [12-15].
Günümüzde homosistein tayini oldukça önem kazan-



Altın kristaller beyaz yuvarlak kısma yerleştirilir ve fre-
kans değeri okunur. Q-Sense Omega Auto QCM-D ana-
liz sistemi yaratıcısı; Q-Sense 4-70°C arasında çalışmayı 
olanaklı kılan, sensördeki adsorpsiyon analizi için sadece 
30 µl numuneye ihtiyaç duyan, her bir kanalda üzerindeki 
akış hızlarının farklı ayarlanabilmesi gibi eşsiz özellikle-
re sahip olan yeni QCM-D cihazını yapmıştır. Bu en son 
teknolojiye sahip QCM-D cihazı tam otomatik 8 paralel 
kanala sahip, nano ölçekdeki çok küçük kütle, film ka-
lınlığı, bağlanma ve moleküler yönlenme değişimlerini 
hassas olarak takip eden analiz sistemidir [26].
QCM sistemler yüksek hassasiyete sahip olması, kulla-
nım kolaylığı, spesifikliği, ucuz olması, doğrudan cevap 
vermesi gibi avantajlara sahip olduğundan hastalık teşhi-
si, antijen/antikor etkileşimi, ilaç analizlerinde, gaz sensö-
rü olarak ve spesifik molekül tayinlerinde kullanımı son 
zamanlarda oldukça artmıştır. Kristalin yüzeyinin analiz-
lenecek analite göre spesifik olarak tasarımı hassasiyeti 
arttıran bir etkendir. Uygulamalar, biyomolekülleri (pro-
teinler, DNA, antijen/antikor), lipidleri, nanopartikülleri, 
polimerleri, polimer filmleri ve hücreler/bakterileri içer-
mektedir. QCM tekniği çok ince yüzey sınır tabakalarının 
kütlesini belirler ve viskoelastik özellikleri hakkında bilgi 
verir. QCM tekniği yüzeyde bulunan makromoleküllerle 
çalışmak için uygun bir tekniktir ve var olan teknikleri 
tamamlayıcı özelliğe sahiptir. Yüksek duyarlılığı ve eş 
zamanlı algılama özelliği ile QCM birçok uygulamada 
kullanılabilirlik açısından cazip duruma gelmiştir [27].
Sunulan çalışma kapsamında Kuvartz kristalin yüzey te-
mizlenmesi, sırasıyla NaOH, aseton ve metil alkolle sağ-
lanmıştır. Sisteamin ve GA ile aktivasyonu sağlanan yüze-
ye BSA immobilizasyonu gerçekleştirilmiştir. Hazır hale 
gelen kristale homosisteinin bağlanması ve daha sonra 
bazik ve asidik ortamlarda koparıp ve tekrar homosistein 
bağlanması çalışmaları gerçekleştirilmiştir. Homosisteini 
bağlayıp koparma işlemini yaparak sensörün tekrar tekrar 

kullanılabilirliği ve maliyetli homosistein tayinlerine al-
ternatif olarak kolay, hızlı, tekrarlanabilen, ucuz homosis-
tein biyosensörü gerçekleştirmeyi amaçlanmıştır. 

Deneysel Yöntemler
QCM sistemi; osilatör devre tasarım ve imalatı
Kullanımdaki devrelerin sorunlardan en önemlileri, sabit 
sıcaklıkta ölçüm yapılamaması, aynı anda birden fazla 
kristalin frekans ölçümünün yapılamaması, şehir şebeke 
elektriğinin frekans değişimi ve etrafta çalışan cihazların 
oluşturduğu frekanstan etkilenerek yüksek hata oranında 
çalışılması olarak verilebilir. Bu sorunları aşmak için, is-
tenilen sabit sıcaklıkta çalışan, aynı zamanda iki kristalin 
frekans ölçümünü yapabilen, özel bir baskılı devrenin tasa-
rımı grubumuz tarafından 2006 yılında gerçekleştirilmiştir 
[28, 29]. Baskılı devre 2 mm kalınlığında her iki yüzeyi 
bakır kaplı olan, plastik bir yaprak şeklindedir. Devrenin 
tasarımı bittikten sonra, plan bakır kaplı sayfa üzerine çi-
zilmiştir. Burada kullanılan tüm elektrik malzemelerinin 
şemalarını düşünerek, bağlanılacak noktaları ve buna bağ-
lı olarak tüm elektrik hatları tam olarak ve dikkatle belir-
lenip, çizilmiştir. Sonra istenilen bölgeler özel bir madde 
ile kapatılmıştır. Daha sonra bu çift yüzü bakır olan yap-
rak asit içine, istenilen bölgeler dışındaki bakır yüzeylerin 
çözülmesi amacıyla daldırılmıştır. Bu işlemin sonucunda 
baskılı devre hazırlanmış, elektrik malzemelerinin bacak-
larının geçebileceği kadar delinmiştir. Bu yeni cihazda, et-
raftaki gürültülerden etkilenmemesini sağlamak için, bas-
kılı devre, çift yüzlü olarak tasarlanmıştır. Yeni tasarımda 
yüzeylerden biri, zemin yani ground olarak kullanılmıştır. 
Burada bakırın en önemli özelliklerinden biri olan frekans 
ve gürültüyü kendisine doğru çekmesi özelliğinden yarar-
lanılmıştır. Bu sayede gürültüyü ve çevreden gelen frekan-
sı zemine bağlamış ve gürültüyü silmiştir. Tasarlanan osi-
latör devresi üç ayrı bölümden oluşmaktadır: 1) Osilatör; 
2) Sabit sıcaklık; 3) Sabit sıcaklık kontrol bölümü.
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Şekil 1. Tasarlanan QCM sisteminin osilatör devresi.
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sasiyeti 0,1°C ve kutu ve stabilize duruma geldikten sonra 
sıcaklık toleransı 1°C’dir. Deneylerde kullanılan frekans 
sayıcı Protek Unıversal Counter U2000AQ0355’tir.
Osilatör devresinin çalıştırılması
Deneylerde kristal yüzeyinde herhangi bir kütlenin yük-
lendiği ve/veya kütlenin koptuğu durumlar, tasarlanan 
osilatör devresi yardımıyla ölçülmüştür. Kuartz kristal-
lerin yüzey temizlenmesi, yıkanma işlemlerinin, yüzeye 
bağlanmaların ve immobilizasyonların olup olmadığını 
tespiti için frekans farklarının ölçümleri ile takip edilmiş-
tir. Bu cihazın avantajları: A) Tüm ölçümlerin sabit bir 
sıcaklıkta yapılabilmesi, B) İki kristalin aynı zamanda ve 
aynı koşullarda incelenebilmesi, C) Osilatörlerin şehir 
elektriğindeki herhangi bir frekans değişiminden etkilen-
memesi, D) Çift yüzlü bir devreden yararlanmakla, etraf-
ta oluşup yayılan frekans etkisinden kurtulmak, şeklinde 
özetlenebilir. Kristal osilatöre yerleştirilir. Kristale bağla-
nan kütle miktarına göre osilatör cihazı sinyal üretir ve 
kayıt cihazından sayısal değeri okunur [22, 30, 31].
Gümüş kristaller
Çalışmada satın alma ile temin edilen TIC 10.000MF 
marka 10 MEGA HERTZ’lik gümüş piezo kristaller 
kullanılmıştır. Piezo kristaller metal kılıflı şekilde ticari 
olarak sunulmaktadır. Metal kılıflar elektrikli minik el 
testeresi ile kesilip çıkarıldıktan sonra ilk frekans değer-
leri hemen ölçülmüştür. Kristaller kılıflarından çıktıktan 
sonra çok daha hassas hale geldiklerinden dikkat edilmesi 
gerekmektedir. Piezo kristalin yuvarlak kısmı olan kuartz 
alana ve ayak kısmı olan metal kısımlarına ve özellikle de 
kuartz kısmın üzerinde görülmekte olan gümüş elektrod 
kısımlara dokunulmamalı ve ortamın tozsuz olması ge-
rekmektedir. Kafa kısmıyla ayak kısmının birleştiği me-
tal bölgeden pens yardımıyla tutularak çalışılmıştır. Zira 
ayak kısımlarından tutulduğunda ayak kısımlarının cihaza 
yerleştirilirken deforme olması söz konusudur.
Ön işlemler
İlk frekansları ölçülen kristaller küçük camdan özel imal 

1) Osilatör: Asıl frekans ölçme bölümüdür. Bu bölüm 
12V’luk bir bilgisayar güç kaynağıyla beslenmektedir. 
Güç kaynağının özellikle bilgisayar güç kaynağının olma-
sının nedeni, düzenli sabit bir elektrik akımı sağlamasıdır. 
Devre bu kısımda BF255 nolu tranzistörden; 1N40148 
nolu diyottan ve 10K’luk primer konduktanstan yarar-
lanmaktadır. Osilatör bölümünün uç kısmında bulunan 
kristaller birazdan anlatılacak olan sabit sıcaklık bölme-
sinin içinde bulunmaktadırlar. Ölçülmek istenen kristalin 
hangisi olduğunu belirlemek için bir 12V’luk minyatür 
röle ve bir Switch’ten yararlanılmaktadır. Şekil 1’de RF 
Output adıyla gösterilen kısım osilatör devresinde ölçül-
müş olan kristallerin frekansının çıkış noktasıdır. Aynı za-
manda Şekilde şemaları çizilen elektronik malzemelerin 
isimleri aşağıda verilmektedir:
2) Sabit sıcaklık bölümü: Cihazın bu kısmı kristaller için-
de olmak üzere kapaklı bir metal kutudan oluşmaktadır. 
Bu bölme 15V’luk bir trafo tarafından beslenmektedir. 
Aynı trafo sıcaklık kontrol birimini de beslemektedir. 
Bölme içinde sıcaklığı sağlamak için iki tane 5 Watt’lık 
dirençten yararlanılmıştır.
3) Sıcaklık kontrol birimi: Bu bölüm tasarlanan osila-
tör devrenin en önemli birimidir. Bu birimin amacı ise 2. 
birimde yani sıcaklık üretilen kısımdaki sıcaklığı isteni-
len derecede ayarlayıp o sıcaklıkta sabit tutmaktır. Aynı 
zamanda hem ayarlanan sıcaklık ve hem de her an sabit 
sıcaklık kutusunun sıcaklık değerini görmek mümkün-
dür. Burada sıcaklık göstergesi için dijital bir voltmetre-
den yararlanılmaktadır. Bu voltmetre sıcaklık biriminden 
ayrı olan bir 6 Volt’luk trafo tarafından beslenmektedir. 
Voltmetreden ayarlanan sıcaklık veya o andaki sabit sı-
caklık kutusunun sıcaklığını seçmek için, bir Switch kul-
lanılmaktadır. Kutunun içindeki sıcaklığı algılamak için 
LM35 sıcaklık sensöründen ve kutunun duvarlarına yapı-
şan BDX tranzistörlerinden faydalanılmıştır. Devreyi iste-
nilen sıcaklığa ayarlamak için çok turlu bir Trimpot kulla-
nılmıştır ve asıl sıcaklık kontrolü için kullanılan malzeme 
LM358 adlı bir opampdır. Burada sıcaklık gösterge has-

Şekil 2. Yüzey temizliği ve modifikasyon aşamalarının şematik görünümü.



ettirilmiş 10 ml’lik beherlerde manyetik karıştırıcıda 30 
dakika süreyle, 3’er ml 0,1 M NaOH, aseton ve metanolle 
ile etkileştirilmiştir. Kristallere aralarda 35°C’de kurutma 
işlemi yapılmış ve her türlü kirliliğe karşı özenle korunu-
rak frekansları ölçülmüştür. İlk ölçülen frekans değerleri 
ile yüzey temizleme sonrası frekans değerleri karşılaştı-
rılmıştır. 
Sisteamin (C2H7NS) bağlanması aşamasında kristaller, 
manyetik karıştırıcıda 3 ml 18 mM sisteamin ile karanlık 
ortamda 2 saat nötral Ph:7 de (PB) sodyum tetraborat/HCl 
tamponunda etkileştirilmiştir. Etkileşim sonrası etüvde 
temiz koşullarda 35°C’de kurutulduktan sonra kristalle-
rin frekansları ölçülmüştür. Sisteamin molekülü bir tiyol 
(SH) ve bir de amin (NH2) olmak üzere iki fonksiyonel 
uca sahiptir (H2N(CH2)2SH, M.A: 77,15). Yumuşak bir 
baz olan sisteamin molekülünün bu özelliğinden yararla-
nılarak tiyol ucundan, gene yumuşak bir asit olan Ag kris-
tal yüzeyinden tutturulmuş ve diğer amin ucu fonksiyonel 
olarak başka bağ için hazır tutulmuştur. Sisteaminle etki-
leştirilen kristaller manyetik karıştırıcıda 3 ml 0,66 M glu-
teraldehit (GA) (COH(CH2)3COH M.A: 100,12) ile 2 saat 
pH: 8.2’de sodyum tetraborat/HCl tamponunda karanlıkta 
etkileştirilip kurutulduktan sonra frekans değerleri ölçül-
müştür. Burada amaç sisteaminin serbest olan amin ucu 
ile gluteraldehitin aldehit uçlarının reaksiyona girmesi ve 
şift bazı reaksiyonu ile bağlanmalarının sağlanmasıdır.
Yüzey temizlenmesi sonrası frekans değerleri ile sistea-
min bağlanması sonrası frekans değerleri karşılaştırılmış-
tır. Şekil 2’de yüzey temizlenmesi ve bağlanma ve immo-
bilizasyon aşamaları toplu olarak şematize edilmiştir.
Sensör üzerinde tiyol ve aldehit oluşumu sağlandıktan 
sonra kristal oda sıcaklığında 3 ml 0,4 mg/ml BSA ile 1 
saat etkileştirilip kurutulduktan sonra frekans değerleri 
ölçülmüştür. Çalışmada BSA çözeltisi için pH: 7 sod-
yum tetraborat/HCl tamponunda kullanılmıştır. Yüzeye 
BSA’nın bağlanma miktarı bulunmuştur.
Sisteamin, GA bağlanması ve BSA immobilizasyonu son-
rası kristaller, önce ilgili maddenin çözündüğü pH tam-
ponuyla, sonra da ultra saf suyla iki kez yıkanarak kuru-
tulmuş ve frekans değerleri okunmuştur. Bağlanan kütle 
miktarları aşağıda verilen Sauerbrey denklemi kullanıla-
rak hesaplanmıştır [25]. 
Δf = -2.26 x 10-6 f2 Δm / A
Burada; (Δm): kristal üzerine ilave edilen kütle, (Δf): kris-
talin frekansındaki değişim, (f): Boş kristalin frekansı, 
(A): piezo kristaldeki metal yüzeyin alanı. 
2.3.2. Homosistein immobilizasyonu
BSA ile etkileştirilerek immobilizasyonu sağlanan kristal-
ler farklı derişimlerde (0.01, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 1, 2, 
4, 6, 8, 10 µM) homosistein çözeltileri ile pH: 7 sodyum 
tetraborat/HCl tamponunda etkileştirilerek BSA-HSİS 
afinitesi incelenmiştir. Bu amaçla oda sıcaklığında man-
yetik karıştırıcıda 3 ml homosistein çözeltileri ile farklı 
kristaller ayrı ayrı 2 saat etkileştirilmiştir. Etüvde 35°C’de 
kurutulduktan sonra frekans değerleri ölçülmüştür. BSA 

sonrası ölçülen frekans değerleri ile homosistein sonrası 
ölçülen frekans değerleri karşılaştırılmıştır. Kristalin yü-
zeyine ne kadar homosistein bağlandığı frekans farkı ve 
yukarıda verilen Sauerbrey denkleminin kullanılması ile 
hesaplanarak bulunmuştur.
Tekrar kullanılabilirlik deneyleri
Çalışma kapsamında oluşturulan BSA-HSİS kovalent 
bağlandığı bölgeden bağın kırılması ve sonradan aynı 
piezo kristalde, aynı ve/veya benzer miktarda Homosis-
teinin tekrar bağlanması deneyleri bu aşamada gerçek-
leştirilmiştir. Bu amaçla literatürdeki benzer çalışmalar 
incelenmiş söz konusu benzer kovalent bağların kırılması 
için bazik ve asidik ortamların kullanılması ile deneyler 
gerçekleştirildiği rapor edilmiştir [32-35]. Bu kapsamda 
BSA-HSİS afinitesinin yıkılması amacıyla bazik ve asidik 
çözeltiler ile deneyler yapılmıştır. Böylece yapılacak ar-
dışık deneyler ile sensörün tekrar kullanılabilik sayısının 
belirlenmesi hedeflenmiştir. 
Bazik ortam deneyleri
Literatürde yapılan inceleme ve araştırmalarda BSA-
Homosistein kovalent bağları gibi benzer bağların ko-
parılması ve/veya kırılması bazik ortamlarda gerçekle-
şebildiği bilgisinden hareketle ilk aşamada bazik ortam 
deneyleri gerçekleştirilmiştir. Farklı derişimlerde NaOH 
çözeltileri hazırlanıp BSA-Homosistein bağının kırılması 
çalışmaları gerçekleştirilmiştir.
Derişimleri 10-6, 10-3,10-1, 1, 10, ve 102 mM (pH 7; 8; 10; 
11; 12; 13) olan NaOH çözeltileri hazırlanıp kristallerle 
etkileştirilmiştir. Elde edilen bu çözeltiler ile etkileştirilen 
piezo kristallerden BSA-Homosistein bağı bazik ortamda 
koparılmıştır. Koparılan bu bağın tekrar oluşturulabilmesi 
için de Homosistein bağlama işlemi tekrar aynı kristale 
uygulanmıştır. Bu şekilde kristalin bozunma noktasına 
kadar tekrar deneyleri gerçekleştirilmiş ve kullanılabilir-
liği araştırılmıştır.
Asidik ortam deneyleri
Asidik ortam olarak sık kullanılan kovalent bağ yıkımı or-
tamı için Glisin-HCl kullanılmaktadır [33-36]. Bu amaçla 
Glisin amino asit çözeltilerinin derişimleri 0,01; 1; 10 ve 
100 mM çözeltiler hazırlanmıştır. Hazırlanan glisin çö-
zeltileri aynı molaritelerdeki HCl çözeltilerinin ilavesi ile 
farklı pH değerlerine (2,5; 3,5; 5,5 ve 6,5) ayarlanmış ve 
asidik ortamda BSA-HSİS afinitesinin yıkım deneyleri 
gerçekleştirilmiştir. Asidik ortamda koparılan bu bağın 
tekrar oluşturulabilmesi için Homosistein bağlama işlemi 
tekrar aynı kristale uygulanmıştır. Bu şekilde kristalin bo-
zunma noktasına kadar tekrar-tekrar deneyler gerçekleşti-
rilmiş ve kullanılabilirliği araştırılmıştır. 

Bulgular ve Tartışılması
Yüzey temizlenmesi
Çalışma kapsamında gümüş iletken yüzeylere sahip ku-
artz piezo kristallerin homosistein sensörü olarak kullanı-
labilmesi için çeşitli yüzey işlemlerine gereksinim vardır. 
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aldehid ucundan sisteamin molekülüne bağlanması sağ-
lanırken diğer aldehid ucundan da epsilon pozisyonunda 
amin fonksiyonel uç içeren BSA molekülünün immobi-
lizasyonu gerçekleştirilmiştir. GA bağlanması sonucu 
Ölçülen frekans kayma değeri ortalama 550 Hz olarak 
hesaplanmış ve sisteamin bağlanması karşılaştırılmıştır. 
Bu son aşama ile piezo kristal yüzeyi BSA bağlanması 
için elverişli hale getirilmiştir. Buna benzer uzatma kolu 
(spacer arm) kullanımı literatürde de vardır.
Liu ve ark. QCM-FIA kullanarak altın kristallerle ça-
lışmışlardır. Kristale uzatma kolu olarak 0.01 M pH 7.4 
PBS’te hazırlanan uzatma kolu olarak GA bağlamışlardır. 
Çalışmanın sonucunda farklı proteinleri ayrı ayrı kulla-
narak sensör sistemine immobilize etmeyi başarmışlardır 
[42]. 
Çalışmalardan birinde gümüş kristallerin yüzeyine üreaz 
immobilize edilmiştir. Yüzey aktivasyonu için NaOH, 
aseton ve metanol kullanılmıştır. Yüzey temizliği sonrası 
18 mM sisteamin, %2’lik GA yüzeye sırasıyla bağlan-
mıştır. En son olarak da üreaz bağlanmıştır. 0.0025 mg/

Gümüş yüzeylere homosistein immobilizasyonu için hem 
sterik engellemelerden hem de gümüş yüzeyin kararlılı-
ğının süreli olması gereğinden dolayı direk olarak kris-
talin gümüş yüzeyine bağlanma gerçekleştirilmemiştir. 
Piezo kristal üzerinde bulunan gümüş elektrod yüzeyle-
rin temizliği amacıyla NaOH, aseton ve en son metanol-
le kristaller etkileştirilmiştir. Bu sayede gümüş elektrod 
yüzeyler öncelikle kirden ve safsızlıklardan arındırılmış-
tır. Temizlik sonrası yaklaşık 100 Hz bir frekans düşüşü 
saptanmıştır. Benzer yöntemler literatürde de mevcuttur. 
Erdamar ve arkadaşları yaptıkları çalışmada piezoelekt-
rik gümüş kristaller kullanmışlar ve üzerine üreaz immo-
bilize etmişlerdir. Bu çalışmada üreaz immobilizasyonu 
öncesi gümüş kristalin yüzey temizliği NaOH, aseton ve 
metanol kullanılarak sağlanmıştır. İşlem sonrası elde edi-
len frekans kayma değerleri benzerdir [37]. Zhang ve ar-
kadaşlarının yaptıkları çalışmada ise QCM-FIA sistemini 
kullanarak kristal yüzeyine heparin ve antitrombin immo-
bilize etmişlerdir. Kristal yüzeyini immobilizasyon öncesi 
temizlemek için piranha çözeltisi ve ardından aseton ve 
metil alkol kullanmışlardır [41].
Sisteamin bağlanması
Yüzey temizliği sonrası sisteamin bileşiğinin -SH- uçla-
rından gümüş yüzeye bağlanmasında elde edilen anlamlı 
frekans kayma değeri gözlenmiştir. Yüzey temizlenme-
si sonrası ölçülen değerle sisteamin bağlanması sonrası 
ölçülen frekans değeri arasındaki farkların 450 Hz bu-
lunmuştur. Bu fark kristale sisteaminin bağlandığını 
göstermektedir. Literatürde de altın veya gümüş kristal 
yüzeylerine sisteamin immobilizasyonu çalışılmıştır. Liu 
ve ark. QCM-FIA kullanarak altın kristallerle çalışmışlar-
dır. Kristale 20 µM sisteamin immobilize etmişlerdir. Fre-
kans kayması olarak 80 Hz’lik bir düşüş elde etmişlerdir 
[38]. Erdamar ve ark. gümüş kristal üzerine sisteamin im-
mobilize etmiş ve frekans kaymasının 420 Hz olduğunu 
rapor etmişlerdir [37].
Gluteraldehit bağlanması
Sisteamin bağlı piezo kristallerin yüzeyine bifonksiyonel 
GA molekülü bağlanmıştır. Böylelikle GA’in var olan bir 

Şekil 3. Yüzey temizliği ve modifikasyon aşamaları frekansları.

Şekil 4. Farklı başlangıç BSA derişimlerinde immobilizasyon iş-
lemi frekansları.

Tablo 1. Birim yüzey alanı başına immobilize olan madde 
miktarları.

Kristal modifikasyon SAUERBREY denklemine göre

aşamaları birim yüzey alanı başına immobiliz

 madde miktarı (µg/cm2)

Sisteamin 0.77

immobilizasyonu

GA immobilizasyonu 0.91

BSA immobilizasyonu

0.005 mg/ml 0.455

0.01 mg/ml 0.883

0.05 mg/ml 4.32

0.1 mg/ml 8.99

0.2 mg/ml 9.65

0.4 mg/ml 10.10

0.6 mg/ml 10.10

0.8 mg/ml 10.15



ml ile 0.02 mg/ml üreaz derişim aralığında kalibrasyon 
eğrisi çizilmiş ve en iyi bağlanma 0.02 mg/ml üreaz deri-
şiminde sağlanmıştır. Diğer bir çalışmada altın kristaller 
kullanılarak mikrogravimetrik DNA tespiti yapılmıştır. 
Yüzey temizliği için yine NaOH, aseton ve metanol kul-
lanılmıştır. Diğer bir çalışmada gümüş kristaller yüzeyine 
altın nanopartiküller immobilize edilmiştir. Yüzey temiz-
liği için NaOH, aseton ve metanol kullanılmıştır. Sonra-
sında sisteamin, GA ve tekrar ikinci kez sisteamin yüzeye 
sırasıyla bağlanmıştır. En son olarak altın nanopartiküller 
immobilize edilerek özellikle DNA biyosensör amaçlı 
altın nanopartikül kaplı yüzey elde edilmiştir [22-36,39].
Grubumuz tarafından yapılan bu çalışmlarda, yüzey te-
mizliği, sisteamin ve glutaraldehid bağlanması aşamala-
rında elde edilen frekans kayma değerleri, elde edilen de-
ğerler ile uyum gösterdiğinden söz konusu aşamalar için 
optimize edildiğinden aynı koşullar kullanılmıştır. Bu üç 
aşamanın kristal üzerine etkileri Şekil 3’de toplu olarak 
sunulmuştur. 
BSA İmmobilizasyonu
Araştırmalarda homosisteinin kanda %70-80 oranında İn-
san Serum Albuminine (human serum albümin, (HSA)) 
bağlı olarak bulunduğu ve aynı zamanda albümine yük-
sek afinitesi olduğu rapor edilmektedir [4]. Bu yüksek 
afinite nedeniyle bu çalışma kapsamında sığır serum 

albumin (bovin serum albumin, (BSA)) homosistein ile 
etkileştirilerek kullanılmıştır. Homosistein BSA’ne bağ-
lanma kapasitesinin bulunması ve optimize edilebilmesi 
için farklı başlangıç derişimlerinde BSA ile çalışılmış ve 
piezo kristal yüzeylerine immobilizasyonu gerçekleştiril-
miştir. Bu deneylerde BSA’nın piezo kristal yüzeylerine 
immobilizasyonu sonucu oluşan frekans kayma değerleri 
Şekil 4’de verilmiştir. Şekilden de görüldüğü gibi en faz-
la BSA bağlanması 0,1 mg/ml BSA başlangıç derişimin-
de gözlenmiştir. BSA bağlandıktan sonra frekans kayma 
değeri ortalama olarak 5000 Hz olarak bulunmuştur. 0,1 
mg/ml’den daha fazla derişimlerde yüzeyin doygun hale 
geldiğinden kristalde daha fazla BSA birikimi gözlenme-
miştir. Tablo 1’de sunulan değerler deneylerin her aşama-
sında birim yüzey alanı başına immobilize olan madde 
miktarlarını göstermektedir.
Tablo 1’de sunulan cm2 başına bağlanan BSA miktarları 
incelendiğinde 0.005 ve 0.01 mg/ml başlangıç derişimleri 
için ve 0.05 ve 0.1 mg/ml başlangıç derişimleri için doğ-
rusal bir artıştan söz edilebilir. Zira birinci aralıkta deri-
şim beş kat artarken bağlanan madde miktarı da yaklaşık 
beş kat, diğer aralıkta da derişim iki kat artarken bağlanan 
madde miktarı da benzer olarak gerçekleşmiştir. Ancak bu 
aşamadan sonra yüzey doymuş, immobilizasyon miktarı 
sabit kalmıştır. Farklı BSA derişimlerde kristal yüzeyine 
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Şekil 5. SEM görüntüleri. (a) Boş kristal x25; (b) Boş kristal x1000; (c) Yüzey temizliği ve modifikasyon aşamaları 
sonrası x1000 büyütme.

(a) (b) (c)

Şekil 6. Homosistein-BSA olası bağlanma yollarının şematik gösterimi.
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2 μM başlangıç derişimlerinde homosistein bağlanmıştır 
(Şekil 7).
Deneylerde elde edilen frekans fark değerleri sırasıyla 
1000, 1500, 2000, 2500 ve 3300 Hz olarak ölçülmüştür. 
En yüksek homosistein bağlanma miktarı 2 μM homo-
sistein başlangıç derişiminde gerçekleşmiş ve bağlanma 
miktarları da orantılı olarak artış göstermiştir. Homosis-
tein kalibrasyon grafiği oluşturularak doğrusal davranış 
gösteren homosistein derişim aralığı belirlenmeye çalışıl-
mıştır. 0.05, 0.1, 0.5, 1 ve 2 μM aralığı için kalibrasyon 
grafiğinin doğrusallaştırılması ile elde edilen R2 belirlilik 
(determinasyon) değeri 0,7264 olarak bulunmuştur. Aynı 
kalibrasyon grafiği bu kez 0,5, 1.0 ve2 μM aralıkları için 
çizilmiş ve 0.985 olarak hesaplanan belirlilik (determi-
nasyon, R2) değeri ile bu derişim aralığı homosistein için 
çalışma aralığı olarak seçilmiştir. 
Şekil 8’de BSA ve Homosistein derişimlerine karşı elde 
edilen frekans kayma değerleri ve Sauerbrey denklemine 
göre hesaplanan bağlanan homosistein miktarları veril-
mektedir. Frekans kayma değeri arttıkça bağlanan madde 
miktarının da arttığı görülülmüştür. BSA için başlangıç 
derişimi 0,1 mg/mL olduğunda farklı homosistein deri-
şimleri için frekans düşüşü de tutulan miktar da artışmıştır. 
Diğer taraftan Homosistein tayini için mevcut HPLC, 
GC-MS, immunoanaliz ve immunoenzimatik yöntemleri 
de zaman alıcı, pahalı ve eğitimli elemana ihtiyaç duy-
maktadır. Geliştirilen yöntemler serum veya plazmada 
toplam homosistein tayinine yönelik kullanılmıştır (44-
46). Bu nedenle günlük klinik kimya laboratuvarları için 

gerçekleştirilen immobilizasyonlar için elde edilen sonuç-
lar doğrusallaştırılarak kalibrasyon grafiği oluşturulmuş 
ve elde edilen R2 değeri 0,9924 olup yüksek uyum gös-
termiştir (Şekil 5).
Homosistein afinitesi
Gümüş piezo kristallerin yüzeylerine BSA’nın immo-
bilizasyonu sonrası homosistein afinitesini deneyleri ile 
BSA-Homosistein afinitesi incelenmiştir. Homosistein 
molekülünün BSA molekülünün çeşitli bölgelerinden ola-
sı bağlanma yolları Şekil 6’da [------] çizgileri ile şematize 
edilmiştir. Şekilde, homosistein molekülü yapısında olan 
-OH; -SH; ve/veya -NH uçlarından birinden, ikisinden 
veya daha fazla uçtan bağlanma gerçekleştirebilir. Tam-
ponlardan gelen iyonların ortamı etilememesi için tüm 
deney setlerinde tuz içermeyen soyum tetraborat/HCl ve/
veya sodyum tetraborat/NaOH tamponları kullanılmıştır. 
Aynı zamanda meydana gelebilecek elektrostatik etkile-
şimlerin de etkili olacağı düşüncesiyle mümkün olan en 
az enerjili olan tek bir bağdan bağlanmasını tercih edil-
mektedir. Zira elde edilen sensörün tekrar kullanılabilme-
si için bağlanan homosistein bağının koparılması işlemi 
yapılacaktır. Bu koparılma işleminin mümkün olan en yu-
muşak koşullarda olması gerekmektedir ki yüzeye bağlı 
diğer moleküllerin kopması engellenmelidir. Literatürde 
de homosisteinin %70-80 oranında insan serum albumi-
nine (HSA) kovalent bağ yaparak bağlandığı rapor edil-
mektedir [4].
Çalışmada BSA-Homosistein immobilizasyonu için, baş-
langıç homosistein derişim aralığı da önemlidir. 0,1 mg/
mL BSA ile etkileşen kristal yüzeyler kullanılarak 1 μM 
homosistein başlangıç derişiminde bir grup deney ger-
çekleştirilmiştir. Kristal yüzeylerinin; yüzey temizliği, 
sisteamin, GA bağlanması, BSA ve homosistein immobi-
lizasyonu sonucu elde edilen tüm frekans kayma değerleri 
Şekil 6’da toplu olarak gösterilmektedir. 1 μM başlangıç 
homosistein derişimi ile gerçekleştirilen deneylerde kris-
talde görülen frekans kayma değeri ortalama 2900 Hz 
olarak ölçülmüştür. Yüzey temizliği, sisteamin, GA bağ-
lanma ve BSA immobilizsyonu işlemleri aynı şekilde uy-
gulanmıştır ve farklı kristallere farklı 0.05, 0.1, 0.5, 1 ve 

Şekil 7. Farklı başlangıç Homosistein derişimlerinde BSA-
Homosistein etkileşim frekansları.

Şekil 8. Farklı derişimlerinde frekans ve tutunma değerleri. 
(a) BSA; (b) Homosistein.

(a)

(b)



tercih edilmeleri zordur. Çalışma kapsamında yapılan ça-
lışma gerek yukarıda bahsedilen etkileşimleri incelemek 
üzere gerekse karşılaşılan zorlukları büyük oranda aşma 
potansiyeline sahiptir.

Tekrar kullanılabilirlik çalışmaları
Çalışmada oluşturulan BSA-Homosistein bağının ko-
parılması amacıyla farklı derişimlerde NaOH çözeltileri 
ve farklı derişim ve pH değerlerinde Glisin-HCl tampon 
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Şekil 10. Glisin-HCl tamponundaki deneyler (0,01mM). pH (a) 2,5; (b) 3,5; (c) 5,5; (d) 6,5.

Şekil 9. NaOH ortamındaki deneyler. (a) 10-6; (b) 10-3; (c) 10-1; (d) 1; (e) 10; (f) 100 mM.

(a)

(c)

(e)

(b)

(d)

(f)

(a)

(c)

(b)

(d)
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Şekil 11. Glisin-HCl tamponundaki deneyler (1 mM). pH (a) 2,5; (b) 3,5; (c) 5,5; (d) 6,5.

Şekil 12. Glisin-HCl tamponundaki deneyler (10 mM). pH (a) 2,5; (b) 3,5; (c) 5,5; (d) 6,5.

(a)

(a)

(c)

(c)

(b)

(b)

(d)

(d)



çözeltileri hazırlanmış ve kullanılmıştır. Bu çalışmalar 
kapsamında bağlanan homosistein miktarının tamamının 
koparılması ve yine homosisteinin bağlanması hedeflen-
miştir. Bu işlem, aynı piezo kristal için deformasyonuna 
kadar devam edilmiştir. Homosistein derişimi hem bazik 
hem de asidik desorpsiyonda 1 µM olarak sabit tutulmuş-
tur.
Bazik desorpsiyon 
Farklı derişimlerde NaOH kullanarak BSA-homosistein 
afinitesi sonucu oluşan kovalent bağın koparılması iş-
lemleri yapılmıştır. NaOH derişimleri 10-6 mM ile 100 
mM aralığında değiştirilerek homosistein-BSA bağının 
koparılması sağlanmıştır. Her bir NaOH derişim değeri 
için sonuçlar toplu olarak Şekil 9’da topluca sunulmuştur. 
10-6 mM NaOH için ikinci homosistein bağlanmasından 
sonraki kopma işleminde kristal deforme olmuş ve yanlış 
frekans değişimi tespit edilmiştir. 10-3 mM NaOH deri-
şiminde yalnızca iki kez koparılma ve bağlanma işlemi 
yapılabilmiştir. NaOH derişiminin 10-1 mM olduğunda 
piezo kristalde bozunma hemen ilk tekrarda oluşmuştur. 
Bağlanan homosistein miktarından fazla bağ kırılması 
gerçekleşmiştir. Bazik ortamda bağ koparılması deneyle-
rinde 1, 10 ve 100 mM derişim değelerinde, bağlanan-
dan fazla homosistein bağ kırılması gerçekleşmiştir. Bu 
durum kristal yüzeyine bağlanan BSA’dan da bir miktar 
kopma gerçekleştiği, belki de yüzeydeki diğer modifikas-
yon işlemlerini etkisiz hale getirdiği şeklinde yorumlan-
mıştır.
Sonuç olarak bazik ortamda gerçekleştirilen tekrarlana-

bilirlik deneylerinden olumlu sonuç alınamamıştır. Bu 
durum ortam pH değerinin bu bağ kırılması için uygun 
olmadığı ile açıklanabilir, çünkü BSA’nın izoelektirik 
noktasının pH 5 olduğu düşünüldüğünde bazik koşullarda 
gerçekleştirilen deney ortamlarının BSA’nın izoelektrik 
noktasının üzerinde olması nedeniyle en düşük derişimli 
NaOH’ın bile bağlanan albuminin ve yapısındaki bağları-
nın da kopması sonucunu meydana getirdiği düşünülmüş-
tür. Ayrıca farklı NaOH değerlerinde gözlenen yüksek 
frekans değerleri göz önüne alındığında yüzeydeki diğer 
modifikasyon basamaklarını da etkileme ihtimali ortaya 
çıkmıştır.
Asidik desorpsiyon
Bu aşamada BSA-Homosistein bağının koparılması ama-
cıyla farklı derişimlerde ve pH’larda Glisin-HCl tampon 
çözeltileri hazırlanmış ve kullanılmıştır. Hazırlanan Gli-
sin çözeltilerinin derişimleri 0,01, 1, 10, 100 mM olarak 
seçilmiştir. Seçilen bu değerler ile aynı molaritelerdeki 
HCl çözeltilerinin ilavesi ile tampon çözeltiler sırasıyla 
2,5; 3,5; 5,5 ve 6,5 pH değerlerine ayarlanmıştır. pH de-
ğerleri ayarlanan bu tampon çözeltiler ile piezo kristal-
ler etkileştirilmiş ve BSA-Homosistein bağının koparıl-
ma işlemi gerçekleştirilmiştir. Koparılan bu bağın tekrar 
oluşturulabilmesi için homosistein bağlanma işlemi aynı 
kristale tekrar uygulanmıştır. Bu şekilde kristalin bozun-
ma noktasına kadar tekrar deneyleri gerçekleştirilmiş ve 
tasarımı gerçekleştirilen homosistein sensörün tekrar kul-
lanılabilirliği asidik ortamda yenileme deneyleri ile araş-
tırılmıştır. 

Turk J Biochem 2014; 39(3):383-396 393 Ayhan ve ark.

Şekil 13. Glisin-HCl tamponundaki deneyler (100 mM). pH (a) 2,5; (b) 3,5; (c) 5,5; (d) 6,5.
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kopan miktardan daha az homosistein bağlanması gerçek-
leşmiştir. pH 5,5 tamponunda gerçekleştirilen deneylerde 
ise piezo kristallerdeki BSA-Homosistein bağının kopa-
rılması ve tekrar homosistein bağlanması ile ilgili yapı-
lan bağ koparılma-oluşturma işleminde beşinci, pH: 6,5 
tamponunda yapılan ikinci tekrar bağlanma deneyinde 
kopan miktardan daha az homosistein bağlanması gerçek-
leşmiştir. Tüm şekillerden de görüleceği gibi bu noktadan 
sonra da bir kaç tekrar deney daha yapılmış ancak kristal 
deforme olduğundan deneylere devam edilmemiştir.
100 mM Glisin-HCL deneyleri
Araştırmanın bu bölümünde de 100 mM Glisin-HCl tam-
ponuyla pH 2,5; 3,5; 5,5 ve 6,5’da çalışılmıştır. Sonuçlar 
toplu olarak Şekil 13’de sunulmuştur. pH 2,5 tamponunda 
gerçekleştirilen bağ koparılma-oluşturma işleminde ikin-
ci tekrar bağlanma deneyinde kopan miktardan daha az, 
pH: 3,5 tamponunda yapılan yine ikinci tekrar bağlanma 
deneyinde kopan miktardan daha fazla homosistein bağ-
lanması gerçekleşmiştir. pH 5,5 ve 6,5 Glisin-HCl tampo-
nunda yapılan deneylerde ise piezo kristallerdeki BSA-
Homosistein bağının koparılması ve tekrar homosistein 
bağlanması ile ilgili yapılan deneylerde her iki pH değeri 
için bağ koparılma-oluşturma işleminde üçüncü tekrar 
bağlanma deneyinde kopan miktardan daha fazla homo-
sistein bağlanması gerçekleşmiştir. Bir kaç tekrar deney 
daha yapılmış ancak kristal deforme olduğundan deneyle-
re devam edilmemiştir.

Sonuçlar 
QCM sisteminde gümüş kristaller kullanılarak BSA-
Homosistein bağının oluşturulması - koparılması ve tek-
rar kullanılabilirliğinin incelendiği Homosistein Biyo-
sensörüne ilişkin yapılan çalışmaların sonuçları aşağıda 
sunulmuştur. İlk olarak kristalin gümüş yüzeyinde ardışık 
olarak sodyum hidroksit, aseton ve metanol çözeltileriyle 
temizleme işlemi başarıyla gerçekleştirilmiştir. İkinci ola-
rak gümüş yüzeye bağlanma işlemleri yapılmış, kristale 
sisteamin sonrası serbest amin uçlarından uzatma kolu 
olarak bifonksiyonel glutaraldehid bağlanması gerçek-
leştirilmiştir. Kristal yüzeyine Bovin Serum Albumin’nin 
kovalent immobilizasyonu gerçekleştirilmiştir. Piezo 
kristallere farklı derişimlerde BSA immobilize edilerek 
kalibrasyon grafikleri elde edilmiştir. Piezo kristal yüze-
yine bağlanan madde miktarı Sauerbrey denklemine göre 
hesaplanmıştır. BSA bağlanan gümüş kristal yüzeyine ho-
mosistein immobilizasyonu gerçekleştirilmiş ve homosis-
tein için kalibrasyon doğrusu oluşturulmuştur. Homosis-
tein için tespit edilen 0,5-2 µM çalışma aralığı ile mikro 
düzeyde tayinin mümkün olabildiği sonucuna varılmıştır. 
Son olarak tekrar kullanılabilirlik denemeleri kapsamında 
kristale bağlanan homosisteini koparmak için farklı de-
rişimlerde ve pH’larda asidik çözeltiler hazırlanmış ve 
tekrar kullanılabilirlik denemeleri ile 30 tekrar sayısına 
ulaşılmıştır. 
Sunulan bu araştırmayla mevcut yöntemlere göre kolay, 

Glisin derişimlerinin ve pH değerlerinin farklılanmasının 
nedeni kuartz kristal yüzeylerine uygulanmış olan çoklu 
modifikasyon işlemidir. Zira buradaki amaç modifikasyo-
nun son aşaması olan homosistein bağının koparılmasıdır, 
ancak bu aşamadan önceki bağların da zarar görmeme-
si önemlidir. Yapılan işlemler kimyasal modifikasyonlar 
olarak görünse de protein yapısındaki BSA’nın kristal 
yüzeyine olan GA-BSA bağının ve BSA molekülünün üç 
boyutlu yapısının da bu koşullardan etkilenmemesi temel 
amaçtır.
0,01 mM Glisin-HCL deneyleri
Bu bölümde 0,01 mM Glisin-HCl tamponuyla pH: 5; 3,5; 
5,5 ve 6,5’da çalışılmıştır. Sonuçlar toplu olarak Şekil 
10’da sunulmuştur. Bu grafiklerden elde edilen sonuçla-
ra göre 0,01 mM glisin derişiminde tüm pH değerlerinde 
önemli miktarda tekrar sayısına ulaşılmamıştır. Sadece 
pH 5,5 değerinde 13 kez tekrar edilebilmiştir. 
1 mM Glisin-HCL deneyleri
Çalışmanın bu bölümünde 1 mM Glisin-HCl tamponuyla 
pH 2,5; 3,5; 5,5 ve 6,5’da çalışılmıştır. Her bir pH de-
ğeri için sonuçlar toplu olarak Şekil 11’de sunulmuştur. 
pH 2,5 tamponunda gerçekleştirilen deneylerde piezo 
kristallerdeki BSA-Homosistein bağının koparılması ve 
tekrar homosistein bağlanması ile ilgili yapılan bağ ko-
parılma-oluşturma işleminde 8. tekrardaki bağlanmada 
kopan miktardan daha fazla homosistein bağlanması ger-
çekleşmiştir. pH 3,5 te elde edilen sonuçlarda 10. aşama-
daki etkileşim sonrası bağlanan Homosisteinden daha çok 
kopma olduğu gözlenmiştir. pH 5,5 tamponunda gerçek-
leştirilen çalışmada piezo kristallerdeki BSA-Homosistein 
bağının koparılması ve tekrar homosistein bağlanması 
ile ilgili yapılan bağ koparılma-oluşturma işleminde 31. 
tekrar sayısına kadar deney başarıyla gerçekleştirilmiştir. 
pH 6.5 tamponunda gerçekleştirilen çalışmada ise piezo 
kristallerdeki BSA-Homosistein bağının koparılması ve 
tekrar homosistein bağlanması ile ilgili yapılan deneyle-
rin sonuçları sunulmuştur. Bu koşullarda yapılan bağ ko-
parılma-oluşturma işleminde 27. denemeye kadar deney 
başarıyla gerçekleştirilmiştir. Şekilden de görüleceği gibi 
27. bağlanma aşamasından sonraki 28 inci işlem adımın-
da bağlanan miktardan daha fazla kopma meydana gel-
miştir. Bu da kristal yüzeyindeki BSA’nın da bir kısmının 
kopması anlamına gelmektedir. Bu aşamadan sonra deney 
39 tekrara kadar devam ettirilmiştir. 29. ile 39. bağlanma-
kopma denemeleri de orantılı sonuçlar vermekle birlikte 
deney sonlandırılmıştır.
10 mM Glisin-HCL deneyleri 
Araştırmanın bu bölümünde ise 1 mM Glisin-HCl tampo-
nuyla pH 2,5; 3,5; 5,5 ve 6,5’da çalışılmıştır. Her bir pH 
değeri için sonuçlar toplu olarak Şekil 12’de verilmekte-
dir. pH 2,5 tamponunda gerçekleştirilen deneylerde piezo 
kristallerdeki BSA-Homosistein bağının koparılması ve 
tekrar homosistein bağlanması ile ilgili yapılan deney-
lerin bağ koparma-oluşturma işleminde ikinci, pH: 3,5 
tamponunda yapılan onuncu tekrar bağlanma deneyinde 



ucuz, tekrarlanabilen bir homosistein biyosensörü ge-
liştirilmiştir. Tasarlanan homosistein biyosensörü için 
yaklaşık 30 ardışık deneme önemli bir sayı olarak kabul 
edilmiştir. Mikromolar seviyesinde kantitatif ölçüm yapa-
bilen bir biyosensörün aynı test için 30 kez kullanılır ol-
ması maliyet açısından da önemli bir avantaj sağlayacağı 
düşünülmüştür.
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