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TROMBOSIT HUCRE MEMBRANINA ANNEXIN V BAGLANMASININ
PIEZOELEKTRIK ALGILAYICILAR iLE OLCULMESI

Bugra AYAN

Baskent Universitesi Fen Bilimleri Enstitus

Biyomedikal Muhendisligi Anabilim Dal

Trombositler hemostazin saglanmasinda gorev alan kan hucreleridir. Trombositler
endotel digina ciktiginda ya da yabanci bir ylzeyle etkilestiginde pihtilagsma
kaskadi devreye girer. Trombositlerin agregasyona ugramadan onceki formlari
oldukga 6nemli olup, apoptosis dncesi hakkinda bilgi vermesi teshis ve tedavi
sureclerini dolayisi ile hastanin hayatini dogrudan etkilemektedir. Bu amagla erken

trombosit apoptosisi tespiti hayati oneme sahiptir.

Bu c¢alismanin amaci, trombosit aktivasyonu ve erken trombosit apoptosisini
hassas, hizli ve ucuz olarak olgebilen bir sistem gelistirmektir. Bu amagla
piezoelektrik kristallerin ylzey temizligi, hidrofilik ylzey eldesi islemlerinin
ardindan sistamin ve glutaraldehit immobilizasyonu vyapilarak uzatma kolu
olusturulmustur. Erken trombosit apoptosisi taniyici molekili olan Annexin V
immobilizasyonu sonrasi farkli trombosit sayisi igeren kan derisimlerinde deneyler
yapilmistir. Farkl derigsimler Annexin V biyosensorleri ve farkli derisimlerdeki kan
suspansiyonlarindaki frekans degisimi Annexin V konsantrasyonu ve trombosit
sayisiyla orantilidir. Bu sonu¢ AFM ve SEM géruntlleriyle de desteklenmistir.
Gelistirilen piezoelektrik biyosensorle mevcut sistemlere gore hizli, hassas ve ucuz

bir sistemdir.

ANAHTAR SOZCUKLER: biyosensér, annexin V, trombosit aktivasyonu ve
apoptosisi
Danisman: Dog. Dr. Mustafa KOCAKULAK, Baskent Universitesi, Biyomedikal

Muhendisligi Boluma.



ABSTRACT

ANNEXIN V BINDING DETECTION ON THE PLATELET CELL MEMBRANE
WITH PIEZOELECTRIC BIOSENSOR

Bugra AYAN

Baskent University Instute Of Science And Engineering

The Deparment of Biomedical Engineering

Platelets are blood cells that ensure hemostasis. When platelets get out of
endothelium or get in interaction with another surface the coagulation cascade
steps in. Form of platelets just before they expose to aggregation are so critical
and they provide information on pre-apoptosis situation, which directly affects the
diagnosis and treatment processes and thus the life of patient. Therefore,

detection of early platelet apoptosis is of vital importance.

The aim of this study is to develop a system which is capable of measuring the
early platelet apoptosis and platelet activation in an accurate, fast and economic
manner. To that end, after surface cleaning of piezoelectric crystals and obtaining
a hydrophilic surface an extension arm was developed by sistamine and
glutaraldehide immobilization. After immobilization of Annexin V which is
responsible for detection of early platelet apoptosis several tests were conducted
with blood concentrations with different platelet numbers. The said different
concentrations are proportional to the Annexin V biosensors and the change in
frequency at blood suspensions with different concentrations to the Annexin V
concentration and the number of platelets; which results were also supported with
AFM and SEM images. The piezoelectric biosensors newly developed provide a
more accurate, economic and faster system in comparison with the existing

systems.

KEYWORDS: biosensor, annexin V, platelet activation and apoptosis
Advisor: Assoc. Prof.Dr. Mustafa KOCAKULAK, Baskent University, The
Department of Biomedical Engineering.
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1.GiRIS

Trombositler hemostazin saglanmasinda goérev alan kan htcreleridir. Kan endotel
disina c¢iktiginda ya da yabanci bir ylzeyle temas ettiginde trombosit ylzeyinde
tasidiklari glikoprotein (GP) reseptorleri ile endotel alt tabakasindaki kollajen,
fibronektin, von Willebrand faktor (VWWF), trombospondin ve fibrinojene baglanirlar.
Boylece hasar bolgesinde ya da yabanci yuzeyde trombosit adezyonu gergeklesir.
Trombosit reseptorlerinin ilgili ligandlarina baglanmasi trombosit aktiflenmesine yol
acarak Annexin V, Fibrinojen, p-Selektin gibi biyomolekuller sentezlenmektedir. Bu

aktivasyon, trombosit agregasyonundan 6nce oldugu igin tespiti oldukga dnemlidir.

1.1 Galismanin Amaci ve Kapsami

Gunumuzde trombosit aktivasyonu ve erken trombosit apoptosisini cgesitli
yontemlerle dlguimektedir. Ancak bu testlerin yapimi uzun sirdugunden ve cihazi
kullanmayi bilen teknik personele ihtiya¢c duyuldugundan maliyeti artmaktadir.
Gergek zamanli olarak bu dlgimun yapilmasi, kan endotel disina ¢iktiginda ve
trombositlerin biyomalzemelerle etkilesimi hakkinda bilgi vermesi teshis ve tedavi
sureclerini dolayisi ile hastanin hayatini dogrudan etkilemektedir. Batin bunlari
dusuk maliyet ile gerceklestirebilmesi ise sistemin tercih edilebilirligi ve yaygin

kullanimi i¢in avantaj saglamaktadir.

Piezoelektrik  kuvars kristal mikroterazi (QCM) sistemleri biyosensor
¢alismalarinda kullanilabilen ve bu ¢alismada da tercih edilen kitle hassas gevirici
tiradur. QCM c¢ok hassas kutle sensoéri olarak tanimlanabilir. QCM'nin temeli bir
cift elektrot arasina sikistirilmig piezoelektrik AT-kesimli kuvars Kkristaldir.
Elektrotlar bir osilatére baglandiginda ve elektrotlar Gzerine bir AC voltaj
uygulandidinda kuvars kristaller piezoelektrik etkisi sebebiyle rezonans
frekansinda salinima baslamaktadir.

Yapilan calismanin amaci kuvars kristal yuzeyine Annexin V immobilizasyonu
yapilarak trombosit aktivasyonu ve erken trombosit aktivasyonunu hizli, kuantatif,
pratik ve ucuz bir sekilde oOlcen sistem olusturmaktir. QCM sistemleri, kitle

degisimine gore frekans degigimi verdiginden Annexin V ile afinite gOsteren erken



trombosit apoptosisi hucrelerinin sayisi arttikga frekans dusecektir. Calismada bu

ilkeden yararlanilarak apoptosise ugramamis trombositler tespit edilecektir.

2. GENEL BILGILER
2.1 Trombositler

Trombositler; cekirdeksiz, 2-3 um c¢apinda,5-8 fl hacminde, disk bi¢iminde
hemostazin sadlanmasinda primer rol oynayan kan hiicreleridir[1]. 1 mm? kanda
150-400 bin adet bulunan trombositlerin dolagim sistemindeki toplam sayisi
yaklagik bir trilyondur[2]. Kirmizi kemik iligindeki megakaryosit hucrelerinde
olusturulan bu kan hucrelerin yagsam suresi 8-10 gun olup, dalak ve lenf bezlerinde
yok edilir[3]. Trombositlerin sayI ve yapisindaki fonksiyon bozukluklarindan dolayi
bircok hastallk meydana gelmektedir. Bu hastaliklarin teshisinde ve tedavisinde
trombosit fonksiyonu, kan pihtilasma mekanizmasi ve faktérleri énemli bir yer
tutmaktadir[4].

2.1.1 Trombositlerin Yapisal Anatomisi

Cekirdegi ve DNA’sI olmamasina ragmen sitoplazmasinda RNA molekulleri olan
Trombositler, damar yaralanmalarinda endotele yapisarak bir plak olustururlar.
Salgiladiklar trombokinaz enzimiyle kanin pihtilasmasini saglayarak hemostazin

saglanmasinda etkendir.

Trombositler, kirmizi kemik iliginde megakaryositlerin sitoplazmasindan olusur.
Gelisimleri kok hicrenin  megakaryoblasta donisumi, promegakaryosit ve
megakaryosit sirasiyla ilerler. Megakaryositlerin buyuklugu 20-90 mikron olup,

¢ogalmalari endomitozla olur.

Trombositlerin yapisal anatomisi; periferik bodlge, sol-gel bdlgesi, organeller

bdlgesi ve membran bdlgesi olmak Uzere 4 ana baslikta incelenir[5].



v' Periferik Bolge

Periferik bolge plazma membranindan olugsmaktadir. Bu bodlgede ADP
reseptorleri, pihtilagsma faktorleri( I, V, VIII, X, Xll) , trombin, VWF, kollojen,
fibrinojen, fibrin, fibronektin, epinefrin, PAF, tromboksan A2, serotonin
bulunmaktadir. Dis yuzey, birim membran ve membran alti bolge olmak Uzere

uc kisimda incelenmektedir.

e Dis Yuzey: 10-20 nm kalinhginda glikokaliks ve glikoproteince zengin
tabakadan olugsmaktadir. Hucre-hucre ve hicre-damar duvari etkilesimi
reseptorleri bu bolumde bulunur.

e Birim Membran: Diger zarlar gibi fosfolipid bakimindan zengin ¢ift katmanl
lipid tabaka, hucre ici ve hicre disi fizikokimyasal olaylarin ayrilmasi ve
anyon ve katyon pompasi vardir.

e Membranalti bdlge: Anatomik ve fonksiyonel olarak membran
glikoproteinive sitoplazmik filamen sistemiyle dogrudan iliskili yaygin

mikrofilamen agindan olusmustur[6].

v' Sol-gel Boélgesi

Trombosit sitoplazmasi ve kontraktil protein olan aktin agindan olusmus
hidcrenin  bicim ve  Ozelliklerini  saglayan bolumddr. Trombositlerin
aktivasyonuyla mikrotibullle, merkezdeki organeller c¢evresinde halka

olustururlar.
v' Organel Bolgesi

Cesitli depo grandulleri, mitokondri, peroksizom ve lizozom gibi organellerden
olusur. Organeller merkezde yer alip metabolik reaksiyonlar bu bdlgede

gerceklesir.
v" Membran Sistemi

Uzerinde girinti ve gikintilar bulunan agik kanal sistemlerden olugur. Kanallar
hicresel tasinim olaylarinda genis yuzeyler olusturur ve trombosit aktivasyonu

esnasinda yiizeyleri genisler. ikincil membran sistemi olarak calisan dens



tupler prostoglandin sentezinde goérev alir ve kalsiyumlarin depolandigi

bolgedir.

2.1.2 Trombosit Grandiilleri

< Alfa graniiller

Trombositlerde bulunan temel granuller olup her bir trombositte ortalama 50—
80 adet alfa granul igerir. Alfa graniller 300-500 nm c¢apinda olup; ¢ogu
hemostaz ve doku rejenerasyonunda kritk 6neme sahip otuzdan fazla
biyoaktif protein ve buyume faktoru icerirler. Bu biyoaktif protein ve bliyume
faktorlerinin  proteinlerin  bir kismi megakaryosit olgunlasmasi esnasinda
sentezlenirken bazilari da megakaryosit ya da trombosit asamasinda
plazmadan endositoz yoluyla depolanir. Alfa grantllerinde pihtilasma
faktorleri(fibrinojen, faktor V) vWF, Faktor 1V, trombospondin, trombosit

kaynakli baylime faktora bulunur.
% Delta(Dense) granuller

icerisinde ATP, ADP, pirofosfat, sertonin iceren ve plazmadan 100 kat daha
fazla miktarda serotinin bulunan grandller olup ortalama 250-300 nm ¢aptaki
granullerdir. Adezyon ve agregasyondan sonra trombositler pargalanir ve
trombosit faktor I, V, VI, VIII, IX salgilanir. Plazma pihtilasma faktorleri V, |, X,

VIII ve XIII konsantrasyonlari ylkselir[7].
% Lizozomlar

Caplarn 175-250 nm arasinda degisen bu granuller dusuk pH’da hidrolitik
enzimler igerirler. Bu enzimlerin goérevi, plazminin tamir fazindan sonra

bolgedeki pihtiyi eriterek ortadan kaldirmasidir.
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Sekil 2.1 Trombosit hicre kesiti

2.1.3 Trombosit Aktivasyonu ve Apoptosisi

Trombosit hicreleri yabanci bir yluzeyle etkilestiklerinde ya da endotel disina
ciktiklarinda pihtilasma kaskadi dahilinde morfolojisinde degisiklikler meydana
gelir. Bu degisiklikler trombosit aktivasyonuyla baslayarak apoptosise kadar
devam eder. Bu nedenle kanin pihtilagsmadan énceki durumunun bilinmesi birgok

hastaligin teshisinde ve tedavisinde kullaniimaktadir[8-10].

In vivo ortamda kan damarlarinda meydana gelen bir hasar sonucunda
trombositler, diger kan hucreleri ve kollojen, laminin, fibronektin, VWF gibi
ekstraselliler matriks molekullerine adezyona ugrar[11]. Adhezyon sirasinda von
Willebrand faktérinin GPIb reseptdrine baglanarak trombositlerden ADP,
tromboksan A,(TxA,) gibi otoaktivatér ve epinefrin, serotonin gibi vazoaktif
maddelerin salinimi saglar ve On trombosit aktivasyonu baslar. Hasarlanan
endotel cevresinde, kollojen fibrilleri igeren subendotelyal matriks, trombosit

membraninda bulunan GPIIb/llla ve GPIV reseptorleri ile afinite gostererek hicre
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icinde kalsiyum artigina, trombosit granullerinin salinimina neden olurken,
trombositlerin  disk seklindeki yapisi degigir[12-14]. Trombositlerde ¢ikan
uzantilarla trombositlerin birbirine temas ettikleri ylzey artar.  Trombositler
endotelden salgilanan ADP ve TxA. gibi otoaktivatorler araciligiyla aktiflenerek
agregasyon bolgesinde toplanirlar. Agregasyonun ilk asamasi tersinebilirken
sekresyon ve granullerin yapisinda bulunan agonistlerle agregasyon tersinemez
hale gelir[15],[16].

Cizelge 2.1 Trombosit adezyon reseptorleri[17]

Ligand Reseptor
Kollajen GPla/lla, GPIIb/llla, GPIV
Fibrinojen GPlIb/llla
Fibronektin GPIcl/lla, GPIlIb/llla
Trombospondin Vitronektin reseptorl, GPIV
Vitronektin Vitronektin reseptord,
GPIlIb/llla
von Willebrand GPIb/IX, GPlIb/llla
faktorl
Laminin GPIcl/lla
Fosfadilseri(PS) Annexin V

Trombosit aktivasyonunu baglatan agonistler zayif ve gugli olarak siniflanirlar.
Kollojen, trombin gibi gug¢lu agonistler granul sekresyonunu uyarabilirler. ADP
epinefrin gibi zayif agonistler ise kendi baslarina granlil sekresyonunu
uyaramazlar. Ancak agonistler agregasyonu uyarabilirler ve agregasyon
sonucunda sekresyon olabilir. Trombosit membranlari sialik asitge zengin
oldugundan dolay! negatif yukl bulunmaktadir. Ylzeydeki sialik ait miktarinda
azalma meydana gelince, negatif ylikte de azalma meydana gelir ve agregasyon
baslar[18-21].
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Sekil 2.2 Pihtilagsma mekanizmasi

Birgcok trombosit membran reseptorl integrin ailesinde bulunmaktadir. Integrinler
heterodimerik yapidadir. Alfa ve 3 olarak simgelenen iki heterojen alt Uniteleri
vardir. Trombositler tarafindan goérllen integrin yapisindaki reseptorlerden
yalnizca GPIIb/llla'nin alfa alt UGnitesi olan GPIllb (CD41) megakaryosit ve
trombositlere 6zgudur. Fibrinojen reseptdru olan GPIIb/llla trombosit agregasyonu
icin mutlaka gereklidir[22]. Fibrinojen reseptora GPIIb/llla yoklugunda trombosit
agregasyonu gergeklesemez. GPIlIb/llla granul membraninda da eksprese edilir ve
trombosit aktivasyonunu takiben, muhtemelen grantl ekzositozu neticesinde hlicre
membran yuzeyinde ortaya c¢ikar[23]. GPIIb/llla trombosit sitoplazma
membraninda en yodun olarak bulunan protein olup fibrinojen molekuliyle 90
derece acgl yapacak sekilde capraz baglanir[24]. GP lIb/llla'ya baglanabilen tek
ligand fibrinojen molekili olmayip endotelde adezif protein de bu reseptore
baglanabilmektedir. Bu nedenle GPIIb/llla'nin yalnizca trombosit agregasyonunda

degil, adezyonda da rol oynadigi dustunulmektedir[25].
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Sekil 2.3 Trombosit aktiflenme mekanizmasi

Apoptosis, hem ic hem de dis faktorlerden etkilenen birgcok hastaligin
baslangicinda olabilmektedir[26-29]. Bu nedenle erken doénem apoptosis,
trombosit hlcre membraninin simetrisinde bozulmalar meydana gelirken,
membran yluzeyinde PS ekprese edilir[30]. Trombosit hicrelerinde PS’nin hicre
zarl dis yuzeyine cikmasi apoptosis beliteci olup, afinitesi en ylksek molekdl
Annexin V’dir[31-34]. Annexin V, annexin grubunun hucresel proteini olup, tam
olarak fonksiyonu bilinmemesine ragmen kan pihtilagsmasinin protrombinle
beraber fosfadilseri(PS) birikme alanlari i¢in rekabet ederek kan pihtilasmasinda

onemli rol oynayan biyomolekuldur[35-37].

Trombosit aktivasyonu ile slUregelen pihtilasma kaskadinda agregasyon oncesi
trombositlerin durumu 6nem kazanmaktadir. Trombosit hicrelerindeki apoptosis
ile ileri trombosit aktivasyonu arasindaki PS ekpsresyonu yapay organ
calismalarinda, kardiyovaskuler damar tikaniklarinda ve acgik ameliyatlarda hizh



olarak Olglilmesi 6nem kazanmistir. Bu nedenle literatiurde trombosit aktivasyonu
ve apoptosisin olgulmesi icin birgcok calisma yapiimistir[38-48]. Bu ¢alismalarda
trombosit tespiti icin CD41, aktivasyonun belirlenmesinde CD61P, CDG62P,
CD63P, PAC1 kullanilirken, apoptosisin belirlenmesinde ise anti-caspase-3, JC-1
kullaniimistir[49-52]. lleri trombosit aktivasyonu ve erken trombosit apoptosisi
proteini olan hicre dig yuzeyindeki PS tespiti i¢cin Annexin V énemli bir belirtegtir.
Bundan dolayl da Annexin V kullanilarak trombosit aktivasyonu ve apoptosisin

Olcimunun hizli, kuantatif, ucuz bir ydntemle yapilmasi 6nem kazanmistir.

Trombosit Apoptotik Trombosit

g

Aktiflenmis Trombosit

Sekil 2.4 Trombosit pihtilasma mekanizmasi[53]

Fosfadilseri(PS), pek ¢ok hucre tipinde plazma membrani i¢inde asimetrik olarak
dagiimistir. Platelet koaglilasyonu sirasinda artan oranda PS’e maruz kalma kan
pihtilasmasinda, endotel hucrelerinin procoagulant agsamasinda ve vaskuler duz
kas hucrelerinde gorilmustir. Son dénemde, c¢esitli hicre tipleri igin ortamda PS

bulunmasi apoptosisin erken tanisi i¢in kullaniimaktadir[54-57].

Apoptoz sirasinda apoptotik trombosit membranlarinda degisimler olur. En belirgin
degisim normalde trombosit membraninin sitoplazmik ylzeyinde yer alan negatif
yuklU fosfotidilserin birimlerinin hicre membranin dis yuzeyine ¢ikmasidir. Bunun

sonucunda Annexin V gibi proteinler apoptotik hicre zarina baglanmaktadir[58].

Annexin V fosfolipide baglanan bir protein olup, ¢ift zarli anyonik fosfolipidlere
yuksek afinite ile baglanmaktadir. In vitro ve in vivo hicre seviyesinde PS
Olciminidn kullanigh bir method oldugu kanitlanmistir. Cesitli kultdr edimis hicre
tipleri ve kandan veya dokudan izole edilmis primer hucreler ile ilgili pek c¢ok

calisma yayinlanmistir[59].



Ozellikle kalp pompalari gibi biyomalzemelerle yapilan galismalar kan hiicrelerinin
yabanci yuzeye gosterdiklerii uyum onemlidir. Trombostlerin yabanci yuzeyle
temas ederek aktiflenmesi ve devaminda apoptosise ugramasi bu tur sistemlerde
birgcok problem yaratmaktadir. Bu nedenle trombosit ve aktivasyonu ve apoptosisin
hizli bir sekilde Olgcilmesi onem kazanmaktadir. VAD, PEDIVAS gibi kalp
pompalarin vicuda takildiktan sonraki donemlerde trombositlerin ve |okositlerin
durumlar Uzerinden kan testleri yapilmakta ve pompalarin vicuda uyumluluklari
test edilmektedir. Annexin V kullanilarak hazirlanan dizilerin daha fazla
degerlendiriimesi trombosit apoptosisi hakkinda bilgiler vermekte ve VAD gibi kan
uyumlulugu gerektiren sistemlerde gozlem sansi vermektedir. Trombositlerin
agregasyona ugramadan oOnceki hallerinin  tespiti duruma mudahaleyi
kolaylastirmakta ve mortaliteyi azaltmaktadir. Bu kan uyumluluk testleri normalde
akis sitometri cihazlari kullanilarak uzun ve karmasik yontemler kullanilarak
yapilmaktadir. Kan uyumlulugu testlerinin hizli, glvenilir ve ucuz sekilde yapiimasi

ve anlik olarak izlenmesi bir ihtiyac haline gelmistir[60],[61].

2.2 Trombosit Aktivasyonu ve Apoptosisi Olgiim Yéntemleri
2.2.1 Akig sitometri

Akis sitometri; hicre tipleri, hlicre reseptorlerini ¢esitli dalga boylarindaki florasan
isaretli antikorlar ile boyanarak hazirlanan orneklerden veriler elde edilen tekniktir.
Her spesifik antikor FITC, PE, PC5, APC gibi florasan boyalarla isaretlenerek
belirli antijene sahip hicrelerin lazer 1sini ile karsilastiginda verdigi florasan
sinyalleri degerlendirilir. Boylelikle hucre ve antijen bilgisi hakkinda bilgi elde
edilir[62], [63].
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Sekil 2.5 Akis sitometri sistemi[64]

Akis sitometresinde farkli florokromlar ile isaretlenen hucrelere akis hucresinden
teker teker gecerken lazer 1sin1 gonderilir. Hlcrelere baglanan monoklonal
antikorlar lazer 1sinini absorbe ederek Uzerlerindeki florokromun 6zelligine goére
farkh dalga boylarinda isin yayarlar. Florokrom isaretli hiicrelerden yayilan bu
Isinlar dedektorler kullanilarak her bir hucre icin belirlenir. Florokromlarla sagtigi
Isiklardan bagka hucreye garpip sagilan ve hicrenin buyukltugu ile ilgili olan lazer
Isinlarint hacreden 900 aciyla sacilan ve hucrenin yapisi ile ilgili olan isinlari da
bilgisayar ortami aktarilir. Bilgisayar ortaminda grafiksel olarak birgok bilgi elde
edilir[65-72].

Akis sitometri ginumuzde kullanilan en yaygin yontem olup birgcok molekulle
calisilmaktadir. Ancak uzman Kisi g¢alistiriimasi, protokollerin uzun ve yorucu

olmasi dezavantajlari yaratmaktadir.

2.2.2 ELISA

Spesifik antijen - antikor baglanmasinin antikorlara alkalen fosfataz ya da
horseradish peroksidaz gibi enzim baglanmasiyla enzimlerin substratinin renkli
urinlere donusturulerek monitorize edilmesini saglayan immunokimyasal olgim
teknigidir. ELISA yontemiyle drnekteki antijenin miktarini spesifik antikorla tespit
edilebilir. Kompetitif(Yarigmali) ve yarismasiz(sandwich ydntemi) olgim olmak

uzere ikiye aynlir[73],[74].
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2.2.2.1 Kompetitif(Yarismah) ol¢ciimler

Olgum tlplnin igindeki kati bir ylizeye antijen ya da antikor immobilize edilmistir.
Olglim tuplin isaretsiz ligand igeren serum ve enzim igaretli ligand igeren reaktif
eklenildikten sonra inkiibasyon edilir. Immobilize antijen ya da antikora baglanmak
icin isaretsiz ligand ile enzim isaretli ligand yarigirlar. Antijen/ antikor — isaretsiz
ligand ve antijen/antikor - enzim isaretli ligand yapilari olusur. Yikama yapilarak
antijen/antikor - isaretsiz ligand ve antijen/antikor- enzim igaretli ligand yapilar
digindaki Urlnler ortamdan uzaklastirihr. Enzim substrati(H,O,) ve kromojen (O-
fenilendiamin) ortama eklenir. Renkli trin olusumu igin érneklere durdurucu
reaktif(H,SO,4) eklendikten 2 saat icerisinde uygun dalga boyunda
spektrofotometre kullanilarak ya da kinetik dlgimle izlenerek olgulir. Renkli Grin
olusumu isaretsiz ligand derigimi ile ters orantili olup, standart grafikten referans

alinarak derigim belirlenir[75], [76].

2.2.2.2 Yarismasiz(Sandwich) olciimler

Polistren olgum taplerinin igine antijenlerin tutunmasi igin antikor immobilize
edilmigtir. Olgiim tlptne ornekler goénderilir ve inkiibasyon edilir. Ornekteki
antijenlerin hepsi immobilize antikorlar tarafindan baglanir ve antikor-antijen
yapilari olusur. Yikama yapilarak bu yapinin haricindeki maddeler ortamdan
uzaklastirilir. Enzim isaretli antikor 6lcum tupune gonderilerek ikinci bir inkibasyon
yapilir. Boylece primer antikor-antijen enzim isaretli antikor yapisi olusur. Yikama
yapilarak bu yapi disinda kalan maddeler ortamdan uzaklastirilir. Enzim substrati
ortama eklenir. Renkli Urin olusumu igin o6rneklere durdurucu reaktif(H,SO,)
eklendikten 2 saat icerisinde uygun dalga boyunda spektrofotometre kullanilarak
ya da kinetik olgimle izlenerek olgulir. Renkli Grin olusumu isaretsiz ligand

derisimi ile dogru orantilidir. Referans grafik Gzerinden derigim hesaplanir[77].
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Sekil 2.6 Yarismali(A) ve yarismasiz ELISA 6lgum yontemleri



2.2.3 Yuzey plasmon rezonans (SPR)

Metal bir ylzeyin elektromanyetik dalgalarla uyarilmasi sonucu, yuzeydeki tim
atomlarin elektronlarinin belli bir frekansta rezonansa girmesi ve maksimum enerji
sogurmasi teknigidir[78]. Isik, altin yuzeyli bir prizmaya gonderilirken 1s1gin bir
bdlimU emilirken, diger bir bolimU ise yansimaktadir. Gelis agisi degistirilirse
yansiyan 1s1gin giddetinde degisiklikler meydana gelir. Bu bilgi dogrultusunda
yansiyan 1s1gin siddeti maksimum kayip gergeklestirilirse bulundugu aginin

rezonans acisidir[79].
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Sekil 2.7 SPR blok diyagrami

Yuzeyin bulundugu ortamin ozelliklerinin degismesi ya da yuzeyde madde
birikmesi rezonans acly! degistirmektedir. Bu 6zellik kullanilarak ylzeyde spesifik

ve afinitesi yuksek antikorlarla 6lgim alinabilir.

ikincil molekiil gerektirmeden gergek zamanl 8lgiim yapilabilen bir yéntem olan
yuzey plasmon rezonans sisteminde degisik hedef molekuller ve farkh etkilesimler
tespit edilebilir. Yaygin kullanima uygun bir teknoloji olup yuzey birden fazla
kullaniimakta, hassas, hizli ve segici uygulamalar yapilabilir[80].
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2.3 BIYOSENSORLER

Biyosensorler, enzimler, antikorlar, nukleik asitler, dokular, mikroorganizmalar,
organeller, hicre reseptorleri gibi biyolojik bir materyal ile biyolojik olarak elde
edilmis malzemeler veya biyomimetik malzeme ile birlestiriimis veya beraber

calisan fizikokimyasal donUsturtict veya mikrosistem analitik cihazlardir[81].

Biyosensorler, ilag, cevre, gida, guvenlik ve savunma sanayi gibi ¢cok gesitli analitik
problemlere uygulanmistir. Ginimuzde, terérle mucadelede, ylksek hassasiyette
ve hizda patlayici maddelerin algilanmasina yonelik biyosensor ¢aligsmalari vardir.
Genel olarak dogal su, kan, idrar vb. karmasik analitiklerin icinde son derece segici
molekuler tanimaya ulasabilmek icin analit icindeki birgok molekul ile rekabet
edebilmek gerekir. Bu durumda biyolojik malzeme ile molekuler tanimada segicilik

anahtar-kilit modeli ile saglanir[82],[83].
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Sekil 2.8 Biyosensor blok diyagrami

Hedef analitin, molekuler tanimindan sonra optik, elektrokimyasal, piezoelektrik,
termometrik veya manyetik bir donusturtcu ile sinyalin olusturulmasi gerekir.
Elektrokimyasal donusturuculer, elektrotlarindaki bu biyokimyasal bilgileri kimyasal

reaksiyonlar ile elektrik sinyaline dénusturulur.

Bir biyosensorun duyarliligi, donusturtcu ve sinyalin yukseltme katina, algilama
sinirina, sinyal-gurdlttd oranina baglidir. Molekuler tanimlamanin dogasina bagh

olarak, biyosensorler:
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1.Antijen/antikor (immunolojik)

2.Enzim/ substrat (enzim)

3.Reseptoér/hormon

4.S-DNA hibridizasyon (genomik)

5. Algilama katmaninda etkilesim.

Biyosensorler genellikle, karmasik bir ornek matris i¢cinden belirli bir analit veya bir

grup analitin konsantrasyonu ile orantili bir dijital elektronik sinyal Uretir[84].

2.3.1 Biyosensor performans parametreleri

Biyosensorler, fiziksel olgulari elektriksel sinyallere geviren sistemler olup ideal
biyosensorlerin gesitli performans parametreleri vardir. Bu parametreler: “ segicilik,
hassasiyet, dogrusallik, genis bant araligi, tayin Ilimiti(LOD), tepki suresi,

tekrarlanabilirlik, kararlilik, 6lcim basina maliyet ve zamandir”.

2.3.1.1 Secicilik

Biyosensor, hedef biyomolekule duyarli olmali ve hedef molekul diginda kalan
molekullerden etkilenmemesi esastir. Biyosensorun caligtirilacagi ortamda birden
fazla farkli molekul olabileceginden dolayi, biyosensoriin hedef molekil disinda
kalan molekullerden etkilenmemesi i¢in 6lgim sisteminin bu etkilerden korunmasi
gerekmektedir[85][86].

2.3.1.2 Hassasiyet

Giris fiziksel sinyal ile c¢ikistaki elektriksel sinyal arasindaki iliski biyosensoérin
performansini belirleyen en 6nemli parametrelerden biridir. Sensorin 6lgim
yuzeyinin alani, 6lgim ortamina dogru kimyasal molekulin kutle aktarim hizi gibi
parametreler hassasiyetle dogrudan iligkilidir. Bu nedenle elektriksel sinyaldeki
kiguk degisim ile fiziksel sinyaldeki kiigik degisim orani yani kalibrasyon egrisinin

egimi hassasiyeti vermektedir.
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2.3.1.3 Dogrusallik

Olgim ortaminda bulunan en yliksek derisim analit ile en disik derisimi
arasindaki iligki belirli bir hedef molekul derigsimine kadar dogrusallik gostermesi

biyosensorun performans parametreleri arasinda yer almaktadir.

2.3.1.4 Genis bant araligi

Sensorun Olgebilecegdi en dusuk derisim ile en ylksek derisim arasinda kalan
elektriksel olgudur. Biyosensor uygulamalarinda derigim arttikca elektriksel

sinyalinde dogrusallik gosterdigi araliktir.

2.3.1.5 Tayin limiti(LOD)

Hedef molekulin miktarinin belirlenmesinde en énemli biyosensér parametresidir.
Biyosensorun tayin limitinin belirli bir derigsim degerinin altinda olmasi gerekir. Bu
limit, sensorin ylzey alanina, ligandin affinitesine, ligand immobilizasyon

miktarina gore degismektedir.

Tayin limiti hesaplanirken; k sabiti sinyal-gurultd oranini, stdpackground iS€ arka plan

sinyalin standart sapmasidir. k sabit sayisi ise genellikle 3 olarak alinir.

Biyolojik tanima islemlerinde hangi sinyalin ol¢ulup yukseltileceginin anlasiimasi

ve sinyaller arasi farklihigin tespiti icin tayin limitinin belirlenmesi 6nemlidir.
Bir analitin en kiiguk derisim tespitinde ise C op kullaniimaktadir.

CLODZSJ[dba(:kground /'S (2.2)

CLop hesaplanirken; stdpackground a@rka plan sinyalin standart sapmasi, S ise
hassasiyettir.

2.3.1.6 Tepki suresi

Bir biyosensorin plato degerinin %95’ine ulasmak icin gegen slire o sensorin
cevap suresidir. Bu nedenle sensorun dinamik cevabi analitin derisimindeki

degisiklige verilen tepki belirlemektedir. Kalibrasyon grafiginden bakilarakta bir
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biyosensorun tepki suresi tespit edilebilir. Eger kalibrasyon egrisi yayvansa tepki

suresinin yavas, tersi s6z konusu ise tepki suresi hizlidir.

2.3.1.7 Tekrarlanabilirlik

Ayni sartlar altinda arka arkaya yapilan olgumlerin birbirine yakin olmasi ideal bir
biyosensorin parametreleri arasindadir. Tekrarlanabilirlik, bir biyosensorin basari
kriterleri arasinda olup, OIlcim degerleri arasindaki yakinlik biyosensor

uygulamalarinda 6nemlidir[87].

2.3.1.8 Kararhhk

Belirli bir sure zarfinda biyosensdrin hassasiyetindeki ya da baz cizgisindeki
degisimleri alan bir parametredir. Kararllik; sicaklik, nem, pH gibi ortam
kosullarindan etkilendiginden dolayi biyosensorin kararli galismasi igin ayni

sartlar altinda 6lciim alinmasi gereklidir[88].

2.3.1.9 Olciim basina maliyet ve zaman

Bir biyosensorun maliyeti ve 0olgum zamani gunumizde o©Onem kazanmis
parametrelerdir. Biyosensor sisteminin basit, ucuz ve kullanimi rahat biyosensorler
olmasi nedeniyle ideal biyosensordir. Bu sebepten dolayr her Olgim basina

maliyet ve zaman dikkat edilmesi gereken parametrelerdir[89].

2.3.2 Biyosensor ¢esitleri

2.3.2.1 Elektrokimyasal biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler, kimyasal tepkimeler sonucunda ortamda iyon veya
elektronlarin Uretilmesi ya da tuketilmesi sonucu nukleik asit, glikoz gibi
maddelerin derigiminin tayininde kullanilir. Tasarlanan elektrokimyasal biyosensor
teknolojilerinin her birinin yapim asamasinin kolay olmasi, hassas sonuglar
vermesi, tekrarlanabilir ve ucuz maliyetli olmasi birgok avantaj saglamaktadir.
Elektrokimyasal biyosensorlerde Olgulen parametreye gore amperometrik,
potansiyometrik ya da kondiktometrik olarak siniflandirilir[90].
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2.3.2.2 Optoelektrik biyosensorler

Yuksek kondaktif metallerdeki serbest elektronlarin osilasyona ugramasi sonucu
yuksek nanopargacikh diziler ve filmler elde edilir. Optoelektirik biyosensorlerde
optik prensibine goére calismaktadir. Aktif alandaki ligand-anilat baglarinin
olusturdugu kirinim alanlarina lazer isini gonderilerek sinyaller elde edilir. Bu

sinyaller islenerek anlaml veriler olusturulur[91].

2.3.2.3 Termal biyosensorler

Kimyasal ve biyolojik etkilesimler sonucu ekzotermik ve endotermik tepkimeler
ortaya ¢ikmasi prensibine dayanir. Tepkimenin oldugu ortama konulan biyosensor
ile molar entalpi baz alinarak molekul miktarininin o6lgulmesi yapilabilinir. Bu

metodla bakterilerin tayini saptanabilir[92].

2.3.3 Piezoelektrik etki

Piezoelektrik etki 1880 yilinda Curie kardesler tarafindan kesfedilmistir. Bir
malzemeye mekanik gerilim uygulandiginda elektriksel potansiyel farki
olusturdugu etki olup, kristal yapih malzemelerde goérilmektedir. Daha sonradan
yapilan g¢alismalarda piezoelektrik kristalin iki yUzeyi arasinda uygulanan gerilim
farkinin kristallerde boyut degistirmeye ve gerinime yol actigi gdsterilmistir.
Bundan dolay! kristal yuzeyleri arasina uygulanan elektriksel gerilimin siddeti

degistiriimesiyle piezoelektrik kristalin boyutu degistirilebilmektedir [93],[94].

Kristallerde atomlarin belli bir zamanda eski konumlarindan yeni konumlarina
gecmelerine kadar gecgen sure kristalin rezonans frekansini belirler. Piezoelektrik
kristallerde vibrasyon sonucunda elektrik alan degiserek polorizasyonu da

degismektedir.

2.3.3.1 Kuvars kristal mikroterazi(QCM) biyosensorler ve ozellikleri

QCM c¢ok hassas kitle sensorl olarak tanimlanabili. QCM'nin temeli bir gift
elektrot arasina sikistirilmig piezoelektrik AT-kesimli kuvars kristaldir. Elektrotlar

bir osilatore baglandiginda ve elektrotlar Uzerine bir AC voltaji uygulandiginda
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kuvars kristaller piezoelektrik etkisi sebebiyle rezonans frekansinda salinima

baslar.

Piezoelektrik uygulamalarinda kristal iki metal elektrot arasina konulmusgtur.
Elektrotlarin bu gekilde yerlestiriimesi salinan elektrik alaninin kristal yuzeyine dik
yonde olmasini saglar. Olusan elektrik alani kristal yigin yapisinda mekanik
salinima yol agar. Mekanik salinim, elektrotlar bir birinin tam olarak karsisina
geldigi durumda en yuksektir. Mekanik salinimin yol acgtigi kayma ise elektrotlara
paralel yondedir. Elektrotlar kristal yluzeyine metal buharlarinin depozite
edilmesiyle hazirlanir. Kristalin ¢alisma frekans seviyesi depozite edilen metal
miktariyla ayarlanir. Piezoelektrik uygulamalarinda kullanilan kristaller 10-16 mm
boyutlarinda, yaklasik 0.15 mm kalinhginda, disk, kare veya dikdortgen
seklindedir. Rezonans frekanslari 5, 9 veya 10 MHz olan kuvars kristaller tercih

edilirken metal elektrotlar ise altin, gimus, aliminyum veya nikel olabilir.

Sekil 2.9 Kuvars kristalin G¢ boyutlu yapisi

Kristallerin kesimi algilayici olarak kullaniimalarinda onemlidir. Kristal yapinin
karakteristik duzlemi ile kesme tabakasi arasindaki a¢i AT ve BT kesmelerde
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35°15" ve -49°00" dir. AT kesimin getirdigi en buylk avantaj kararli olmalari ve

sicaklik katsayilarinin 1ppm/°C olmasidir[95].

AT-Kesim L
35°15'

Sekil 2.10 AT kesim kuvars kristal

2.3.3.2 Kuvars kristal mikroterazi(QCM)’in esdedger devresi

Kuvars kristalin elektriksel 6zelliginin incelenebilmesi icin elektriksel bir esdeger

devreye donusturtlmesi gerekmektedir.

Sekilde kuvars kristalin mekanik esnekligi Cy, ilk kitlesi L, strtinmeler sonucunda
ortamda yok olan mekanik enerji ise Rgdir. Co ise hem kuvars yizeydeki

elektrotlar hem de mekanik yapinin kapasitesini simgelemektedir.

Cﬂ 'Lq Rﬂ
|-
||
— EEE—
|
|
C.

Sekil 2.11 Kuvars kristal mikroterazinin esdeger devresi[96]

Kuvars kristalin empedansi tamamen rezistif ise rezonans c¢ok dusuktir. Bu

durumda fs ve fp olmak Uzere iki farkli frekans vardir.
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Cizelge 2.2 Esdeger devre elemanlarinin parametreleri ve ifadesi[96]

Parametre ifadesi
E1r A
Cy
0 d,
8Ae %15
C, —
Tzﬂrqli' it
Lq d';p?
8Aess
d.n.
R, qflq j
HAd ey
1 [ 1 CoR;
f =\ : ‘)
ZT ‘l.ll Lqu qu #
r‘ L I'II I -I A Cq Cﬁ RE')
P 2 ‘l..'l L,C, 2C, 2L,

2.3.3.3 Saurbey denklemi

Bir kuvars kristalde kalinh@i (Ax) ile resonans frekansi (f) arasindaki iliski asagida
verilmistir. Burada “N” frekans katsayisi olup, AT-kesme kuvars kristallerde degeri
1.67x105 cm Hz dir.

Ax=N/f (2.3)
Kalinlik ayni zamanda kutlesi ile de asagidaki gibi iligkilidir.

Ax=m/A. Aq (2.4)
Burada, m: kristal kutlesi (g);

A: kristal (izerindeki elektrotun altinda kalan alan (cm?);

Aq: kristal yogunlugu (kuvars igin: 2.65 g/cm3) dir.

Yukaridaki iki denklem birlestirilir ve yeniden duzenlenirse agagidaki sekle gelir.
f=Aq.N.A/m (2.5)
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Eger kristal elektrotlardan birinin yuzeyine Am kadar kutle ilave edilirse bu bir

frekans kaymasina (Af) neden olur ki bu da asagidaki gibi ifade edilebilir.

Af=-(f/Aq.N.A)(Am/ 1+ Am /m) (2.6)
Bu ifade, kuvars kristaller icin, ilgili sabitler yerine konulursa su sekli alir:

Af=-2.26x10-6 P Am /A (2.7)
Burada gorildigu gibi “Kristal Gzerine ilave edilen kutle (Am), kristalin salinim
frekansinda kaymaya neden olur (Af) bu kayma Olculebilirse katle artigi yukaridaki
basit ifadeyle hesaplanabilir.” Bu denklik ilk kez Sauerbery tarafindan turetilmis

olup onun adiyla aniimaktadir[84].

2.3.3.4 Kuvars kristal mikroterazi(QCM) ile yapilan calismalar

Kuvars kristal mikroterazi sistemlerinin ucuz, guvenilir ve yuksek hassasiyetli
olmasindan dolay! kullanim alanlar oldukga genistir. Kuvars kristal mikroterazi
sistemleri termal, sacilma, magnetron, iyon ve lazer kalintisi ince film kalinhgi
izlemede, elektrot yuzeylerinde yuzeyler arasi islemlerin elektrokimyasinda ve
islevsel hale getiriimis ylzeylerde hassas oOlgimlerde kullaniimaktadir[97-101].
Gaz sensorler, lipit membranlar, polimer kaplamalar ve immunosensorler gibi
yuzey modifikasyonu ile oOlgilmek istenen molekule afinite gdsteren molekil
yuzeye, immobilize edilerek kristaldeki frekans degdisimi ile yuzeydeki kutle
degisimi hakkinda dogrudan bilgiye ulasiimaktadir. Bu nedenle bu tur sistemlerde
yuzey modifikasyonunda kullanilan protokoller 6nem kazanmaktadir[102-106].

2.4 immobilizasyon Yontemleri

Piezoelektrik kristallerinin biyosensor olarak kullaniimalari igin yUzeylerinin
modifiye edilmesi, baska bir ifadeyle ortamda bulunan anilat ile spesifik olarak

etkilesecek ligandin kristal yuzeyine immobilize edilmesi gerekir.
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2.4.1 Non-kovalent(zayif) yontemler

Non-kovalent ydontemlerde antikorun ylzeye fiziksel olarak absorbe olmasi igin
yuzeyde temas ettirildikten sonra beklenmesi gerekir. Antikorlar ylzeye van der
Waals, hidrojen baglari ve hidrofobik etkilesimlerle baglanmaktadir. Bu
yontemlerde pH ve sicaklik gibi cevresel faktorlerle proteinler ylzeyden

ayrilabilmektedir. Bu durum biyosensorun yeniden kullanilabilirligini etkilemektedir.

2.4.1.1 Adsorpsiyon

Fiziksel ve kimyasal adsorpsiyon olmak Uzere iki sinifa ayrilmaktadir. Fiziksel
adsorpsiyon; van der Waals kuvvetleri, iyonik baglar, hidrofobik kuvvetleri igerir.
Fiziksel adsorpsiyon ile baglanmig biyolojik bilesenlerin dlgumleri piezoelektrik

kuvars kristal mikrobalans (QCM) ile yapilir[107].

Kimyasal adsorpsiyon, daha kuvvetli ve kovalent baglarin dizilisinden olusur.
Yuzeye tutunan biyomalzeme pH, sicaklik, iyonik kuvvet ve substrattaki

degdisimlere maruz kalarak biyolojik aktiviteyi azaltir.

2.4.1.2 Mikroenkapsiilasyon

Biyomalzeme inert zar tarafindan hapsedilir. Genellikle kullanilan zarlar; seltloz
asetat, polikarbonat, PTFE (polytetrafluoroethlene). Bu metod enzim ve cevirici
arasinda yakinlik icermez. Bu metodla yalnizca zara nufuz edebilen kiglk

analitlerin tespit edilebilir.

2.4.1.3 Tutuklama

Enzimin polimerik jele veya membran arkasina immobilizasyonu goéreceli olarak
kolay bir islemdir. Enzim fiziksel veya kimyasal olarak herhangi bir tasiyiciya
baglanmamigtir. Enzimlerin, hucrelerin ve organellerin ihtiva edilmesi i¢in bazi
polimerler vardir. Bunlar, polivinil alkol, polivinil klorid, polikarbonat, poliakrilamid
ve seluloz asetattir. Jeldeki gbzeneklerden biyoaktivitenin kaybedilmesi meydana

gelebilecek sorunlardandir.
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2.4.1.4 Capraz baglama

Destege kovalent baglanmig adsorblanmis proteinlerin veya enzimlerin istikrarini
artirmak icin ¢ok fonksiyonlu ajanlari kullanir. Glutaraldehit biyosensor
uygulamasinda c¢apraz baglama ajanlari arasinda en sik rastlanandir.
Reaksiyonun kontrol zorlugu, buyuk miktarda biyolojik malzeme gerekliligi ve

protein-enzim tabakasinin rijid (esnemez) olmasi dezavantajlarindandir.

2.4.2 Kovalent baglama

Kovalent baglama diger yontemlere oranla prosedurleri karigik ve uzun sureli
olmasina ragmen daha uzun antikor ylzeyi yasam suresi vardir. Biyomolekuller
kati ylUzeye tanimli baglar sayesinde immobilize olur. Bagli proteinlerin
duzenliligini, yogunlugunu ve dagilimini artinllir.  Enzimler ve proteinlerin
immobilizasyonunda kullanilir.  Mevcut reaktif gruplara bagl olan ligant
immobilize etmek icin birgcok kovalent baglayici kimyasallar vardir. Amin (NHy),
tiyol (SH2) ve aldehit (COOH) baglama kimyasallari iyi yerlestiriimis
prosedurlerdir. Avantaji; biyomolekul yuzeyde genellikle kuvvetli bir sekilde
immobilize olur ve bu ylzden kullanim slresince yluzeyden istenmeden ayriimaz.
Bu da biyomolekullerin dagilimini belirlemekte kullanilan yuzey-kuvvet mikroskobi

tekniklerini uygulamak igin 6nemli bir gerekililiktir.

|
1

GHOGHOEH GH O a- Sistamin
. ) ) > > b-Glutaraldehit
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Sekil 2.12 Sistamin ve glutaraldehitin kuvars ylizeye immobilizasyonu[110]
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2.5 Yuzey Karakterizasyonu
2.5.1 Atomik kuvvet mikroskobu(AFM)

Atomik kuvvet mikroskopu herhangi bir kati ylzey, ornek sivi ya da hava da
atomik ve molekuler dlgekte goruntu alinmasini saglayan sistemdir. AFM 10 pm
¢ozunurlukte ve 8-10 ym dikey olgum arahgindadir. En onemli 6zelligi ise iletken
olmayan oOrneklerde calisabilmektedir. Bu nedenle ince ve kalin kaplamalarda,
seramikler, polimerler, kompozitler, camlar, sentetik membranlar, biyolojik
membranlar, metaller ve yariiletkenler gibi malzemelerin ytzeyi goruntulenebildigi
gibi ylzey etkilesim &zellikleri, elektriksel yuk, hidrofilik davranis gibi cesitli
Ozellikler de incelenebilmektedir[111]. Atomik kuvvet mikroskobunda silikon, silikon
oksit, silikon nitrik gibi malzemelerden igne uglari Uretiimekte igne ucu ile ylzey
arasindaki atomlar arasinda olusan kuvvet yardimiyla goruntu elde
edilmektedir[112].

Transmisyon elektron mikroskoplari ile karsilastiriidiginda 3B Atomik Kitle
Mikrobu goruntulerinde numune hazirlama evresi olmadan 6rnek hazirlanir ve 2B
profillerden kesit numuneler alinabilir. Ayrica kontrast, ylzey 6zelliklerinin birlikte

sayisal yukseklik bilgisi de elde edilmektedir[113].

2.5.2 Taramal elektron mikroskobu(SEM)

Taramali elektron mikroskobunda 6rnegin mikroyapisi alan derinligi ve ylksek
ayrim gucu deg@erlerinde tarama gergeklestirilerek bulunur. Géruntl bir elektron

demeti tarafindan ylizeyin taranmasi ile olusturulmaktadir.

Taramali elektron mikroskobunda 200 eV ile 100 keV enerjileri arasinda
gonderilen elektronlar yogunlastirici elektromanyetik mercekte toplanarak objektif
mercekle yuzeye odaklandirilir. Elektromanyetik saptirici bobinler vasitasiyla
yuzeyde tarama iglemi yapilir[114].
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Sekil 2.13 Taramali elektron mikroskobu sematik gosterimi

Elektron demeti ile ornek yuzeyindeki malzeme arasindaki etkilesim sonucu
yuzeye gelen elektron demetiyle 1800 derece ac¢l yapan bir elektron grubu ise geri
sacllma elektronlaridir. Tipik enerjileri 50 eV seviyelerinde olan bu elektronlar
ornek yuzeyinin 10 nm’lik bir derinliginden ortaya c¢ikarlar Bu enerjideki elektronlar
ikincil elektron detektorleriyle tespit edilerek induklenen elektrik akiminin giddetine

gore cikis sinyali alinir[115].

Gelen elektron demetiyle 6rnegin ylzeyiyle yaptigi etkilesim sonucu karakteristik X
isinlar  gikmaktadir.  Ornede c¢arpan elektron malzemedeki atomun g
yorungesinden bir elektron koparmasiyla enerji dengelenmesi igin bir Ust
yorungedeki elektron bu seviyeye gecerek ortama X isini yayar. Bu karakteristik x
IsinI detektorlerle algilanarak sinyal, bilgisayar sistemine gonderilerek islenir.
Karakteristik X 1siniyla her malzemeye 6zel olup, malzemenin element bilgisini
vermektedir[116].
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3. DENEY ASAMASI

Piezoelektrik kristallerin trombosit apoptosisin tespiti igin kullanilabilmesi igin yuzey
modifikasyonu gereklidir. Bu kapsamda kontrolli deneyler yapilabilmesi igin deney
duzeneg@i kurulmus bagimh ve bagimsiz degiskenler kullaniimigtir. Bu deney
dizeneginde piezoelektrik kristallerin rezonans frekansina getirmek icin osilator

devresi ve frekans tespiti i¢in frekans sayici devresi olusturulmustur.

Trombosit apoptosisi tespiti igin kullanilacak olan Annexin V molekilinin
piezoelektrik kristallerin ylUzeyine immobilizasyon edilebilmesi igin bir takim
islemlerden gecirilmesi gerekmektedir. Cunku direk olarak immobilize edilen
molekuller ylzeye vyapismakta ve gergek tutunma saglanamamaktadir. Bu
kapsamda yuzey temizligi, hidrofilik ylzey eldesi ve ylzey aktivasyon iglemleri
gerceklestiriimistir.  Ylzey temizligi ve hidrofilik ylzey eldesi i¢in aseton, metanol
ve sodyumhidroksit kullanilmistir. Ardindan kristal ylUzeyini aktivasyonu igin
siraslyla sistamin, glutaraldehit ve trombosit apoptosisi taniyici molekil olan
Annexin V immobilize edilmistir. Her bir asamada kristaller nitrojenle kurutulmus ve

frekanslari 6lgilmastir. Butin deneyler biyoguvenlik kabininde gerceklestiriimistir.

3.1 Deneyde Kullanilan Cihazlar, Malzemeler ve Kimyasallar

Deney duzenegi kurulurken: 5,10,12 MHZ'lik Kuvars Kristalleri, QCM( SRS QCM
Quartz Crystal Microbalance, isveg), Biyogiivenlik Kabini(Nive, Tirkiye),
manyetik karistirici(IKA, Almanya), pH metre(Sartorius, Almanya), hassas terazi(
Sartorius, Almanya), Ultrasonik banyo(Dandelin Sonaex, Almanya), Ultrasaf Su
Cihazi(Milipore, Fransa), Dremel Lithuim lon(Dremel, Almanya),Hot Plate(VWR,
Amerika),Vakum Pompasi(Rocker, Cin) Etav(Termal, Turkiye), frekans
sayici(PCE, Cin), osiloskop(Fluke, Almanya), multimetre(Fluke, Almanya), Gig
kaynagi(Gwinstek, Tayvan),Takometre(Fluke, Almanya) termohigrometre(TFA,
Almanya), termometre(Amatek, = Amerika), beherler(Caligkan,  Turkiye),
Kumpas(Mitutoyo, Japonya),Otomatik  Pipet(Eppendorf, Almanya), Balon
Joje(Caliskan,Turkiye), Pisetler(Caligkan, Turkiye), Nitrojen(HABAS, Turkiye).
AFM ve SEM goérintuleri Ulusal Nanoteknoloji Arastirma Merkezi(UNAM)'nde
cekilmigtir.
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Deneysel calismalarda kullanilan kimyasallar; Aseton(Merck, Almanya),
Metanol(Merck, Almanya),NaOH(Merck, Almanya), Sistamin(SIGMA Aldrich,
ABD), Gluteraldehit(Fluka, ABD), HCI(Merck, Almanya), Fosfat Tamponu
icin(Ambresco, ABD), Borik asit(Aklar Kimya, Turkiye), sodyum tetraborat/HCI
Tamponu, Annexin V Protein ab52111(Abcam, ABD) insan kan plazmasi( Turk

Kizilay1 Ankara Kan Merkezi) kullaniimigtir.

3.2 Deneyin Yapilisi

Kuvars kristallerdeki frekans degisimi ile kiitle degisimi tespiti yapilabilmektedir. Bu
tez kapsaminda piezoelektrik algilayicilar ylzeyine yapilacak immobilizasyon ile
trombosit apoptosisin 6lgimu yapilmigtir. Kuvars kristaldeki frekans degisimi
Saurbey denklemleri kullanilarak kutle degisimi hesaplanabilmektedir. Gumus
elektrotlu kuvars kristallerin, Gzerindeki metal kiliflar kesilerek, elektrotlar ve kuvars
yuzeyi cikarilmistir. Kuvars kristallerin biyosensor olarak kullanilabilmesi igin
yuzeyde olusan toz pargaciklarinin temizlenmesi gerekmektedir. Bu sebeple yluzey
temizligi ve hidrofilik yuzey eldesi igin aseton, metanol ve sodyum hidroksit ile
etkilesime sokulmustur. Sodyum hidroksit ile Ag kuvars ylzeylerinde aktif OH
fonksiyonel gruplari olusturulmustur. Yizey temizligi ve hidrofilik ylizey eldesinden
sonra Annexin V tutunmasini kolaylastirmak ve ligand-anilat etkilesmesinde ortaya
cikabilecek strerik engellemeleri ortadan kaldirmak igin space-arm(uzatma kolu)
olusturulmustur. Bunun igin sistamin ve gluteraldehit immobilizasyonu yapilip
ardindan trombosit apoptosisin tespitinde kullanilan Annexin V molekulu yizeyle
etkilestirilerek biyosensor olusturulmustur. Saurbey denklemine goére frekans
degisimi ile yuzeydeki kutle degisimi dogru orantihidir. Kuvars kristallerin
kiliflarindan ¢ikarildiktan sonraki her islem biyoguvenlik kabininde yapilmis olup,

her islemden sonra kristaller nitrojenle kurutulup frekans degerleri élgtlmustur.

3.2.1 Osilator ve frekans sayici devreleri

Piezoelektrik kristaller kullanilarak olusturan biyosensorin rezonans frekansina
getirebilmesi ve frekansinin okunabilmesi trombosit apoptosisinin dlgtlebilmesi igin

Onem arz etmektedir. Bu nedenle osilator ve frekans sayici devreleri kullaniimigtir.
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3.2.1.1 Colpitts osilator devresi

QCM c¢aligmalarinda literaturde birgok osilator kullaniimistir[117].  Ancak
kararhligin yuksek olmasi nedeniyle Colpitts osilator devresi kullaniimistir. VHF
transistorlerle ylksek frekanslarda ylksek kazang saglayan Sekil 3.1’deki collpitts

osilatér ve tampon yulkselte¢ devresi kristallerin frekans degisiminin gozlenmesi

icin kullanilmisgtir.

Voo

g T
. lal
14
s1
14148
™ R3 R4 ( Soo 328
22KQ§ C3 4700 Oscilloscope Dgo go9o
33kQ 100nF DO
Q00 000
L L mEee s ©@ @
[(==l] © - N
cs

(0} ]
/I; 1nF
c1 BFzssQ
o cz Q2
3300F T
a Il [V
! &
X1 100pF BF 255
i R2
= c4
kO 4
330pF T k5 c |
= amnF
3300 §

Sekil 3.1 Colpitts osilatér devresi[118]

3.2.1.2 Frekans sayici devresi

Frekans sayma islemi icin iki adet frekans sayici devresi tasarlanmistir. ilk frekans
sayicl Arduino mikrodenetleyici kullanilarak hazirlanmistir. Hazirlanan frekans
sayici sisteminde On yukseltegle sinyal yukseltilerek Arduino mikrodenetleyicisi ile
frekans sayimi yapiimistir. Elde edilen veriler USB port Gzerinden bilgisayara

gonderilmekte ve araylzde anlik frekans gozukmektedir.
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Sekil 3.2 Hazirlanan frekans sayicinin blok diyagrami

Sekil 3.3 Arduino ile hazirlanan frekans sayicinin géranamda
Colpitts osilator devresi ile osilasyona ugrayan kuvars kristalleri Arduino frekans

sayicil ile frekanslari dlgulmekte ve COMS portu kullanilarak frekanslar bilgisayarda

goruntilenmektedir.
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frekans_okuyucu | Arduino 1.0.2

File Edit Sketch Tools Help

o i OV T S

frekans_okuyucu § s00128
#include <FregCounter.h> - zggifz
2

rroid setwp () { 500159
|| Serial.bezin{9600) ; \ ggziig
Serial.println("Freqency Counter™): 50012:

} 500129
500129

long int frg: 500129
woid loop() { 500129

500129

FregCounter::£_comp= 8; 500130

FregCounter::start(l00); 500130

while (FregCoumter::f ready == 0) 500129

500130

frg=Freqiounter: :£_freq:; 500130

Serial.println(frq): 500129

delay(20); 500129

} 500129

500129

T|s00130

500129

Arduino L

Sekil 3.4 Arduino ile hazirlanan bilgisayar arayuzu

ikinci kullanilan frekans sayici

500129
500129

ise PIC mikrodenetleyici

ile hazirlanmigtir.

Mikrodenetleyicinin yakala ve kiyasla modulu kullanilarak kuvars kristalin frekansi

LCD ekranda gosterilmistir.(Sekil 3.6)
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Sekil 3.5 PIC ile yapilmig frekans sayisi devresi
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Sekil 3.6 PIC ile yapilmig frekans sayicinin géranumu

iki frekans sayici bircok deneyde kiyaslanmistir. Arduino yapilan frekans sayici
devrenin frekans 6lgme konusunda yetersiz kaldigi tespit edilmistir. Bu nedenle
batin deneylerde Colpitts osilator devresiyle birlestiriimis PIC frekans sayici

kullaniimistir.

3.2.2 Kuvars kristal biyosensor ylizeyinin olusturulmasi

3.2.2.1 Kuvars kristal yiizey temizligi

Kristaller kiliflarindan c¢ikarilirken kuvars ylzeyde metal tozlar ve kirlenmeler
meydana gelmektedir. Bu sebeple uretim esnasinda ve kilif ¢ikarma sirasinda

ortaya ¢ikan tozlari yok edilmesi ve immobilizasyon yapilmasi gerekmektedir.

Klemens uglarina sabitlenen kuvars kristaller, 10mL’lik beherle sirasiyla 0.5M

aseton ve 0.5M metanol ile sabit sicaklikta 300 rpm’de 30 dakika yikanmistir.

Yuzey temizleme isleminde aseton ve metanol kullaniminda sure Onemli bir
faktordir. 30 dakikanin Ustinde yapilan deneylerde kristallerin yizeylerinde
catlamalar ve elektrotlarinda kopmalar meydana gelmistir. Bu sebeple sure

maksimum 30 dakika olarak belirlenmistir.
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Her bir asamadan sonra kristaller 5 dakika ultra saf suyla ve ultrasonik banyoda 3
dakika yikanip nitrojenle kurutulmustur. Temizleme islemlerinde kristallerin frekans

degerleri olgulerek degisimler izlenmistir.

3.2.2.2 Kuvars kristal ylizey aktivasyonu

Kuvars kristallerin yuzeyleri temizlendikten sonra 0.5M NaOH’le sabit sicaklikta,
300rpm'de 30 dakika etkilegtirilerek yuzeyde OH fonksiyonel gruplari
olusturulmustur. Her bir asamadan sonra kristaller 5 dakika ultra saf suyla ve
ultrasonik banyoda 3 dakika yikanip nitrojenle kurutulmustur ve frekans degerleri

okunarak kaydedilmisgtir.

Batin asamalarda ultra saf suyla ve ultrasonik banyoda yikama yapilmasi
yluzeyde olusan tuzlarin uzaklastiriimasi agisindan 6nemlidir. Boylece fiziksel
olarak tutunan molekullerin kristal yuzeyinden ayrilmasi saglanmistir. Aksi takdirde
kristal yluzeyinde tuzlar birikmektedir. Kristaller ylzeyine diger immobilizasyonlara
yer kalmamakta ve kristal doyum noktasina gittiginden dogru Olcim

alinamamaktadir.

3.2.2.3 Sistamin immobilizasyonu

Yuzey temizlik agsamasin kuvars kristallerinde ylzeyinde olusan OH gruplariyla
tiyol(SH) ve amin (NH;) iceren bifonksiyonel 6zellige sahip sistamin molekullu
immobilizasyon edilmesiyle kristal ylzeyinde vyeni fonksiyonel gruplar

olusturulmustur. Sistaminin, tiyol ucunun kristal yizeyine tutunmasi saglanmistir.

Sekil 3.7 Sistamin molekul yapisi

Kristallerde sistamin moleklliyle maksimum fonksiyonel grup olusturulmasi
biyosensorin olcim araligi artiracadi igin farkl sistamin derisimlerinde 6lgimler
alinmistir. Bu amagla 10, 20, 40 mM’lik sistamin derisimleri(0.1M, pH:7); sabit
sicaklik,30 dakikada, 300 rpm’de ve karanlik ortamda reaksiyona sokulan kristaller

5 dakika ultra saf suyla ve 3 dakika ultrasonik banyoda yikanmistir. Bdylelikle
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fiziksel absorbsiyon olan pasif molekullerden yuzeyden uzaklastiriimistir. Kristaller

nitrojenle kurutularak frekans degerleri 6lgulmustur.

Sistamin Derisiminin Frekans Degisimine Etkisi
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Sekil 3.8 Sistamin derisiminin frekans degisimine Etkisi(N=5)
Sekil 3.1 'de goruldugu gibi ayni sartlar altinda ayni anda deneye sokulan farkh
konsantrasyondaki kuvars kristallerde en fazla frekans degisimi 20 mM’lik derisim

uygulanmig kristalde meydana gelmistir. Bu sebepten dolaylr sistamin

asamalarinda 20mM’lik derisim kullaniimistir.

3.2.2.4 Glutaraldehit immobilizasyonu

Trombosit apoptosisi tantyict molekull olan Annexin V immobilizasyonu igin ligand
molekullerinin aktif uglarinin kristal ylizeyinden disari bakmasi gerekir. Bdylelikle
uzatma kolu yardimiyla kristal yuzeyine Annexin V baglanabilmekte ve ligand-
anilat etkilesiminde ortaya ¢ikabilecek sterik engellemeler ortadan kaldirlir[95]. Bu
nedenle kristal ylzeyine sistamin immobilizasyon sonrasi ylzeyde uzatma kolu
bifonksiyonel 6zellige sahip glutaraldehit kullaniimistir. Sistaminin serbest olan ucu
ile glutaraldehidin aldehit uglarinin reaksiyona girerek kovalent baglanmasi

saglanmistir.
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Sekil 3.9 Glutaraldehit molekul yapisi

Sistamin immobilizasyonundan sonra %2.5 ve %5 derigimli iki farkli glutaraldehit
derisimi hazirlanmigtir. Sabit sicaklik, 45 dakikada, 300 rpm’de ve karanlik
ortamda reaksiyona sokulan kristaller 5 dakika ultra saf suyla ve 3 dakika
ultrasonik banyoda yikanmistir. Kristaller nitrojenle kurutulduktan sonra frekans

degerleri dlgulmusgtar.

Glutaraldehit Derigsiminin Frekans Degisimine Etkisi
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Sekil 3.10 Glutaraldehit derisiminin frekans degisimine etkisi(N=5)

Yukaridaki sekilde goéruldugu gibi sistamin immobilizasyonu sonrasinda %2.5’'luk
ve %5’lik glutaraldehit immobilizasyonunda %5 glutaldehit derisiminde frekans
kaymasi daha fazladir. Bu nedenle deneylerde %5’lik glutaraldehit ¢ozeltisi

kullanilimistir.

Glutaraldehit immobilizasyonunda derisim sabit ve diger etkenler sabit tutularak
manyetik karistiricinin hizi etkisi arastiriimistir.100 rom, 200 rpm ve 300 rpm
olmak Uzere Ug farkli hizda sistamin sonrasi %5’lik glutaraldehit ¢ozeltileriyle, sabit

sicaklikta, 45 dakikada ve karanlik ortamda tepkimeye sokulmustur. Ardindan 5
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dakika ultra saf suyla ve 3 dakika ultrasonik banyoda yikandiktan sonra

kurutulmus ve olgumler alinmistir.

Karistirma Hizinin Frekans Degisimine Etkisi
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Sekil 3.11 Karistirma hizinin frekans degisimine etkisi(N=5)

Yukaridaki grafikte goraldigu gibi en fazla frekans degisimi 300 rom’de olurken en
az frekans degisimi ise 100 rpm’de gergeklesmistir. Bunun sebebi daha hizl
donen manyetik baliklarin kuvars kristalin glutaraldehitle daha fazla temas
etmesinden dolayidir. Bu nedenle ¢evirme hiziyla immobilizasyon miktari arasinda

dogrusal bir iligki s6z konusudur.

3.2.2.5 Annexin V immobilizasyonu

Trombosit apoptosisin taniyicisi olan Annexin V, 50 ug 0.5mg/ml derisimindeki
stoktan fosfat tamponu(pH 7.4) ile 1/100, 1/1000, 1/10000 derisimlerinde
seyreltilerek 5ug/ml, 0.5 ug/ml ve 0.05 ug/ml’lik konsantrasyonlar hazirlanmistir.
Biyoguvenlik kabininde kristallerin yuzeylerine 10ul mikropipetle damlatiimis ve 45

dakika immobilizasyonun gerceklesmesi igin beklenmigtir.

Kristaller, manyetik karistiricida 37°C ve 300 rpm hizda fosfat tamponuyla(pH 7.4)
15 dakika etkilestiriimistir. Ylzeyde immobilize olmayan antikorlar sterik engelleme
olmamasi amaciyla uzaklastiriimistir. Ardindan kristaller ultrasonik banyoda 3
dakika ultra saf su ile yikanmigtir. Kristaller etiv icerisinde 37°C kurutulduktan

sonra frekanslari dlgulmustur.
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Farkli Annexin V Konsantrasyonlarinin immobilizasyona Etkisi
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Sekil 3.12 Farkh Annexin V konsantrasyonlarinin immobilizasyona etkisi(N=5)

Grafikte 1/100, 1/1000 ve 1/10000 seyreltiimis Annexin V konsantrasyonlarindan
en fazla frekans diasmesinin 5 pg/ml derisim uygulanan kristaller oldugu tespit
edilmistir. Frekans dlsmesinin immobilize olan Annexin V Kkutlesiyle dogru

orantilidir.

3.2.3 Kanla yapilan deneyler

Kuvars kristallerin ylzey temizligi ve hidrofilik ylzey eldesi, kristallerin ylzey
aktivasyonu ve Annexin V immobilizasyonu sonucunda olusturulan biyosensoér
insandan alinan kan ile trombosit apoptosisinin olgilmesinde kullanilacaktir. Kan,
sicaklik, nem gibi gevresel sartlarindan dogrudan etkilendiginden dolayi islemler

kisa zaman araliginda gergeklestirilmigtir.

Kanin hdcrelerinde aktiflenmemesi ve pargalanmamasi igin kalin uglu enjektor 5
birim heparinle yikanmistir. Saglikhi bir insanin vendz damardan 30cc’lik kan
alinmigtir. Alinan kan 1,5ml’lik EDTA tuplere konularak, 15 °C, 3000 rpm devirde
santifij edilmigtir. Santriflj isleminden sonra tuplerdeki buffy coat kismindan
trombosit aktivasyonu baskilanmig hicreler toplanmistir. Baskilanan trombosit

aktivasyonu tekrar gerceklesmesi i¢in 5 birim protamin érneklere eklenmistir.
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Annexin V immobilize edilmis kuvars kristal yuzeyleri ile hazirlanan aktiflenmig
trombositge zengin suspansiyonla 30 dakika boyunca manyetik karigtirici da 300
rom’de etkilesime sokulmustur. Daha sonra fiziksel tutunmalarin uzaklagmasini
saglamak icin 3 dakika ultrasonik banyo ile yikanmigstir. Kurutulduktan sonra

frekanslari olgulmasgtar.

Kiliflarindan ¢ikarilmis kristaller, ylzey temizligi, sodyum hidroksit, sistamin,
glutaraldehitle ve Annexin V ile etkilestiriimis ve kan slUspansiyona sokularak

frekans degerleri dlgulmustur.
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Sekil 3.13 Tum islem basamaklarinda kristalleri ortalama frekans degisimi

Tez kapsaminda %100,%90,%80,%70,%60,%50,%40,%30,%20,%10’luk 10 adet
kan derisimi fosfat tamponuyla(pH=7) seyreltimis ve baskilanan trombosit
aktivasyonun tekrar gerceklesmesi igin 5 birim protamin 6rneklere ilave edilerek
hazirlanmistir. Her bir 6rnek iki parcaya ayrilarak bir pargasi kuvars kristal

deneylerinde  kullaniimigtir.  Ayrilan  diger parga ise Ankara Duzen
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Laboratuvarindan trombosit sayimi,

Trombosit sayimi sonug tabloda belirtilmistir.

MPV ve PCT degerlerine bakilmistir.

Cizelge 3.1 On farkli kan derisimindeki trombosit sayisi, MPV ve PCT degerleri

Trombosit
Ornek Kan Sayisi(K/mm?®) MPV(fl) PCT(%)
No | Derigimi(%) (130-400) (7.2-11.1) | (0.1-0.41)
1 100 250 10.2 0.26
2 90 233 10.3 0.24
3 80 203 10.1 0.21
4 70 178 10 0.18
5 60 153 10.3 0.16
6 50 124 10.3 0.13
7 40 100 9.9 0.1
8 30 70 10.1 0.07
9 20 52 10.1 0.05
10 10 27 10.1 0.03

Tabloda goéruldagu gibi kan derigsimi azaldikga trombositsayisi ve kanin yuzde

kacinin trombositlerden olustugunu gosteren Trombosit Crit (PCT) dedgerinin

azaldigi  gorulmektedir.

Ancak derisimle beraber

trombositlerin  ortalama

blayUkligunu goésteren Mean Platelet Volume(MPV) dederi sabit kalmaktadir.
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Kan Derisimi - Trombosit Sayisi iliskisi
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Sekil 3.14 Kan derigsimi — trombosit sayisi grafigi(A), trombosit sayisi — PCT iligkisi
grafigi(B), trombosit sayisi — MPV iligkisi grafigi(C)
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Hazirlanan derisimler Annexin V immobilize edilmis kristallerle sabit sicaklikta, 300
rom hizda etkilesime sokulmustur. Daha sonra fiziksel tutunmalarin
uzaklastirimasi igin 3 dakika ultrasonik banyoda yikanmistir. Etivde 37 °C

kurutulan kristallerin frekanslari dlgulmustar.

Cizelge 3.2 Kan derigimiyle frekans degisimi gizelgesi

Kan Derigimi Trombosit Frekans Degisimi(-Hz)
Sayisi(K/mm?®)
%10 27 33,2
%20 52 150,1
%30 70 175,7
%40 100 240,5
%50 124 310,3
%60 153 389,8
%70 178 430,9
%80 203 500,3
%90 233 550,4
%100 250 555,1

Trombosit sayisi arttikga kristallerin frekansinda buna paralel olarak azaldigi
g6zlenmistir. Ylzeyi Annexin V ile modifiye edilmis kuvars kristallerin frekansinda
trombosit sayisina bagl olarak bir azalma meydana gelmistir. Bunun sebebi

aktiflenmis trombositlerin kuvars kristal yizeyinde tutunmasidir.
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Trombosit Sayisi- Frekans Degisimi Grafigi
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Sekil 3.15 Trombosit sayisi- frekans degisimi grafigi(N=3)

Yukaridaki Sekil 3.15’te goéruldagu gibi hazirlanan biyosensérin bir cevap araligi
bulunmaktadir. Farkh trombosit sayilarinda alinan dlgimler sonucunda
biyosensoriin en iyi calistigi aralik 75 ile 225 K/mm? trombosit sayisinin oldugu

alandir. Bu aralikta kalibrasyon egrisi dogrusala yakindir.

43



Biyosensoriin Farkli Trombosit Sayilarindaki

Ortalama Frekans Degisimi
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Sekil 3.16 Biyosensorun farkli trombosit sayilarindaki ortalama frekans
degisimi(N=3)

Her trombosit sayisinda Ug farkh kristalle yapilan 6lgimlerin ortalamasi alinarak
biyosensorun farkli trombosit sayilarindaki ortalama frekans degisimi grafigi
olusturulmustur. Biyosensorin en iyi cevap verdigi trombosit sayisi arali§i olan 75-
225 K/mm3 araliinda y=2,3267x+9,7831 dogru denklemi elde edilirken regresyon
katsayisi da 0,9853 olarak bulunmustur.

Trombosit aktivasyonu ve erken trombosit aktivasyonu belirteci olan Annexin V
derisiminin biyosensor uzerindeki etkisi arastirilmasi igin standart protokol
gerceklestirilerek aseton, metanol, sodyumhidroksit, sistamin ve glutaraldehit ile
kristaller immobilizasyon edildikten sonra 5ug/ml, 0.5 pg/ml ve 0.05 pg/mfllik
konsantrasyonlar hazirlanan Annexin V immobilize edilmigtir. Kristal A Sug/ml
Annexin V konsantrasyonuyla, Kristal B 0.5ug/ml ve kristal C ise 0.05ug/ml
Annexin V konsantrasyonu ile etkilegtiriimistir. Annexin V immobilizasyonundan
sonra her kristal ayni miktarda trombosit iceren kan derisimi uygulanmigtir. Her bir
kristal grubu igin beser adet kristalde sonuclar alinarak ortalama frekans degisimi
tablodaki gibidir.
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Cizelge 3.3 Farkli Annexin V Derisiminde Ayni Sayida Trombosit igeren Kan

Derisimi Sonrasi Frekans Degisimi(N=5)

Uygulanan Ayni Sayida
Uygulanan Annexin V Uygulanan Trombosit
Kristal Annexin V Sonrasi Kanin iceren Kan
Adi Derigsimi(pg/ml) Frekans Trombosit | Derigimi Sonrasi
Degisimi Sayisi Frekans
(-Hz) (K/mm?) Degisimi(-Hz)
Kristal A S5ug/ml 214,4 203 489,6
Kristal B 0.5ug/mi 147,2 203 361,4
Kristal C 0.05ug/mi 88,4 203 216

Kristallere uygulanan farkli miktarlardaki Annexin V immobilizasyonu sonrasi 203

K/mm?® trombosit iceren kan derisimleri kristallere uygulanmistir. Bu islemden

sonra Olculen frekanslarda diger kristallere gbére yogun Annexin V iceren

kristallerdeki frekans degisimi daha fazlayken, diger kristallere oranla daha az

Annexin V iceren kristallerin kanla etkilesimi sonucu frekans sayisi daha azdir.
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Sekil 3.17 Farkh derisimlerdeki Annexin V biyosensorinin ayni trombosit

sayisindaki kan derisimiyle etkilesimi(N=5)

Kanda etkilegtirilen farkli derigsimlerde hazirlanmis Annexin V immobilize
kristallerinin kanla etkilesimi sonucu frekans degerlerinde disme tespit edilmistir.
Ancak derisim oranlariyla frekans derigsimleri kiyaslanacak olursa ytksek derigimli
Annexin V iceren biyosensorle duslk konsantrasyon igeren kuvars kristalleri
arasinda belirgin bir fark yoktur. Bunun sebebi Saurbey denkleminin kuvars kristal
elektrot ylzeyine ince bir film halinde tutunan antijen gecerlidir ve igerisinde
homojen olarak bulunan Annexin V proteinin tamami elektrot yuzeyinde
toplanmayacaktir. Bu nedenle elektrot ylizeyinde bos alanlarin kalmasi durumlari
ile analit icerisindeki aktiflenmis trombositler sayisi azaldik¢a degisecek olan

pozitif ve negatif ylkler arasinda itme ve gekme kuvvetleri olusmaktadir.
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3.2.4 Kuvars kristal ylizey karekterizasyonu

3.2.4.1 Taramalh elektron mikroskobu(SEM) gorlintiileri

Kilifh Kuvars kristallerinin kiliflarindan gikarilma islemi esnasinda metal tozlari ve
cevresel etmenlerin yluzeyde birikmesi sonucu kuvars kristal frekansinda artma
meydana gelmigtir. Annexin V immobilizasyonu yapilabilmesi ve ylzeyin

temizlenmesi icin kristaller aseton ve metanolle yikanmistir.

WD mag HY |spot| det | HFW — 500 pm ———
10.3 mm|150 x| 3.00 kV | 3.0 |ETD[1.99 mm|9:56:40 AM UNAM

Sekil 3.18 Kirli yiizeyin 150x SEM gériintiisii
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HV spot|mag O | det | tilt | WD |dwell| —————— 500 ym ——@@™
10.00kV| 2.0 | 200x |ETD|-0°|9.6 mm |30 ps

Sekil 3.19 Temizlenmis ylzeyin 200x SEM goéruntisu
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MV [spot|mag 1| det | tit| WD |dwel
10.00kV| 3.0 | 100x |ETD|-0°{9.5 mm |30 us

Sekil 3.20 Temizlenmis ylzeyin 200x SEM goéruntisu

Yapilan Temizleme iglemlerinden sonra yuzeyde bulunan materyaller
temizlendigin kitle azalmistir. Buna bagli olarak frekansta ylukselme meydana
gelmistir. Ylzeyin temizlenerek kimyasal immobilizasyona hazir hale geldigi SEM
goruntilerinde de gorulmektedir. Ancak kuvars kristalinin yluzey temizleme
prosedurunde yuksek molaritede kullanilan aseton ylzeylere zarar verdigi
gorulmastir(Sekil 3.21). Bu nedenle bu deneylerde 0.5M aseton c¢ozeltisi

kullanilarak kuvars kristallerin yuzeylerinin aginmasi engellenmistir.
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UNAM

Sekil 3.21 Yiksek derigsimindeki aseton ¢dzeltisinden dolayl aginan yizeyin 1000x
SEM goruntusu

Hidrofilik yuzey elde etmek amaciyla 0.5M NaOH ile kuvars kristallerin

etkilestirilmistir. Ancak ultra saf su ve ultrasonik banyo ile kristallerde yikama
yapilmadigi takdirde sodyumhidroksit yuzeyde birikmektedir.
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": : e Ej‘:’*"' #
HV spot|mag O | det | tilt | WD |dwell | =——500 Qm —
10.00kv| 2.0 | 200x |[ETD|.0°189mm|30ps | |

Sekil 3.22 Ultra saf su ve ultrasonik banyo ile ylkanmamis kristalin 200x SEM

goruntusu
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S8,

HFW [ HV  [spot| mag OI det | tit [ WD
6.40 um|10.00 kV| 3.0 [40 000 x |ETD -0 °|12.6 mm UNAM

Sekil 3.23 Annexin V immobilizasyonu sonrasi 40000x SEM goérintisu

Temizleme islemi sonrasi NaOH ile yuzeyde OH gruplarn olusturulan kuvars
kristaline sirasiyla sistamin ve gluteraldehit immobilizasyonu yapildiktan sonra
Annexin V immobilizasyonu yapilmistir. immobilizasyon sonrasi alinan SEM
goruntulerine(Sekil 3.23 ve Sekil 3.24) bakildiginda trombosit hiicre membraninda

bulunan Annexin V molekilinin oldukca kiglk oldugu goértulmektedir.
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o
HFW | HV [spot[mag O det [ tilt [ WD
12.8 um[10.00 kV| 3.0 [20000 x |ETD |-0 °|12.6 mm UNAM

Sekil 3.24 Annexin V immobilizasyonu sonrasi 20000x SEM goérintisu
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. [ HFW [ HV [spot[mag 00| det | tilt [ WD
160 um [10.00 kV| 3.0 [ 1600 x |ETD|-0°[12.3 mm UNAM

Sekil 3.25 Biyosensor kanla etkilestirildikten sonraki 1600x SEM goéruntisu
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HFW | HV |spot[mag O| det | tit | WD
197 um [10.00 kV| 3.0 [ 1300 x |ETD|-0°[12.5 mm UNAM

Sekil 3.26 Biyosensor kanla etkilestirildikten sonraki 1300x SEM goérintisu
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HFW | HV |spot|mag O] det | tilt | WD
213 um [10.00 kV| 3.0 | 1200 x |ETD|-0 °|12.5 mm UNAM

Sekil 3.27 Biyosensor kanla etkilestirildikten sonraki 1200x SEM goérintisu
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HFW HV |spot|mag [ | det | tilt WD 300 ym ———
1.02mm|5.00kV| 3.0 | 250x [ETD|-0°[12.7 mm

Sekil 3.28 Biyosensor kanla etkilestirildikten sonraki 250x SEM goéruntisu
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HFW | HV |spot|mag O0] det | tilt] WD |  —— 100 ym —
427 um |10.00 kv| 3.0 | 600x |ETD|-0°]12.7 mm UNAM

Sekil 3.29 203 K/mm? trombosit iceren kan derisimi uygulanmis kristalin 600x

SEM goruntusu

58



HFW HV spot| mag [ | det | tilt WD 100 ym ——
320 um [10.00 kV| 3.0 | 800x |ETD|[-0 °|12.0 mm UNAM

Sekil 3.30 124 K/mm?®trombosit iceren kan derisimi uygulanmis kristalin SEM

goruntusu

Sekil 3.29'da 203 K/mm? trombosit iceren kan derisimi uygulanmis kristalin SEM
gorintiisi ve Sekil 3.30 124 K/mm?® trombosit iceren kan derisimi uygulanmis
kristalin SEM goruntusinin yakinlastirma oranlari yakin oldugundan bir kiyaslama
yapilacak olunursa uygulanan Annexin V molekillu ayni olan iki kristalin iki farkli
trombosit sayili derigsiminin SEM géruntileri arasinda fark vardir. Sekil 3.29'teki
SEM goruntisunde trombosit sayisiyla dogru orantili bir aktiflenmis trombosit

birikmistir. Trombosit sayisi arttikga aktiflenmis trombosit tespiti de artmaktadir.
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Farkli Annexin V immobilizasyonu sonrasi ayni miktarda trombosit sayisindaki kan
derigimleri tepkimeye sokulmus bunun sonucunda ise derisimi en fazla olan
Annexin V biyosensoérlerinde frekans kaymasi maksimum iken, derisimi en az olan
Annexin 'V biyosensorlerinde frekans degisimi minimumdur. Annexin V
konsantrasyonunda frekans dusmesi ve immobilizasyon maksimumdur. Ayrica U¢
farkli konsantrasyon incelendiginde frekans degisimi dogrusaldir. Ayni kristallerin
ayni buyudltme oraninda SEM géruntulerine bakildiginda en fazla madde apoptotik
trombosit hicrelerinin Kristal A’da gbézlemlenirken, en az apoptotik hicre Kristal
C’de birikmistir. Ug farkh kristal igin SEM goruntileri ayni yakinlastiriima oraninda
alinmigtir. Boylelikle MATLAB programinda goruntu igleme yazilimi hazirlanarak,
kuvars kristalleri Uzerindeki apoptotik trombosit hucrelerinin kargilagtiriimasi

yapimigtir.

SEM goruntulerinin goéruntu igleme yapilarak goruntulerin sayisal hale getiriimesi
son yillarda 6nem kazanmistir[119]. Hazirlanan MATLAB yaziiminda SEM
goOruntlleri programa yuklenerek sayisal hale gevirilmistir. SEM gorUntusulerinde
trombositler siyah renge daha yakin oldugundan ve zeminin ise acgik renkte
olmasindan dolayr tim SEM goruntulerinin  histogramlari  ¢ikartiimigtir.
Histogramlara bakildiginda yogun Annexin V derisimi uygulanmis kristalin kanla

etkilesmesi sonucu daha fazla apoptotik trombaosit hiicrelerinin varhgr géralmustir.

SEM goéruntulerindeki madde birikimini sayisal hale getirmek ve frekans
degisimleriyle kiyaslamak icin bir esik degeri belirlenmigtir. Bu esik degerinin
ustundeki degerler beyaza, esik degerinin altinda kalan degerler ise siyah renge
cevrildikten sonra tum goruntuler gray skalaya donusturulmagtur. Boylelikle veri

kaybi en aza indirilmistir.
Tum piksel degerleri taranarak siyah ve beyaz piksel sayilari tespit edilmistir.

Siyah piksel sayisi tim piksel sayisina boéltnerek gorintideki siyah piksellerin tim

resme oranini hesaplanmig, bu oran ile frekans degerleri kiyaslanmistir.
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Piksel Sayisi

Kristal C SEM Goriintiisi

Kristal A SEM Gortintiisii

X s

Kristal A SEM Goriintiistu Histogrami Kristal B SEM Goriintiisti Histogranmi 2 Kristal C SEM Gériintiisii Histogram
15000 ; ' ; ; ! : " : . : Al : : . :
10000 %
5000 g
0

Sekil 3.31 Kristal A, Kristal B, Kristal C SEM goruntileri ve histogramlari
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Kristal A SEM Gériintiisii Islenmis Hali Kristal B SEM Gériintiisii islenmis Hali Kristal C SEM Gériintiisii islenmis Hali
M ' _ : o

] x i . .
, X ; P ':.:-._'-. d- . -y .‘* .
' #" 3 T4 %;5 :J?. ! 4
* ; '%\ 2 ¥ r ¢ ' A
IR A TR o4 , !
Y, » " 15y * 3 % .
B L l P ‘ i | ? ? re
f e % &
Siyah Renkli Piksel Yiizdesi(%)
Kristal A Kristal B Kristal C
17,9437 11,8529 6,0477

Sekil 3.32 Goruntu igleme yapildiktan sonraki goruntiler ve siyah renkli piksel yuzdesi
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Cizelge 3.4 Program sonucuna gore yuzde apoptotik trombosit hiicresi miktari ile frekans degisiminin kiyaslanmasi

Kristal Uygulanan Uygulanan Annexin V Uygulanan Ayni Sayida Trombosit Program Sonucuna
Adi Annexin V Derigimi Sonrasi Frekans Kanin Trombosit | igeren Kan Derigimi Gore Siyah Renkli
(ng/ml) Degisimi Sayisi Sonrasi Frekans Piksel Yuzdesi
(-Hz) (K/Imm?3) Degisimi (%)
(-Hz)
Kristal A 5ug/mi 214 .4 203 489,6 17.9437
Kristal B 0.5ug/ml 147,2 203 361,4 11.8529
Kristal C 0.05ug/mi 88,4 203 216 6.0477
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Protokol yerine getirilerek farkli derisimde Annexin V immobilize ettirilerek hazirlanan
kuvars kristallerine ayni trombosit sayisina sahip kan derigimleriyle etkilestiriimesi
sonucu en az fazla frekans kaymasi Kristal A’da olmustur. MATLAB programinda

gelistirilen yazilim da Kristal A igin %17.9437 ¢ikarak bu sonucu destekler niteliktedir.

3.2.4.2 Atomik kuvvet mikroskobu(AFEM) goriintiileri

Atomik kuvvet mikroskobu gériintiileri, kontak modda ve 10um?Ilik yiizey alaninda
alinmistir.  Kiliflarindan ¢ikarilan c¢ikarilan kuvars kristallerine higbir iglem
yapiimadan AFM goéruntileri alinmigtir. Sekil 3.33 ve Sekil 3.34 de goruldugu gibi

yuzeyde cesitli tozlar gérunmekte ve SEM goruntulerini desteklemektedir.

-200

-400

Sekil 3.33 Kilifindan g¢ikariimis kristalin 10 ym x 10 ym G¢ boyutlu AFM géruntusu
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nm

200 -

-200

-400

Sekil 3.34 10 um x 10 ym boyutlu kirli gmus yUzeyin U¢ boyutlu AFM goruntusu

Kilifindan gikarilan kuvars krsitaline sirasiyla 0.5M aseton, 0.5M metanol, 0.5M
sodyumbhidroksit, 20mM sistamin, %5’lik glutaraldehit immobilizasyonu ve Annexin
V immobilizasyonu sonrasi alinan AFM goruntulerinde kilifindan ¢ikarilan kristalde

alinan AFM goruntusune gore yuzeyin Annexin V ile kaplandigi gorulmektedir.
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500 -

250 4

-250

-500

Sekil 3.35 10 um x 10 ym boyutlu Annexin V immobilize edilmis kristalin t¢
boyutlu AFM goruantisu

Kuvars kristallere Annexin V immobilizasyonu sonrasi alinan atomik kuvvet

mikroskobunu goruntuleri iki boyutta incelendiginde Annexin V molekulinun

oldukga kuguk oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 3.36 10 ym x 10 um boyutlu Annexin V immobilize edilmis kristalin iki
boyutlu AFM goruantisu
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4.SONUG

Annexin V ligandi kullanilarak hazirlanan trombosit aktivasyonu ve erken trombosit
apoptosisi piezoelektrik biyosensorl igin osilator ve frekans sayici devreleri

hazirlanmistir.

Annexin V proteini immobilizasyonu igin dncelikle kuvars kristallerin yuzey temizligi
0.5M aseton ve 0.5M metanol kullanilarak yapilmistir. Hidrofilik yuzey eldesi icin
0.5M NaOH 30 dakika 300 rpm cevirme hizinda kuvars kristallere uygulanmistir.
Yuzeyde olusan OH gruplariyla tiyol(SH) ve amin (NH;) gruplari iceren sistamin
molekull uygulanmistir. Sistaminin serbest ucuyla glutaraldehitimin aldehit uglar
reaksiyona girerek uzatma kolu olusturulmasi igin %95’lik glutaraldehit ¢ozeltisi
hazirlanarak kristallerle reaksiyona sokulmustur. Bu prosedurde kimyasallarin
derisimleri ve cevirme hizlari degigtirilerek optimum kosullar belirlenmistir. Bu
kapsamda sistamin immobilizasyonunda 20mM sistamin derigimi en basarili
olurken glutaraldehit immobilizasyonunda ise %5’lik glutaraldehit ¢ozeltisinde daha
iyi sonuglar verdigi gozlenmistir. Ayrica glutaraldehit immobilizasyonunda 300 rpm

cevirme hizi diger ¢cevirme hizlarina oranla daha basarilidir.

Kuvars kristal ylzeyinde uzatma kolu olusturulduktan sonra trombosit aktivasyonu
ve apoptosisi taniyici molekiki olan Annexin V 5 pg/ ml, 0.5 ug/ ml, 0.05 pg/ mr’lik
konsantrasyonlarla uygulanmistir. En fazla frekans dismesi 5 pg/ml derisim

uygulanan kristallerde gézlenmistir.

Hazirlanan biyosensorler 10 farkli trombosit sayisindaki kan c¢ozeltilerinde test
edilerek biyosensériin 75 ile 225 K/mm? arasinda dogrusal oldugu tespit edilmistir.
Bu aralikta kalibrasyon denklemi y=2,32676+9,7831 iken regresyonu
R?=0,9853'tr.

Kuvars kristalleri kiliftan ¢ikarildiktan sonra, temizleme prosedurt uygulanmis ve
kanla etkilestirildikten sonra SEM goruntileri alinarak frekans degisimleri
desteklenmistir. Ayrica kristaller kiliftan ¢ikarildiktan sonra ve Annexin V proteini
immobilizasyonu sonrasi AFM goruntuleri alinmigtir. AFM ve SEM goéruntuleri

frekans degisimlerini destekler niteliktedir.
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Farkli Annexin V derigimlerinde hazirlanan biyosensorler ayni trombosit sayisina
sahip kan c¢ozeltilerinde test edilmis ve yogun Annexin V derigimi uygulanmig
kuvars kristallerinde daha fazla frekans degisimi oldugu gdézlenmistir. Hazirlanan
MATLAB vyazilimiyla yuzeylerin histogramlari c¢ikarildiktan sonra yuzeydeki
kontrast farkindan yuzeye yapigan molekullerin yuzdesi belilenmis ve frekans
degisimiyle kiyaslanmistir. Frekans degisimi ve yuzeye yapisan molekullerin

benzerligi biyosensorun basaril oldugunu gostermektedir.
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