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Oz
Metiyonin amino asitinden tiireyen bir amino asit olan homosistein, damar hastaliklar1 i¢in 6nemli bir risk faktorii oldugundan hizli ve
ucuz bir yontemle tayini son yillarda iizerinde calisilan ve gittikge artan 6neme sahip bir aragtirma konusudur. Sunulan bu arastirma
kapsaminda, Kuartz Kristal mikrobalans (QCM) yontemi kullanilarak homosisteinin ger¢ek zamanli tayini yapilmistir. QCM teknigi
ozellikle nano diizeylerde bazi maddelerin varliginin nicel ve/veya nitel olarak tespitinde kullanilmaktadir. Kristalin elektrodunun
yiizeyine 0zgiil olarak immobilize edilen taniyict maddenin hedef maddeyi yakaladigi mikrogravimetrik tayin prensibine
dayanmaktadir. Yapilan ¢alismada, kuartz kristal mikroterazi (QCM) teknigi ile homosisteinin sivi ortamda ve siirekli akis sisteminde
gercek zamanli bir yontemle tayini mevcut yontemlere gore daha hizli olarak gergeklestirilmistir. Bu amagla ¢aligmanin ilk asamasinda
altin (Au) elektrotlu kristal yiizeylerinin modifikasyonu gergeklestirilmistir. Yiizey yikama ve aktivasyon isleminden sonra yiizeye
sisteamin ve daha bifonksiyonel bir yapida olan glutaraldehid (GA) baglanmasi gerceklestirilmigtir. GA baglanmis yiizeylere
homosisteini 6zgiil olarak taniyan biyolojik ligand Bovin Serum Albumin (BSA) immobilize edilmistir. En uygun BSA derigimi olarak
0,1 mg/ml se¢ilmistir. Bu BSA ylizey derisimi ile yapilan homosistein baglanma deneyleri ile 0,01-0,5 uM araliginda homosistein
kalibrasyonu gerceklestirilmis ve en diisiik tayin edilebilir deger olarak 0,01 pM yani 10 nM diizeyinde homosistein degeri
belirlenmistir. Boylece bu Onerilen sistemle nanodiizeyde homosistein tayini yapilabilmistir. Calismanin ikinci asamasinda gergek
zamanli (real-time) homosistein dl¢limleri ile yontemin verimliligi, tekrarlanabilirligi ve tayin edilebilecek en diisiikk homosistein
degerinin tespit edilmesi saglanmigtir. Sonugta damar hastaliklarinin 6nemli bir belirteci olan homosisteinin tayininde gelistirilen
sistemin yeni bir yontem olarak kullanim potansiyeli oldugu diistiniilmektedir.
Anahtar Kelimeler: Kuartz kristal mikroterazi (QCM), Homosistein, Yiizey modifikasyonu, Gergek zamanli tayin, Optimizasyon.

Optimization of QCM-Based Homocysteine Nanobiosensor in Real-
Time Detection System

Abstract

Homocysteine, which is a methionine amino acid derived amino acid is an important risk factor for vascular deseases so, its dedection
by a rapid and cheap method is under investigation and is an research theme with gradually increasing importance. In the scope of the
presented study, the real time detection of homocysteine by using Quartz Crystal Microbalance (QCM) method was performed. QCM
technique is used for quantitative and/or qualitative determination of some materials especially which are present in nanoscale levels.
The analysis lies on the microgravimetric analysis where the specific compound attached to the surface of crystal capture the target
compound. The detection of homocysteine with QCM technique in liquid and continuous flow system was achieved in a real time
method faster than other available methods. For the purpose, the modification of gold (Au) crystal surfaces was performed in the first
part of the study. Cystamine was immobilized after surface washing and activation process and then binding of bifunctional
glutaraldenyde (GA) was achieved. Homocysteine specific recognizing biological ligand Bovine Serum Albumin (BSA) was
immobilized to glutaraldehyde coupled surfaces. The most convinient BSA concentration was selected as 0,1 mg/ml. and homocysteine
coupling values was determined and the calibration of homocystein was achieved. Homocysteine calibration curve was realized by
homocysteine coupling experiments with this BSA surface concentration and the minimum detection limit was found as 0,01 uM
which coincide to 10 nM homocysteine value. Hence, homocysteine was detected in nano level in the proposed system. In the second
part of the research, productivity, reproducibility, and minimum detection limit of the method was determined by the experiments of
real-time detection of homocystein. Thus, it is thought that the system developed for the determination of homocysteine, which is an
important marker of vascular diseases, has the potential to be used as a new method.

Keywords: Quartz crystal microbalance (QCM), Homocysteine, Surface modification, Real-time detection, Optimization.
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1. Giris

Nanoteknoloji, Bilim ve Teknolojideki yeni hedeflerin en
onemlilerinden biridir. Nanoteknoloji, boyutlart 100 nm ve daha
kiiciik olan yapilarin olusturulmast ve bu sekilde ozellikleri
onemli derecede degisebilen ¢esitli materyallerin sentezlenmesini
saglar (Tiylek, 2021). Bu materyaller ile degisik uygulamalar i¢in
daha iistiin Ozelliklere sahip polimerik nanokompozitler veya
dendrimeric  biyosensor gibi uygulamalarda  kullanim
tasarlanabilir (Matthews, 1998; Horst, 2020; Shende, 2020).

Homosistein, kiikiirt iceren ve metiyonin esas amino asitten
tiireyen bir amino asittir. Genetik ile diyetetik faktorler ve B
kompleks vitaminleri (folat, B12, B6 gibi) Homosisteinin plazma
diizeylerini  kontrol ederler. Vitamin eksikligi  hiper
homosisteinemia’ya yol acan ana unsurdur ve diizensiz vitamin
alimi, gastrointestinal sistemdeki absorbsiyon azalmasi, B6 ve
B12 vitaminlerine ve folik asite ihtiyacin artmasi and ilag
etkilesimleri gibi nedenlerle de ortaya ¢ikabilir. Yiiksek plazma
homosistein ~ degerleri (>12 pmol/L) sitotoksik olarak
distiniilmektedir ve genel niifusun yiizde 5-10’unda ve damar
bozuklugu olan hastalarin % 40’inda rastlanmaktadir. Son
yillarda, homosisteinin serebral, koroner ve periferik damarlari
etkileyen aterosklerotik damar hastaliklarin bagimsiz bir risk
faktorii oldugu gosterilmistir. Varilan ortak goriis odur ki; damar
bozuklugu olanlar, kalp-damar bozuklugu riski tasiyanlar,
vitamin eksikligi olanlar ve 50 yasin iizerindekilerin homosistein
degerlerinin bilinmesi gerekmektedir.

Serum/plazmada var olan toplam homosistein tayini igin
cesitli yontemler gelistirilmistir. Bunlarin baslica ve en ¢ok
kullanilan yontemlerden biri yiiksek basinglt sivi kromatografisi
(HPLC) metodudur (Vester, 1991). Fluoresan ajanin kullanildigi
yontemde fluoresan dedektorliit HPLC sistemine ihtiyag vardir ve
fluoresan pargalanma iriinleri, gradient ayirmaya ihtiyag
duyulmas, yiiksek sicaklikta tiirevlendirme ve fluorojenik ajan
olan 7-fluorobenzo-2-okza-1,3-diazol-4-sulfonat (SBD)’in 1518a
hassasligi, zaman ve tecriibeli eleman gerektirmesi gibi zorluk ve
dezavantajlar1 vardir. Elektrokimyasal ve kiitle dedektorlii HPLC

sistemlerinde de dedektdr kararliligi ve pahali olmalari gibi
dezavantajlarla karsilagilmaktadir. Gelistirilen immunoassay
metodlarda ise karsilagilan en biiyiik sorun reaktiflerin pahali
olmasidir (Imai, 1987; Ubbink, 2000). Serum/plazma toplam
homosistein tayini i¢in gelistirilen bir otoanalizor, kemiliiminesan
enzim immiinoassay yontemini kullanmaktadir (Frantzen, 1998).
Yontemde enzimle muamele ve mikroplakalarin muamelesi
olmak iizere iki agamadan olugsmaktadir. Altin nanopartikiil/camsi
karbon elektrodun yiizeyine Homosistein baglayan aptamer
asilanarak aptasensor olusturulmus ve electrokimyasal olarak
diferansiyel puls voltametrisinde homosistein sinyalleri alindigi
rapor edilmistir (Beitollahi, 2020). Anti-Homosistein antikorunun
giimiis kristal ylizeyine immobilizasyonu ve QCM-temelli analiz
ile homosisteinin tayin edilmistir (Ayhan, 2020).

Serumdaki (plazma) homosisteinin Snemli bir bdliimii
plazma proteinleri ile agirlikli olarak da alblimin ile disiilfid
baglar1 aracili@i ile birlesmis olarak bulunmaktadir. Bu oran
saglikli insan serumundaki (plazma) toplam homosisteinin
~70’ini olusturmaktadir (Ueland, 1993). Kandaki homosisteinin
tayinin dogru yapilabilmesi i¢in indirgeyici ajan varliginda
distilfid baglarinin kirilmasi ile proteine bagli homosisteinin agiga
¢ikarilmasi gerekmektedir (Refsum, 1989; Krijt, 2001).
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Toplam homosisteine (tHcy) serbest ve proteine bagli olmak
iizere plazma/serumdaki tiim homosistein tiirlerinin toplami
olarak tamimlanmaktadir. Serum/plazmadaki toplam Hcy
kobalamin veya folat eksikligi olan hastalarda 6nemli Slgiide
artmaktadir ve sadece eksik vitamin ile takviye edildiginde
azalmaktadir. Bu nedenle toplam homosistein teshis ve
eksikliklerin takibi i¢in gerekli olan bir degerdir ve geleneksel
laboratuar analizlerinin zayifligim1 gidermede kullanilabilir.
Ayrica toplam homosistein erken kalp-damar bozukluklar i¢in
tehlike olusturacak bagimsiz bir etkendir. Bu bozukluklar siradan
hastane kimya laboratuarinda toplam homosistein tayinini gerekli
kilmaktadir (Ueland, 1993). Siddetli homosistinuriya erken kalp-
damar bozukluklarina yol agmakta fakat az ve orta
homosistinuriya veya homosistinemiyanin hasta sonuglari kesin
olarak belirlenmemistir. Siddetli homosistinuriyaya neden olan en
biiyiik sebep transiilfiirasyon yolunda sistatiyonin [3-sintazin
dogustan olmamasi veya tam etki gostermemesidir. Beslenme
eksikligi veya diisiik vitamin absorpsiyonu nedeni ile dokudaki
kobalamin (Cbl) ve folat eksikligi de homosistinemiyaya neden
olabilir. Homosistein Cbl-bagli metiyonin sintaz (hayvan
dokularinda yaygindir) ve hepatik betain: homosistein S-
metiltransferaz ile metiyonine doniistiiriilir (Jacobsen, 1989).
Ayrica bobrek yetmezligi, dogustan bozukluk, psikiyatrik
bozukluklar ve hamilelikte yasanan zorluklarin idaresinde
homosistein dl¢limleri onerilmistir (Kellogg, 2005).

Giliniimiizde homosistein tayini analitik olarak ¢ogunlukla
fluoresans, elektrokimyasal ve kiitle dedektorlii yiiksek basingli
stvi kromatografisi, immiinolojik teknikler gibi yOntemlerle
gerceklestirilmektedir. Bahsedilen yontemler gerek o6n islem
gerektirmeleri gerekse islemlerin zahmetli olmasi, egitimli
elemana ihtiyag duyulmasi ve cihazlarin pahali olmasi gibi
nedenlerle uygulamada zorluklarla karsilagilmaktadir. Son
yillarda gelisen nano boyut teknolojisi sayesinde polimerik ve
anorganik malzemeler 6nem kazanmistir. Bu baglamda altin veya

gimiis elektrotlu piezo kristallerin resonans frekansindan
faydalanarak nano diizeyde nitel ve nicel analizler
yapilabilmektedir.

Af= -226x10512 Am/A

Kristal lizerine ilave edilen kiitle (Am), kristalin salinim
frekansinda kaymaya neden olur (Af), ki bu kayma olgiilebilirse
kiitle artis1 yukaridaki basit ifadeyle hesaplanabilir. Bu denklik ilk
kez Sauerbery tarafindan tiiretilmis olup onun adiyla anilmaktadir
(Sauerbrey, 1959; Bunde, 1998). Burada dlgiilen agirlik
degisimleri ng seviyelerinde oldugundan bu sistem biyosensor
uygulamalarina oldukga yatkindir ve uzunca bir siiredir bu amagla
kullanilmakta ve c¢alismalar devam etmektedir. Piezoelektrik
kristallerin rezonans frekansinin 6lgiilmesi igin ticari olarak
mevcut salimim Olgerler kullanilir. Pratik olarak kullanilan
sistemlerde iki salinim devresi yer alir. Her iki devreye de takil
olan kristal benzer 6zelliklerdedir. Ancak birinin (6l¢tim kristali)
sensor olarak kullanilmak {izere ylizey modifikasyonu yapilmis
(ligand takilmis) digerine (referans kristal) ise higbir iglem
uygulanmamistir. Bu ikinci devre sicaklik ve nem etkilerini ve
Olglilecek madde disinda ortamda bulunan diger maddelerin
kristal ile 6zgiil olmayan etkilesimi sonunda ortaya ¢ikacak
girisimlerini en aza indirmek amaciyla kullanilmaktadir.

Kuartz kristal mikrobalans (Quartz Crystal Microbalance,
QCM) farkli biyosensdr uygulamalarinda kullanilan yiiksek
frekansli yiizeydeki degisimlere hassas bir yontemdir (Marx,
2003). Sensor yiizeylerine adsorbe olan tabakalarin rezonans
frekansindaki  (Af) degisimlerin  goriintiilenmesi  temeline

1096



European Journal of Science and Technology

dayanmaktadir. Kuartz kristal mikrobalans (QCM) yoOntemi
uygun modifikasyon ile bir¢ok organofosfor ve karbamat pestisid
tayininde (Karousos, 2002), antijen veya antikor tanimlanmasinda
(Liu, 2004), suni yiizeylerde kan pihtilasma yogunlugu ve immiin
komplement aktivasyonunun (Andersson, 2005) tespiti
caligmalarinda  kullanilmistir.  Kristal — modifikasyonunda
kullanilan yontemlerden bazilar1 sistamine-glutaraldehit yontemi
(Lee, 2005), fiziksel adsorpsiyon, iki tiyoamin ile tiyolleme
metodu ki burada sisteamin ve sistamin altin iizerine kimyasal
sorpsiyon amach kullamlmistir. Tki oksitlenmis dekstran uzatma
kolunun kullanim1 gibi yontemlerle anti-Human Serum albumin
(HSA) immobilize edip HSA tayininde kullanarak karsilastiran
caligmalar mevcuttur (Liu, 2001). Kuartz kristal mikroterazi
sisteminin sivida veya akis sisteminde farkli arastirma ve
uygulamalar1 mevcuttur (Liu, 2003, a; Lee, 2005; Zhang, 2008;
Ozalp, 2015; Bereli, 2020; Yilmaz, 2021).

Siirekli Sistemde ise Kuartz kristal mikroterazi sisteminin
stvida veya akis sisteminde farkli arastirma ve uygulamalari
mevcuttur. Cozeltide IgG ile histidin arasindaki iliski kuartz
kristal mikroterazi biyosensor ile gergek zamanli olarak tayin
edilmistir (Liu, 2003,a,). Calismada akis enjeksiyonlu ¢alisan bir
sistemde yapilan yiizey modifikasyonlar1 sonrasinda kristal
histidin ¢ozeltisine daldirilmistir ve IgG enjekte edilerek frekans
degisimi incelenmistir. Protein ve kiigilk molekiillii tibbi
kimyasallar arasindaki etkilesim kuartz kristal biyosensor ile
gercek zamanli olarak gdzlenmistir (Tanaka, 2001; Liu, 2003,b).
S1vi ortamda bir viral hastalik olan BEF ’nin viriisiiniin tespiti akis
tipli kuartz kristal mikroterazi immiinosensdr ile aragtirilmistir
(Lee, 2005). Heparin ve antitropbin III arasindaki etkilesim kuartz
kristal mikroterazi elektrod yiizeyi poli(glisidil metakrilat) film
ile kaplandiktan sonra incelenmistir (Zhang, 2004). Heparin
immobilizasyonu sonrasi antitrombin III etkilesimi akis
enjeksiyonu sonrasi frekans degisimi ile incelenmistir. Yine ayni
iki molekiil arasindaki iligki kristal yiizeyinde nanoaltin olusumu
in situ biiylime izlendikten sonra incelenmistir (Zhang, 2008).
Vibrio parahaemolyticus’un oligoniikleotitlerinden tayini icin
QCM kristal yilizeyi plazma modifikasyonu ile hexametildisilazan

kullanilarak modifiye edilmistir (Chen, 2007). Bdylece
olusturulan araylizey ile altin nanopartikiillerin
oligoniikleotedlerle baglanmast saglanmistir. Insan serum

albumin (HSA) {izerine ilaglarin baglanma bolgelerini belirlemek
amac1 ile basit ve etkile bir yontem gelistirilmistir. Bilirubinin
bagimsiz olarak baglanmasi veya yarismali yer degistirmesinden
yararlanilarak akis enjeksiyonlu analiz-kuartz kristal mikroterazi
(FIA-QCM) kullanmilmistir. Bagimsiz ve yarigmali baglanma
gercek zamanli olarak goriintiilenmigtir. Sonuglar ilag ve HSA
arasindaki hareketli etkilesimi goriintiilemek i¢in FIA-QCM’in
dogru bir yaklasim olabilecegini gostermistir.  Ustelik
isaretlemeye gerek olmadan ilag baglanma bdlgelerini de gergek
zamanli olarak belirlemek miimkiin olabilecektir (Zhang, 2008).
Son yillarda yapilan bagka bir ¢aligmada genetigi degistirilmis
organizmalarin  (GMO) gorilintiilenmesi hedeflenmistir. Bu
amagla AcMV 358 promoter diziliminin hibridizasyonunun tayini
icin kiitleye hassas kuartz kristal mikroterazi (QCM)-temelli
DNA biyoalgilayic1 gelistirilmistir. Gelistirilen QCM temelli
DNA algilayict GMO’nin goriintiilenmesi igin gercek zamanli,
isaretleme yapmadan ve dogrudan tespiti igin umut verici
sonuglar elde edilmistir (Karamollaoglu, 2009). Kuartz kristal
mikroterizi ve elektrokimyasal impedans spektroskopi yontemleri
birlestirilerek altin ve platin elektrodlar {izerine BSA
adsorpsiyonu  incelenmis ve farkli pH  degerlerinde
elektrokimyasal ve yiizey yapilarinin degistigi tespit edilmistir
(Xie, 2003).
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Bu arastirma kapsaminda, siirekli sistem akig hiicreli Kuartz
Kristal mikrobalans (QCM) yontemi kullanilarak homosistein
tayini gerceklestirilmistir. Proje kapsaminda Onerilen calismada
altin piezo kristal elektrodlar1 yiizeylerine yapilacak temizleme,
modifikasyon ve biyolojik molekiil immobilizasyonu sonrast sivi
akis ortaminda Sl¢lim yapilarak klinik laboratuar kosullarina daha
uygun bir ortamda analiz imkéani elde edilmistir. Calismada ilk
asamada  quartz  kristal  ylizeylerinin = modifikasyonu
gerceklestirilmigtir. Bu baglamda altin (Au) elektrodlu piezo
kristaller kullanilmigtir. Yiizey yikama igleminden sonra yiizeye
sisteamin immobilizasyonu, daha sonra sisteamin {izerine
bifonksiyonel glutaraldehid (GA) baglanmasi ger¢eklestirilmistir.
GA baglanmuis ylizeylere homosistein ile disiilfit baglar1 yapan bir
molekiil olan albiimin (BSA) baglanmas1 saglanarak kalibrasyon
dogrusunun olusturulmasindan sonra yontemin verimliligi ve
tekrarlanabilirligi tespit edilmistir. Ayrica tayin edilebilecek en
diisiik homosistein degeri belirlenerek yontemin kullanilabilecegi
en disiik alt sinir degeri tespit edilmistir. Boylece homosisteinin
hizli, daha ucuz ve 6n islemleri azaltilmis olarak ayni elektrodun
tekrarlanarak kullanilmasina olanak verecek bir yontemle tayini
amaglanmigtir.

2. Materyal ve Metot

Aragtirmada  kullanilan ~ kimyasal = maddeler ticari
kaynaklardan temin edilmistir. H>SO4: % 30 H>0,, sisteamin,
glutaraldehit, BSA, Homosistein, glisin Merck’ten satin
almmustir. Diger biitiin kimyasal maddeler analitik safliktadir.
QCM200 Kuartz Kristal Mikroterazi sistemi ve 5 MHz AT kesimli
1“ alin QCM ¢ipler SRS®den satin almmigtir. Deneysel
caligmalarin biitiin asamalarinda Merck Millipore ultrapure (type
1) Direct-Q® 8 UV ile saflagtirilmis su kullamlmstir.

2.1. Yiizey modifikasyon islemleri
Biyolojik molekiil immobilizasyonu oncesi islemler

Calisma kapsaminda piezo kristal ylizeyine Homosistein
tayini ic¢in tamiyici ligand kimyasal olarak tutuklanmigtir.
Homosisteini  taniyacak biyolojik molekiilin  baglanmasi
oncesinde yapilan 6n islemler asagidaki gibi gerceklestirilmis ve
Sekil 1’de sematik olarak verilmistir (Ayhan, 2014).

2.1.1. Yiizey temizligi

QCM’in altin elektrodun iki yiizeyine sicak Piranha ¢ozeltisi
(derisik H,SO4: % 30 H20,, 3:1 v/v, 5ul) eklenmis ve 5 dak
beklenmistir. Distile su ile yikanan kristal yiizeylerine ayni1 islem
tekrar uygulanmigtir. Tekrar distile su ile yikanan yiizeyler etiivde
37°C’de yaklasik 30 dakika kurutulmus elektrodun frekans degeri
okunmus ve baslangi¢ frekansi olarak kayit edilmistir (Herne,
1997; Liu, 2004; Lee, 2005).

2.1.2. Sisteamin Immobilizasyonu

Kuartz kristallerin ylizey temizleme asamasindan sonra
kristal ~ yiizeylerine  Sisteamin  (C,H;NS)  baglanmasi
gerceklestirilmigtir. Sisteamin molekiilii bir tiyol (SH) ve birde
amin (NH) olmak iizere iki fonksiyonel uca sahip bifonksiyonel
bir molekiildiir. Yumusak baz olan sisteamin molekiiliiniin bu
Ozelliginden yararlanilarak tiyol ucundan, gene yumusak asit olan
Au kristal yiizeyinden tutturulmus ve diger amin ucu fonksiyonel
olarak bagka bag icin hazir tutulmustur (Laibinis, 1991;
Likogiani, 2006). Bu amagla, 18 mM derisimde sisteamin, fosfat
tamponunda (0,01 M pH=7) (Na,HPO4/NaH,PO4) ¢oziilmiistiir.
Kristaller 30 dakika siireyle elde edilen ¢ozelti iginde karanlik
ortamda etkilestirilmis ve siire sonunda deiyonize suyla 15 dakika
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boyunca yikanmigtir. Yikama isleminden sonra kurutularak
frekans degerleri Ol¢iilmiistiir.

2.1.3. Glutaraldehit (GA) immobilizasyonu

Sisteamin bagli kuartz kristallerin {izerine uzatma kolu
(spacer arm) takilmasi amaciyla yine bifonksiyonel 6zellige sahip
olan gluteraldehit (COH(CH,);COH) kullanilmigtir. Burada amag
sisteaminin serbest olan amin ucu ile gluteraldehitin aldehit
uclarmin reaksiyona girmesi ve sift bazi reaksiyonu ile imin
olusumu ile baglanmalarinin saglanmasidir (Hou, 1991fl. Bunun
icin sisteamin bagl kuartz kristaller 0,01 M sodyum
tetraborat/HCl tamponu ile

pH: 8.2°de % 3 (h/h) glutaraldehit ile etkilestirilmistir. Kristaller
reaksiyon ortaminda 30 dakika siireyle tutulmus ve siire sonunda
ultra saf suile 15 dakika boyunca yikanmistir. Yikama isleminden
sonra kurutularak frekans degerleri 6l¢iilmiistiir.

2.2. Bovine Serum Albumin immobilizasyonu

QCM sensor ylizeyinde olusan tiyol ve aldehit olusumu
saglandiktan sonra kristal oda sicakliginda farkli derisimlerde
BSA c¢ozeltilerine (pH 5 fosfat tamponunda, (pI (BSA) 4.7))
daldirilarak 2 saat bekletilmistir. BSA derigimi 0,1 mg/mL olacak
sekilde ve dnce PBS ile daha sonra da deiyonize su ile yikanarak
kurutulduktan sonra frekansi Ol¢iilmiistiir (Ayhan, 2014). Son
asamada acikta kalan aktif bolgeleri kapatmak amaci ile QCM
sensorii 30 dakika siire ile 100 mM glisin ile etkilestirilmis ve
once PBS ile daha sonra da deiyonize su ile yikanarak yine
kurutulduktan sonra frekans 6lglilmiistiir.

2.3. Siirekli akis sisteminde Homosistein tayini

2 s
= + Pirhana Cozeltisi mumfm- = o + SH{(CH,),-NH, sl
=\ 2 | 2)2 2
i \ ﬁ. , g Sisteamin
B =
/0N H & |
A O | i I o
’E"‘ —SH-(CHz)z—?—0=(f—(CH2)3—C=O e o
=\ H H i\
Sisteamin ve Glutaraldehid Bagh Yiizey
o A
S/ u
; ) | —SH—(CH;)Z—T_— O=(|Z——(CH2)3——C=0 + BSA sl
2\ H H

|
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Arastirma  kapsaminda taniyict  ligand  tutuklanmasi
asamasindan sonra homosistein tayini calismalar1
gerceklestirilmigtir. Caligma i¢in homosistein 50 pmol/L stok
¢ozeltisi (pH 7.4, 0,01 M PBS) hazirlanarak deney asamalarinda
bu ¢ozeltiden seyreltmeler yapilarak deneyler gergeklestirilmistir.
Homosistein ¢ozeltisi kullanilmadigt zaman +4°C’de bekletilmis
ve kullanim siiresi bir hafta olacak sekilde ¢alisilmistir. BSA
immobilize edilmis QCM sensor akis hiicresine yerlestirildikten
sonra 0.01 M PBS (pH 7.4) ¢ozeltisini kullanarak 100 pnL/dak akis
hizinda siirekli sistemde belli derisimde homosistein igeren
¢ozeltiden 100 pL verilmistir

Farkli derigimler i¢in baglanma egrileri olusturulmustir. Her
derisim i¢in gozlenen frekans farkindan yararlanilarak
kalibrasyon dogrusu olusturulmustir. Hazirlanan farkli derisimler
icin de frekans farklari tespit edilmistir. Gozlenen frekans farki ile
hazirlanan dogrudan yararlanarak derisim tespit edilmistir.
Boylece akis enjeksiyonlu siirekli sistemin  verimliligi
belirlenmistir. Benzer sekilde belli derisimden iki kez
tekrarlanarak tekrarlanabilirlik yiizdesi elde edilmistir. Ayrica
tayin edilebilen en diisiik homosistein derigimi belirlenmistir. Giin
ici ve glinler arasi tekrarlanabilirlik dl¢iimleri ile de yontemin
verimliliginin belirlenmistir. Bir baglanma deneyinden sonra
enjeksiyon vanasindan 600ul glisine: Cl ¢ozeltisi (100 mmol/L,
pH 2.5) verilerek reseptor tabakadaki bagli biyomolekiilleri ve
serbest baglanma bolgeleri sonraki baglanma ic¢in hazir hale
getirilmistir (Liu, 2003,a; Liu, 2004; Lee, 2005). Kullanilmadig:
zaman kuartz kristaller +4°C’de bekletilmistir. Deneyler oda
sicakliginda gerceklestirilmistir. Deneysel sonuglar en az ii¢
degerin ortalamasi olarak verilmistir. Ayrica biyolojik molekdil
immobilizasyonu oncesi kristal homosistein ile etkilestirilerek
0zgiil olmayan etkilesim olup olmadig: da incelenmistir.

— SH-(CH,),-NH,

Altn Yiizeyi

Sisteamin Bagh Yiizey

Glutaraldehid H
—— SH-(CHy), NH; + 0=C~(CH,);~C-0
H

X Sisteamin Bagh Yiizey

Altmn Yiizeyi

fo — SH-(CH,);- N — 0=C~(CH,);~C=0
‘ N
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Sekil 1. Yiizey Modifikasyon Islemlerinin Asamalarinin Sematik Géosterimi.

3. Arastirma Sonugclari ve Tartisma

3.1. Biyolojik molekiil immobilizasyonu

Yiizey temizligi veya modifikasyonu agsamasinda altin
elektrodlu kristallerde yaklagik 7045 Hz’lik frekans kaymalar
gbzlenmistir. Bu asamada yiizeylerin temizlendigi ve genellikle
de hidrofilik o6zellik gosterdigi bilinmektedir. Bu durumun
literatiir ile de uyumlu oldugu gorilmiistir (Ayhan, 2008).
Sisteamin Immobilizasyonu asamasinda ise 8+1 Hz araliginda
frekans  kaymalart  bulunmustur.  Glutaraldehit  (GA)
Immobilizasyonu kisminda Sisteamin immobilize kuartz
kristallerin iizerine uzatma kolu (spacer arm) takilmasi amaciyla
yine  bifonksiyonel ozellige sahip olan gluteraldehit
(COH(CH»);COH) kullanilmigtir. Bu asamada ise yaklasik
ortalama 12+1 Hz frekans kaymasi gézlenmistir. BSA baglanmasi
asamasinda ise 40+3 Hz lik kayma gozlenmistir. Elde edilen toplu
sonuglar Sekil 2°de sunulmustur. QCM sensor yiizeyinde aldehit
olusumu saglandiktan sonra kristal oda sicakliginda 0,1 mg/mL
derisiminde BSA ¢o6zeltisine pH 5 fosfat tamponuna daldirilarak
2 saat bekletilmistir.

Yapilan bir aragtirmada 0.3 mg/ml BSA derisiminin yiizey
doygunluk derisimine kargilik geldigi bulunmustur (Liu, 2003).
Bu nedenle g¢aligmanin sunum asamasinda denenmesi diisiiniilen
0,2-1 mg/ml araliginda yapilacak deneylerle doygunluk
noktasinin tespitinin zor olacagindan BSA derisimi ¢ok daha
diisiik degerlerde secilmistir. Daha yiiksek BSA derisimleri (0,5
ve 1 mg/ml) i¢in de deneyler gerceklestirilmis ve okunan frekans
farki degerlerinde dnemli degisimler gdzlenmemistir. Bu sonuca

gore elektrot yiizeylerinin doygunluk degerine ulastigi kabul
edilmistir. BSA derisimi olarak 0,1 mg/ml yiizeyin BSA molekiilii
acisindan zengin ve sonraki asamalar i¢in uygun bir ylizey olarak
kabul edilmigtir. Caligmanin devaminda BSA derisimi 0,1 mg/ml

olarak secilmis ve biitiin siirekli sistem deneylerinde
kullanilmustir.
3.2. Siirekli akis sisteminde gercek zamanh

Homosistein tayini

BSA immobilize edilmis QCM sensor akis hiicresine
yerlestirildikten sonra 0.01 M PBS (pH 7.4) ¢ozeltisini kullanarak
100 pL/dak akig hizinda siirekli sistemde 4 farkli derigimde
homosistein igeren ¢ozeltilerden 100 pL  siirekli sisteme
enjeksiyon ile verilmistir. Calisma kapsaminda segilen ve
kullanilan homosistein derigimleri 0.01, 0.05, 0.1, 0.5 ve 1.0 uM
(pmol/L) dir.

Her enjeksiyon sonrasi siirekli sistemin yatigkin duruma
gelmesi beklenerek frekans degerleri okunmustur (Sekil 3). Akis
sirasindaki sistemin gosterdigi belli bir frekans degeri oldugundan
homosistein enjeksiyonu sonrasinda okunan frekans degerinden
sistemin frekans degeri ¢ikarillarak her derisim ic¢in frekans
farklart hesaplanmigtir. Hesaplanan bu frekans farklar
derisimlere karsi grafige alinarak elde edilen noktalardan bir
dogru gegirildiginde elde edilen kalibrasyon egrisi iyi bir
dogrusallik  gostermekte  ve  determinasyon  katsayisi
(y=86,6x+10,05) R>=0.9971 olarak hesaplanmustir.

Homosistein igin se¢gmis oldugumuz derisim araliginin
stirekli sistemde ¢aligilabilecek bir aralik oldugunu ifade etmistir.

Pirhana Sisteamin Glutaraldehid BSA
Cozeltisiileislem Baglanmasi Baglanmasi Baglanmasi
G  — | l
| l | |
-10 - -8
-12
'§~.
=) -20
£
& -30
o
-
§ - -40
T .50 -
-60 - ||
-70 ’/ _-.0

Sekil 2. Yiizey Temizligi, Sisteamin, GA ve BSA Baglanmas: Frekans Degisim (AF) Degerleri.
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Sekil 3. Homosistein Derisiminin Frekans Degisim (AF) Degerleri.

Calismanin bundan sonraki agamalarinda bu derisim aralig1
kullanilarak siirekli sistem de gercek zamanli homosistein

Olciimleri  gergeklestirilmistir. ~ Calismanin ~ basmaklarina
geemeden  Once  siirekli  sistemin  verim  hesabi1 da
gerceklestirilmigtir.

Derigimi 0,2 uM olarak hazirlanan bir homosistein ¢6zeltisini
elde edilen dogru dekleminden hesaplarsak 27,32 Hz
bulunmaktadir. Ayn1 ¢ozelti siirekli sisteme enjekte edildiginde
elde edilen frekans kayma degeri 27 Hz olarak dl¢lilmiistiir.

27Hz /27,32 Hz x 100 = % 98,8

Diger bir denemede ise derigimi 0,3 pM olarak hazirlanan bir
homosistein  ¢dzeltisini  elde edilen dogru dekleminden
hesaplarsak 35,98 Hz bulunmaktadir. Ayni ¢ozelti siirekli sisteme
enjekte edildiginde elde edilen frekans kayma degeri 35 Hz olarak
Olglilmiistiir.

35Hz /35,98 Hz x 100 = % 97,27
Ortalama verim (98,8+97,27)/2 = % 98,04

Ilk ve ikinci &lgiimlerde elde degerlerin % verim hesabi
yapilip ortalamasit alindiginda kalibrasyonu yapilan siirekli
sistemin yaklasik % 98 gibi yiliksek bir verim ile ¢alistig
bulunmustur.

3.3. Ger¢ek zamanh dl¢iimlerin yapilmasi

Akis sirasinda homosistein enjeksiyonu ile elde edilen
kalibrasyon dogrusu ve diger Ol¢iimler sirasinda takip edilen
yontemler asagida belrtildigi sekilde gergeklesmistir. Bu amagla
oncelikle 0,01 uM homosistein derisiminde ¢6zelti hazirlanmis ve
100 pLt/dak akis hizi olan sisteme enjekte edilmistir. Bu
enjeksiyon i¢in Oncelikle sistemin yatiskin duruma gelmesi
beklenmis (yaklasik %2 saat) yatigkin durum frekansi belirlenmis
ardindan 100 pLt 6rnek akis sistemine enjekte edilmistir (Sekil 4.
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Sekil 4. 0,01 WM homosistein derigimi i¢in zamana karsi akig sistemindeki davranist.
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0,05 WM homosistein derisimi i¢in zamana karst akis sistemindeki davranigi.
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Sekil 6. 0,1 uM homosistein derisimi i¢in zamana karst akis sistemindeki davranigi.

0,5 uM ve 100 uLt/dak akisl sistem
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Sekil 7. 0,5 WM homosistein derisimi igcin zamana karsi akis sistemindeki davranig.

Ormnek sisteme enjekte edilikten sonra frekans diisiisleri
Glisin-HCI
homosisteinin baglandig1 bdlgelerden koparilmasi saglanarak
degerlerinin baslangic noktalarina

saptanmis ve daha sonra

Olciilen frekans
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enjekte

edilerek

yani

elektrodun yatigkin durum frekansina gelmesi beklenmistir. Bu
durum olustugunda ise ikinci homosistein enjeksiyonu ve
ardindan ikinci Glisin-HCl enjeksiyonu ile aym durumlarin
tekrarlanmasi saglanmistir.
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Calismanin bundan sonraki asamalarinda homosisteninin
diger derisimleri icin de benzer sekilde deneyler
gergeklestirilmigtir. 0,05 uM homosistein derigim i¢in yapilan
benzer ¢alismada elde edilen grafik Sekil 5°de sunulmaktadir.
Sekilden goriilecegi gibi yatigkin durum sirasinda yapilan 1. ve 2.
homosistein enjeksiyonlarinda yaklagik 60-75 Hz’lik bir frekans
disiisti  gozlenmistir. Aynt  sekilde 1. ve 2. Glisin-HCI
enjeksiyonlarinda da sistemin yatiskin durum frekans degerlerine
tekrar ulagmugtir.

0,1 uM homosistein derigim i¢in yapilan benzer ¢aligmada
elde edilen grafik Sekil 6’da sunulmaktadir. Sekilde de yatigkin
durum sirasinda yapilan 1. ve 2. homosistein enjeksiyonlarinda
yaklasik 100-110 Hz’lik bir frekans diislisii gozlenmistir. Ayni
sekilde 1. ve 2. Glisin-HCI enjeksiyonlarinda da sistemin yatigkin
durum frekans degerlerine tekrar ulagmistir. 0,5 pM homosistein
derigim i¢in yapilan ¢alismada ise elde edilen grafik Sekil 7°de
sunulmaktadir. Sekilden de goriilecegi gibi yatigkin durum
sirasinda yapilan 1. ve 2. homosistein enjeksiyonlarinda yaklasik
400-450 Hz’lik bir frekans diisiisii gézlenmistir. Ayn1 sekilde 1.
ve 2. Glisin-HCI enjeksiyonlarinda da sistemin yatigkin durum
frekans degerlerine tekrar ulagsmustir.

Calismanin bu asamasinda ise giin i¢i ve giinler arasi
tekrarlanabilirlik deneyleri gergeklestirilmistir. Calismanin son
asamasinda segilen bir homosistein derigimi i¢in giin iginde ve
giinler arasi olmak iizere deneyler gergeklestirilmis ve bu sayede
modifiye edilen bir piezo kristal icin siirekli sistemde kag¢ kez
Olciim yapilabildigi ve hangi hassasiyet sinirlari i¢cinde dlgiimler
yapildigt arastirilmis ve bulunan sonuglar asagida tartisilmistir.
Yukaridaki deneyler sirasinda elde edilen frekans farki 100 Hz
dolaylarinda olan 0,1 pM homosistein derisim degerinde
deneylere devam edilmistir.

Ayni giin i¢inde farkli saatlerde yapilan deneylerden elde
edilen sonuglar Cizelge 1’de verilmistir. Benzer deneyler yine 0,1
uM homosistein derisiminde 6rneklerin farkli giinlerde sisteme
enjekte edilerek deneylere devam edilmistir. Farkli gilinlerde
yapilan deneylerden elde edilen sonuglar ise Cizelge 2’de
verilmektedir.

Cizelge 1°den de goriilecegi gibi ayni giin iginde 24 saate
kadar 6l¢iimler alinmig ve elde edilen frekans kaymasit degeri 101
Hz ile 113 Hz arasinda degisen degerler elde edilmistir. Cizelge 2
den de 120 giine kadar tekrar edilen giinlerarasi deney sonuglari
sunulmustur. Bu degerlerde yine 101 Hz ile 118 Hz arasinda
degisim gostermisti. Hem giin i¢i hem de giinlerarasi gergek
zamanli olarak incelenmis ve insan IgG i¢in en diisiik deger
6.5x10"8 mol L olarak bulunmustur (Liu, 2003, b). Histidine ve
IgG arasindaki etkilesim QCM ile yine ger¢ek zamanli olarak
arastirildiginda insan IgG igin bulunan en diisiik deger 1.3 x107
mol L! olarak belirlenmistir (Liu, 2003b). Sigir gegici humma
viriisiiniin (BEFV) tespiti amaci ile yapilan bir arastirmada 5
pg/ml alt tayin degerine ulasilmigtir (Lee, 2005). Baska bir
arastirmaa tasarlanan elektrokimyasal aptasensor ile 1x10® mol/L
tayin limiti elde edildigi rapor edilmistir =~ QCM-temelli
homosistein analizinde Cizelge 3’te ulasilabilen en disiik tayin
degerleri ve ilgili ¢aligmalar agiklanmusgtir.

Cizelge 1. Giin i¢i tekrarlanabilirlik deneyleri.

Tekrar arahklar
Saat 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10. 11. 12. 24.
Frekans Farki (Hz) | 102 105 110 | 112 | 101 | 103 | 108 | 109 | 101 | 113 | 111 | 102 | 105
Cizelge 2. Giinler arasi tekrarlanabilirlik deneyleri.
Tekrar arahklar:

Giin 1. 2. 3. 4. 5. 6. 7. 15. 30. 45. 60. 90. | 120.
Frekans Farki (Hz) | 112 | 115 | 110 | 102 | 101 104 | 118 | 102 | 111 113 101 106 | 108
Cizelge 3. Farkli ¢calismalarda biyolojik molekiiller icin elde edilen en diisiik tayin degerleri.

En diisiik tayin degeri Arastirma
1x10®% mol/L Homosistein tayini (BSA biyomolekiiliiniin immobilizasyonu ile)
(Bu ¢aligma)
1x10"7 mol/L Homosistein tayini (Homosistein antibadi immobilizasyonu ile)
(Ayhan, 2020)
1x10° mol/L Elektrokimyasal Altin nanopartikiil-aptamer ile Homosistein tayini
(Beitollahi, 2020)
6,510 mol/L Insan IgG tayini Liu, 2003a
1x10° mol/L Human Hey ELISA Kit
1,3x10-7 mol/L Histidin-IgG etkilesimi Liu,2003b
5 ug/mL Sigir gecici humma viriisti Lee, 2005
e-ISSN: 2148-2683 1102
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4. Sonuc¢

Elde edilen bu sonuclara genel olarak bakilacak ve
yorumlanacak olursa Homosisteinin siirekli sistemde tayini igin
elde edilen kalibrasyon grafigi i¢inde kalan tiim derisimler igin
gercek zamanli 6l¢lim sistemi olarak yapilan ve uygulanan piezo
kristalli sensor sistemi basartya ulasmistir.  Calismada
Homosistein igin en diisiik tayin edilebilir deger 1x10 8 mol L
(10 nanoM) olarak bulunmustur.

Sunulan bu ¢aligmada elde edilen sonuglar gostermektedir ki
kuartz kristal mikroterazinin kullanildig: siirekli akis sistemi ile
homosistein ~ tayini  i¢in  yliksek  hassasiyette  bir
NANOBIYOSENSOR yapmak miimkiindiir. Bu nedenle halen
kullanilan sistemler yaninda bir bagka yontem olarak da ele
alinabilir. Elde edilen veriler daha sonraki bilimsel ¢aligsmalar igin
de yol gosterecek niteliktedir.

5. Tesekkiir

Bu caligma TUBITAK tarafindan 108T642 nolu proje ile
maddi olarak desteklenmistir.
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