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QTF BiYOSENSOR YAPILANDIRILMASI VE PERFORMANS TESTLERI
Aylin DEDEOGLU

Biyomedikal Miihendisligi Anabilim Dali

Kuvars akort ¢atallari (QTF) ginimuzde, sabit rezonans frekansi ve yuksek kalite
faktori nedeniyle osilator devrelerinde yaygin olarak kullanilan bir elektronik
elemandir. QTF’ler son yillarda, yaygin kullaniimakta olan kuvars kristal
mikrodengelemenin (QCM) ardindan kutle hassas sensorler olarak kullaniimaya
baslanmigtir, fakat biyosensor olarak literaturde hentz yaygin yer almamaktadir ve
yeterli optimizasyon caligmalarina sahip degildir. Bu tez calismasinda oncelikle,
daha énce yapilan bir calismada gelistiriimis 32768 HZ'lik standart QTF’ler kullanilan
kUtle hassas bir sensor sisteminin dogrulanmasi gergeklestirilmistir. 1 Hz frekans
kaymasinin esdeger oldugu kutle degisimi ng cinsinden ifade edilmigtir. Bunun igin
elektrokimyasal bir hlicrede kontrolli bir yik gocu ortami, sabit potansiyel kulometri
yontemini kullanarak yaratilmig ve QTF yuzeyine kontrolli olarak kitle birikimi
saglanmistir. Biriken kutle Faraday’'in Elektroliz Kanunlarindan faydalanilarak,
bilinen ylUk goé¢l Uzerinden hesaplanmistir. Hesaplanan katle birikiminin QTF
Uzerinde yarattigi frekans kaymasi sensoér sistemi Gzerinden okunmus ve kitle
degisiminin yarattiy1 frekans degisimi iligkisi ortaya konmustur. Sonug¢ olarak bu
asamada QTF sensor sisteminde okunan 1 HZ'lik bir frekans kaymasinin 0.48786 +
0.21255 ng kuitle degisimini gosterdigi belirlenmigtir. Tez g¢alismasinin ikinci
asamasinda ise demir-eksikligine bagl hastaliklarin en 6énemli biyobelirteci olan
transferrinin tayinini yapan kalitatif bir kiitle hassas biyosensoér yapilandiriimasi
tamamlanmistir. Her biyosensor galismasinda cevirici yuzeyine, bu c¢alisma igin
QTF yuzeyine, adsorpyion ile (rastgele dizilim) ve yuzey aktivasyon ajanlari
araciligiyla (duzenli dizilim) biyoreseptorler tutuklanir. Bu ¢alismada QTF yuzeyini,
anti-transferrin antikorunun dazenli tutuklamasina hazir hale getirmek igin tiyofen-3-
boronik asit (T3BA) ile yuzey aktivasyonu gergeklestirilmistir. Ardindan bu iglem igin
en uygun Yyuzey aktivasyon protokolu belirlenmigtir. Daha sonra antikor
tutuklanmasi T3BA’nin boronat bolgeleri ile antikorun agir zincirinde bulunan CH2
yapilari arasindaki afiniteden vyararlanilarak gergeklestiriimistir. Son olarak

biyosensor sisteminin transferrin cevaplari incelenerek performansi test edilmistir.



Sunulan tez calismasi sonucunda ideal olarak en dusuk 1,25 ug/mL transferrin
bulunan bir ortamda yapilandirilan biyosensor sisteminin transferrin varhigini
gOsterdigi belirlenmistir. Sunulan sistem dusuk maliyetli, taginabilir, transferrin tayini

icin yapilandiriimig kutle hassas bir biyosensor sistemidir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Biyosensér, Kiitle Hassas Sensér, Kuvars Akort Catall
(QTF), Transferrin

Danisman: Doc. Dr. Dilek COKELILER, Baskent Universitesi, Biyomedikal
Muahendisligi Bolumu.
Es Danisman: Dr. Mehmet Altay UNAL, Ankara Universitesi, Fizik Muahendisligi

Bolumu



ABSTRACT

BIOSENSOR DEVELOPMENT AND PERFORMANCE TESTS
Aylin DEDEOGLU

Department of Biomedical Engineering

Quartz Tuning Forks (QTFs) are known as common oscillator components due to
their stable resonant frequencies and high quality-factors. In recent years, QTFs
have started to be implemented as transducers into sensor systems after the Quartz
Crystal Microbalance (QCM) transducers. However, QTFs are still not widespread
as biosensors in literature and there is a lack of its optimization studies. In the first
step of the presented thesis study, a previously developed QTF mass-sensitive
sensor system has been validated through an electrochemical method -coulometry.
The system was utilized for applying calculations and finally formulizing the mass-
change (ng) that equals for every 1 Hz frequency shift for the standard 32768Hz
QTF. In order to pursue this aim, a controlled charge migration environment is
created in an electrochemical cell utilizing an electrochemical method named
constant potential coulometry. This ensured a controlled mass migration onto the
QTF surface. The migrated mass amount was calculated according to Faraday’s
Laws of Electrolysis through the migrated charge values. According to Faraday’s
Laws of Electrolysis, the number of electrons that passes through an
electrochemical cell and the element itself effects the amount of mass that deposits
on an electrode. This rule is applied for the system and a mass load value was
calculated. for each calculated mass a relation was set between the frequency shift.
Consequently, for each 1 Hz frequency shift that is read on the QTF sensor system,
0.48786 £ 0.21255 ng mass change occurs. In the second stage of the presented
study, a qualitative biosensor system that detects transferrin, which is the most
important biomarker of diseases caused by iron deficiency, has been fabricated. For
any biosensor study the transducer, in this case the QTF, surface is either adsorbed
with a biological receptor (non-oriented immobilization) or the receptors are
immobilized by surface activation methods (oriented immobilization). QTF surfaces
were treated with thiophene-3-boronic acid (T3BA) for surface activation to enable
oriented anti-transferrin antibody immobilization due to the affinity between boronate

and CH2 structures in the heavy chain of antibodies. The optimum surface activation



treatment protocols were determined, and immobilization protocols were applied.
Lastly, the response of the biosensor system after transferrin interactions were
examined and the performance of the system was tested. The presented study
results show that the proposed mass-sensitive QTF biosensor indicates transferrin
molecules are present in 1,25 mg/mL concentration of the analyte and is low-cost

and portable.

KEYWORDS: Biosensor, Mass-sensitive sensor, Quartz Tuning Fork (QTF),
Transferrin
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1. GIiRIS
1.1. Sensor ve Biyosensor Kavramlari

Biyosensor terimi Latince kdkenli olan “sensus” kelimesinden turemistir. “Sensus”,
“algilamak” anlamina gelmektedir. “Sensor” ise bir sinyali algilayip cevap veren
cihazlar olarak tanimlanabilir. Sensorler temel olarak, kimyasal ve fiziksel sensorler
olarak iki sinifa ayrilabilirler [1]. IUPAC 1991’e gore verilen tanimlamaya gore,
kimyasal sensoér, kimyasal bir bilgiyi (spesifik bir érnek igeriginin derisimi veya
toplam icerik analizi vb.), islevli ve anlaml bir analitik sinyale g¢eviren cihazlara
denmektedir. Bu kimyasal bilgi, bir analitin kimyasal reaksiyonu ya da bir sistemin
fiziksel 6zelliklerinden ortaya c¢ikabilir. ITUPAC 1991’e gore fiziksel sensor ise bir

sistemin fiziksel 6zelliklerini gosteren bilgiyi saglayan cihazlara denmektedir [2].

Fiziksel ve kimyasal algilama tekniklerinin birlesimi olan biyosensodrler, son
zamanlarda ortaya c¢ikan sensor siniflarindan biridir ve IUPAC tarafindan yirmi
seneden daha fazla sure 6nce taninmigtir [1]. Fakat aslinda, Clark ve Lyons 1962
yihinda ilk defa biyoreseptorler aracihigi ile biyo-analit tespiti gerceklestiren sensor
uygulamalari gergeklestirmis ve biyosensor kavrami ilk defa ortaya atilmistir [3].
Biyoreseptorler biyokimyasal tanima mekanizmasi ile ¢alisan, organik bir molekul
cesidi (6r. antikor, enzim, protein ya da nukleik asit) ya da canl biyolojik sistemlerdir
(6r. hacreler, dokular ya da organizmalar) [4]. Biyosensor galismalarinda yaygin
olarak kullanilan biyoreseptorler antikor, enzim, MIPler, DNA, aptamerler ve

hicreler olarak verilebilir.

Yukarida verilen biyoalgilama elemanlari genel olarak biyosensdrlerin gevirici
yuzeylerinde immobilize edilmis halde bulunmaktadirlar. Algilama gergeklestikten
sonra bir sinyal cevirici tarafindan olusturulur ve sinyal analitik bir sinyale cevirilir.
Analitik sinyal okunabilir ve modifiye edilebilir, bu yizden cevirici elemani sensor

sistemleri icerisinde yuksek bir 5neme sahiptir.




Sekil 1.1 Biyosensor sisteminin sematize edilmis gorseli
1.2. Cevirici Tipine Gore Biyosensor Siniflandirmasi

Ceviricilerin fonksiyonu, taniyici tabakada olusan maddeye 6zgu sinyali, bu sinyalle
orantili dlgulebilir enerjiye ¢evirmektir ki genel olarak bu enerji elektrik sinyali
seklindedir. Bu gorev, genis bir segenekler yelpazesi sunan farkli tip ceviricilere
dusmektedir. Ornegin; elektrokimyasal geviriciler ile, akim degisimi (amperometrik),
gerilim degisimi (potansiyometrik) ya da iletkenlik degisimi Olgulebilir. Optik
ceviriciler ise elektromanyetik isimalarin emilme, yansima, sagiima ya da tekrar
yayinlama gibi etkilerinin yogunluklarinin odlglilmesi temelinde c¢aligir. Kutle
degisimlerini Olgebilen cevirici tipleri ise kltleye bagh frekans degisimlerini

algilayarak caligir. Biyosensorler, geviricilerine gore siniflandirilabilir.
1.2.1. Elektrokimyasal geviricili sensorler

Elektrokimyasal sensorler, elektrokimyasal bir bilgiyi islevli bir analitik sinyale
ceviren cihazlara denmektedir. Genel olarak iki temel elemandan olugsmaktadirlar,
bunlar; bir kimyasal (molekuler) algilama sistemi ve bir fizikokimyasal geviricidir.
Kimyasal (molekuler) algilama sistemi, elektrokimyasal sensorin en énemli parcasi
olarak sayilabilir. Fizikokimyasal gevirici ise kimyasal cevabi, ginimuz elektriksel
enstrimanlar tarafindan algilanabilecek sinyale geviren bir cihazdir [5]. ilk
elektrokimyasal biyosensor yine Clark ve Lyson tarafindan 1962 yilinda yapilan
calismasinda Uretilmis olup glukoz molekulini algilamaktadir [3]. Ik ticari
biyosensor ise Springs Instruments (Yellow Springs, OH, USA) tarafindan 1975
yilinda piyasaya surulmustir [5]. Glukoz biyosensorleri, Gnemli ve yaygin kullanilan
bir elektrokimyasal sensor 6rnegidir. Biyolojik veya kimyasal bir sinyalin, bir elektrik
sinyaline gevirilmesi amperometri, voltametri, potensiyometri veya konduktometri ile
saglanabilmektedir. Kitle hassas bir detektdr, Uzerinden birim zamanda gecen

¢6zUnmus maddenin kutlesine cevap vermektedir.
1.2.2. Optik geviricili sensorler

Optik c¢eviriciler, kimyasal belirte¢ kapl bir fiberoptik bilesenden olusurlar.
Konsantrasyon tespiti ya da belirli bir analitin miktarinin belirlenmesi, floresan,

biyoliminesans ya da kemoliminesans gibi elektromanyetik i1simlarin emilme,



yansima, sagllma ya da tekrar yayinlama gibi etkilerinin yogunluklarinin
Olcllmesiyle gerceklestirilir [6]. Bu tip sensorlerin en énemli 6zellikleri, kiguk
boyutlarda Uretilebilmeleri ve dusuk maliyetleridir. Bu tip geviriciye sahip sensorlerle
yapiimis, pH [7], CO2 [8], NH3 [9], O2 [10], glikoz [11] ve biyokutle [12] ¢caligmalari

literaturde yer almaktadir.
1.2.3. Kitle hassas ¢eviricili sensorler ve 6nemi

Kltle hassas biyosensodrlere gravimetrik (agirliksal) biyosensoérler de denmektedir.
Mekanik gevirme yontemleri temel olarak mekanik veya akustik dalgalarin olugmasi
ve algilanmasina dayanmaktadir. En yaygin kutle hassas cihazlar piezoelektrik
kristallere, kuvars kristal mikrodengeleme (QCM) ve ylzey akustik dalgalardir
(SAW) [13]. Bunlarin yaninda son zamanlarda literatirde sensor sensor ve
biyosensor ¢aligmalari igerisinde yer almaya baglayan Kuvars Akort Catali (QTF)

da kutle hassas bir geviricidir.
1.3. Kuvars Akort Catali Ceviricisi ve Biyomedikal Uygulamalari
1.3.1. Kuvars akort ¢atali galisma prensibi

Kuvars piezoelektrik 6zellige sahip bir kristaldir. Piezo kelimesi, Yunanca'dan
taretilmistir; “sikistirmak, basing uygulamak” anlamlarina gelmektedir. Piezoelektrik
Ozellige sahip malzemeler, Uzerlerine uygulanan mekanik basing sonucunda
elektrik alanlari ya da elektrik potansiyellerinde degistirme yetenedi gosterirler. Bu
etki, malzemenin igindeki polarizasyon yogunlugundaki degismeyle dogrudan
alakalidir ve bu etkiye piezoelektrik etki adi verilir. Piezoelektrik malzemeler basinca
bagl elektriksel potansiyel Uretirken ayni zamanda bir elektrik alan igerisine
konuldugunda gerinim degisimi ve titresme 6zelligi de gosterirler. Bu etkiye de ters
piezoelektrik etki denir. Bu etki sayesinde Kuvars Mikrodengeleme (QCM) gibi
pieozoelektrik algilayicilar ile ¢esitli nem algilayicilari, film kaplama monitorleri, gaz
sensorleri ve kimyasal sensorler gelistirilmistir [14], [15], [16], [17], [18], [19], [20].
Bunun yaninda bu algilayicilar kitle hassas bir terazi olarak g¢alisabilmekte ve kutle
algilanmasinda kullanilabilmektedir [21]. Kuvars Akort Catali (QTF), kuvars tabanli,
kendinden uyarmali ve kendinden duyarli ve ¢atal seklinde bir mekanik yapiya sahip
rezanotordur. QTF’ler, muzikte kullanilan akort catallarina benzer olarak bir stricU

kuvvet — elektronik bir sinyal — ile sabit frekansta titresme 6zelligi gosterirler. Ucuz,
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klguk boyutlu ve seri Uretime uygun olmalarinin yani sira uzun sure sabit frekansta
titresebilmeleri nedeni ile QTF’ler elektronikte yaygin bir kullanim alanina sahiptir ve
literature ilk olarak Forrer'in 1969’da yayinlanan c¢alismasi ile girmiglerdir [22]. Bu
calismanin ardindan, QTF’ler, bir rezonatdriin en 6nemli parameterelerinden olan,
yuksek kalite faktorine (Q faktort) bagli olarak 6zellikle osilator devrelerinde ve
frekans Olcim sistemlerinde yaygin olarak kullanilarak énemli bir elektronik eleman
haline gelmistir. QTF’lerin yUksek Q faktoru ¢atal diglerinin temel malzemesi olan ve
akustik enerjiyi sinirlandirabilen kuvarsa ve gatal diglerinin simetrisine baglidir [23].
Q faktord, bir rezonatérin sahip oldugu kinetik ve potansiyel enerjilerin birbirine
orani ile ortamin direncine baglidir. Her rezandtor seri bagli direng-induktor-
kapasitor (RLC) devresi olarak modellenebilir. Bu modele bagh olarak Q faktoru

elektriksel olarak asagidaki formul ile ifade edilir;

0= (L.1)

R: Diren¢ degeri
L1: indliktans degeri
Ci: Kapasitans degeri

Goruldagu uzere, bir devredeki enerji kaybi azaldikga Q faktorinin degeri artar. Bu
elektriksel model mekanik bir sisteme ayarlandiginda, R direncinin karsiligi sisteme
kargl koyan surtunme kuvvetidir. Havanin rezan6tor tzerinde olusturdugu surtinme
kuvveti rezanatorin salinimina kargi bir diren¢ olusturur ve Q faktérinde dusus
gozlenir. Bu nedenle QTF’leer ticari olarak ¢atalin hava ile temasini engelleyecek
sekilde bir silindirik sapka ile ylksek vakumla kapatiimis olarak satiimaktadir. (=
10~°Tor) [24]. QTF’lerin yiksek Q faktori, Atomik Kuvvet Mikroskoplarinda (AFM)
angstrom seviyesinde dlcumu sagladidi icin yaygin olarak kullaniimaktadir [25]. Hiz
ve ivme Olgumleri i¢in gyroskop calismalarina da literatirde rastlanmaktadir [25],
[26]. QTF sensorler kullanilarak sivilarin yogunluk élgimlerine yonelik galismalarda
yuksek bagsarim elde edilmistir [24], [27] Bunlarla birlikte; ortamin nemi, sivilarin
viskozitesi, kuvvet, basin¢ ve sicaklik parametrelerinin dlgcimu icin de QTF
sensorlerin kullanildi§i calismalara rastlanmaktadir [14], [28]. [29], [30], [31], [32].



Sekil 1.2 a. QTF sensor sisteminin bilgisayara takilabilir dlgim bolima, b. Ceviricinin
vakum ortami bulunan silindir kapak ile kapali hali, c. QTF’in vakumlu
silindir kapaginin ¢ikartiimis hali

Yapilan tez calismasi kapsaminda kullanilan kuvars akort catali frekans dlgim
sistemi 2016’da yayinlanan Mehmet Altay Unal''n doktora tezi kapsaminda
gelistiriimis olup bir patent basvurusuna sahiptir [33]. Sistem, bir kuvars akort ¢atall,
bu akort catalinin kendisini disaridan sinds sinyali ile uyaran programlanabilir
osilator devresi ile akort catali tarafindan orantili olarak salinan sinus sinyalini
toplayarak genligini ekrana aktaran elektronik birimlerden olugsmaktadir.
Piezoelektrik 0zellige sahip kristaller bir osilator devresi ile kendi dogal titresim
frekanslari olan rezonans frekansinda sinus sinyali sUrldlmesi halinde en ylksek
tepkiyi vermektedirler. Yani kendi Urettigi sinUs sinyali en yuksek genlige sahip
olmaktadir ve e@er kristal Uzerine kultle ilave edilirse, rezonans frekansinda bir
kayma gerceklesecektir ve bu kayma kutle ile orantili olacaktir. Sekil 1.2 ‘de QTF
catali goéziukmektedir. Sekilde cihazin ve QTF’lerin ebatlari kiyaslanarak

gOsterilmisgtir.



1.3.2. Kuvars akort ¢atalinin biyomedikal uygulamalar

Rezonans frekansinda meydana gelen bu kaymanin algilanmasi ile katle
degisiminin algilanabilecegi bir QTF sensor sistemi yapilandirilabilmektedir. Zhang
ve O’'Shea 2003’te 10000000 Hz lik bir QCM ceviricisi ile deneysel olarak
Olcllebilecek kutle miktari 1ng/Hz iken, 32768 HZ'lik bir QTF gevircisi ile deneysel
olarak 1,3 ng/Hz lik bir hassasiyette dlcim yapabildigi teorik ve deneysel olarak
ispatlamistir [27] . Boylece yuksek frekansli QCM (10000000 Hz) ile inilen
hassasiyet (1 ng/Hz), ona goére olduk¢a dusik frekansli QTF (32768 Hz) ile
yakalanabilece@i ortaya konmustur. QTF biyosensdrlerinin literatirde yer almaya
baslamasinin goérulebilecegi bir biyosensor tarihi diyagrami Sekil 1.3’te verilmistir.
Daha once belirtilen QTF sensoér ¢alismalarinin ardindan 2002 yilinda Su vd.’nin
yayinladigi ¢calisma ile QTF biyosensorleri literatirde yer almaya baglamistir [25].
Su vd. bu ¢alismalarinda QTF sensoér kullanarak 1gG tespitini amaclamiglardir ve
QTF sensor ile yaklasik 2 ppm hassasiyete dusebilmislerdir. 2010, 2011 ve 2014
yillarinda Waszczuck vd.'nin QTF biyosensor c¢alismasi yayinlanmistir.
Pseudomonas Aeruginosa icgin antibiyotik aktivitesine bagli biyofilm aktivitesini
Olcmeyi hedefleyen galisma grubu calismalar ise QTF sensoérl ile endotoksin
tespitini hedeflemektedir [34], [35], [36]., Pseudomonas Aeruginosa icin biyofilm
aktivitesi Olgen bir baska ¢alisma ise Otero vd. tarafindan 2013’te yayinlanmistir
[37].

2002 2007
Guil::;:?l?t vd 1976 X. Suvd. C. Yao vd.
: s %Hmanbve 1997 2018
chwarzberg Th. Wink vd. GK Can vd.
1999 2005 2017
1975 SC Jakeway vd. C. Shu-Fang vd. MS Attia vd.
Yellow Springs,
1962 ot Lo 1982
Clark ve Lyons | Shichiri vd.
+ Glikoz Biyosensord | . _ * ’7 vivo G\i.k?z
+ Elektrokimyasal - llk Ticari Biyosensari . o
Cevirici Biyosensor . Elek.tfo.kimyasal . DNA « |l Transferrin Yazey . Gida Kontaminanti
(Amperometrik) + Elektrokimyasal Cevirici Hibridi Plazmon Rezonans Optik Biyosensari
Cevirici (Amperometrik) loridizasyonu Biyosensori + Optik Cevirici
Optik Biyosensori | , Optik Gevirici P!
. = Optik Cevirici
« llk Optik Biyosensor
Patenti + Hepatit B viriis
+ Optik Gevirici . QCM Biyosenséril .
* llk Kuvars Akort . Piezoelektrik . Y“Z‘?B{
. . Catal(QTF) Biyosensori Cevirici Modmklasyonlu

* Ure Biyosensri o « llk Kuvars Kristal + Human IgG Biyosensari QTF Biyosensor
* Elektrokimyasal Gevirici Mikrodenge(QCM)  * Piezoelektrik Cevirici « BSAAlgilayici

(Potansiyometrik) Biyosensori Biyosensor

* Piezoelektrik Gevirici - Piezoelektrik
Cevirici



Sekil 1.3 Biyosensorlerin literatire girisinden itibaren kullanilan gevirici ve tayini
yapilan analitleri gdsteren zaman gizelgesi

Biyoteknolojik sureclerde cevresel sartlarin élgimlerinde farkl tasarimlarda QTF
sensoarlerin kullanilabilecegi gorulmektedir. QTF biyosensor ¢aligsmalari gdéz éninde
tutulursa; monoklonal antikor Uretimi, duslik miktardaki biyolojik analitlerin tespiti
(Kanda dolasan tumor hucreleri vb.), biyolojik yolaklarin belirlenme ¢alismalari gibi
biyoteknoloji ve biyomedikalle ilgili alanlarda, QTF sensoérlerin ciddi kullanim

potansiyelleri olacaktir.
1.4. Elektrokimyasal Hiicre ve Kontrollu Kiitle Gogli Ortami

Bu tez calismasinda elektrokimyasal bir hicre igerisinde kontrolli bir yuk gogu
ortami saglanarak QTF ylUzeyinde kontrolli kitle birikimi gerceklestiriimistir. Bu
deneylerin amaci, QTF sistemindeki frekans kaymasi (Hz) ve kitle birikimi (pg/ng)
arasindaki korelasyonu belirlemektir. Biyosensor olarak kullanilacak olan QTF
sistemlerinde, QTF geviricilerinin yuzeyleri, bir molekull algilamak i¢in ya da yuzeyi
islevsellestirmek icin modifiye edilmelidir. Bu asamada, ylzey aktivasyonu igin
olusturulacak yuzeydeki tabakalar kitle birikimine sebep olmaktadir. Yani frekans
kaymasi ve kutle birikimi (pg/ng) arasindaki korelasyonu belirlemek sensor sistemi
icin o6nemlidir. Bahsedilen asamalarin optimizasyonu, satlrasyonu (doyumu)
engellemek icin bayuk onem tasimaktadir. Aragtirmalar sonucunda, kontrollt kutle
birikimi kullanan herhangi bir elektrokimyasal yontem ya da QTF rezonans frekansi

kaymasi ile katle birikimi belirleyen bir galisma bulunamamistir.

Kltle degisimi ve frkenas kaymalari arasindaki iligkinin belirlenebilmesi igin
oncelikle QTF sensor sisteminden frekans kaymasi sonucunun nasil elde edildigi
aciklanmalidir. QTF rezonans frekansi kaymalari (Af), kitle birikimi olmayan QTF
rezonans frekansindan, kitle birikimi olan QTF resonans frekansinin matematiksel
olarak cikariimasi ile elde edilir. Asagdida verilen Sauerbrey denklemine gore Af,
QTF cevirici yuzeyi Uzerindeki ng cinsinden kutle degisimine (Am) esittir [38].

s=M__Jo__1 1 |k (1.2)

Am 2m  mw3ed pgd

Sekil 1.4.’te ise QTF sensor sisteminden okunan bir drnek ham veri gosterilmistir.

Bu drnekte dlgulen QTF silindir kapagindan yeni ¢ikariimig, Gzerinde kitle birikimi



olmayan bir QTF’tir. Fakat gorllecegi Uzere resonans frekansi tam olarak 32768Hz
degdil yaklasik 32760 HZzZ'tir. Bu durum QTF resonans frekansindaki kaymanin

yalnizca kutle kaymasina bagh olmadigini gosterir.
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Sekil 1.4 QTF frekans Olcim sisteminden okunan ylzeyinde kutle birkimi
yapllmamis QTF rezonans frekansinin ara yizinden okunan ham veri

Sauerbrey’in Formil 1.2’de verilen denkleminde QTF'i etkileyen higbir ortam kosulu
ele alinmamistir. Fakat Mecea vd.’nin yaptigi bir calismada bir QTF kristalinin
rezonans frekansinin etkilendigi 5 parametre oldugu ortaya konmus ve Formul 1.3‘te
verildigi gibi formulize edilmigtir [39]. Goruldigu Uzere QTF sensorun rezonans
frekansini etkileyen parametreler sirasiyla; kitle, sicaklik, gerilim, basing ve gaz
visikozitesidir. Buna gore, i¢erisinde vakum kosullari bulunan silindir kapagindan
cikarilan bir QTF UGzerine biriken kitle miktarini belirlemek icin yalnizca Sauerbrey

esitligi yeterli olmayacaktir.

£, (00 ), e

Bu nedenle bu tez calismasinda 32768HZzlik QTF sensor sisteminde okunan
frekans kaymasi ile QTF Uzerindeki kitle degisimi arasinda bir iligski kurularak QTF
sensor sisteminin dogrulanmasi hedeflenmistir. Bunun igin yapilan hesaplamalar
Faraday’'in birinci ve ikinci elektroliz kanunlarina dayanarak gergeklestirilmistir.

Faraday’in birinci kanuna gore; elektroliz devresinden gegen madde miktari, akan
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elektrik yuku ile dogru orantihdir. Yani, belirli birikim suresinde (t), devreden akan
elektrik yukd (Q) ve akim () arasindaki iligki; Q= | x t denklemi ile
gosterilebilmektedir [40]. Calisma elektrodu Uzerinde biriken kimyasalin molekuler
agirhgr da elektroliz ile gerceklesen birikimin kutlesini, elektrolitten gegen elektrik
miktari gibi dogrudan etkilemektedir. Her madde kendine 6zgu atom agirligina
sahiptir, yani ayni sayidaki atom géz onlnde bulunduruldugunda her bir farkh
madde farkli kUtleye sahiptir. Elektrot Uzerinde biriken atom miktari valans sayisina
baghdir. Ayni miktardaki elektrik ile, valans sayisi azaldikga biriken atom sayisi artar
veya valans sayisi arttikca biriken atom sayisi azalir. Bu nedenle, farkh
elektrolitlerden gegen elektrik veya yuk sabit ise, elektrot izerinde biriken kimyasalin
kutlesi, maddenin atom agirhdi ile dogru, valansi ile ters orantilidir. Faraday’in ikinci
elektroliz kanununa gore ise, farkl elektrolitlerin elektrolizi esnasinda her hicreden
gecen elektrik miktari ayni ise, madde birikiminin kutlesi, maddenin esdeger agirligi
ile dogru orantihdir [41]. Faraday’in bu kanunlarina goére, elektroliz ile gb¢ eden
elektrolitlerin miktari ge¢cen atomun cinsine ve gegen elektron sayisina baglidir. Bu
durumda, indirgenen veya ylkseltgenen atom cinsi ve gegen elektron yani yuk

miktarinin bilindigi kontrolll bir ortam olusturulmasi gerekmektedir.

Bu calismada, bir elektrokimyasal hucre igerisinde kontrolli yuk go¢u ortaminin
saglanmasi igin kulmoteri metodu kullaniimistir. Kulometri, mutlak analitik bir
yontem olarak birgok bilesigin metalini dlgmek igin kullanilabilir. Elektrokimyasal
redoks reaksiyonundaki toplam elektron miktari elde edilmektedir. Fakat,
voltametrik yontemler, elektrot alanini ve analitlerin diflizyon katsayisini gerektirdigi
icin bu avantaji ortaya koyamazlar. Kulometri bu bilgilere ihtiyag duymamaktadir.
Ayrica kulometri yontemi, elektrolizi %100’lUk bir verim ile saglayabilmektedir. Bu
calismada, elektrokimyasal teknik olarak sabit potansiyel kulometri uygulanmigtir.
Sabit potansiyel kulometri, iyonlarinin indirgenmesi veya ylkseltgenmesi icin gerekli
olan elektrik ylikunin (coulomb cinsinden) hesaplanmasi temeline dayanmaktadir.

Entegre akim degerleri, go¢ eden yuk degerini vermektedir [42].

Belirtildigi Uzere, bu tez ¢alismasinda kulometrik yontem ile QTF ylzeyine bakir
indirgenmigtir. QTF’lerin sensor olarak kullanilmaya baslanmasindan dnce kuvars
kristal mikrodengeleyiciler (QCM) en o6nemli kitle algilayici cihazlar olarak

sayllmaktaydi. QCM’ler havadaki ya da sividaki kutle degisimlerini incelemek igin



kullanilabilmektedirler. Bunun yani sira, vakum ortamindan hava veya siviya alinan
QCM’lerin davraniglari degismektedir. Ayni zamanda 1s1, hava veya sivilarin kesme
gerilmesi ve bagka parametreler de QCM'i etkileyebilmektedir, bu yizden her ortam
icin farkli kalibrasyon gerekmektedir. Bu gerekliliklerden dolays, ilk olarak 1990’larda
bir kalibrasyon calismasi bakir elementinin kullaniimasi ile yapilmistir [43], [44].
Ardindan gelen QCM kalibrasyon ¢alismalari da yine bakirin kristal gevirici yuzeyine
elektrodepozisyonu ile kontrolli kuatle birikiminin saglanmasi ile yapilmistir. Bu
sayede bahsedilen c¢alismalarda sensor sistemine entegre edilecek QCM
ceviricilerinin hassasiyeti ve ¢alisma araliklari belirlenmistir [45], [46], [47]. QTF ise
QCM’e gore daha yeni bir gevirici olmakla beraber, daha stabil ve hassastir. Fakat,
QTF’ler igin de benzer kalibrasyon galismalarinin yapiimasi gerekmektedir. Sunulan
tez galismasinin bu asamasinda belirtilen gegmis QCM kalibrasyon ¢alismalarindan
calismasi gergeklestiriimistir. Bunun i¢in daha once belirtildigi gibi elektrokimyasal
bir hucre igerisinde kontrolli yuk gocu ortami saglanilarak kontrollt bir bigimde bakir
QTF  ylzeyine  indirgenmigtir. Hedeflenen  kalibrasyon  g¢alismasinin
gerceklestiriimesini saglamasinin yaninda bakir (bir gecis metali) sensérlerin ya da
biyosensorlerin c¢eviricilerinin elektrokimyasal aktivitelerini arttirmak igin birgok
calismada kullanilabilme potansiyeline sahiptir. Bakir ile modifiye edilmis geviriciler
seckin Ozellikler elde edebilirler. Buna 6rnek olarak ylzey alaninin arttiriimasi, kutle
gecisi ve elektrokimyasal kataliz gibi ozellikler verilebilir. Bu 6zelliklere ek olarak,
bakir ile modifiye edilmis geviriciler diger materyaller ile (nanotlpler, grafen) ya da
ceviricilerle uyumludurlar ve bu bir¢ok biyomedikal uygulamada kullanilabilir. Sonug¢
olarak bakir ile modifiye edilmis QTF ceviricileri ileride, biyolojik materyalleri
algilayacak sensoarlerin Uretiminde de tercih edilebilir [48], [49], [50].

1.5. Transferrin Onemi ve Tayini i¢in Biyosensor Yapilandiriimasi

Bu tez calismasinda QTF sensor sisteminin biyosensor olarak yapilandiriimasi
hedeflenmigstir. Calismanin bu agsamasinda transferrin proteininin tayinini yapacak
bir QTF biyosensor sistemi geligtirilmesi icin deneyler yapilmistir. Transferrin demir
eksikligi anemisi gibi hastaliklar ve birgok molekuler mekanizmada yer almasi
bakimindan énem tasimaktadir. Cok hicreli canhlarda demir iyonunun besinlerden

alinarak organizmanin diger hucrelerine tasinmasi yuksek bir éneme sahiptir.

10



Transferrin proteini, pH’ya bagh olarak demir tutucu ve salici bir 6zellige sahiptir. Bu
mekanizma ortam asidiklestiginde, transferrine bagli olan demir molekdllerinin
salinimi prensibi ile calismaktadir [51]. Transferrin proteini, bir molekul basina iki
demir atomu tagiyabilmektedir [52]. Normal sartlar altinda, vicuttaki bir demir
eksikligi durumunda transferrin proteini ifadesi, dolayisiyla Gretimi artmaktadir [53].
Serumdaki transferrin proteini eksikligi, demir eksikligi anemisi hastaliginda yaygin
gorulen bir eksikliktir [54] . Hastalik diginda birgok molekller mekanizmada,
serumdaki transferrin molekili oranlarinin degistigi  gértimektedir. Ornegin,
enflamasyon boélgelerinde, transferrin molekil miktarinin, plazma protein sizintilari
oldugundan arttigi1 gértlmektedir [54]. Bunun disinda timus ve periferdeki T-hicresi
uretiminin ilk asamalarinda transferrin proteini ve reseptorunin buyuk rol oynadigi
gOrulmektedir [55]. In vitro organ kultir modeli olarak, bdbrek olusumunda da
ortamdaki transferrin proteini ve reseptorinin buylk bir éneme sahip oldugu
gorulmektedir [56]. Transferrin proteinin bitlin bu 6zellikleri, molekulin dnemli bir
biyobelirte¢ oldugunu gostermektedir, bu da bu ¢alismada hedef protein olarak
secilmesindeki en onemli sebeptir. Literatirde transferrin tayini icin biyosensor
geligtiriimesi rastlanmaktadir. Cizelge 1.1'de

g¢alismalarina Bu caligmalar

Ozetlenmigtir.

Cizelge 1.1. Literaturde rastlanan transferrin tayini igin gelistirilen biyosensor
sistemleri

Sensor Tipi Algilama Limiti Yazar yil Ref.
Piezoelektrik 10 — 102 E. Prusak-
. . . ma/mL sochaczewski ve J. 1990 [57]
Immuinosensor g H. T. Luong
i Kapasitf | 4 55 _ 75ng/mL T. Yin vd. 2005 | [58]
mmunosensor
i Optk 1 51- 20 ug/mL X. Liu vd. 2005 | [59]
mmunosensor
Yuzey Plazmon 0,0375-40.00 J. Zhang vd. 2012 [60]
Rezonans Mg/mL
Yuzey Plazmon
R 0-5,228 yM S. Chen vd. 2016 [61]
esonans
Yuzey Plazmon 4,4nM (0,34
Rezonans ug/mL) Y. Mayang vd. 2017 [62]
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Cizelge 1.1’de ozetlendigi gibi literatlrde farkli yaksalimlarla transferrin tayini igin
biyosensor gelistirme calismalari bulunmaktadir, ancak kitle hassas QTF

ceviricisini kullanan herhangi bir biyosensor ¢alismasina rastlanmamistir.

Bahseldildigi gibi, QTF’ler immulino-assay ve biyosensor sistemlerinde
kullaniimaktadirlar. Immuno-assay ya da biyosensoér yapilandiriimasindaki genel
yaklasim, cevirici yluzeyi aktivasyonu ile bir biyomolekulin immobilizasyonun
saglanmasi ve ardindan analitin algilanmasidir. Genel olarak sensor sistemlerinde
kullanilan taniyici biyomolekuller antikorlar ya da DNA zincirlerdir. Antikorlarin ideal
olarak agir zincirlerinden yuzeye tutuklanmasi (dtzenli dizilim) hedeflenir bu sayede
antikorlarin aktif bolgelerinin antijen ile etkilesime agik birakilmasi saglanir. Bunun
yaninda homojen olarak yalnizca antikor molekullerinin yizeye tutuklanmasi
beklenir. Cevirici yuzeyine antikor tutuklanmasi icin gesitli yaklagimlar vardir ve iki
grupta ele alinabilir: (i) rastgele dizilim, (ii) dizenli dizilim. Cizelge 1.2’de bahsedilen
duzenli ve rastgele dizilimlerde antikor tutuklama yaklasimlarina literatlirden

ornekler listelenmigtir.

Cizelge 1.2. Biyosensor yuzeylerine dizenli ve rastgele antikor dizilimleri ile antikor
tutuklama stratejilerinin literattir érnekleri

Rastgele Antikor Tutuklama Startejileri Dizenli Antikor Tutuklama Stratejileri
Yontem Referans Yontem Referans
Hidrofobik ve elektrostatik [63] Protein A vel/veya Protein | [63], [64],
etkilesimler B ile kaplanmis cevirici [65], [66]
Siilfat Dekstran kaplanmis [64] Kobalt yiklenmis [67]
gevirici iminodiasetik asit resin
Polianilin  kapli  polpropilen [65] Alumina fosfat [68]
kaplanmis cevirici kompleksleri
siyanojen bromur (CNBr) [69] Fosfolipidler  kullanan, [70]
Langmuir Blodgett filmleri

Rastgele dizilimde, genel olarak gevirici yuzeyine herhangi bir aktivasyon protokolu
uygulanmaz. Bu nedenle yuzeye antikorlar, kovalent veya kovalent olmayan
baglanmalara, molekuller arasi elektrostatik, hidrofobik/hidrofilik etkilesimlere bagh
olarak tutuklanir ve heterojen, rastgele dizilimlere sahiptir. Rastgele dizilim

stratejileri genel olarak bir yuzey aktivasyonu protokolune ihtiyag duymadigi igin
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uygulama kolayligi ve malzeme kullanimi agisindan avantaj saglamaktadir. Ancak
purisuz yuzeylerde adsorpsiyonun gergeklesmesi zorlasacagl igin bazi
calismalarda  ylzeyin  puruzlulestirimesi  gibi  aktivasyon  calismalari
gerceklestirilmigtir [71], [72]. Rastgele dizilimin, antikorlarin anitjen baglanma
bdlgelerinin acgikta ve/veya antijen baglanmalarina uygun pozisyonda olmamasi,
protein denatlrasyonu ve zayif baglanmalar nedeni ile biyosensér sisteminin
hassasiyetini zaman icerisinde kaybetmesi (dusuk stabilite) gibi dezavantajlari
vardir [73]. Sekil 1.5’te gorulebilecegi gibi antikorlar antijen baglanma bolgelerinden
yuzeye tutuklanabilir veya Ustlste binmelerden dolayi antijen baglanma bolgeleri

kapanabilir.

b.

Sekil 1.5 Rastgele dizilim ile antikorlarin gevirici ylzeyine tutuklanmasi, a. Antijen
baglanma bodlgelerinden yuzeye tutuklanmalar, b. Ustuste binmelerden
dolay! antijen baglanma bolgelerinin kapandigdi tutuklanmalar

Diger bir yaklasim ise bahsedildigi gibi dizenli antikor dizilimi ile antikor
tutuklamasidir. Duzenli dizilimler ile antikorlarin agir zincirinden yuzeye
tutuklanmasi, antijen baglanma bdlgeleri agikta kalmasi ve Ust Uste binmelerin
azalmasi saglanir. Bu sayede biyosensorin hassasiyeti ve segiciligi arttirilir. Ayrica
rastgele dizilim stratejisinde oldugu gibi antikor denatlrasyonu ihtimalini dusurdugu
icin biyosensorde yuksek stabilite saglar. Sekil 1.6.’te goruldugu gibi diuzenli dizilim
genellikle kovalent baglar ve antikorun agir zincirindeki gruplar (CH2 ve CH3) ile

yuzey aktivasyonunda kullanilan molekul arasindaki afiniteden faydalanilir.
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Yizey
) Aktivasyon
Ajani

I;ill‘?{

Sekil 1.6. Duzenli antikor dizilimi startejileri

Goruldagu Gzere yuzey aktivasyonu igin birgok yaklasim vardir. Yizey aktivasyonu
icin bir ydntem , tiyofen-3-boronik asit (T3BA) mono-tabakalarini kullanmaktadir
[74]. Boronik asit ve sakkarit afinitesi bilinmektedir. Antikorlarin agir zincirinde
bulunan CH2 zincirleri ile boronik asit afinitesi sayesinde duzenli antikor dizilimi ile
tutuklama gergeklestirilebilmektedir [75], [76]. Park vd. T3BA kullanarak, QCM
ceviricisi Uzerinde kendiliginden olusmus tek-tabakalar (SAM) olusturmuslardir [74].
Liao vd. ise baski devre elektrodu (screen printed electrode, SPE) Uzerinde SAM-
T3BA kullanarak HRP konjuge antiFab IgG immobilize etmislerdir[77]. Bu tez
calismasinda, QTF yluzeyleri 6nemli bir biyobelirte¢ olan transferrinin antikorunun,

yani anti-transferrin (TRC-2) tutuklanmasi i¢in T3BA ile aktive edilmistir (Sekil 1.7).

s @ Tiyofen-3-Boronik
| m——) Asit (T3BA)

Sekil 1.7 T3BA ylzey aktivasyon ajani ile duzenli antikor dizilimi

Cizelge 1.1’te 6zetlenen transferrin tayini yapan biyosensoér calismalarinda antikor
tutuklama stratejileri igin ylzey aktivasyonu yaklagsimlarinin avantajlari ve
dezavantajlan Cizelge 1.3’te listelenmigtir. Verilen bu farkh tip transferrin tayini
yapan biyosensorlerden hepsi yuzey aktivasyonu yaklasimlarinda duzenli antikor
dizilimini hedeflemisti. Bu sayede ylksek hassasiyetli biyosensorler
gelistirmiglerdir. Ancak, verilen tum aktivasyon protokollerinin Cizelge 1.3’te
Ozetlendigi gibi, ¢cok fazla malzeme kullanimi, uzun uygulama sureleri ve birden

fazla aktivasyon adimi gibi dezavantajlari vardir. Bunlarin yaninda ise T3BA
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aktivasyon protokolu ile tek adimda, ¢ok daha kisa bekleme sureleri ve daha az ve

dusuk maliyetli malzemelerin kullaniimasi ile aktivasyon gergeklestirilebilmektedir.

Cizelge 1.3. Antikor tutuklama igin yuzey aktivasyonu yontemlerinin kargilastiriimasi

Yuzey Ak".‘.’?.s yon Avantajlar Dezavantajlar Referans
Molekdulu
Protein A nin
Protein A (Adsorpsiyon ile) Duzenl_l gn_tlkor a.c:isorpswonunda gevirici 57]
dizilimi ylzeyine zayif baglar
olusturmasi
Sensor hassasiyetinin
Protein A (Gluteraldehitile) | Duzeniiantikor | adsorpsiyon ile Protein A 57]
dizilimi ylzey aktivasyonuna
kiyasla disus
2-merkaptoetilamin (MEA) ve Duzenli antikor ka uzun ve zahmeti
; R ylzey aktivasyon [59]
staphylococcal protein A dizilimi .
protokolleri
Cok adimh ylzey
aktivasyon protokolleri,
Merkaptoasetik asit (MAA) D“ZGT".' _an_tlkor geviricl yuzeyinin [58]
dizilimi aktivasyon igin kimyasal
ve fiziksel hazirlanma
suregleri
Altin Nanorod (AuNR) Duzenli antikor Birden fazla ylzey [60]
kaplanmis grafen oksit (GO) dizilimi aktivasyon adimi
Alkanetinol mono-
tabakalarinin
Diizenli antikor olusturulmasinin ardindan
11-merkaptoundekanoid asit R ester gruplarinin aktive [61]
dizilimi ) S
edilmesi icin baska
aktivasyon adimlari daha
icerir
4-Merkaptofenilboronik asit o Yiizey aktivasyonu igin
(4-MPBA) Dulzenli antikor | uzun bekleme sireleri [62]
dizilimi (yaklasik 14 sa. akis
icerisinde)
.. . . Tek adimda, kisa strede
Duzenli antikor P Bu tez
T3BA I ve az malzeme ile yuzey
dizilimi . calismasi
aktivasyonu

Bu tez calismasinin transferrin tayini yapan QTF biyosensér yapilandiriimasi
asamasinda, her QTF ylzeyi 6nce tiyofen-3-boronik asit (T3BA) ile aktive edilmis,
daha sonrasinda anti-transferrin (TRC-2) antikorlari yuzeye T3BA araciligiyla

tutuklanmigtir.  Sunulan tez c¢alismasinda kullanilan anti-transferrin  (TRC-2)
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saflastirimis Human-Anti-Human Transferrin (TRC-2) temin edilmistir. Saflastiriimis
antikor eldesi i¢in o6ncelikle antikor kaynagi (poliklonal antikor UGretimi icin kan
serumu, monoklonal antikor uretimi icin hibridoma kultur sivisi) santrifujlenir.
Ardindan diyaliz ile protein bu sividan ayrilir. Daha sonra protein fraksiyonlama
yontemi olan kromotografi ile antikorca zengin bir kesim elde edilir. Afinite
kromotografisi ile spesifik antikor segilimi yapilarak saf antikor elde edilmis olur. Bu
sayede yalnizca spesifik bir antijene afinitesi olan antikorlar saflastirilmis olur ve

anikor-antijen afinitesine dayal tayin ¢aligmalarinda yuksek verim saglanir.

Son olarak, tez galismasi kapsaminda tiyofen-3-boronik asit (T3BA) ile ylzey
aktivasyonu gerceklestiriimis ve anti-transferrin  (TRC-2) QTF biyosensoru

transferrin ile etkilesime birakilmis ve performansi dl¢giimustar.
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2. DENEYSEL CALISMA

Deneysel calismalar Sekil 2.1.’de verilen akis semasindaki gibi planlanmistir. ilk
asamadan elektrokimyasal hucre igersinde kontrolli yuk gogu ile QTF yuzeyine
kontrollU kitle birikimi saglanmistir. Ardindan yapilan galismanin dogrulamasi igin
karakterizasyon testleri ve 1Hz degisime esdeger kutle degisimi hesaplanmistir.
ikinci asamada ise, biyosensdr yapilandiriimasi icin QTF yiizey aktivasyonu, antikor

tutuklamasi yapilmis ve son olarak sistemin antijene verdigi cevap test edilmistir.

KLUTOK VdasSd
igerisinde QTF Karakterizasyon (SEM- Frekans Kaymasi ve

A " Kitle Degisimi
Yizeyinde Kontrolll EDX)
Ririkimi Hesaplamalari

T3BA ile Yuzey TG DR Transferrin Cevabi ve

Optimizasyonu ve

Tutuklama Performans Testi

Aktivasyonu

Deney Akis Semasi

Sekil 2.1. Deney akis semasi

2.1. Elektrokimyasal Hiicre ve Kontrolli Kitle Goc¢ii Ortaminda QTF
Kalibrasyonu

2.1.1. Materyal ve metot

Kuvars akort catali geviricileri: CFS-14532768DZFB Citizen Finedevice Co Ltd.
sirketinden satin alinmigtir. Bu c¢eviriciler, vakum altinda kapatiimig silindir kaplar
icerisinde gelmistir. Silindir yapinin ¢api 1.50 mm olup yuksekligi ise 5.10 mm’dir.
Catallarin rezonans frekansi 32768HZz'dir. Bakir nitrat trihidrat Merck sirketinden
satin alinmistir. Glasiyal asetik asit solisyonu ve sodyum asetat trihidrat Sigma
Aldrich sirketinden alinmistir. Elektrokimyasal birikim deneyleri PalmSens4
(Dropsens, Turkiye) cihazi ile gergeklestiriimistir. PalmSens4 USB ve batarya ile

calisan bir potansiyostat, galvanostat ve elektrokimyasal empedans spektroskopi
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(EIS) icin opsiyonel frekans cevap analiz cihazidir. Batin bakir kaplama deneyleri
Ankara Universitesi, Eczacilik Fakdltesi, Analitik Kimya Laboratuvari, PalmSens4
cihazi ile yapilmistir. QTF kiitle hassas sensor sistemi Unal 2016'da agiklandigdi gibi
kurulmusgtur. Bu sistem AD9850, yuksek-hizh DDS c¢ekirdegi ve bir
mikrodenetleyiciden olusmaktadir. Bu sistem hakkinda detayli bilgilere Unal
2016’dan ulasilabilir [33].

2.1.1.1. Elektrokimyasal deney duzenegi

Elektrokimyasal deney duzenegi (Sekil 2.2.), Ag/AgCI referans elektrotu, platinyum
tabaka seklinde bir karsit elektot ve calisma elektrotu olarak QTF c¢eviricilerini
kullanan U¢ elektrotlu sistem iceren konvansiyonel elektrokimyasal bir hlcreden
olugsmaktadir. Hucre pH’si 4.7 olan asetat tamponu igerisinde ¢6zilmus 10mL
0.05M bakir nitrat solusyonu ile doldurulmustur. Her QTF solusyona 2mm
derinliginde daldinimistir. Her QTF’in daldinimasi asamasinda derinligin
standardize edilmesi igin silikon bir stoper kullaniimistir. PalmSens4 potansiyostat
cihazi her elektrokimyasal bakir birikim uygulamasi igin 5sn denge suresine
ayarlanmigtir. Kulometrik bakir indirgenmesi Formual 3.1°de verildigi gibi suda

¢6zunmus bakirin 2 elektron alarak QTF yuzeyine indirgenmesi ile saglanmistir.

CU?*(suda) + 26" — Cu(k) (3.1)

5 /]
e i 1/

B v ceror S [ catoms
Ag/AgCl V ‘ Elektrodu
Referans n‘i | | -QTF

Elektrodu et v

=

PlamSens4 ] ‘I
Manyetik Kanisitirici : [
300 rpm

Sekil 2.2 Elektrokimyasal deney dizenegi: Kullanilan elektrotlar; Ag/AgCl referans
elektrodu, platinyum plaka karsit elektrodu ve calisma elektrodu olarak
QTF cgeviriciler. Cozelti; pH’s1 4.7 olan asetat tampon ¢ozeltisi igerisinde
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10mL, 0.05M bakir nitrat ¢dzeltisi. Potansiyostat; PalmSense4. Manyetik
karigtiric; 300rpm.

Kltle hassas QTF sensor sistemi ile dlgllen frekans sonuglari, dizistu bilgisayar
Uzerinde kolay kullanimli bir arayiiz ile okunmustur (detaylara Unal 2016'dan
ulagilabilir) [33]. Her o6lcim QTF’in rezonans frekansini vermektedir. Rezonans
frekansi ¢ikan sonucgta tepe noktasindan okunmaktadir, tepe noktasi, kayan
frekansin en ylksek genlikte oldugu noktadir (Sekil 2.3.). Frekans farki, modifiye
edilmemis kaplanmamis QTF frekansindan (Fo = 32768Hz), kitle birikmis QTF
frekansi (F1) cikartilarak hesaplanmaktadir. Sistem, veri transferi icin dizistu

bilgisayara bir veri kablosu ile baglidir.

2390
S @
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Sekil 2.3 QTF sensor sisteminden alinan frekans 6lgiim verisi. Kitle birikmis QTF
frekansi (F1); kaplanmamis QTF frekansi (FO).

Her bir QTF baglanti bacaklarinin maniplle edilmek icin kisa olmasi nedeni ile
kullanimi ve uygulamalari kolaylastirmak icin modifiye edilmistir. Her baglanti

bacagina 5cm’lik bakir teller Sekil 2.4.’te goruldugu gibi lehimlenmistir.

Sekil 2.4. QTF ceviricisinin baglanti bacaklari
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2.1.1.2. \Voltaj ve siire optimizasyonu

QTF ylzeyi Uzerindeki bakir birikimi icin optimum birikim potansiyeli ve birikim
suresi, potansiyel ve uygulama sure taramasi ile gergeklestirilmistir. Potansiyel
tarama araligi, bakirin metal yuzeylerdeki potansiyel indirgenme potansiyeli
araligina yakin olmak igin -0.3V ve 0.1V arasinda segcilmistir [78]. Frekans ¢ikarmasi
ve kutle birikim hesaplamalari sonucunda elde edilen veriler ile kutle birikimi ve

frekans iligkisi belirlenmistir.
2.1.1.3. Yuzey karakterizasyonu

Yuzey karakterizasyonu tarayici elektron mikroskopisi (scanning electron
microscopy, SEM) ile hem kaplanmamis QTF’lere hem de yuzey kaplanmis
ceviriciler igin uygulanmigtir. Tarayici Elektron Mikroskopisi Enerji Ayrimli X-Isini
Analizi (energy dispersive X-ray analysis, SEM-EDX) yuzey icerigini belirlemek icin
yapilmisgtir. Analizler 7 - 1,000,000x buyutmeye sahip Carl Zeiss EVO®40 cihazi ile
yapiimigtir.

2.1.1.4. QTF geviricisi lizerinde gozlenen frekans kaymasi ile kutle degisimi

iligkisi

Kulometrik yontem ile elektrokimyasal hicreye secilmis sabit bir potansiyel (V)
uygulanmistir. Secilmis sabit potansiyel, elektrokimyasal hiicrede spontan olmayan
bir reaksiyon olmasini garantiler. QTF gevirici yuzeyleri kulometri ile pH’s1 4.7 olan
asetat tamponu igerisindeki 0.05M bakir ¢ozeltisinden indirgenen bakir ile
kaplanmistir. Bakir iyonlari QTF yuzeyine elektro birikimlendiginde, QTF rezonans
frekanslari, kaplanmamigs QTF frekanslarindan c¢ikartilarak Af elde edilmigtir.
Ardindan Bolum 1.4’te bahsedilen Frarday’in Elelktroliz Kanunlar’ndan yola
cikilarak elde edilen teorik acgiklamalar Formul 3.2’de verildigi gibi

denklemlesgtirilmigtir.
Q X Eq.wt.= Am 3.2
Q: Elektrokimyasal hiicreden gegen yuk

Eq. wt.: indirgenen/ylikseltgenen maddenin esdeger agirhgi
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Am: Kitle degisimi

Verilen denklem bakir igin uygulanmistir (MWcu = 63,54 g/mol).

63,54
Eq.Wt.(Cu) = T = 31,77

Q x 31,77 = Am
2.2. Transferrin Tayini i¢in Kiitle Hassas QTF Biyosensor Yapilandiriimasi
2.2.1. Materyal ve metot

Kuvars akort ¢atali ceviricileri: CFS-14532768DZFB Citizen Finedevice Co Ltd. sirketinden
satin alinmistir. Tiyofen-3-Boronik Asit (Lot # BGBB8189V) ve Methanol Sigma Aldrich
firmasindan alinmistir. Deioznize distile su (ddH,0) BOME Sanayi Uriinleri Dis.Tic.A.S.’den
alinmistir. Kullanilan ddH>O’nun iletkenlik: 0,056 — 0,058 us/cm, direng:17800 — 18100 MQ-
cm, toplam silica: <3000 pg/L, klortr: <1000 ve sodyum:<1000 igerikleri verilmistir. Human-
Anti-Human Transferrin (TRC-2) ve Apo-Human (insan) Serum Transferrin (Sigma Aldrich)
ise TUBITAK MAM, (Gebze, istanbul)da mevcut ¢alisma grubumuzun giclii is birlikler
ierisinde oldugu Dog. Dr. Selma Oztirk, Dr. Ozlem Ertekin araciliiyla alinmigtir. TRC-2
monoklonal antikor Uretimi yontemi ile edilip saflastirilmis olarak alinmistir. Frekans

Olgumleri icin ayni sensor sistemi kullaniimistir [33].
2.2.1.1. Tiyofen-3-boronik asit (T3BA) ile QTF ylizey aktivasyonu

T3BA ile optimum ylzey aktivasyonu protokoli U¢ asamali bir deney ile
kararlastinimistir. Yapilan tim deneylerde QTF’ler yalnizca ¢atal kismi ¢ozelti
icerisinde kalacak sekilde aktivasyon ¢ozeltilerine daldiriimigtir. Ardindan deiyonize
distile su (ddHz0) igerisine yalnizca g¢atal girecek sekilde daldirilip ¢ikarilarak nazik
bir yikama yapilmistir. Her daldirma sonrasi QTF’ler 40°C vakumlu ortamda 30
dakika kurumaya birakilmistir. TUum aktivasyon sonrasi Olgimler bu kurutma
protokoliinin ardindan alinmistir. Oncelikle, iki farkli ¢dziicu igerisindeki T3BA
cozeltilerinin QTF sensoru Uzerindeki etkisi karsilastirilarak uygun ¢oéziiclye karar
verilmigtir. YUzeyi aktive edilmis QTF frekans 6lgim sonuglari, en uygun ¢ozuclye

karar vermek igin karsilastiriimistir. Bunun igin; Protokol I: 10mM T3BA-su ¢ozeltisi,
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6 sa. ve Protokol II: 10mM T3BA-metanol ,6 sa. aktivasyonlari uygulanmis ve
sonuglari karsilastiriimigtir. Ardindan, anti-transferrin (TRC-2)'in immobilizasyonu
icin aktif boronat bolgelerinin farkli yogunluklarda saglanabilmesi icin; Protokol Il
10mM T3BA-metanol ,6 sa. ve Protokol Ill: 20mM T3BA-metanol ,3 sa. ve Protokol
IV: 1ImM T3BA-metanol, 3 sa. aktivasyonlari yapilmis ve sonuglari kargilastiriimistir.
T3BA-metanol ¢ozeltisine QTF daldirma suresi 3 saate dusurulmustar. Verilen
protokollerdeki ¢ozeltiler igin dncelikle stok T3BA c¢ozeltileri hazirlanmistir. Stok
T3BA c¢oOzeltileri, Sigma-Aldrich firmasindan alinan 748633 katalog numaral
“Thiophene-3-boronic acid MIDA ester” tozundan yapilmistir. T3BA MIDA ester
molekuliniin molekul agirligi 239,06 g/mol olarak Sigma-Aldrich firmasindan gelen
materyal bilgilerinde verilmistir. Oncelikle deneyler igin 10mM’ ik T3BA ¢ozeltisi
25mL su igerisinde ve diger 10mM’ ik T3BA ¢odzeltisi 25mL metanol igerisinde
hazirlanmistir. Her bir 10mM’lik ¢dzelti icin hassas terazide 5,9765mg T3BA MIDA
esteri tartiimis ve 25mL’lik su ve metanolde ¢ozilmustir. Daha sonra TmM’hk
T3BA-metanol g¢ozeltisi igcin 10mM T3BA-metanol ¢ozeltisine 1:10°luk seyreltme,

5mL 10mM T3BA-metanol ¢ozeltisi ile 45mL su karistirilarak uygulanmigtir.
2.2.1.2. Antikor (TRC-2) tutuklama

QTF/T3BA ylzeyine anti-transferrin (TRC-2) antikoru daldirma yontemi ile ylzeye
tutuklama gercgeklestiriimistir. T3BA tabakalari ile etkilesime girip tutuklanabilecek
optimum antikor derisimini belirlemek icin iki farkl konsantrasyonda TRC-2 ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Tum tutuklama deneylerinde QTF’ler yalnizca ¢atal kismi ¢dzelti
icerisinde kalacak sekilde c¢ozeltilere 10 dk. sure daldiriimig ardindan kurumaya
birakilmistir. Ardindan deiyonize distile su (ddH20) icerisine yalnizca ¢atal girecek
sekilde daldirlip c¢ikarilarak nazik bir yikama yapilmis ve yeniden kurumaya
birakilmistir. Batan kurutma islemleri oda sicakliginda 30 dk. boyunca bekletiime ile
gerceklestiriimistir ve TRC-2 tutuklama sonrasi tim dl¢gimler kurutma protokollnin
ardindan alinmistir. Oncelikle TRC-2 tutuklamasi bekletme siiresi Park vd.’nin
calismalarindan faydalanilarak 10 dk olarak belirlenmistir [74]. 0,0625 pg/mL-10
pg/mL derigimleri arasindaki deney TRC-2 cozeltileri, 1mg/mL’lik TRC-2 stok
¢Ozeltisinden ddH20 ile seyreltilerek hazirlanmigtir (0,0625 pg/mL, 0,25 pg/mL, 1
pg/mL, 1,25 yg/mL, 1,75 pyg/mL, 2 pg/mL, 2,5 ug/mL, 5 uyg/mL, 10 pg/mL). Verilen
cOzeltiler icin dncelikle TRC-2 stok ¢ozeltisi (Lmg/mL) 50’ser pL’lik alikotlar halinde
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saklanmistir. Deneylerde kullanilan en ylksek antikor derisimi 10ug/mL
oldugundan, ilk olarak 1Tmg/ml (=1000ug/uL)’lik stok ¢ozeltisi 1:100 seyreltilmistir,
bu da 2uL TRC-2 stok ¢ozeltisinin 198 pL ddH20 igerisinde ¢b6zunmesiyle
gerceklestiriimistir. Bu sayede 10ug/mL’lik gozeltiler elde edilmistir. 5 ug/mL’lik TRC-
2 c¢ozeltisi icin 10ug/mL’lik ¢cozelti 1:2 seyreltilmistir, bu da 40uL 10ug/mL TRC-2
¢Ozeltisinin 40uL ddH20 igerisinde ¢éziinmesiyle gercgeklestiriimistir. Bu noktadan
itibaren 2,5ug/mL, 1,25ug/mL TRC-2 ¢ozeltileri icin bir dnceki ¢ozelti kullanilarak
1:2’lik seri dilisyon yapilimistir. Ornegin; 2,5ug/mL’lik ¢dzelti igin 40uL 5ug/mL TRC-
2 ve 40pL ddH20, 1,25ug/mL TRC-2 igin 40ug/mL 2,5ug/mL TRC-2 ve 40uL ddH20
karistinlmistir. 2ug/mL TRC-2 ¢oézeltisi igin, 10ug/mL’lik TRC-2 ¢ozeltisi tekrar
hazirlanmis ve bu ¢ozelti 1:5 seyreltilmistir, bu da 16uL 10ug/mL TRC-2, 64uL
ddH20 igerisinde ¢ozulerek hazirlanmistir. 1ug/mL, 0,25ug/mL ve 0,0625ug/mL’lik
TRC-2 cozeltileri de stok ¢ozelti olarak 2ug/mL’lik TRC-2 kullanilarak 1:2’lik seri
dilisyon ile hazirlanmistir. Ornegin; 1ug/mL TRC-2 icin 40uL 2ug/mL TRC-2 ve
40uL ddH20 karistiriimigtir. 1ug/mL’lik gozelti tekrar 1:2’lik seri dilisyona ugratiimis
ve 0.5ug/mL’lik TRC-2 elde edilmigtir. Daha sonra 0.5ug/mL’lik TRC-2 1:2’lik seri
dilisyona ugratiimis ve 0.25ug/mL TRC-2 elde edilmistir. 0.25ug/mL TRC-2, 1:2’lik
seri dilisyona ugradiginda 0.125ug/mL, 0.125ug/mL 1:2’lik seri dilisyon
yapildiginda ise 0.0625ug/mL’lik TRC-2 c¢ozeltisi elde edilmistir. Yapilan tim
seyreltmeler sonrasinda tuplerde kalan sivi 40uL hacminde esitlenmis ve QTF’ler
40uLl’lik TRC-2 ¢ozeltilerine daldiriimistir.

2.2.1.3. Transferrin cevabi

QTF/T3BA yuzeyine TRC-2 tutuklanmasinin ardindan sensor sisteminin transferrin
cevabl 2 agsamada incelenmistir. Bunun igin ilk asamada, QTF sensor sisteminin
doyum noktasina ulagsma ihtimalini disirmek i¢in kanda bulunan normal transferrin
(4mg/mL) oraninin yaklasik 10 kat seyreltilmis (0.4mg/mL’lik) derisimde transferrin
¢Ozeltileri 1mg/mL’lik stok solisyonundan ddH:O ile seyreltilerek hazirlanmigtir [79].
Bu ¢ozeltilere 0,0625 pg/mL, 0,25 pg/mL, 1 pg/mL, 1,25 uyg/mL, 1.75 pg/mL
derisimlerde antikor tutuklanmig QTF’ler daldiriimigtir. Her daldirma iglemi bir dnceki
daldirmalarda oldugu gibi, QTF’lerin yalnizca ¢atal kisminin ¢ozelti icerisinde
kalacak sekilde 10 dk. bekletiimesi ile gergeklestiriimigtir. Daha sonra, deiyonize

distile su (ddH20) icerisine yalnizca gatal girecek sekilde daldirilip gikarilarak nazik
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bir yikama yapilmis ve yeniden kurumaya birakilmistir Ardindan oda sicakliginda
30 dk. kurutma protokolli uygulanmis ve frekans olgumleri alinmistir. Transferrin
cevabi deney planinin ikinci agamasinda ise 0,0625 pg/mL, 0,25 pg/mL, 1 pg/mL,
1,25 pg/mL ve 1,75 pg/mL derigsimlerde hazirlanmis TRC-2 ¢ozeltileri ile tutuklama
protokolleri uygulanmig, her biri 12’ser QTF iceren setlerden her birinin farkli bir
transferrin  derisimi ile etkilestirimesinin ardindan verdigi frekans cevabi
incelenmigtir. Bu transferrin derisimleri 0,01 pg/mL, 0,1 pyg/mL, 0,4 pg/mL, 1
pg/mL’dir. Bahsedilen derigimlerdeki c¢ozeltiler igin stok transferrin ¢ozeltisi
(1mg/mL) oncelikle 50’ser uL’lik alikotlar halinde ayrilarak saklanmigtir. Kullanilan
en yuksek transferrin derisimi 1ug/mL oldugundan, 1mg/mL’lik transferrin stok
¢Ozeltisine dnce 1:100’lUK bir seyreltme uygulanmis ve 10ug/mL transferrin ¢ozeltisi,
2uL 1mg/mL transferrin ve 198uL ddH20 karistirilarak elde edilmigtir. Daha sonra
10pug/mL’lik transferrin ¢ozeltisine 1:10°luk bir seyreltme uygulanmis ve 1ug/mL
transferrin ¢ozeltisi, 20uL 10ug/mL transferrin ve 180uL ddH20 karistirilarak elde
edilmistir. 0,14pg/mL’lik transferrin ¢ozeltisi igin 1ug/mL’lik transferrin ¢dzeltisine
4:10’'luk bir seyreltme, 32uL 1pg/mL transferrin ¢ozeltisi ile 48uL ddH20
karistinlarak uygulanmistir. 0,1ug/mL’lik transferrin ¢dzeltisi icin ise 1ug/mL
transferrin ¢ozeltisine 1:10’luk bir seyreltme, 8uL 1ug/mL transferrin ¢ozeltisi ile
72uL ddH20 karistirilarak uygulanmigtir ve 0,01ug/mL’lik transferrin ¢ozeltisi igin
0,1ug/mL’lik transferrin ¢ozeltisine 1:10’luk bir seyreltme, 8uL 0,1ug/mL transferrin
¢Ozeltisi ile 72uL ddH20 karistinlarak uygulanmistir. Sonugta ortaya ¢ikan bitin
transferrin ¢ozeltilerinden 40uL hacim kullanilarak, farkh derisimlerde TRC-2

tutuklanmis QTF’ler bu ¢ozeltilere daldiriimistir.
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3. SONUG VE ONERILER

3.1. Elektrokimyasal Hiicre ve Kontrolli Kiitle Gog¢ii Ortaminda QTF

Kalibrasyonu

Bu galismada kuvars akort gatali (QTF) geviriciler, kulometrik bakir birikimi ile bakir
kaplanmigtir. Kulometrik yontemler kullanildiginda, secilmis sabit bir potansiyel (V)
uygulanmalidir. Secilmis sabit potansiyel, elektrokimyasal hlicrede spontan
olmayan bir reaksiyon olmasini garantilemektedir. QTF gevirici yuzeyler kulometri
ile pH’s1 4.7 olan asetat tamponu igerisindeki 0.05M bakir ¢ozeltisi ile kaplanmistir.
Bakir iyonlari QTF ylzeyine elektrobirikimlendiginde, QTF rezonans frekanslari,

kaplanmamig QTF frekanslarindan ¢ikartilarak Af elde edilmistir.
3.1.1. Kulometrik potansiyel optimizasyonu

Bakir ¢ozeltisi igerisindeki QTF ceviricisi ylzeyindeki bakir birikimi igin optimum
birikme potansiyelini segmek icin, sabit kosullar altinda (pH’si 4.7 olan asetat
tamponu icerisinde 0.05M’lik bakir nitrat c¢ozeltisi, 90 saniye slre) farkli
potansiyellerde potansiyel tarama gergeklestiriimistir. Potansiyel tarama aralgi -
0.3V ve 0.1V arasindadir.

AkUmilasyon Potansiyel Taramasi

830
760
690
620
550
480
410
340
270
200
130

60
-10

AF (HZ)

-0,3 -0,2 -0,1 0 0,1

POTANSIYEL (V)

Sekil 3.1 -0.3V ile 0.1 V arasindaki potansiyellerde, sabit kulometri calisma kosullar
altinda, 90sn, pH’s1 4.7 olan asetat tamponu igerisinde 0.05M bakir nitrat
¢cOzeltisindeki frekans farklari (Af).
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Sekil 3.2’de her bir potansiyel deger icin Af — Q iligki grafiklerini gostermektedir.
Daha fazla kutle birikimi icin daha fazla frekans farki beklenmektedir. Yalnizca -0,1V
sabit potansiyelinde 90sn kulometri elektrobirikim trendleri (Sekil 3.2.c), grafikteki
lineerlikten goriulebilecedi gibi, stabil Af — Q iligkisini gdstermektedir. Sonug olarak,
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olarak secilmigtir. Daha sonraki optimizasyon c¢aligmalari da bu sabit potansiyelde

uygulanmigtir.
3.1.2. Sure optimizasyonu

Siire tarama calismalar iki asamada uygulanmistir. ilk agsamada, 7’'ser QTF’ten
olusan 3 set QTF kulometrik birikime -0,1V altinda, pH’si 4,7 olan asetat
tamponundaki 0.05M bakir nitrat ¢ozeltisinde maruz birakilmigtir. Her bir sette, her
bir QTF i¢in sure 10’ar saniye arttirlmistir (10sn - 70sn). Uygulama sureleri artan
bu deneyde, en dusuk bakir kaplanan QTF, en kisa sure (10sn) birikim uygulanan
QTF olmustur. Fakat batln setler icerisinde en ¢ok bakir birikim saglanan QTF, 70sn
uygulama yapilan QTF degil, 60sn uygulama yapilan QTF’ler olmustur (Cizelge
3.1.). Bu doyumun onemli bir goOstergesidir. Frekans farki hesaplamalar
yapildiginda Cizelge 3.1.’de goruldugu gibi, kararsizlik ve Af degerinde bir artma
g6zlemlenmistir. Bu sonugclar ise QTF ylzeyinde birikmis bakirin doyma noktasina
ulastigini ve daha fazla slire uygulamalarinin ylizeyden soyulma etkisine neden

olacagini desteklemektedir.

Cizelge 3.1. Her bir QTF i¢in 10sn-70sn birikim surelerine gore hesaplanan Af ve Q
degerleri

t (s) Af (Hz) Q (uC)

10 78,80 + 4,61 2044,33 + 337,39
20 93,45 + 59,25 3302,67 + 644,75
30 140,18 + 38,74 4490,67 + 771,82
40 169,21 + 34,47 6191,33 + 1360,62
50 218,82 + 30,34 8124,00 + 2032,91
60 264,17 + 20,11 9431,67 + 989,88
70 191,13 + 33,82 6512,50 + 354,26
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Sekil 3.3 Birikim suresi sirasiyla 10sn, 20sn, 30sn, 40sn, 50sn, 60sn, 70sn, pH’si
4.7 olan asetat tamponundaki 0.05M bakir ¢ozeltisi igerisinde bekletilen
QTFler.

Sure optimizasyonun ikinci asamasinda, her QTF yuzeyi 10’ar saniye sure ile
tabaka tabaka, pH’sl 4.7 olan asetat tamponu icerisinde 0.05M bakir ¢ozeltisi ile
kaplanmigtir. Her bir QTF 7 kere kaplanmis ve Q yuUk indirgenme degerleri
potansiyostat Uzerinden okunmus ve frekans farklari her kaplama asamasi igin
hesaplanmigstir. Her bir 10sn’lik kulometri esnasinda potansiostattan okunan yUk, Af,

ve kitle degisimi hesaplama sonuglari Cizelge 3.2.’de gosterildigi gibidir.
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Sekil 3.4 QTF cevirici ylzeyindeki iyon indirgenmesi sonucu olusan bakir
tabakalandirma grafigi

Sekil 3.3'te goruldugu Gzere; 10’ar saniye kulometrik uygulama sonucunda t - Af
trendi verilmistir. Her sure noktasi, uygulanan asama ile onceki uygulama
asamalarinin toplamini gostermektedir. 60 sn birikim suresinde (10’ar saniyelik 6
asamall tabakalandirmanin toplami) en yuksek miktarda bakir iyon indirgenmesi
g6zlenmistir ve 70sn birikim suresinde ise yukli miktarda bir dusus gozlenmektedir.
QTF yuzeylerini 10’ar saniyelik kulometri ile tabaka tabaka kaplama sonuglari,
optimizasyonun  birinci asamasinda ¢lkan doyma noktasi  sonuglarini
desteklemektedir. 60. saniye tabaka birikim noktasindan sonra bir 10 saniye daha
tabaka indirgenme suresi uygulanmistir. Sekil 3.3.’te verilen degerlerden
gorulebilecedi gibi bakir birikiminde doyum noktasina gelindikten sonra QTF
yuzeyinde bakir birikiminde kayda deger bir dusus oldugu goérulmektedir. Bu sonug
yuzeyde bakirin indirgeyebilecegi aktif bolgenin tamaminin bakir ile kaplanmasi ile
aciklanabilmektedir. Sonug¢ olarak 60sn uygulama suresi, QTF ylUzeyinde bakir
birikimi igin optimum sure olarak belirlenmigtir. Buna ek olarak, Sekil 3.4’te
kulometrik uygulama ile frekans degisimi arasinda gug¢li bir lineer iligski géralmusttr
(R? = 0,996), bu da kulometrik bakir uygulamalarinin tekrarlanabilirligini ve

cogaltilabilirliligini gostermektedir.
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3.1.3. Ylzey karakterizasyonu

QTF yuzeylerinin SEM goéruntileri Sekil 3.5.’te verilmistir ve bu goérintllerde bakir
kaplamalari, kaplanmamis QTF (Sekil 3.5.a) ile kiyaslandigi zaman agik¢a

gorulebilmektedir.

Sekil 3.5 SEM Gorintdleri; a. kaplanmamls QTF, b. 30sn bakir kaplanmis QTF, c.
45sn bakir kaplanmis QTF, d. 60sn bakir kaplanmis QTF (Cdzelti: pH =
4.7, 0.05M bakir (asetat tamponu)), (Bluyutme = 130x)

SEM-EDX analizleri, yapilan modifikasyonlarin karakterizasyonu igin yapiimistir.
Spektra, kaplanmamig QTF’lerin herhangi bir bakir bilesigi icermedigini ve modifiye
edilmis QTF’lerin bakir ile kaplandigini géstermektedir (Sekil 3.6.). Bakirin tepe
noktasi ilk olarak 30 saniye kulometri sonucunda gorulmektedir. Daha sonra 45. ve
60. saniyelerde bakir tepe noktasi artarak devam etmektedir. Bakir tepe noktasi
arttikga, QTF’in kendi bilesiklerin (Si, Pd, Ti) tepe noktalari digsmektedir.

60 saniye birikme suresi asildiktan sonra, 75 ve 95 saniye surelerinde bakir tepe
noktalarinda kayda deg@er bir degisiklik gé6zikmemektedir (Sekil 3.7.). Bu da 60sn
birikim suresinin -0,1V elektrobirikim ile pH’s1 4.7 olan asetat tamponundaki 0.05M

bakir c¢ozeltisinde, bakir kaplamanin doyma noktasi oldugunu gdstermektedir.
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Ayrica, 60 saniye uygulamadan sonra QTF ceviricinin kararsiz bir hale geldigi

goOrulmektedir. Bu sonug, kulometri ¢calismalari sonuglari ile uyumludur.
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Sekil 3.6 SEM-EDX spektrumlari. a) kaplanmamis QTF, b) 30sn bakir kaplanmis
QTF, c) 45sn bakir kaplanmig QTF, d. 60sn bakir kaplanmis QTF, Sag
ust; QTF yuzey elementleri renklendirme haritalar, (Cozelti: pH = 4.7,
0.05M bakir (asetat tamponu))
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Sekil 3.7 a. 60sn, b. 75sn, c. 90sn birikme surelerinde kulometri uygulanmig QTF
SEM-EDX spektrumlari. Sag Ust; QTF yuzey elementleri renklendirme
haritalari, (Cozelti: pH = 4.7, 0.05M bakir (asetat tamponu))
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Sekil 3.8 Artan kulometrik uygulama sureleri ile kaplanan QTF yuzeylerinin SEM-
EDX element analizi.

Bu boélimde aciklandigi Uzere yapilan karakterizasyonda SEM-EDX yontemi

kullaniimistir. Taramali elektron mikroskobu (Scanning Electron Microscoby, SEM),

ornek yuzeyini yuksek enerijili elektronlar ile tarama prensibiyle dayanir. SEM-EDX
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(enerji dagihmi spektrometre) ise, SEM sistemi ile génderilen enerjinin dagiliminin
Olcllmesi prensibi ile ¢alisir. Gonderilen ylksek enerijili elektronun enerjisi ¢carptigi
atomun elektronlarina baglh olarak anarji kaybeder. Burada dagilan enerjinin
Olcllmesi ise spesifik atom tayini yapilmasini saglar. Sekil 3.8.’de Bakir (Cu) miktari
koyu mavi barla gosteriimektedir ve kaplanmamis QTF’te Cu elementi

bulunmamakta ve kaplanma suresine bagli olarak da artmaktadir.

3.1.4. QTF Geviricisi Uzerinde Goézlenen Frekans Kaymasi ile Kiitle Degisimi

lligkisi

Bu calismada kuvars akort ¢atali (QTF) geviriciler, kulometrik bakir birikimi ile bakir
kaplanmistir. Kulometrik yontemler kullanildiginda, secilmis sabit bir potansiyel (V)
uygulanmalidir. Secilmis sabit potansiyel, elektrokimyasal hicrede spontan
olmayan bir reaksiyon olmasini garantilemektedir. QTF gevirici yuzeyler kulometri
ile pH’s1 4.7 olan asetat tamponu icerisindeki 0.05M bakir ¢dzeltisi ile kaplanmistir.
Bakir iyonlari QTF ylzeyine elektro birikimlendiginde, QTF rezonans frekanslari,

kaplanmamis QTF frekanslarindan ¢ikartilarak Af elde edilmigtir.

Bolim 1.4’te bahsedilen teorik agiklamalar Bolum 2.1.1.4’'te aciklandigi gibi bakir
icin uygulanmistir (MWcu = 63.57 g/mol) ve hesaplamalarin sonuglari Cizelge 3.2’de
verilmistir. Bu hesaplamalar frekans kaymalarini ve potansiyostat tGizerinden okunan
yuk verilerini gostermektedir. Hesaplama sonucuna gore QTF sensor sisteminde
okunan 1 Hz frekans kaymasinin yaklasik 0.48786 + 0.21255 ng olarak

belirlenmistir.

Cizelge 3.2 Tabaka tabaka kaplanan QTF’lerin hesaplanan Af, Q ve m degerleri.

QTF1 QTF2 QTF3

t (top)
Af(Hz) | Q(uC) M (ng) Af (Hz) Q (uC) M (ng) Af (Hz) Q (uC) M (ng)

10s 78,93 | 1800 57,204 64,52 1523 | 48,385 83,51 2078 66,018

20s 88,705 | 1737 55,184 10079 2259 | 71,768 | 163,53 | 3004 95,437

30s 134,72 | 2853 90,639 142,76 2339 | 74,310 | 208,17 | 2790 88,638

40s 154,85 | 3188 | 101,282 257,96 1685 | 53532 279,29 | 3224 | 102,426

50s 209,39 | 2634 83,682 280,22 | 2344 | 74,468 | 342,095 | 1614 51,276
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60s 289,59 | 3180 | 101,028 | 315,55 | 2998 | 95,246 | 414,39 | 3082 97,915

70s 335,32 | 2908 92,387 379,81 2629 | 83,523 | 481,57 | 2904 92,260

3.2. Transferrin Tayini i¢in Kltle Hassas QTF Biyosensor Yapilandiriimasi
3.2.1. Qtf yuzey aktivasyonu

Tiyofen-3-boronik asit (T3BA) ile optimum ylzey aktivasyonu protokoll U¢ asamali
bir deney ile kararlastinimistir. Oncelikle, iki farkli ¢dziicli igerisindeki T3BA
¢Ozeltilerinde yuUzeyi aktive edilmis QTF frekans oOlcim sonuglari, en uygun
¢bzuclye karar vermek icin karsilastiriimistir. Daha sonra QTF yuzeyleri optimum
¢Ozuclu ile olusturulan farkli derisimlerdeki T3BA ¢ozeltilerinde farkli stirelerde ylzey
aktivasyonu igin bekletiimis ve sonuglar karsilastinlmistir.  Sekil 3.9.°da 10mM
T3BA-su c¢ozeltisine 6 saat daldinimis (Protokol 1) ve 10mM T3BA-metanol
cOzeltisine 6 saat daldinimis (Protokol 1) QTF yuzeylerinin frekans hesaplamalari
bulunmaktadir. Goérildigl gibi metanol icerisinde ¢ozilen T3BA c¢ozeltisinde
bekletilen QTF ylzeylerinde frekans kaymasi ile katle birikimi gorulmekteyken, su
icerisinde ¢ozunen T3BA c¢odzeltilerinde bekletilen QTF’lerden anlamli frekans
cevabi alinamamistir. Sonu¢ olarak Protokol II'de kullanilan ¢oztclye karar
verilmistir. Cizelge 3.3.'te 10mM derisimde T3BA-metanol ¢dzeltisinde 6 saat ve 3
saatlik QTF ylzey aktivasyon sonuglari gosterilmektedir. Ardindan QTF yuzeyinde
T3BA tabakalarinin yogunlugunu, T3BA’nin yuzeyde mono-tabakalarin olusma
suresini kisaltmadan dugurebilmek icin, ¢ozelti 10 kat seyreltiimistir. Boylece 1mM
T3BA-metanol ¢ozeltisi hazirlanmis ve QTFler 3 saat sure ile ylzey aktivasyonu igin

¢Ozeltiye daldiriimigtir.
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Sekil 3.9 a. Protokol | sonrasi QTF frekans cevabi (Derisim 10mM, Sire: 6sa T3BA-
su ¢Ozeltisi), b. Protokol Il sonrasi QTF frekans cevabi (Derisim 10mM,
Sure: 6sa T3BA-metanol ¢ozeltisi),
Sekil 3.9.a.’da gorllecegi Uzere su ile hazirlanan ¢ozelti ile yapilan aktivasyon
isleminin ardindan sabit bir frekans cevabi alinamazken Sekil 3.9.b.’de metanol ile
hazirlanan ¢ozelti ile aktivasyon sonrasinda bir rezonans frekansi olgilebilmistir.
Bunun sebebi suyun buhalagma stiresinin daha uzun olmasi ve QTF Uzerinde kalan
su molekdullerin dlcim esnasinda hareketi ve buharlagsmasinin olabilecedi
disunulmektedir. Bu asamanin ardindan farkli yogunluklarda T3BA mono-

tabakalari elde edtmek igin, T3BA-metanol ¢ozeltisi ile QTF ylzeyleri farkli
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surelerde aktive edilmis ve sonuglar karsilastiriimistir. Cizelge 3.3."de 10mM T3BA-
metanol ¢dzeltisinde 6 saat (Protokol IlI) ve 3 saatlik (Protokol Ill) QTF ylzey
aktivasyonu sonugclari gosterilmektedir. Goruldugu gibi T3BA tabakalarinin

yogunlugu daldirma suresi azaltildiginda dusmustur.

Cizelge 3.3 Protokol Il ve Protokol Il Frekans ve Kutle Degisimi Sonuclari
Karsilastirmasi (Protokol II: 6 sa, 10mM T3BA-Metanol, Protokol IlI: 3
sa, 10mM T3BA-Metanol)

Aft3ea (6h) Am (nQ) Afrsea (3h) Am (ng)
4.4 2,1466 0,88 0,4293
11,69 5,7047 1,03 0,5025
13,05 6,3666 4,13 2,0149
16,69 8,1424 2,83 1,3782
18,76 9,1523 2,9 1,4148
32,83 16,0164 4,72 2,3003

T3BA mono-tabakalarinin olusma siresini kisaltmadan QTF ylzeyinde olusan
T3BA mono-tabakalarinin yogunlugunu azaltmak igin ise T3BA-metanol ¢dzeltisi 10
kat seyreltiimistir. Boylece 1mM T3BA-metanol c¢ozeltisi hazirlanmis ve QTFler 3
saat sure ile ylizey aktivasyonu igin ¢ozeltiye daldinimistir (Protokol 1V). 10mM ve
1mM’lik T3BA-metanol ¢ozeltileri ile 3 saatlik uygulamalar arasindaki QTF rezonans

kayma karsilastirmasi Sekil 3.10.’da verilmisgtir.

a. QTF Yizey Aktivasyon Protokoll Il (Derigim: 10mM T3BA-
metanol, Sure: 3 saat)
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b. QTF Ylzey Aktivasyon Protokolu IV (Derigim: 1mM T3BA-
metanol, Sire: 3 saat)
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Sekil 3.10 Farkli QTF ylzey aktivasyon protokollerinin karsilastiriimasi, a. Protokol
[ll: 10mM T3BA-metanol 3 sa. ve b. Protokol IV: 1mM T3BA-metanol, 3
sa.

Bu sonugclara gore seyreltme islemi sonunda QTF Gzerindeki T3BA kitle birikiminde
kayda deger bir dusus gerceklesmistir, bu da QTF ceviricilerin doyuma ulasmasina
engel olabilmektedir. Bu protokoller ile yuzeyi aktive edilen QTF’lerin antikor
tutuklamasi gercgeklestirildikten sonraki frekans kayma sonuglarina bagh olarak

optimum protokol, Protokol IV olarak belirlenmistir.
3.2.2. Antikor tutuklama

QTF/T3BA ylzeyine anti-transferrin (TRC-2) antikoru tutuklama deneyleri 10 dk.
daldirma yontemi ile uygulanmigtir. T3BA ylzey aktivasyon protokollerinden en
verimli antikor tutuklamanin gercgeklestigi protokollu belirlemek icin iki asamda
deneyler gerceklestirilmistir. Oncelikle farkli TRC-2 dillisyonu hazirlanmistir ve
TRC-2 immobilizasyon protokolleri T3BA-metanol ile ytzeyi aktive edilmis QTF’lere
10 dakikalik bir sure ile uygulanmistir. TRC-2 tutklamanin ardindan tim QTF’lere
deiyonize distile su ile yilkama yapilmigtir. Cizelge 3.4.’te gorulecegi gibi T3BA
tabakalari ve TRC-2 immunizasyonu ile kuatle birikimi arasinda ters oranti
g6zlemlenmistir. Bu sonuglar da T3BA aktif baglanma boélgelerinde doyuma
ulagildigini gostermektedir. Bu sebeple de T3BA tabakalari arttikgca bloklama

gerceklesmis ve TRC-2’ye bagh frekans kaymalarinda bir disis gézlemlenmisgtir.
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Cizelge 3.4 Protokol Il ile yuzeyi aktive edilmis QTF’lerin frekans kaymalari-kutle
degisimi ve sonra 2ug/mL TRC-2 ¢ozeltisine daldiriimasinin ardindan
okunan frekans kaymalari-kitle degisimi

Aktivasyon sonrasi frekans degisimi ve Antikor tutuklama sonrasi frekans degisimi
hesaplanan kiitle degisimi ve hesaplanan kitle degisimi
Afraga (HZ) AM (ng) Afrrc2 (HZ) AM (ng)
4,4 2,1466 8,185 3,9931
11,69333333 5,7047 7,075 3,4516
13,05 6,3666 6,91 3,3711
16,69 8,1424 4,58 2,2344
18,76 9,1523 1,533333 0,7481
32,83 16,0164 0,91 0,4440

Elde edilen sonuglara goére olusan T3BA tek-tabakalari yogunlugu QTF ylzeyinde
arttikga TRC-2 tutuklanma miktarinda disus gortlmektedir. Bu nedenle Protokol Il
(derisim; 10mM, slre; 6 sa.) yerine Protokol IV (derisim; 1mM sure; 3 sa.) ile yuzey
aktivasyonu gergeklestirilmis QTF’ler 0,0625 ug/mL-10 yg/mL arasinda hazirlanmis
TRC-2 antikor ¢ozeltilerine 10dk daldirma ile antikor tutuklama yapilmasina karar
verilmistir. Bu dilisyonlarda gozlemlenen frekans kayma grafiklerinden ornekler
Sekil 3.11.de verilmigtir.
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1,75 pg/mL Antikor Derigimi
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Sekil 3.11 Kaplanmamig QTF, aktive edilmis (T3BA), antikor (TRC-2) kapl
QTF’lerde rezonans frekansi karsilastirmalari, Antikor derisimleri
sirasiyla a. 0,0625 ug/mL, b. 1,25 uyg/mL ve c. 1,75 yg/mL

Yapilan tutuklama ¢alismalarinin sonuglari Sekil 3.12.’de verilmistir. QTF Uzerinde
en duguk anlaml frekans kaymasi ve en yuksek anlamli frekans kaymasi gozlenen
derisim araligi segilmigtir (0.0625 pg/mL 2 pg/mL). Optimum antikor derigimin

belirlenmesi daha yuksek antijen baglanmalari saglayabilecegi icin onemlidir.

Antikor Derigsimine Bagl Frekans Kaymasi
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Sekil 3.12. Antikor derigiminin optimizasyonu
3.2.3. Transferrin QTF biyosensori i¢in kalibrasyon egrisi

Analiz edilmesi hedeflenen transferrin molekulinun etkilesimi deneyleri iki asamada

gerceklestiriimistir. Optimum antikor miktarinin belirlenmesinde etkili olan bu
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adimlardan ilki farkli antikor dilisyonlarinda kaplanmis QTF’lerin sabit derisimde
antijen ile etkilestiriimesidir. Bu adim igin kanda bulunan normal transferrin
(4mg/mL) oraninin yaklasik 10 kat seyreltimis (0.4mg/mL’lik) dilisyonlarda
transferrin ¢ozeltileri hazirlanmistir. Her bir QTF/T3BA/TRC-2 10 dakikalik daldirma
protokolu ile 0.4mg/mL’lik transferin ¢ozeltisine daldiriimigtir. Sekil 3.13.’te verilen
frekans Ol¢gim grafiklerinde go6zlemlebilecegi gibi QTF ylzeyine tutuklanan
antikorlara baglanan transferrine bagh gézlemlenen frekans kaymalari artan antikor
konsantrasyonlari ile artig gostermigtir. Buna bagh olarak TRC-2 derisimi ile
transferrine bagli frekans kaymasi arasinda bir lineer iliski gézlemlenmistir (R? =
0,940). Sonug olarak artan antikor miktari ile QTF ylzeyine baglanan antijen

derigiminin arttigi sdylenebilmektedir.

Antikor Dilisyonuna Bagli Antijen Etkilesimi Frekans Kaymasi
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Sekil 3.13 Frekans kayma hesaplamalarina gére TRC-2 ¢ozelti dilusyon araligi.
T3BA modifikasyonu: 1mM T3BA-metanol ¢ozeltisi icerisinde 3 saat
daldirma. TRC-2’nin en yluksek kutle birikimi 2 pg/mL derisiminde
gozlemlenmistir.

Bu adimin ardindan, sabit antikor derigsimlerinde kaplanmis QTF’ler 1 mg/mL, 0.4
mg/mL, 0.1mg/mL, 0.01 mg/mL antijen derisimlerinde 10 dk etkilesime birakiimigtir.
0.01 mg/mL’nin altindaki derisimlerde etkilesime birakilan QTF’lerden bir frekans
cevabi alinamamistir. Sonugclar Sekil 3.14.’te verilmistir. Bu sonuclara bakilarak en
gucla lineer iligki 1,25 pg/mL antikor derisiminde kaplanmis QTF’lerin artan degisen

miktarlarda antijen derisimleri etkilesiminde tespit edilmistir (R?= 0,991).
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Sekil 3.14’te verilen her iki durum igin sensor hassasiyeti egimden yola ¢ikilarak
hesaplanmig ve en dusuk derisimde (0,0625 pg/mL) antikor ile farkh antijen
derigimlerinin etkilesimi sonucunda ortaya c¢ikan kalibrasyon grafigi icin 0,31
Hz/ug/mL. En yluksek derisimde (1,25 ug/mL) antikor ile farkli derigsimlerde antijen
etkilesimi sonucundaki kalibrasyon grafigi igin ise hassasiyet 2,31 Hz/ug/mL olarak

hesaplanmigtir.

Antikor Derisimi: 0,0625 pg/mL
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Antikor Derisimi: 1,25 ug/mL
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N
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Sekil 3.14 Sabit antikor dilisyonlarinda bekletiimis QTF’lerin dedisen antijen
miktarlari ile etkilesimi frekans degisimi sonuglari. a. TRC-2 derigimi:
0,0625 pg/mL, b. TRC-2 derigimi: 0,25 pg/mL

1,25 pg/mL antikor derigsiminde kaplanmisg farkli QTF’lerin T3BA yuzey aktivasyonu,
TRC-2 tutuklanmasi ve degisen miktarlarda antijen derisimleri ile etkilesiminin

yarattigi frekans degisimleri sonuglarindan bir 6rnek Sekil 3.15.’te verilmistir.
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Sekil 3.15 1,25 ug/mL antikor derisiminde kaplanmis QTF’lerin T3BA ile
aktivasyonu, TRC-2 tutuklanmasi ve 1mg/mL derigsimde antijen ile
etkilesimi sonuglari

Bu tez calismasi sonucunda ilk olarak kontrolli bir go¢ ortaminda kutle birikimi
saglanarak bir QTF sensor sisteminin 1 Hz frekans kaymasinin esdeger oldugu
kitle degisimi ng cinsinden ifade edilmistir. Bunun yaninda kullanilan 32768 HZz'lik
QTF’lerin stabil calisma sinin 0,32926 + 0,16183 — 98,063 = 2,00946 ng
belirlenmistir. Sabit frekansta ve ylksek Q faktorine bagh ylksek stabilite gdsteren
QTF’lerin kiUtle hassas bir sensor olarak islevselligi ortaya konmustur. Tez
calismasinda aciklandigi gibi Faraday’'in Elektroliz Kanunlar’'ndan yararlanilarak
elektrokimyasal htcre icerisinde kulometrik yontemle kontrolli olarak indirgenen
bakir kitlesi hesaplanmistir. Ardindan hesaplanan bu kuatle birikiminin QTF’te
yarattigl frekans kaymasi arasinda bir iligki kurulmus ve sonug olarak 1 Hz frekans
kaymasinin 0,48786 + 0,21255 ng kutle degisimini gosterdigi belirlenmigtir. Yapilan
deneylerin sonucunda yuzeydeki kuatle birikimini dogrulamak adina SEM
goruntulemesi ve SEM-EDX yontemi kullaniimigtir. Butun bunlarin yaninda Dr.
Mehmet Altay Unal’in ¢alismasinda gelistirdigi QTF sensor sisteminin hizli, yiiksek

hassasiyete sahip bir kitle hassas Olgum sistemi oldugu dogrulanmistir.

Yapilan galigmanin ikinci asamasinda QTF geviricilerinin ylzeyinin aktive edilerek
antikor tutuklanmasinin ardindan antijen cevaplari incelenip performans
degerlendiriimesi yapilmasi ile bir biyosensor sistemi yapilandiriimasi 6n ¢alisma

verileri toplanmigtir. Biyosensor sisteminin algilayici tabakasi olan anti-transferrin
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antikorunun ylUzeye tutuklanabilmesi igin tek basamakta aktive edilmigtir. Tiyofen-3-
boronik asit aktivasyon ajani ile QTF ylzeyi aktive edilmistir. Aktivasyon protokolleri
sonucunda dusuk T3BA yogunlugunda daha vyuksek antikor tutuklanmasi
gozlemlenmistir. Bu durum yuzeyde T3BA katmanlarinin olugsmadigi bdlgelerde
acikta kalan QTF yuzeyinde nonspesifik antikor adsorpsiyonu olduguna isaret
etmektedir. Bu nedenle, gelecek calismalarda bu 6n veriden vyararlanilarak
geligtirilen biyosensor sisteminde yuksek spesifite saglamak adina T3BA yuzey
aktivasyonu adiminin ardindan bir bloklama adimi protokole eklenecektir. Bunun
icin QTF ylUzeyinin Ti ve Pd’dan olusan ylzeyine ydnlenen ve protein baglanmasini
bloke edecek bir molekll secilecektir. Bu sayede ylzeyde olusan boronat
katmanlari ile anitkorlarin agir zincirlerindeki CH2 zincirleri arasindaki afiniteden
faydalanilarak yluzeye antikor tutuklanmasi gerceklestirildigi kesilestiriimis olacaktir.
Yuzeyde antikor tutuklamasi gerceklestirildikten sonra sistemin transferrin cevabi
incelendiginde ise QTF sensor sisteminin T3BA’'ya hedeflenmis antikor veya non-
spesifik baglanmis antikorlara transferrin baglanmasi ile bir frekans cevabi
gozlemlenerek c¢alismanin  amaci olan bir biyosenor yapilandiriimasi

gerceklestiriimistir ve bir kalitatif biyosensoér yapilandiriimasini ortaya koymaktadir.

Yapilandirilan sistem Cizelge 1.1’de verilen g¢alismalarda gelistrilmis transferrin
biyosensorlerine kiyasla daha dusuk maliyetli ve tek kullanimlik geviricilere sahiptir.
Tek kullanimlik geviricili bir biyosensoér yapilandirmasinin, tekrar tekrar kullanilan
ceviricilerde gozlenebilen ve sensor cevabinin dogrulugunu etkileyen “hafiza etkisi”
gibi dezavantajlari yoktur. Bunlarin yaninda Cizelge 1.1’de verildigi gibi transferrin
tayinin igin agirhkh olarak optik — ylzey plazmon rezonansi yontemi kullaniimistir.
Yuzey plazmon rezonansi ile yapilan tayinler 1s1gin metalik bir yizeyden yansimasi
prensibine dayanir. Metalik bir ylzey saglamak igin biyolojik 6rnekler metal
nanopartikuller ile aktive edilir. Bunun icin en yaygin kullanilan nanopartiktller ise
altindir. Bu da sistemin maliyetini arttirmaktadir. E. Prusak-sochaczewski ve J. H.
T. Luong’un ¢alismalarinda kullanilan QCM ceviricisi QTF ¢eviricisine kiyasla ¢ok
daha pahalidir [57]. Bunlarin yaninda, transferrin tayini icin yapilandirilan QTF
biyosensdrunin taginabilir olmasi in situ tayin saglamaktadir. Son olarak galismada
kullanilan human-anti-human transferrin antikoru bahsedildigi gibi TUBITAK MAM,
(Gebze, istanbulydan. Dr. Selma Oztiirk, Dr. Ozlem Ertekin araciliiyla alinmistir. Bu

sayede yilksek oranda yerli bir biyosensér yapilandiriimasi gerceklestirilmistir. ileriki
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calismalarda non-spesifik adsorpsiyonu engellemek adina yapilacak protokol
degisiklikleri ile kantitatif, ylisek hassasiyet ve segicilige sahip, dustik maliyetli,

tasinabilir bir kutle hassas QTF sensor sistemi yapilandiriimasi hedeflenmektedir.
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