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OZET

Amag: Calismada, Kuartz Kristal Mikrodenge (QCM) sistemi kullanilarak piezoelektrik esasli
Homosistein biyoafinite sensorii ile Homosisteinin tayini ve tekrar kullanilabilirliginin tespiti
amaglanmistir.

Metod: Glimiis sensor yiizeyi bir dizi 6n islemden gegirilmistir. Yiizey aktivasyonu islemi sira-
st ile NaOH, aseton ve metanol ¢ozeltileri ile belli siirelerde giimiis kristallerin etkilestirilmesi
ile yapilmustir. Sonraki asamada yiizeye sirasi ile sisteamin, glutaraldehit baglanmasi ve BSA
immobilizasyonu gergeklestirilmistir. BSA derigimi belli bir aralikta denenmis ve en uygun
derisim olarak en gok BSA baglanmasinin tayin edildigi 0,1 mg/mL degeri segilmistir.
Bulgular: Yiizey modifikasyon asamalarindan sonra BSA-homosistein afinitesi kapsaminda
¢aligsma araliginin belirlenmesi amaciyla Homosistein kalibrasyon grafigi olusturulmus ve 0,5-2
pumol araliginin en yiiksek uyumu verdigi belirlenmistir. Kuartz kristallerin ekrar kullanilabilir-
lik ¢alismalarinda bazik ve asidik ortamlarda BSA-Homosistein afinitesinin kirilmasi incelen-
mistir. Bazik ortamda yapilan deneylerde 10-6, 10-3, 10-1, 1, 10 ve 100 mM NaOH ¢ozeltileri
(pH 8-9) ile afinitenin kirilmasi denenmis ve higbir bazik ortam denemesinde tekrar kullanim
imkan1 gozlenmemistir. Asidik ortamda yapilan BSA-Homosistein afinitesini koparma deney-
lerinde 0,01, 1, 10, 100 mM Glisin-HCl ¢ozeltileri ile pH 2,5, 3,5, 5,5 ve 6,5 degerlerinde de-
neyler yapilmustir. 0,01 mM Glisin-HCI ¢ozeltisi ile pH 5,5’ta kristalin 12 kez tekrar kullanimi
miimkiin olmustur.

Sonug: En yiiksek tekrar kullanim sayisina Glisin-HCl derisimi 1mM oldugunda yine pH 5,5’ta
yapilan BSA-Homosistein afinitesini koparma deneylerinde 30 tekrar sayisi ile ulagilmigtir.
Asidik ortam derigimi 10 mM Glisin-HCl ile yapilan deneylerde en fazla dért kez kullanim
imkani olmustur.

Anahtar Kelimeler: Piezoelektrik sensorler, Biyosensor, Biyoafinite, Homosistein, Bovin
serum albiimin, Kuartz Kristal Mikrodenge (QCM), Nanobiyosensor, Tekrar kullanilabilirlik.
Cikar Catismasi: Yazarlarin ¢ikar ¢atigmasi yoktur.

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 pmol 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-HCI solution of 0.01,
mM in pH 5.5.

Conclusion: The highest reusability value of 30 repeat was reached when Glisin-HCI concen-
tration is ImM with pH 5.5 achieved to cleave BSA-Homocysteine affinity experiments. The
experiments carried out in 10 mM Glisin-HCI 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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Giris

Homosistein kanda bulunan, metabolizmada metiyoninin
demetilasyonu sonucu ag¢iga ¢ikan endojen bir amino asit-
tir. Alblimine bagl olarak kanda dolagmaktadir. Homo-
sistein miktarmin kanda fazla olmasi bir¢ok hastaliga yol
acmaktadir. Kandaki homosistein miktart 15 pm’1 gegti-
ginde olusan hastaliga hiperhomosisteinemi denilmekte-
dir [1-4]. Homosistein diizeyleri ile kalp damar hastalikla-
11 dolayisiyla kalp krizi gegirme riskinin birbiriyle iligkili
olup olmadig1 arastirilmistir. Yapilan deneyler sonucunda
kalp damar hastalig1 olan kisilerde homosistein diizeyle-
rinin normalden yiiksek oldugu bulunmustur [5,6]. Hi-
perhomosisteinemi; kalp damar hastaliklarina dolayisiyla
kalp krizine, B6 ve B12 vitamini, folik asit eksikligine
dolayisiyla hamile bayanlarda diisiiklere sebep olmakta-
dir [7,8].

Homosistein degeri genetik faktorlerin yaninda, fiziksel
faktorlerden de etkilenmektedir. Yas, cinsiyet, sigara ve
alkol kullanimi, beslenme sekli, yasanilan ortam ve gevre
sartlar1 gibi faktorler kandaki homosistein miktarini etki-
lemektedir. Yapilan bir ¢aligmada B6 ve B12 vitamini ile
folik asidin, kandaki homoistein degeriyle baglantili olup
olmadig arastirilmistir. Yapilan deneyler dogrultusunda;
kandaki homosistein degerinin artmasiyla birlikte, B6 ve
B12 vitamini ile folik asit degerlerinin diistigii, homosis-
tein degeri normal diizeye geldiginde ise B6 ve B12 vita-
mini ile folik asit degerlerinin de normal diizeyde oldugu
gozlenmistir. Homosistein miktarinin fazla olmasi, B6 ve
B12 vitamini ile folik asit degerlerini olumsuz etkiledigi
sonucuna vartlmstir [9,10].

Biyosensorler; biyolojik algilayicilardir. Kristal yiizeyine
baglanan maddenin cinsine gore ortamdaki molekiiliin
varliginmt algilarlar. Yiizeye immobilize edilen maddeye
Ozgii algilama yetenekleri vardir. Biyosensorler; taniyi-
c1 bolim, gevirici (transducer), elektronik boliim olmak
iizere 3 kisimdan olugmaktadir. Biyosensoriin taniyici
boliimiindeki ligand (tantyan) ile analit (taninan) arasin-
da, sensor yiizeyinde bir etkilesme olusur. Bu etkilesme,
cok secicidir. Etkilesmenin sonucunda olusan degisiklik,
elektriksel potansiyel veya akim degisimine neden olur.
Cihazdaki ¢evirici birimi bu degisimi algilar ve taniyan
ile taninan arasindaki etkilesmeyi elektrik sinyaline gevi-
rir. Bu da elektronik boliim tarafindan degerlendirilir ve
say1sal okunabilir verilere doniistiiriiliir [11]. Biyosensor-
lerde; segicilik, kullanim 6mrii, kalibrasyon gereksinmesi,
yiiksek duyarlilik, tekrarlanabilirlik gibi 6zellikler 6nem-
lidir. Biyosensor algilayacagi maddeye 6zgii yani segici
olmalidir ki diger maddeleri tanimasin istenilen maddeyi
tanisin, kullanim 6mri uzun olmali hemen bozulmamali,
stirekli kalibrasyon etmeye ihtiya¢ duyulmasi sonuglarin
dogrulugunu azaltacagindan kalibrasyon gereksinmesi az
olmali, tekrarlananbilirligi fazla olmali ayn1 yontemi tek-
rar tekrar uygulayabilmeli ve hassas 6l¢iim yapabilmesi
i¢in yiiksek duyarlilikta olmalidir [12-15].

Gliniimiizde homosistein tayini olduk¢a Gnem kazan-
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mistir. Bircok yontemle homosistein tayini miimkiindiir.
HPLC, GC, spektrofotometrik yontem ve Eliza testiyle
homosistein tayini yapilabilmektedir. Fakat uzun siiren,
tekrarlanamayan, maliyetli yontemler oldugu i¢in ¢ok zor
olmaktadir [9,10].

QCM sisteminde kuvartz kristaller kullanilmaktadir.
Kristalin yiizeyine baglanan madde miktarma goére qcm
sisteminde sinyal tretilir. Yiizeye baglanan madde mik-
tarinin artmasiyla titresim azalacagindan frekans diigmesi
kaydedilir [16-22].

Molekiiler etkilesimlere dayali algilayici sistemlerin
(QCM, FET, SPR gibi) énemi ve uygulama alanlart giin
gectikce artmaktadir. Klasik analitik tayin yontemlerine
nazaran biyosensodlerin daha avantajli olmasi bu uygula-
malara ilgiyi arttirmaktadir. Cevap verme siiresi, hassa-
siyet, diisiik maliyeti, tasarim kolaylig1 gibi beklentileri
karsilayabilmek amaciyla taniyici ylizey ve gevirici bii-
tinliiglinin saglandig1 biyosensorler tasarlanmaktadir.
Bu amagla kullanilan yontemlerden birisi de QCM’dir.
QCM’de de bir gevirici (transducer) sistem ile bir biyo-
lojik molekiil beraberce kullanilmaktadir. Bu amagla sen-
sorlerde cevirici sistem olarak piezoelektrik kristallerin
kullanilmas1 6nem kazanmaktadir, uygulamalara ilgiyi
arttirmaktadir. Cevap verme siiresi, hassasiyet, diigiikk ma-
liyeti, tasarim kolaylig1 gibi beklentileri karsilayabilmek
amaciyla taniyici ylizey ve gevirici biitlinliigiintin saglan-
dig1 biyosensorler tasarlanmaktadir. Bu amagla kullanilan
yontemlerden birisi de QCM’dir. QCM’de de bir ¢evirici
(transducer) sistem ile bir biyolojik molekiil beraberce
kullanilmaktadir. Bu amagla sensorlerde gevirici sistem
olarak piezoelektrik kristallerin kullanilmasi 6nem kazan-
maktadir [23,24].

Nicel kiitle 6l¢iimleri igin piezoelektrik kuartz rezonator-
lerinin uygulanmasi i¢in, bagil bosluk ve rezonans fre-
kans ile eklenen kiitle boslugu arasindaki nicel iliskinin
gelistirilmesi gereklidir. 1959’dan 6nce, frekans boslu-
gunu kapsayan bu kiitlenin anlagilmasi sadece nitel bir
bazda olmugtur. Ama Sauerbrey kuartz kristal bir rezona-
toriin frekans boslugunun eklenen kiitle ile direkt oran-
tili oldugunu gostermistir. Sauerbrey’in ¢alismast genel
olarak bilimde biiyiik bir bulus ve ¢ok kiiciik kiitlelerin
Ol¢tilmesinde yeni bir nicel ara¢ olarak kabul edilebilir.
Kuvartz plaka kiitlesindeki bir artig, rezonans frekansinda
bir diislise neden olmaktadir [25].

Sauerbrey esitligi sadece tam olarak uniform, dayanikli,
ince film katmanlarinda uygulanabilmektedir. Bundan
dolay1 QCM uzun yillar sadece gaz faz kiitle dedektori
idi. 1980’lerin baginda bilim adamlar tarafindan sivinin
icerisine tamamen daldirildiginda sabit osilasyon verdi-
gini taniklik ettiler. Siv1 fazdaki QCM &lglimlerinin ¢ogu
QCM’nin havadan siviya daldirildiginda rezonant sikli-
ginda degisiklik gosterdigini bildiren Kanazawa ve Gor-
don tarafindan yapilmustir.

QCM ile ilgili ticari cihazlar bulunmaktadir. SRS QCM
cihazinda altin kristallerin frekans degeri ol¢lilmektedir.

Ayhan ve ark.
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Sekil 1. Tasarlanan QCM sisteminin osilator devresi.

Altin kristaller beyaz yuvarlak kisma yerlestirilir ve fre-
kans degeri okunur. Q-Sense Omega Auto QCM-D ana-
liz sistemi yaraticist; Q-Sense 4-70°C arasinda caligmay1
olanakli kilan, sensérdeki adsorpsiyon analizi i¢in sadece
30 pl numuneye ihtiyag duyan, her bir kanalda {izerindeki
akig hizlariin farkli ayarlanabilmesi gibi essiz 6zellikle-
re sahip olan yeni QCM-D cihazin1 yapmustir. Bu en son
teknolojiye sahip QCM-D cihazi tam otomatik 8 paralel
kanala sahip, nano 6l¢ekdeki ¢ok kiiciik kiitle, film ka-
linlig1, baglanma ve molekiiler yonlenme degisimlerini
hassas olarak takip eden analiz sistemidir [26].

QCM sistemler yiiksek hassasiyete sahip olmasi, kulla-
nim kolayligi, spesifikligi, ucuz olmasi, dogrudan cevap
vermesi gibi avantajlara sahip oldugundan hastalik teshi-
si, antijen/antikor etkilesimi, ilag analizlerinde, gaz senso-
rii olarak ve spesifik molekiil tayinlerinde kullanimi son
zamanlarda oldukga artmistir. Kristalin yiizeyinin analiz-
lenecek analite gore spesifik olarak tasarimi hassasiyeti
arttiran bir etkendir. Uygulamalar, biyomolekiilleri (pro-
teinler, DNA, antijen/antikor), lipidleri, nanopartikiilleri,
polimerleri, polimer filmleri ve hiicreler/bakterileri iger-
mektedir. QCM teknigi ¢ok ince yiizey sinir tabakalarmin
kiitlesini belirler ve viskoelastik 6zellikleri hakkinda bilgi
verir. QCM teknigi ylizeyde bulunan makromolekiillerle
caligmak i¢in uygun bir tekniktir ve var olan teknikleri
tamamlayic1 6zellige sahiptir. Yiiksek duyarliligi ve es
zamanli algilama 6zelligi ile QCM bir¢ok uygulamada
kullanilabilirlik agisindan cazip duruma gelmistir [27].

Sunulan ¢aligma kapsaminda Kuvartz kristalin yiizey te-
mizlenmesi, sirasiyla NaOH, aseton ve metil alkolle sag-
lanmistir. Sisteamin ve GA ile aktivasyonu saglanan yiize-
ye BSA immobilizasyonu gergeklestirilmistir. Hazir hale
gelen kristale homosisteinin baglanmasi ve daha sonra
bazik ve asidik ortamlarda koparip ve tekrar homosistein
baglanmasi ¢aligmalar1 ger¢eklestirilmistir. Homosisteini
baglayip koparma iglemini yaparak sensoriin tekrar tekrar
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kullanilabilirligi ve maliyetli homosistein tayinlerine al-
ternatif olarak kolay, hizli, tekrarlanabilen, ucuz homosis-
tein biyosensorii gergeklestirmeyi amaglanmustir.

Deneysel Yontemler

OCM sistemi; osilatér devre tasarim ve imalati

Kullanimdaki devrelerin sorunlardan en 6nemlileri, sabit
sicaklikta Ol¢lim yapilamamasi, ayni anda birden fazla
kristalin frekans 6l¢limiiniin yapilamamasi, sehir sebeke
elektriginin frekans degisimi ve etrafta ¢aligsan cihazlarin
olusturdugu frekanstan etkilenerek yiiksek hata oraninda
calisilmasi olarak verilebilir. Bu sorunlart agmak igin, is-
tenilen sabit sicaklikta ¢aligan, ayn1 zamanda iki kristalin
frekans dl¢iimiinii yapabilen, 6zel bir baskili devrenin tasa-
rim1 grubumuz tarafindan 2006 yilinda gergeklestirilmistir
[28, 29]. Baskili devre 2 mm kalmliginda her iki yiizeyi
bakir kapli olan, plastik bir yaprak seklindedir. Devrenin
tasarimu bittikten sonra, plan bakir kapli sayfa iizerine ¢i-
zilmigtir. Burada kullanilan tiim elektrik malzemelerinin
semalarmi diigiinerek, baglanilacak noktalari ve buna bag-
It olarak tiim elektrik hatlari tam olarak ve dikkatle belir-
lenip, ¢izilmistir. Sonra istenilen bolgeler 6zel bir madde
ile kapatilmistir. Daha sonra bu ¢ift yiizii bakir olan yap-
rak asit i¢ine, istenilen bolgeler disindaki bakir yiizeylerin
¢ozlilmesi amaciyla daldirilmistir. Bu islemin sonucunda
baskili devre hazirlanmus, elektrik malzemelerinin bacak-
larinin gegebilecegi kadar delinmistir. Bu yeni cihazda, et-
raftaki giirtiltiilerden etkilenmemesini saglamak i¢in, bas-
kili devre, ¢ift yiizlii olarak tasarlanmistir. Yeni tasarimda
yiizeylerden biri, zemin yani ground olarak kullanilmustir.
Burada bakirin en 6nemli 6zelliklerinden biri olan frekans
ve giiriiltiiyti kendisine dogru ¢ekmesi 6zelliginden yarar-
lanilmigtir. Bu sayede giiriiltiiyli ve ¢cevreden gelen frekan-
st zemine baglamis ve giiriiltiiyli silmistir. Tasarlanan osi-
lator devresi ti¢ ayr1 boliimden olugmaktadir: 1) Osilator;
2) Sabit sicaklik; 3) Sabit sicaklik kontrol bolimii.

Ayhan ve ark.
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Sekil 2. Yiizey temizligi ve modifikasyon asamalarinin sematik goriinimii.

1) Osilator: Asil frekans 6lgme boliimiidiir. Bu bolim
12V’Iuk bir bilgisayar gii¢ kaynagiyla beslenmektedir.
Gii¢ kaynaginin 6zellikle bilgisayar gii¢ kaynaginin olma-
sinin nedeni, diizenli sabit bir elektrik akimi saglamasidir.
Devre bu kisimda BF255 nolu tranzistorden; 1N40148
nolu diyottan ve 10K’luk primer konduktanstan yarar-
lanmaktadir. Osilator boliimiiniin u¢ kisminda bulunan
kristaller birazdan anlatilacak olan sabit sicaklik bolme-
sinin i¢inde bulunmaktadirlar. Olgiilmek istenen kristalin
hangisi oldugunu belirlemek i¢in bir 12V’luk minyatiir
role ve bir Switch’ten yararlanilmaktadir. Sekil 1’de RF
Output adiyla gosterilen kisim osilator devresinde 6l¢iil-
miis olan kristallerin frekansinin ¢ikis noktasidir. Ayni za-
manda Sekilde semalar ¢izilen elektronik malzemelerin
isimleri asagida verilmektedir:

2) Sabit sicaklik boliimii: Cihazin bu kismi Kkristaller igin-
de olmak iizere kapakli bir metal kutudan olugmaktadir.
Bu bdlme 15V’luk bir trafo tarafindan beslenmektedir.
Ayni trafo sicaklik kontrol birimini de beslemektedir.
Bolme iginde sicakligi saglamak igin iki tane 5 Watt’lik
direngten yararlanilmigtir.

3) Sicaklik kontrol birimi: Bu boliim tasarlanan osila-
tor devrenin en dnemli birimidir. Bu birimin amaci ise 2.
birimde yani sicaklik {iretilen kisimdaki sicakligi isteni-
len derecede ayarlayip o sicaklikta sabit tutmaktir. Aym
zamanda hem ayarlanan sicaklik ve hem de her an sabit
sicaklik kutusunun sicaklik degerini gérmek miimkiin-
diir. Burada sicaklik gostergesi i¢in dijital bir voltmetre-
den yararlanilmaktadir. Bu voltmetre sicaklik biriminden
ayr1 olan bir 6 Volt’luk trafo tarafindan beslenmektedir.
Voltmetreden ayarlanan sicaklik veya o andaki sabit si-
caklik kutusunun sicakligini se¢mek i¢in, bir Switch kul-
lanilmaktadir. Kutunun i¢indeki sicakligr algilamak igin
LM35 sicaklik sensoriinden ve kutunun duvarlarina yapi-
san BDX tranzistorlerinden faydalanilmigtir. Devreyi iste-
nilen sicakliga ayarlamak i¢in ¢ok turlu bir Trimpot kulla-
nilmustir ve asil sicaklik kontrolii i¢in kullanilan malzeme
LM358 adl1 bir opampdir. Burada sicaklik gosterge has-
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sasiyeti 0,1°C ve kutu ve stabilize duruma geldikten sonra
sicaklik toleransi 1°C’dir. Deneylerde kullanilan frekans
sayict Protek Universal Counter U2000AQ0355tir.

Osilator devresinin calistirilmasi

Deneylerde kristal yiizeyinde herhangi bir kiitlenin yiik-
lendigi ve/veya Kkiitlenin koptugu durumlar, tasarlanan
osilatér devresi yardimiyla 6lgiilmiistiir. Kuartz kristal-
lerin yiizey temizlenmesi, yikanma islemlerinin, yilizeye
baglanmalarin ve immobilizasyonlarm olup olmadiginm
tespiti i¢in frekans farklarimin 6lgtimleri ile takip edilmis-
tir. Bu cihazin avantajlari: A) Tiim olglimlerin sabit bir
sicaklikta yapilabilmesi, B) Iki kristalin ayn1 zamanda ve
ayni kosullarda incelenebilmesi, C) Osilatorlerin sehir
elektrigindeki herhangi bir frekans degisiminden etkilen-
memesi, D) Cift yiizlii bir devreden yararlanmakla, etraf-
ta olusup yayilan frekans etkisinden kurtulmak, seklinde
Ozetlenebilir. Kristal osilatore yerlestirilir. Kristale bagla-
nan kiitle miktarina gore osilator cihazi sinyal iiretir ve
kayit cihazindan sayisal degeri okunur [22, 30, 31].

Giimiis kristaller

Calismada satin alma ile temin edilen TIC 10.000MF
marka 10 MEGA HERTZ’lik giimiis piezo kristaller
kullanilmigtir. Piezo kristaller metal kilifli sekilde ticari
olarak sunulmaktadir. Metal kiliflar elektrikli minik el
testeresi ile kesilip ¢ikarildiktan sonra ilk frekans deger-
leri hemen Ol¢iilmistiir. Kristaller kiliflarindan ¢iktiktan
sonra ¢ok daha hassas hale geldiklerinden dikkat edilmesi
gerekmektedir. Piezo kristalin yuvarlak kismi olan kuartz
alana ve ayak kismi olan metal kisimlarina ve 6zellikle de
kuartz kismin {izerinde goriilmekte olan giimiis elektrod
kisimlara dokunulmamali ve ortamin tozsuz olmasi ge-
rekmektedir. Kafa kismiyla ayak kisminin birlestigi me-
tal bolgeden pens yardimiyla tutularak ¢aligilmistir. Zira
ayak kisimlarindan tutuldugunda ayak kisimlarinin cihaza
yerlestirilirken deforme olmasi s6z konusudur.

On iglemler

Ilk frekanslar dlgiilen kristaller kiigiik camdan 6zel imal
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ettirilmis 10 ml’lik beherlerde manyetik karistiricida 30
dakika siireyle, 3’er ml 0,1 M NaOH, aseton ve metanolle
ile etkilestirilmistir. Kristallere aralarda 35°C’de kurutma
islemi yapilmis ve her tiirli kirlilige karsi 6zenle korunu-
rak frekanslar1 dlciilmiistiir. Ik 6lgiilen frekans degerleri
ile yiizey temizleme sonrasi frekans degerleri karsilasti-
rilmustir.

Sisteamin (C,H NS) baglanmasi asamasinda kristaller,
manyetik karistiricida 3 ml 18 mM sisteamin ile karanlik
ortamda 2 saat notral Ph:7 de (PB) sodyum tetraborat/HCI
tamponunda etkilestirilmistir. Etkilesim sonrasi etiivde
temiz kosullarda 35°C’de kurutulduktan sonra kristalle-
rin frekanslar 6l¢iilmiistiir. Sisteamin molekiilii bir tiyol
(SH) ve bir de amin (NH,) olmak iizere iki fonksiyonel
uca sahiptir (H,N(CH,),SH, M.A: 77,15). Yumusak bir
baz olan sisteamin molekiiliiniin bu 6zelliginden yararla-
nilarak tiyol ucundan, gene yumusak bir asit olan Ag kris-
tal ylizeyinden tutturulmus ve diger amin ucu fonksiyonel
olarak bagka bag i¢in hazir tutulmustur. Sisteaminle etki-
lestirilen kristaller manyetik karistiricida 3 ml 0,66 M glu-
teraldehit (GA) (COH(CH,),COH M.A: 100,12) ile 2 saat
pH: 8.2°de sodyum tetraborat/HCI tamponunda karanlikta
etkilestirilip kurutulduktan sonra frekans degerleri 6l¢iil-
miistlir. Burada amag sisteaminin serbest olan amin ucu
ile gluteraldehitin aldehit uglarinin reaksiyona girmesi ve
sift baz1 reaksiyonu ile baglanmalarinin saglanmasidir.

Yiizey temizlenmesi sonrasi frekans degerleri ile sistea-
min baglanmasi sonrasi frekans degerleri karsilastirilmig-
tir. Sekil 2’de yiizey temizlenmesi ve baglanma ve immo-
bilizasyon asamalari toplu olarak sematize edilmistir.

Sensor lizerinde tiyol ve aldehit olusumu saglandiktan
sonra kristal oda sicakliginda 3 ml 0,4 mg/ml BSA ile 1
saat etkilestirilip kurutulduktan sonra frekans degerleri
Ol¢tilmiigtiir. Calismada BSA ¢ozeltisi i¢in pH: 7 sod-
yum tetraborat/HCl tamponunda kullanilmistir. Yiizeye
BSA’nin baglanma miktar1 bulunmustur.

Sisteamin, GA baglanmasi ve BSA immobilizasyonu son-
ras1 kristaller, dnce ilgili maddenin ¢6ziindiigii pH tam-
ponuyla, sonra da ultra saf suyla iki kez yikanarak kuru-
tulmus ve frekans degerleri okunmugtur. Baglanan kiitle
miktarlar1 asagida verilen Sauerbrey denklemi kullanila-
rak hesaplanmistir [25].

Af=-226x10°f*Am /A

Burada; (Am): kristal {izerine ilave edilen kiitle, (Af): kris-
talin frekansindaki degisim, (f): Bos kristalin frekansi,
(A): piezo kristaldeki metal yiizeyin alani.

2.3.2. Homosistein immobilizasyonu

BSA ile etkilestirilerek immobilizasyonu saglanan kristal-
ler farkli derigimlerde (0.01, 0.05, 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 1, 2,
4, 6, 8, 10 uM) homosistein ¢ozeltileri ile pH: 7 sodyum
tetraborat/HC1 tamponunda etkilestirilereck BSA-HSIS
afinitesi incelenmistir. Bu amagla oda sicakliginda man-
yetik karistiricida 3 ml homosistein ¢ozeltileri ile farkli
kristaller ayr1 ayr 2 saat etkilestirilmistir. Etiivde 35°C’de
kurutulduktan sonra frekans degerleri Ol¢iilmiistiir. BSA
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sonras1 Olciilen frekans degerleri ile homosistein sonrasi
Olgiilen frekans degerleri karsilastirilmistir. Kristalin yii-
zeyine ne kadar homosistein baglandigi frekans farki ve
yukarida verilen Sauerbrey denkleminin kullanilmas ile
hesaplanarak bulunmustur.

Tekrar kullanilabilirlik deneyleri

Calisma kapsaminda olusturulan BSA-HSIS kovalent
baglandig1 bolgeden bagin kirllmasi ve sonradan ayni
piezo kristalde, ayn1 ve/veya benzer miktarda Homosis-
teinin tekrar baglanmasi deneyleri bu asamada gergek-
lestirilmistir. Bu amagla literatiirdeki benzer ¢aligmalar
incelenmis s6z konusu benzer kovalent baglarin kirilmasi
icin bazik ve asidik ortamlarin kullanilmasi ile deneyler
gerceklestirildigi rapor edilmistir [32-35]. Bu kapsamda
BSA-HSIS afinitesinin yikilmasi amactyla bazik ve asidik
¢ozeltiler ile deneyler yapilmistir. Béylece yapilacak ar-
disik deneyler ile sensdriin tekrar kullanilabilik sayisinin
belirlenmesi hedeflenmistir.

Bazik ortam deneyleri

Literatiirde yapilan inceleme ve arastirmalarda BSA-
Homosistein kovalent baglar1 gibi benzer baglarin ko-
parilmas1 ve/veya kirilmasi bazik ortamlarda gercekle-
sebildigi bilgisinden hareketle ilk asamada bazik ortam
deneyleri gerceklestirilmistir. Farkli derisimlerde NaOH
c¢ozeltileri hazirlanip BSA-Homosistein baginin kirilmasi
calismalar1 gergeklestirilmistir.

Derigimleri 106, 103,10, 1, 10, ve 10> mM (pH 7; 8; 10;
11; 12; 13) olan NaOH c¢ozeltileri hazirlanip kristallerle
etkilestirilmistir. Elde edilen bu ¢ozeltiler ile etkilestirilen
piezo kristallerden BSA-Homosistein bagi bazik ortamda
koparilmistir. Koparilan bu bagin tekrar olusturulabilmesi
icin de Homosistein baglama islemi tekrar ayni kristale
uygulanmistir. Bu sekilde kristalin bozunma noktasina
kadar tekrar deneyleri gergeklestirilmis ve kullanilabilir-
ligi arastirilmustir.

Asidik ortam deneyleri

Asidik ortam olarak sik kullanilan kovalent bag yikimi or-
tami i¢in Glisin-HCI kullanilmaktadir [33-36]. Bu amagla
Glisin amino asit ¢ozeltilerinin derisimleri 0,01; 1; 10 ve
100 mM ¢ozeltiler hazirlanmistir. Hazirlanan glisin ¢6-
zeltileri ayn1 molaritelerdeki HCI ¢ozeltilerinin ilavesi ile
farkli pH degerlerine (2,5; 3,5; 5,5 ve 6,5) ayarlanmis ve
asidik ortamda BSA-HSIS afinitesinin yikim deneyleri
gergeklestirilmistir. Asidik ortamda koparilan bu bagin
tekrar olusturulabilmesi i¢gin Homosistein baglama islemi
tekrar ayni kristale uygulanmstir. Bu sekilde kristalin bo-
zunma noktasina kadar tekrar-tekrar deneyler gerceklesti-
rilmig ve kullanilabilirligi aragtirtlmistir.

Bulgular ve Tartisiilmasi

Yiizey temizlenmesi

Calisma kapsaminda giimiis iletken yiizeylere sahip ku-
artz piezo kristallerin homosistein sensorii olarak kullani-
labilmesi igin ¢esitli ylizey islemlerine gereksinim vardir.
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Sekil 3. Yiizey temizligi ve modifikasyon asamalari frekanslari.

Glimiis ylizeylere homosistein immobilizasyonu i¢in hem
sterik engellemelerden hem de glimiis yiizeyin kararlili-
ginin siireli olmasi gereginden dolay1 direk olarak kris-
talin giimils yiizeyine baglanma gerceklestirilmemistir.
Piezo kristal {izerinde bulunan giimiis elektrod yiizeyle-
rin temizligi amaciyla NaOH, aseton ve en son metanol-
le kristaller etkilestirilmistir. Bu sayede giimiis elektrod
yiizeyler dncelikle kirden ve safsizliklardan arindirilmis-
tir. Temizlik sonrasi yaklagik 100 Hz bir frekans diisiisii
saptanmistir. Benzer yontemler literatiirde de mevcuttur.
Erdamar ve arkadaslar yaptiklar1 ¢alismada piezoelekt-
rik giimiis kristaller kullanmislar ve iizerine {irecaz immo-
bilize etmislerdir. Bu ¢aligmada iireaz immobilizasyonu
Oncesi giimis kristalin yiizey temizligi NaOH, aseton ve
metanol kullanilarak saglanmstir. Islem sonras1 elde edi-
len frekans kayma degerleri benzerdir [37]. Zhang ve ar-
kadaslarinin yaptiklart ¢aligmada ise QCM-FIA sistemini
kullanarak kristal yilizeyine heparin ve antitrombin immo-
bilize etmislerdir. Kristal ylizeyini immobilizasyon 6ncesi
temizlemek igin piranha ¢ozeltisi ve ardindan aseton ve
metil alkol kullanmiglardir [41].

Sisteamin baglanmast

Yiizey temizligi sonrasi sisteamin bilesiginin -SH- ugla-
rindan giimiis yiizeye baglanmasinda elde edilen anlaml
frekans kayma degeri gozlenmistir. Yiizey temizlenme-
si sonras1 Olciilen degerle sisteamin baglanmasi sonrasi
Olgiilen frekans degeri arasindaki farklarin 450 Hz bu-
lunmustur. Bu fark kristale sisteaminin baglandigim
gostermektedir. Literatiirde de altin veya glimiis kristal
ylizeylerine sisteamin immobilizasyonu ¢aligilmistir. Liu
ve ark. QCM-FIA kullanarak altin kristallerle caligmiglar-
dir. Kristale 20 uM sisteamin immobilize etmislerdir. Fre-
kans kaymast olarak 80 Hz’lik bir diisiis elde etmislerdir
[38]. Erdamar ve ark. glimiis kristal {izerine sisteamin im-
mobilize etmis ve frekans kaymasimin 420 Hz oldugunu
rapor etmislerdir [37].

Gluteraldehit baglanmasi

Sisteamin bagli piezo kristallerin yiizeyine bifonksiyonel
GA molekiilii baglanmistir. Boylelikle GA’in var olan bir
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Sekil 4. Farkli baslangic BSA derisimlerinde immobilizasyon is-
lemi frekanslari.

aldehid ucundan sisteamin molekiiliine baglanmasi sag-
lanirken diger aldehid ucundan da epsilon pozisyonunda
amin fonksiyonel u¢ igeren BSA molekiiliiniin immobi-
lizasyonu gerceklestirilmisti. GA baglanmast sonucu
Olgiilen frekans kayma degeri ortalama 550 Hz olarak
hesaplanmig ve sisteamin baglanmasi karsilastirilmugtir.
Bu son asama ile piezo kristal ylizeyi BSA baglanmasi
icin elverigli hale getirilmistir. Buna benzer uzatma kolu
(spacer arm) kullanimu literatiirde de vardir.

Liu ve ark. QCM-FIA kullanarak altin kristallerle ¢a-
lismiglardir. Kristale uzatma kolu olarak 0.01 M pH 7.4
PBS’te hazirlanan uzatma kolu olarak GA baglamislardir.
Calismanin sonucunda farkli proteinleri ayri ayri kulla-
narak sensdr sistemine immobilize etmeyi basarmislardir
[42].

Calismalardan birinde giimiis kristallerin yiizeyine iireaz
immobilize edilmistir. Yiizey aktivasyonu icin NaOH,
aseton ve metanol kullanilmistir. Yiizey temizligi sonrasi
18 mM sisteamin, %2’lik GA yiizeye sirasiyla baglan-
mistir. En son olarak da tireaz baglanmistir. 0.0025 mg/

Tablo 1. Birim yiizey alani bagina immobilize olan madde
miktarlari.

Kristal modifikasyon SAUERBREY denklemine gére

asamalari birim ylzey alani basina immobiliz
madde miktari (ug/cm?)

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
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Sekil 5. SEM goriintiileri. (a) Bos kristal x25; (b) Bos kristal x1000; (¢) Yiizey temizligi ve modifikasyon asamalari

sonras1 x1000 biiyiitme.

ml ile 0.02 mg/ml {ireaz derisim araliginda kalibrasyon
egrisi ¢izilmis ve en iyi baglanma 0.02 mg/ml {ireaz deri-
siminde saglanmigtir. Diger bir caligmada altin kristaller
kullanilarak mikrogravimetrik DNA tespiti yapilmustir.
Yiizey temizligi i¢in yine NaOH, aseton ve metanol kul-
lanilmistir. Diger bir ¢alismada giimiis kristaller yiizeyine
altin nanopartikiiller immobilize edilmistir. Yiizey temiz-
ligi icin NaOH, aseton ve metanol kullanilmigtir. Sonra-
sinda sisteamin, GA ve tekrar ikinci kez sisteamin yiizeye
sirastyla baglanmistir. En son olarak altin nanopartikiiller
immobilize edilerek 6zellikle DNA biyosensér amacl
altin nanopartikiil kapli ylizey elde edilmistir [22-36,39].

Grubumuz tarafindan yapilan bu calismlarda, yiizey te-
mizligi, sisteamin ve glutaraldehid baglanmasi asamala-
rinda elde edilen frekans kayma degerleri, elde edilen de-
gerler ile uyum gosterdiginden s6z konusu asamalar igin
optimize edildiginden ayni kosullar kullanilmistir. Bu ii¢
asamanin kristal iizerine etkileri Sekil 3’de toplu olarak
sunulmustur.

BSA Immobilizasyonu

Arastirmalarda homosisteinin kanda %70-80 oraninda In-
san Serum Albuminine (human serum albiimin, (HSA))
bagl olarak bulundugu ve ayni zamanda albiimine yiik-
sek afinitesi oldugu rapor edilmektedir [4]. Bu yiiksek
afinite nedeniyle bu c¢alisma kapsaminda sigir serum

albumin (bovin serum albumin, (BSA)) homosistein ile
etkilestirilerek kullanilmistir. Homosistein BSA’ne bag-
lanma kapasitesinin bulunmasi ve optimize edilebilmesi
icin farkli baslangi¢ derisimlerinde BSA ile calisilmis ve
piezo kristal yilizeylerine immobilizasyonu gerceklestiril-
mistir. Bu deneylerde BSA’nin piezo kristal yiizeylerine
immobilizasyonu sonucu olusan frekans kayma degerleri
Sekil 4’de verilmistir. Sekilden de goriildiigi gibi en faz-
la BSA baglanmasi 0,1 mg/ml BSA baslangi¢ derisimin-
de gozlenmistir. BSA baglandiktan sonra frekans kayma
degeri ortalama olarak 5000 Hz olarak bulunmustur. 0,1
mg/ml’den daha fazla derisimlerde yiizeyin doygun hale
geldiginden kristalde daha fazla BSA birikimi gézlenme-
mistir. Tablo 1°de sunulan degerler deneylerin her asama-
sinda birim ylizey alan1 bagina immobilize olan madde
miktarlarint gostermektedir.

Tablo 1’de sunulan cm? bagina baglanan BSA miktarlari
incelendiginde 0.005 ve 0.01 mg/ml baslangic derisimleri
i¢in ve 0.05 ve 0.1 mg/ml baslangi¢ derisimleri i¢in dog-
rusal bir artistan s6z edilebilir. Zira birinci aralikta deri-
sim bes kat artarken baglanan madde miktar1 da yaklasik
bes kat, diger aralikta da derigim iki kat artarken baglanan
madde miktar1 da benzer olarak gergeklesmistir. Ancak bu
asamadan sonra yiizey doymus, immobilizasyon miktari
sabit kalmistir. Farkli BSA derigimlerde kristal yiizeyine
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Sekil 6. Homosistein-BSA olasi baglanma yollarinin sematik gosterimi.
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bilizasyonu sonrasi1 homosistein afinitesini deneyleri ile
BSA-Homosistein afinitesi incelenmistir. Homosistein
molekiiliiniin BSA molekiiliiniin ¢esitli bolgelerinden ola-
st baglanma yollar1 Sekil 6’da [------ ] cizgileri ile sematize
edilmistir. Sekilde, homosistein molekiilii yapisinda olan
-OH; -SH; ve/veya -NH uglarindan birinden, ikisinden
veya daha fazla ugtan baglanma gerceklestirebilir. Tam-
ponlardan gelen iyonlarin ortami etilememesi igin tiim
deney setlerinde tuz igermeyen soyum tetraborat/HCI ve/
veya sodyum tetraborat/NaOH tamponlari kullanilmistir.

Ayn1 zamanda meydana gelebilecek elektrostatik etkile-
simlerin de etkili olacag: diisiincesiyle miimkiin olan en
az enerjili olan tek bir bagdan baglanmasini tercih edil-
mektedir. Zira elde edilen sensoriin tekrar kullanilabilme-
si i¢in baglanan homosistein baginin koparilmasi iglemi
yapilacaktir. Bu koparilma igleminin miimkiin olan en yu-
musgak kosullarda olmasi gerekmektedir ki yiizeye baglh
diger molekiillerin kopmasi engellenmelidir. Literatiirde
de homosisteinin %70-80 oraninda insan serum albumi-
nine (HSA) kovalent bag yaparak baglandigi rapor edil-
mektedir [4].

Calismada BSA-Homosistein immobilizasyonu igin, bas-
langi¢ homosistein derisim aralig1 da énemlidir. 0,1 mg/
mL BSA ile etkilegen kristal yiizeyler kullanilarak 1 pM
homosistein baglangic derisiminde bir grup deney ger-
ceklestirilmistir. Kristal yiizeylerinin; yiizey temizligi,
sisteamin, GA baglanmasi, BSA ve homosistein immobi-
lizasyonu sonucu elde edilen tiim frekans kayma degerleri
Sekil 6’da toplu olarak gosterilmektedir. 1 pM baslangi¢
homosistein derisimi ile gergeklestirilen deneylerde kris-
talde goriilen frekans kayma degeri ortalama 2900 Hz
olarak dlciilmistiir. Yiizey temizligi, sisteamin, GA bag-
lanma ve BSA immobilizsyonu islemleri ayni sekilde uy-
gulanmustir ve farkli kristallere farkli 0.05, 0.1, 0.5, 1 ve
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Sekil 8. Farkli derisimlerinde frekans ve tutunma degerleri.
(a) BSA; (b) Homosistein.

2 uM baglangi¢ derisimlerinde homosistein baglanmigtir
(Sekil 7).

Deneylerde elde edilen frekans fark degerleri sirasiyla
1000, 1500, 2000, 2500 ve 3300 Hz olarak ol¢lilmistiir.
En yiiksek homosistein baglanma miktar1 2 uM homo-
sistein baglangi¢ derisiminde gerceklesmis ve baglanma
miktarlar1 da orantili olarak artig géstermistir. Homosis-
tein kalibrasyon grafigi olusturularak dogrusal davranis
gosteren homosistein derigim araligi belirlenmeye ¢alisil-
mistir. 0.05, 0.1, 0.5, 1 ve 2 uM aralig1 i¢in kalibrasyon
grafiginin dogrusallastirilmast ile elde edilen R? belirlilik
(determinasyon) degeri 0,7264 olarak bulunmustur. Ayni
kalibrasyon grafigi bu kez 0,5, 1.0 ve2 uM araliklar1 i¢in
cizilmig ve 0.985 olarak hesaplanan belirlilik (determi-
nasyon, R?) degeri ile bu derigim araligi homosistein i¢in
calisma aralig1 olarak secilmistir.

Sekil 8’de BSA ve Homosistein derisimlerine karsi elde
edilen frekans kayma degerleri ve Sauerbrey denklemine
gore hesaplanan baglanan homosistein miktarlari veril-
mektedir. Frekans kayma degeri arttikca baglanan madde
miktarinin da arttigi goriiliilmiistiir. BSA icin baslangig
derisimi 0,1 mg/mL oldugunda farkli homosistein deri-
simleri i¢in frekans diisiisii de tutulan miktar da artigmistir.

Diger taraftan Homosistein tayini igin mevcut HPLC,
GC-MS, immunoanaliz ve immunoenzimatik yontemleri
de zaman alici, pahali ve egitimli elemana ihtiya¢ duy-
maktadir. Gelistirilen yontemler serum veya plazmada
toplam homosistein tayinine yonelik kullanilmistir (44-
46). Bu nedenle giinliik klinik kimya laboratuvarlari i¢in
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Sekil 10. Glisin-HCI tamponundaki deneyler (0,01mM). pH (a) 2,5; (b) 3,5; (¢) 5.5; (d) 6,5.

tercih edilmeleri zordur. Calisma kapsaminda yapilan ¢a-  Tekrar kullanilabilirlik calismalart

lisma gerek yukarida bahsedilen etkilesimleri incelemek  Calismada olusturulan BSA-Homosistein baginin ko-
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Sekil 13. Glisin-HCI tamponundaki deneyler (100 mM). pH (a) 2,5; (b) 3,5; (¢) 5,5; (d) 6,5.

¢ozeltileri hazirlanmig ve kullanilmistir. Bu ¢aligsmalar
kapsaminda baglanan homosistein miktarinin tamaminin
koparilmasi ve yine homosisteinin baglanmasi hedeflen-
mistir. Bu iglem, ayn1 piezo kristal i¢in deformasyonuna
kadar devam edilmistir. Homosistein derisimi hem bazik
hem de asidik desorpsiyonda 1 pM olarak sabit tutulmus-
tur.

Bazik desorpsiyon

Farkli derisimlerde NaOH kullanarak BSA-homosistein
afinitesi sonucu olusan kovalent bagin koparilmas: is-
lemleri yapilmisti. NaOH derigimleri 10¢ mM ile 100
mM araliginda degistirilerek homosistein-BSA bagmin
koparilmas: saglanmigtir. Her bir NaOH derisim degeri
icin sonuglar toplu olarak Sekil 9’da topluca sunulmustur.
10* mM NaOH igin ikinci homosistein baglanmasindan
sonraki kopma igleminde kristal deforme olmus ve yanlis
frekans degisimi tespit edilmistir. 10° mM NaOH deri-
siminde yalnizca iki kez koparilma ve baglanma iglemi
yapilabilmistir. NaOH derigiminin 10" mM oldugunda
piezo kristalde bozunma hemen ilk tekrarda olusmustur.
Baglanan homosistein miktarindan fazla bag kirilmasi
gerceklesmistir. Bazik ortamda bag koparilmasi deneyle-
rinde 1, 10 ve 100 mM derisim degelerinde, baglanan-
dan fazla homosistein bag kirtlmasi ger¢eklesmistir. Bu
durum kristal ytlizeyine baglanan BSA’dan da bir miktar
kopma gerceklestigi, belki de yiizeydeki diger modifikas-
yon islemlerini etkisiz hale getirdigi seklinde yorumlan-
misgtir.

Sonug olarak bazik ortamda gerceklestirilen tekrarlana-
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bilirlik deneylerinden olumlu sonu¢ alinamamistir. Bu
durum ortam pH degerinin bu bag kirilmasi i¢in uygun
olmadig1 ile agiklanabilir, ¢iinkii BSA'nin izoelektirik
noktasinin pH 5 oldugu diisiiniildiigiinde bazik kosullarda
gerceklestirilen deney ortamlarinin BSA’nin izoelektrik
noktasinin iizerinde olmasi nedeniyle en diigiik derigimli
NaOH’1n bile baglanan albuminin ve yapisindaki baglari-
nin da kopmasi sonucunu meydana getirdigi diistiniilmiis-
tir. Ayrica farkli NaOH degerlerinde gozlenen yiiksek
frekans degerleri g6z oniine alindiginda yiizeydeki diger
modifikasyon basamaklarini da etkileme ihtimali ortaya
cikmustir.

Asidik desorpsiyon

Bu asamada BSA-Homosistein baginin koparilmasi ama-
ciyla farkli derisimlerde ve pH’larda Glisin-HCI tampon
¢ozeltileri hazirlanmis ve kullanilmistir. Hazirlanan Gli-
sin ¢ozeltilerinin derigimleri 0,01, 1, 10, 100 mM olarak
secilmigtir. Secilen bu degerler ile ayn1 molaritelerdeki
HCI ¢o6zeltilerinin ilavesi ile tampon ¢ozeltiler sirasiyla
2,5; 3,5; 5,5 ve 6,5 pH degerlerine ayarlanmistir. pH de-
gerleri ayarlanan bu tampon ¢ozeltiler ile piezo kristal-
ler etkilestirilmis ve BSA-Homosistein baginin koparil-
ma islemi gerceklestirilmistir. Koparilan bu bagmn tekrar
olusturulabilmesi igin homosistein baglanma iglemi aym
kristale tekrar uygulanmistir. Bu sekilde kristalin bozun-
ma noktasia kadar tekrar deneyleri gergeklestirilmis ve
tasarimi gergeklestirilen homosistein sensoriin tekrar kul-
lanilabilirligi asidik ortamda yenileme deneyleri ile aras-
tirdmustr.
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Glisin derisimlerinin ve pH degerlerinin farklilanmasinin
nedeni kuartz kristal yiizeylerine uygulanmis olan ¢oklu
modifikasyon islemidir. Zira buradaki ama¢ modifikasyo-
nun son agamasi olan homosistein baginin koparilmasidir,
ancak bu agsamadan onceki baglarin da zarar gérmeme-
si onemlidir. Yapilan islemler kimyasal modifikasyonlar
olarak goriinse de protein yapisindaki BSA’nin kristal
yiizeyine olan GA-BSA baginin ve BSA molekiiliiniin ii¢
boyutlu yapisinin da bu kosullardan etkilenmemesi temel
amagtir.

0,01 mM Glisin-HCL deneyleri

Bu boéliimde 0,01 mM Glisin-HCI tamponuyla pH: 5; 3,5;
5,5 ve 6,5°da calisilmistir. Sonuglar toplu olarak Sekil
10°da sunulmustur. Bu grafiklerden elde edilen sonugla-
ra gore 0,01 mM glisin derisiminde tiim pH degerlerinde
onemli miktarda tekrar sayisina ulasilmamistir. Sadece
pH 5,5 degerinde 13 kez tekrar edilebilmistir.

1 mM Glisin-HCL deneyleri

Calismanin bu boliimiinde 1 mM Glisin-HCI tamponuyla
pH 2,5; 3,5; 5,5 ve 6,5°da ¢alistlmigtir. Her bir pH de-
geri i¢in sonuglar toplu olarak Sekil 11°de sunulmustur.
pH 2,5 tamponunda gerceklestirilen deneylerde piezo
kristallerdeki BSA-Homosistein baginin koparilmasi ve
tekrar homosistein baglanmast ile ilgili yapilan bag ko-
partlma-olusturma isleminde 8. tekrardaki baglanmada
kopan miktardan daha fazla homosistein baglanmasi ger-
ceklesmistir. pH 3,5 te elde edilen sonuglarda 10. asama-
daki etkilesim sonras1 baglanan Homosisteinden daha ¢ok
kopma oldugu gozlenmistir. pH 5,5 tamponunda gergek-
lestirilen galigmada piezo kristallerdeki BSA-Homosistein
bagmin koparilmasi ve tekrar homosistein baglanmasi
ile ilgili yapilan bag koparilma-olusturma isleminde 31.
tekrar sayisina kadar deney basariyla gergeklestirilmistir.
pH 6.5 tamponunda gergeklestirilen ¢alismada ise piezo
kristallerdeki BSA-Homosistein baginin koparilmasi ve
tekrar homosistein baglanmast ile ilgili yapilan deneyle-
rin sonuglar1 sunulmustur. Bu kosullarda yapilan bag ko-
partlma-olusturma isleminde 27. denemeye kadar deney
basartyla gerceklestirilmistir. Sekilden de goriilecegi gibi
27. baglanma asamasindan sonraki 28 inci islem adimin-
da baglanan miktardan daha fazla kopma meydana gel-
mistir. Bu da kristal yiizeyindeki BSA’nin da bir kismimin
kopmasi anlamina gelmektedir. Bu asamadan sonra deney
39 tekrara kadar devam ettirilmistir. 29. ile 39. baglanma-
kopma denemeleri de orantili sonuglar vermekle birlikte
deney sonlandirilmistir.

10 mM Glisin-HCL deneyleri

Aragtirmanin bu béliimiinde ise 1 mM Glisin-HCI tampo-
nuyla pH 2,5; 3,5; 5,5 ve 6,5’da galistlmigtir. Her bir pH
degeri i¢in sonuglar toplu olarak Sekil 12°de verilmekte-
dir. pH 2,5 tamponunda gerceklestirilen deneylerde piezo
kristallerdeki BSA-Homosistein baginin koparilmasi ve
tekrar homosistein baglanmasi ile ilgili yapilan deney-
lerin bag koparma-olusturma isleminde ikinci, pH: 3,5
tamponunda yapilan onuncu tekrar baglanma deneyinde
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kopan miktardan daha az homosistein baglanmasi gergek-
lesmistir. pH 5,5 tamponunda gergeklestirilen deneylerde
ise piezo kristallerdeki BSA-Homosistein baginin kopa-
rilmasi ve tekrar homosistein baglanmasi ile ilgili yapi-
lan bag koparilma-olusturma isleminde besinci, pH: 6,5
tamponunda yapilan ikinci tekrar baglanma deneyinde
kopan miktardan daha az homosistein baglanmas1 gergek-
lesmistir. Tiim sekillerden de goriilecegi gibi bu noktadan
sonra da bir kag tekrar deney daha yapilmig ancak kristal
deforme oldugundan deneylere devam edilmemistir.

100 mM Glisin-HCL deneyleri

Arastirmanin bu bdliimiinde de 100 mM Glisin-HCI tam-
ponuyla pH 2,5; 3,5; 5,5 ve 6,5’da ¢alisilmigtir. Sonuglar
toplu olarak Sekil 13°de sunulmustur. pH 2,5 tamponunda
gerceklestirilen bag koparilma-olusturma igleminde ikin-
ci tekrar baglanma deneyinde kopan miktardan daha az,
pH: 3,5 tamponunda yapilan yine ikinci tekrar baglanma
deneyinde kopan miktardan daha fazla homosistein bag-
lanmasi ger¢eklesmistir. pH 5,5 ve 6,5 Glisin-HCI tampo-
nunda yapilan deneylerde ise piezo kristallerdeki BSA-
Homosistein baginin koparilmasi ve tekrar homosistein
baglanmasi ile ilgili yapilan deneylerde her iki pH degeri
icin bag koparilma-olusturma isleminde {igiincii tekrar
baglanma deneyinde kopan miktardan daha fazla homo-
sistein baglanmasi ger¢eklesmistir. Bir kag tekrar deney
daha yapilmis ancak kristal deforme oldugundan deneyle-
re devam edilmemistir.

Sonuclar

QCM sisteminde giimiis kristaller kullanilarak BSA-
Homosistein baginin olusturulmasi - koparilmasi ve tek-
rar kullanilabilirliginin incelendigi Homosistein Biyo-
sensoriine iligkin yapilan ¢aligmalarin sonuglar1 asagida
sunulmustur. {1k olarak kristalin giimiis yiizeyinde ardigik
olarak sodyum hidroksit, aseton ve metanol ¢ozeltileriyle
temizleme islemi basariyla gergeklestirilmistir. ikinci ola-
rak giimiis yilizeye baglanma islemleri yapilmis, kristale
sisteamin sonrasi serbest amin uglarindan uzatma kolu
olarak bifonksiyonel glutaraldehid baglanmasi gercek-
lestirilmistir. Kristal ylizeyine Bovin Serum Albumin’nin
kovalent immobilizasyonu gergeklestirilmistir. Piezo
kristallere farkli derigimlerde BSA immobilize edilerek
kalibrasyon grafikleri elde edilmistir. Piezo kristal yiize-
yine baglanan madde miktar1 Sauerbrey denklemine gore
hesaplanmigtir. BSA baglanan giimiis kristal yiizeyine ho-
mosistein immobilizasyonu gerceklestirilmis ve homosis-
tein icin kalibrasyon dogrusu olusturulmugtur. Homosis-
tein icin tespit edilen 0,5-2 uM calisma aralig1 ile mikro
diizeyde tayinin miimkiin olabildigi sonucuna varilmustir.
Son olarak tekrar kullanilabilirlik denemeleri kapsaminda
kristale baglanan homosisteini koparmak i¢in farkli de-
risimlerde ve pH’larda asidik ¢dzeltiler hazirlanmis ve
tekrar kullanilabilirlik denemeleri ile 30 tekrar sayisina
ulagilmustir.

Sunulan bu arastirmayla mevcut yontemlere gore kolay,
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ucuz, tekrarlanabilen bir homosistein biyosensorii ge-
listirilmistir. Tasarlanan homosistein biyosensorii igin
yaklagik 30 ardigik deneme 6nemli bir say1 olarak kabul
edilmistir. Mikromolar seviyesinde kantitatif 6l¢iim yapa-
bilen bir biyosensoriin ayni test i¢in 30 kez kullanilir ol-
mas1 maliyet agisindan da 6nemli bir avantaj saglayacagi
disiinilmistiir.
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