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BILIRUBIN BiYOSENSOR TASARIMI VE URETIMi
Sinan SAGLAM
Baskent Universitesi Fen Bilimleri Enstitis(

Biyomedikal Muhendisligi Anabilim Dali

Bilirubin bir safra pigmentidir ve memelilerde yaslanmig kirmizi kan hdcrelerindeki
hemoglobin katabolizmasi sonucu olusur. insan viicudundaki fonksiyonu zincir kiran
bir antioksidan oldugu tahmin edilmektedir. Ayrica bu madde beyin dokusunda
biriken toksik bir maddedir. Bilirubin seviyesi yuksek olan hiperbiluribinemi
hastalarinin  tedavisinde  plazmadan  bilirubin  uzaklastiriimasi  teknikleri
kullaniimaktadir. Bilirubin seviyesinin Olgilmesi hastaligin teshisinde ve tedavisinde
onem tasimaktadir. Bu dlgimlerin yapilmasinda standart olarak deri test cihazlari,
kimyasal olmayan fotometrik cihazlar ve laboratuar analizatér kullaniimaktadir. Bu
calismanin amaci kuartz kristalleri kullanarak yeni bir bilirubin biyosensorinun
tasarimi ve Uretimidir. Biyosensor Uretimi i¢in ilk agsamada kuartz kristal Uzerine
capraz baglama ve kovalent baglama immobilizasyon ydntemleri kullanilarak
albdmin immobilizasyonu yapilmistir. Van der Walls etkilesimi ile kristal Gzerindeki
albumin Uzerine bilirubin baglanmistir. Kuartz kristal Uzerine baglanan bilirubin
miktari frekans degisimlerinden yaralanilarak hesaplanmigtir. Bdylece yapilan
calismalarda basarili bir sekilde bilirubin biyosensorl tasarlanmistir. Gelistirilen

tasarimla, disik maliyetle bilirubin seviyesini dlgebilen cihazlar tasarlanabilecektir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Bilirubin, Biyosensor, Kuartz kristal, QCM
Danisman: Dog¢. Dr. Mustafa KOCAKULAK, Baskent Universitesi, Biyomedikal

Muahendisligi Bolumu.



ABSTRACT

DESING AND CONSTRUCTION OF A BILIRUBIN BIOSENSOR
Sinan SAGLAM
Bagkent University Institute of Science

Department of Biomedical Engineering

Bilirubin is a bile pigment and it is generated by hemoglobin katabolism in old
erythrocytes for mammals. The fuction of bilirubin in human body believed as an
antioksidan. Billirubin is also accumilated in brain tissues and it is toxic. In order to
treat hyperbilirubinemia patients, who has high bilirubin levels, extracorporeal
bilirubin removal columns applied . Measurement of bilirubin level is important for
diagnosis and theraphy. Measurement of bilirubin levels are made by skin test
devices, nonchemical photometric devices and laboratory analyzers . The aim of
this study is to design and implement of a new bilirubin biosensor using quartz
crystal microbalances. For biosensor production, in the first phase; we use cross-
linking and covalent binding immobilization methods on the quartz crystal using to
make immobilized albumin. By Van der Walls reaction, over surface of the albumin
on the crystal is connected with bilirubin. The amount of bilirubin anchored on
quartz crystal is calculated by using frequency changes. In this study new bilirubin
biosensor is designed and constructed. As a result a low cost and sensitive

bilirubin measurement device is implemented.
KEYWORDS: Bilirubin, Biosensor, Quartz crystals.

Supervisor: Asc. Professor Mustafa KOCAKULAK, Bagkent University, Department

of Biomedical Engineering.
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1. GIRIS

Bilirubin; sari renkte, hem katabolizmasinin sonucu olusan bir Grindur. Glinumuzde
kandaki bilirubin miktarinin belirlenmesi deri test cihazlar, kimyasal olmayan
fotometrik cihazlar ve laboratuar analizator ile yapilmaktadir. Bu cihazlar kandaki
bilirubin miktarini dolayli bir sekilde olger ve hatali sonuglar verebilir. Yapilan
arastirma neticesinde kuartz kristallerin yuzeyine kimyasal immobilize albumin ve
bilirubin ile kuartz kristalde neden oldugu frekans degisiminden yararlanarak

bilirubin 6lgimu yapilmasi hedeflenmistir.

1.1 Calismanin Amaci ve Kapsami

Yapilan galismanin amaci kuartz kristal ylizeyine albumin immobilize edip, bilirubin
miktarinin kuartz kristal mikroterazi (Quartz Crystal Microbalance- QCM ) ile
Olculmesidir. QCM cihazi; kutle degisimine gore frekans degisimini gostermektedir.
Eger kristal yuzeyinde kitle azalmasi varsa frekans artacak. Kristal yuzeyinde kutle
artisi varsa frekans azalacaktir. Bu bilgiden yaralanarak bu tez calismasinda

albumin immobilizasyonu yapilanan QCM Gzerinden bilirubin miktari dlgtlmastr.



2. GENEL BILGILER

Bu kisimda kan ve kan bilegenleri hakkinda genel bilgiler verilmigtir. Daha sonra
kanda bulunan albtimin ile bilirubinin genel 6zelliklerine deginilmistir. Bu bilgilerden
sonra immobilizasyon yontemleri anlatilmig ve kuartz kristallerin 6zelliklerinden

bahsedilmigtir.

2.1 Kan

Kan, atardamar, toplardamar ve kilcal damarlardan olusan damar aginin iginde
dolasan; akici plazma ve hucrelerden (alyuvar, akyuvar ve kan pulcuklarr) meydana
gelmis kirmizi renkli hayati bir sividir. Kan ile ilgili tibbi terimler genellikle hemo ve
hemoto sozcikleri ile baslar. Bu soézcukler eski Yunanca'da kan sézcugunu
kargilayan haimadan turetilmistir. Kolloid bir madde olup homojen goérinse bile,
heterojen bir karigimdir.

Kanin ana islevi besin maddelerinin (oksijen, glikoz) ve yapisal elemanlarin
saglanmasi ve atik maddelerin (karbondioksit, laktik asit vs.) atiimasinin
saglanmasidir [1].

Her bedende 3.1 ile 5.2 litre arasi kan bulunur. Bu miktar ortalama vicut
agirhginin %7-%8'ini olusturur. Kanin yarisi, sivi olan bolimden yani plazmadan
meydana gelir. Diger yarisi ise kanin igcinde gesitli gorevler uUstlenmis olan hucreler

veya molekullerdir.

Kandaki hudcreler, vicuttaki kan miktarinin yarisini olusturmalarina ragmen, yan
yana dizildikleri takdirde 96.500 km'lik bir ¢izgi olusturabilecek kadar fazladirlar. Bu

dinyanin gevresini iki kez dolagmaya yeterli bir uzunluktur.[29]

Egder kanin pihtilagsmasina izin verilirse, tipun ustinde kalan siviya serum denir.
Serumda fibrinojen ve pihtilagsma ile ilgili diger proteinler, pihtilagsmada kullanildigi

icin yoktur. Diger bir deyisle plazma, fibrinojen ve serumdan olusur.



Kanin en onemli gorevi kalpten dokulara metabolik olaylar icin gerekli oksijeni

tasimaktir.

Bazi ufak ve basit yapili canlilarda kanin yapisi deniz suyuna ¢ok benzerdir. Bu
canlilarin vacut pargalarinin gerek duydugu oksijen bu sivida ¢6zunmusg olarak
tasinir. Daha karmasik yapili canhlarda dokularin oksijen ihtiyaci ¢ok fazla olup,
¢6zinmus halde tasinan oksijen yeterli olamaz. Bunlarda “solunum pigmentleri”
denilen renkli maddeler oksijeni baglayarak dokulara tasirlar. Bu pigmentlerin (boya
maddelerinin) kanda yaygin halde bulunmalari kani kivamli ve akigkanligi az bir
hale getireceginden insan ve diger memelilerde pigment tasiyici 6zel hucreler

vardir.

insanlarda kan, birgok canli hiicrenin bulundugu karmasik bir ortamdir. Her viicut
kilosunda 70 mililitre kan bulundugu kabul edilir. Bu hesaba goére 70 kg'lik normal bir
erigskinde yaklasik 5000 ml (5 litre) kan bulunur.[29]

Kan, kalbin pompa vazifesi yaptigi bir kapali sistemde dolagir. Bu sistem kalp ile
dokular arasinda ve kalp ile akciger arasinda olmak tzere iki bolimdur. Bunlardan
birincisine “buyuk dolasim sistemi”, ikincisine de “klguk dolasim sistemi” denilir.
Toplardamarlardan gelen kan kalbin sag kulakgigina dokulir. Buradan sag
karinciga gecgen kan, kalbin kasiimasiyla akcigere yollanir. Akcigerde temizlenen
kan, kalbin sol kulakgigina gelir, buradan da karinciga gectikten sonra vicuda

pompalanir. Kan kilcal damarlardan gegerken oksijenini birakir ve karbondioksit alir.

Dokularin oksijen ihtiyacini kargilamak ve artiklari almaktan baska kanin birgok
onemli godrevi daha vardir. Besin maddelerini tasir. Vitaminler, enzimler ve

hormonlarin gitmeleri gereken yerlere ulasmalarini saglar.

Kan ayni zamanda, yabanci cisimlere kargi vicudun savunmasinda onemli bir role
sahiptir. Bir iltihabi olaya karsi savasirken, bir takim kan hucreleri direkt mikrobu

tahribe galisgir, diger bazilari antikor yaparak mikrobu tesirsizlestirir.



Kanin bir diger 6nemli vazifesi de, i¢ dengeyi saglamaktir. “Hemeostazis” adi verilen
bu dengedeki en ufak degisiklik vucut i¢in tehlikeli durumlar ortaya ¢ikarir.

Vucut sicakligini ayarlamada 6nemli rol oynayan kan, metabolizmasi hizli
organlardan aldidi 1s1y1, yuzeydeki damarlardan gegerken verir. Ayrica kan icerdigi
maddelerle vicudun sivi-elektrolit dengesini de saglar.

2.2 Kan Bilesenleri

Bir sivi toplulugu gibi gorundugu halde, kan ayni zamanda bir vicut dokusudur. Bu
vucut dokusunun ara maddesini diger dokulardan farkli olarak bir sivi meydana
getirir. Plazma kanin % 55'ini tegkil eder. Kalan kismi ise alyuvarlar, akyuvarlar ve

pihtilagsmada rol oynayan trombositlerden meydana gelmigtir.

Kan hucreleri kolaylikla plazmadan ayrilabilir. Santraflj denilen cihazlarla ylksek
suratle dondirme saglanarak, kan hucreleri dibe ¢okturilip, plazmadan ayrilir.

Kanin vizkozitesi sudan 5-8 defa daha fazladir.

Her gun kanin belli kismi yenilenir. Yaklasik % 1 kadar kirmizi kan hicresi Olurken,
yerlerine ayni miktar geng¢ hlcre kemik iliginden kana verilir. Plazma miktari da en
ufak bir degisiklikte hemen dengelenir. Bir kan kaybi durumunda viucut denge
mekanizmalari ile hemen hacmi sabit tutmaya calisir. Once dokulardan kana sivi
gegisi olur. Daha sonra hizla geng¢ alyuvarlar kana veriimeye baslanir. Blylk
miktarlarda kanin kaybedildigi durumlarda sok ortaya cikar. Kaybolan kan yerine

konmazsa sok durumu atlatilamaz.

Plazma: Kan plazmasi, % 91 su, % 8 organik maddeler ve % 1 inorganik
maddelerden mutesekkildir. Organik bilesenlerin tamamina yakini, proteindir ve
plazma igin proteinlerin suda ¢dzinmesiyle meydana gelir. Plazmanin ¢ temel
proteini albumin, globulin ve fibrinojendir. 100 mililitre plazmada 4,5 gr albumin, 2,5

gr globulin ve 0,3 gr fibrinojen bulunur.



Albumin: Proteinlerin en kuguk molekllli olanlarindan biridir. Kanin osmotik
basincinin dortte Ggund albumin saglar. Osmotik basing sayesinde kan-plazma
orani korunur. Albumin karacigerde yapilir. Karaciger bozuklugu olanlarda

hipoalbuminemi denilen plazma albumin seviyesi dusukligu ortaya ¢ikar.

Globulin: Plazma globulinleri birgok degisik turdedir. Elektroforez metoduyla
globulinler alfa, beta ve gamma pargalarina ayrilabilir. Alfa ve beta globulinler gesitli
proteinleri baglayarak, cesitli yerlere tasirlar. Gama globulinlerden ise hastaliklarda

bagisiklik saglayan savunma maddeleri yapilir.

Fibrinojen: Kan pihtilasma mekanizmasinin en son basamagini yapan proteindir.

Fibrinojen molekulleri fibrin liflerine donerek katilasirlar ve pihtilagsma gergeklesir.

Proteinlerden bagka plazmada alinan gidalarin metabolizma Granleri olan Urik asit,
kreatinin, amino asitler gibi bir takim organik molekuller de bulunur. Diger organik

maddeler ise glikoz, yaglar ve kolesteroldur.

Plazmanin baslica inorganik bilesenleri elektrolitlerdir. Bunlar sodyum (Na+), klor
(Cl-), kalsiyum (Ca++), fosfat (PO4)-3, sulfat (SO4)-2 ve magnezyum (Mg++)dur.

Alyuvarlar: Kirmizi kan hicreleri kanin hicre kisminin tamamina yakinini meydana
getirirler. Kanin her milimetre kidbinde yaklasik bes milyon alyuvar bulunur.
Mikroskopta bakildiginda alyuvarlar, ortasi ¢okik tavla pulu seklinde goérular.

Ortalama caplar1 7,5 mikron olup, merkezdeki kalinliklari bir mikrondur.

Hemoglobin: Her kirmizi kan hucresinde oksijen baglama yetenegindeki bir
proteinli boya (pigment) olan hemoglobin bulunur. Oksijenle dolu olan hemoglobine
“oksihemoglobin” denir. Bu, kana parlak kirmizi rengini verir. Dokulara oksijen
getirdikten sonra bir miktar karbondioksiti alarak akcigerlere getirir. Buna da

“karbaminohemoglobin” denir.

Akyuvarlar: Alyuvarlardan ayri olarak tam hucre 6zelligi gosterirler. Bir ¢cekirdekleri
ve diger hucre organelleri vardir. 10-20 mikron caplariyla da alyuvarlardan daha
blayuktur. Hareketleri amipsi sekildedir. Bir milimetrekip kanda yaklasik 7000 kadar
akyuvar bulunur. Beyaz hucreler ailesinin en 6nemli fertleri “granulositler” (pargal
naveliler), “lenfositler” ve “monositler’dir. Akyuvarlarin % 60-70'ini granulositler, %

30-45'ini lenfositler % 10'dan az kismini da monositler tegkil eder.
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Granulositler de aralarinda “notrofil”, “bazofil” ve “eozinofil” olmak Uzere U¢ geside
ayrilirlar. Bunlarin buyuk gogunlugunu notrofiller teskil eder.

Beyaz kan hucreleri iki yolla viicudun enfeksiyonlara kargi savunmasini Ustlenirler.
Granulositler ve monositler mikroorganizmayi yutarak (fagositozla) yok ederken
lenfositler antikor meydana gelmesine sebep olarak mikroorganizmaya kargi
cahsirlar. Akyuvarlarin en buyukleri olan monositler de bakteri ve 6lu hucre
kirintilarini yerler. Omiirleri cok kisadir. insanlarda 4 giindir. Mikrobik hastaliklarda

sayllar artar.

Kan pulcuklari: Caplari sadece 1-2 mikron olan kanin en kiguk hicreleri olan
trombositler, pihtilasmada onemli rol oynarlar. Kirmizi kemik iligindeki dev
hacrelerin (megakaryosit) pargalanmasiyla meydana gelen oval veya yuvarlak,
renksiz ve cekirdeksiz parcgaciklardir. Trombosit olarak da bilinirler. Her
milimetreklip kanda yaklasik 150-400 bin trombosit bulunur. Kanda 9 gun sag
kalirlar. Yag, protein ve karbonhidratlardan bagka bir takim enzimleri de vardir.

Damar yaralanmalarinda, damarin i¢ yuzine yapisarak tikarlar.

Salgiladiklari trombokinaz enzimiyle pihtilasmada rol oynarlar. Pihtt meydana
geldiginde katillasarak yaranin agzini blzerler ve kanamayl durdururlar.
Trombositlerin pihtilagsmadaki ¢gok dnemli gorevlerinin diginda serotonin, adrenalin,

noradrenalin ve histamin maddelerini tasima vazifeleri de vardir.

Kan yapici organlar: Kan yapan organlar olarak, kemik iligi, lenf nodulleri (bezeleri)
ve dalak sayilabilir. Ana karninda karaciger, dalak ve kemik iligi tarafindan yapilan
akyuvar yapimini dogumdan bir sure sonra tamamiyle kemik iligi Ustlenir. Dalak ve
lenf bezleri “Lenfatik doku’nun en dnemli kisimlari olup lenfosit ve monositleri imal

ederler.

Lenfatik doku: Bademcikler, timus, barsak mukozasinda da bulunmasina ragmen,
lenfatik dokunun iki buylk merkezi lenf bezleri ve dalaktir. Bu doku, lenfositleri
meydana getiren lenfoblastlar ve monositleri yapan histiositlerden husule gelmigtir.
Blenfositlerinden meydana gelen “plazma hucreleri” antikor yapiminda gorev alirlar.



Pihtilagsma: Damar yaralanmalarinda disari ¢ikan kanin, birtakim kimyasal
reaksiyonlar sonucu sivi halden pelte koyuluguna veya kati hale gegmesine kanin

pihtilasmasi denir. Pihtilagsma sayesinde kan kaybi 6nlenir.

Pihtilasma mekanizmasi, gok kompleks olmakla beraber olayin son kademesini ve
esasinl kanda ¢ozinen plazma proteini fibrinojen'in ¢ézinmeyen ipliksi yapidaki

Fibrin'e dontsmesi teskil eder.

2.3 Albiimin

Kisaca albumin diye de bilinen serum albimini, insan ve diger memeli hayvanlarin
kan plazmasinda bulunan en vyaygin proteindir. Albumin sekil 2.1'de
gosteriimektedir. Kanda bulunan proteinlerin %60'in1  olusturur. Ayrica, doku
sivilarinda, Ozellikle kas ve deride, az miktarda gbzyasi, ter, mide sular ve safrada
da bulunur. Vicuttaki toplam albiminin %30-40"l kandadir.

Yag asitleri ve c¢esitli baska maddeleri kanda tagimasinin yani sira en énemli islevi,

kan ile doku sivilari arasinda suyun dengelenmesini saglamaktir.

Sekil 2.1 insan serum albumininin sematik gdsterimi, 6 palmitik asit molekiiliine
baglanmis haliyle [2]



BlUyuk proteinler kilcal damarlardan geg¢emedikleri icin kandaki sivilarin sizma
egilimini dengelerler. Bu yuzden albimin, kilcal damarlardan dokulara su ve suda
¢6zinUr maddelerin gegmesine neden olan kolloid osmotik basing veya onkotik
basinci duzenleyen baslica proteindir. Ozmotik basincin %70'i albimin tarafindan
kargilanir, bu yuzden albumin damarlarin igiyle digindaki dokular arasindaki sivinin
dengelenmesinde gereklidir. Kan protein seviyelerinin digsmesi halinde, 6rnegin
idrara protein gegcme (proteinuri) veya kotu beslenmeden dolayi, dokular arasinda

su birikmesi, yani 6dem olusur.

Albuminin en ilging oOzelligi tasiyabildigi maddelerin cesitliligidir. AlbUmin, suda
¢ozunurlikleri disuk olan yag asitlerinin kandaki baslica tasiyicisidir. Bunun yani
sira, oksijen serbest radikallerine baglanarak bunlari kontrol altina alir, ayrica
bilirubin (hem molekulinun yikimi sirasinda ortaya c¢ikar) gibi suda ¢ozunmeyen

bazi toksin metabolizma urlnlerine baglanarak onlari zararsiz kilar.

Albimin, bir kismi ylUksek konsantrasyonda zehirli olabilecek olan cesitli metal
iyonlarina da baglanabilir. Pek ¢ok fizyolojik suregte yer alan nitrik oksitin (NO)
kandaki baslica tasiyicisi da albumindir. Bu maddelere baglanmasi sayesinde
albimin hem bu maddelerin kandaki konsantrasyonlarini duslik ve zararsiz

duzeylerde tutar, hem de onlarin ihtiya¢ duyulduklar yerlere ulagsmalarini saglar.

Albiminde uzun yagd asidi molekullerinin (oleik, linoleik, linolenik, arasidonik,
palmitik ve miristik asit gibi) baglanabildigi, ikisi siki, dordl gevsek olmak Uzere alti
baglanma yeri vardir. Bu yag asitleri albimin tarafindan hicrelere taginip oralarda

kullantlirlar.

Yag asitlerinin baglandiklari yerlerden farkh olarak ayrica kiglk organik iyonlarin
baglanabildigi de iki yer vardir. Bunlardan biri kiguk aromatik karboksilik asitleri
tercih eder, 6buru negatif yuk iceren ¢ok halkali bilesikleri tercih eder. Bu yerlerde
tiroid hormonu ve diger steroid hormonlar ve bilirubin taginabilir. Tedavi amacla
vicuda alinan ¢ogu ilag da bir dl¢glide buralarda albimine baglanirlar. Piridoksal

(vitamin B6) da albumin tarafindan tasinir.

AlbUimin, bu belirtilen bilesikler disinda gesitli agir metal iyonlarina da baglanarak
onlarin kandaki konsantrasyonunu kontrol eder. Albumin proteininde iki metal iyonu

baglanma yeri vardir ve bunlara ginko, bakir, kadmiyum, civa, altin, gimus ve nikel
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dahil olmak uzere cesitli iyonlar baglanabilir. Kalsiyum ve magnezyum da albumine
baglandigindan albimin bu iki iyonun kandaki konsantrasyonlarina etki edebilir.

AlbUminin bir diger 6zelligi de kan pH'ini kismen tamponlayabilmesidir.

2.4 Bilirubin

Bu kisimda bilirubinin kimyasal o6zellikleri, fonksiyonlari, etkileri, nasil ol¢uldugu

anlatiimigtir.

2.4.1 Bilirubin’in Kimyasi

Bilirubin sari renkte normal hem katabolizmasi (par¢calanmasi) sonucu olusan bir
artndur. Hem kirmizi kan hicrelerini olusturan hemoglobinde bulunur. Hemoglobin
parcalandiginda Hem’e sonrada bilirubine parcalanir. Pargalanan bu bilirubinde
karacigere tasinir. Karaciger her gun ortalama olarak 300 mg (500 ymol) bilirubin

tasinir [1]. Saglikli karaciger 300 mg bilirubini kolaylikla isleme kapasitesine sahiptir.

Bilirubin dort adet (tetrapyrrole) agik zincirinden olusur. Sekil 2.2’de de goruldugu
gibi. Ancak bilirubin Hem'de bu dort halka porfirin halkasina baghdir. Bilirubin
molekuline benzer molekiller bitkilerde de 1s1g1 algilamak igin kullaniimaktadir.
Bilirubinde digerleri gibi 1s19a duyarlidir ve bu nedenle de igikla bilirubin izomerize
olur. Bu sayede 1sik terapisiyle sarilik olan yeni dogmus bebeklerin tedavisinde

kullanilir. Isik tedavisi bilirubini izomerize edip ¢ozunurlGgunu arttirir.



HO,C  CO,H

Sekil 2.2 Bilirubinin Kimyasal Yapisi [1].

2.4.2 Bilirubin Fonksiyonlari

Bilirubin biliriverdinin indirgenmesi iglemi sonucu olusur. Eger bilirubin oksitlenirse

tekrar biliriverdine dénusduir.

Kemik iliginde Uretilen eritrositler yaslandiginda ya da hasar aldiginda dalak
tarafindan pargalanir. Bu durum ortaya hemoglobinin g¢ikmasina neden olur.
Hemoglobinde pargalandiginda Hem ortaya ¢ikarir. Bu hemler ankonjuge bilirubine
dalaktaki makrofaj tarafindan cevrilir. Cevrilen bu ankonjuge bilirubin suda

¢bzunemez ancak albumine baglanarak karacigere gonderilir.

Karacigerde bilirubin konjuge olarak glukuronik asite gevrilerek suda ¢oéztunmesi
saglanir ardindan safraya gonderilir ve buradan ince bagirsaga gecger. Bir kisim
konjuge bilirubin kalin bagirsakta kalir ve kolondaki bakteriler tarafindan metabolize
edilerek 6nce urobilinojene sonra sterkobilinojene en sonunda da sterkobiline
oksitlenir. Digkiya kahverengi rengini veren sterkobilindir. Ayrica ara basamakta
olusan urobilinojen bagirsaktan emilir ve idrar yoluyla oksitlenmis formda urobilin

olarak atilir.

Normal olarak ¢ok az miktarda bilirubin idrar yoluyla atilir. Bu durumda idrara agik
sari rengini verir. EQer karaciger fonksiyonlari azalirsa ya da safra drenaji tikanirsa,
bir miktar konjuge bilirubin karaciger hucresinden disari sizip gider ve idrara karisir.

Bu durum idrarda koyu kehribar bir renk verir.

10



idrardaki konjuge bilirubin klinik olarak analiz edilebilir. Ancak bu hemolitik anemi
(kirmizi kan hucrelerinin artmasi) kandaki ankonjuge bilirubini arttinr fakat
ankonjuge bilirubin suda c¢6zinemez. Bu nedenle karaciger veya safra
sistemlerinde herhangi bir anormallik yoksa idrardaki bilirubin miktari degismez.
Ancak yukarida da bahsedildigi gibi normal islemlerden gecerek olusan
uronobilinojen bu durumda artar. Bu sayede idrardaki bilirubin ve urobilinojen

miktarlari dlgulerek farkl bolgelerdeki hastaliklar ayirt edilebilir.

Oksijene Hem

Cytochrome
C reductase
NADPH
COOH COOH COoOOH COOH
Hem Biliverdin IXo
Biliverdin
reductase
NADPH
UDFGT
S Y
T T
COOR COOR COOoOH CO0OH
Konjuge bilirubin X Konjuge olmayan bilirubin 1Xo

Sekil 2.3 Bilirubinin Donugtima [1]
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2.4.3 Bilirubin Toksik Etkisi ve Kan Testleri

Yeni dogan bebeklerde ankonjuge hyperbilirubinamia beynin belli bolgelerinde
bilirubin birikimine neden olur. Bu durum kernikterus olarak da adlandirilir ve bunun
sonucunda beynin ganglionlarinda bilirubinin etkisiyle zeka geriligi, nodbetler,
anormal refleksler ve gbz hareketliliine neden olur. Bu hastaligin yeni doganlarda
olusmasinin nedeni kan beyin bariyerinin tam olarak gelismemesi ve bilirubinin
rahatlikla beyin interstitiumuna gegmesidir. Yetigkin kigilerde bu durum

gergeklesmez.

Spesifik kronik hastaliklar diginda da yeni dogan bebeklerde hyperbilirubinameia
riski daha ylUksektir. Bunun nedeni yenidogan bebeklerle bagirsakta bulunan
bakterilerin henlz olusmamasindan dolayi konjuge bilirubinin pargalanamamasidir.
Pargalanmayan konjuge bilirubin B-glukoronidase enzimiyle ankonjuge hale gelir ve
yuksek miktari tekrar emilir.

Bilirubin 1sikla pargalara ayrilmaktadir. Bu nedenle kan toplama tupleri 1s1ga maruz

birakilmamalidir. Bilirubin kanda iki formda bulunur:

1) Konjuge (direkt bilirubin) ve

2) Ankonjuge (indirekt bilirubin).

Konjuge bilirubin glikoronik aside baglanabilir. Ayrica boyar maddeler (diazo) kana
eklendiginde hizli bir sekilde tepkimeye girer ve azobilirubini olusturur. Buna karsilik
ankonjuge bilirubin ¢ozulebilir degildir ve yavas reaksiyona girer yine azobilirubini

olusturur.

Etanol her iki bilirubininde reaksiyonunu hizlandirir. Toplam bilirubin, konjuge ve
ankonjuge bilirubinlerin toplamidir. Toplam ve direkt bilirubin seviyeleri kandan
Olculebilir buradan da indirekt bilirubin hesaplanabilir. Ayrica indirekt bilirubin suda

¢6zliinmez yagda ¢ozundar [3 - 5].
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ilk olarak bilirubin Van den Bergh reaksiyonu ile niteliksel olarak 6lgliimistur.
Toplam bilirubin 2,5 dichlornphanyldiazonium metoduyla, direkt bilirubin ise

Jendrassik and Graf metoduyla olculebilir [6].

Bilirubin dlgumunun farkli metotlari vardir. Bilirubinin kandaki seviyesinin hangi
aralikta normal kabul edilecedi halen tartisma konusudur. Bu konuda farkh
¢alismalar vardir [7 - 11]. Bu ¢alismalarda normal kabul edilen degerler tablo 2.1

verilmigtir.

Cizelge 2.1 Normal Kabul Edilen Bilirubin Seviyeleri [7,8,9]

pmol/L mg/dL
total bilirubin 51-17.0 0.1-1.9
direkt bilirubin 1.0-51 0-0.4

Bilirubin vicudun urettigi ancak disari atilan bir maddedir ve seviyesi yetigkin ve
bebeklerde farklilik gostermektedir. Buna ragmen hastaliklarin teshisinde kandaki

bilirubin seviyesi 6nem tagimaktadir.

Bilirubinin az miktarda yukselmesi hemoliz ya da Gilbert sendromundan
kaynaklanmaktadir. Bilirubinin orta seviyede yukselmesi ise c¢esitli ilaclardan,
hepatit, kemoterapi, safra yollarinin daralmasindan kaynaklanmaktadir. Bilirubinin
yuksek seviyede yukselmesi ise yeni dogan karaciger fonksiyon bozuklugu, safra
yollarinin tikanmasi, ciddi bobrek yetmezligi veya sarilik, hepatit, Cigler-Najjar
sendromu, Dubin-Johnson sendromu, safra kanallarinda bir veya daha fazla tas

bulunmasi hali (Choledocholithiasis) hastaligindan kaynaklanmaktadir.
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Siroz hastaliginda normal, yuksek veya c¢ok yuksek seviyede bilirubin kanda
bulunabilir. Bilirubin siroz hastaliginin 6zelligine baglidir.

Bilirubinin artisinin nedenini anlamak igin diger karaciger fonksiyonlarinin testlerinin
yapilmasi faydali olabilir. Ozellikle alanintransaminiz, aspartat transaminiz , gamma
glutamil transpeptaz, alkanin fosfotoz enzimleri ile hemoliz enfeksiyonel sarilik

testleri yapiilmalidir. Ayrica idrardaki bilirubinde dlgulebilmektedir.

Bilirubin seviyesindeki farklilik goz beyazinda ve deriden anlagilabilinir. Bilirubinden
dolayl olusan sarilik bilirubinin konjuge mi ankonjugemi olduguna bagli olarak

siniflandinlir. Konjuge sarilik ve ankonjuge sarilik alarak adlandirilir.

2.4.4 Bilirubin Olgiim Cihazlar

Bilirubin dlgum cihazlari G¢ ana katagoriye ayrilabilir.1) El tipi 6lgim alan invazif
olmayan okumalari deri veya deri icinden dlgen cihazlar. 2) Kan gaz analizérl : Bu
cihazlar kimyasal tepkime olmadan 1gik yoluyla 6lgim alirlar. 3) Laboratuar analiz
cihazlari: Kan veya serumdaki toplam bilirubini kimyasal reaksiyonlardan sonra

fotometrik yolla 6lgen cihazlardir.

Bu Uc¢ ana kategorideki cihazlar farkli metotlarla olgum alabilirler. Ayrica rutin
laboratuar Olgum metotlarinda ulasilan serumdaki toplam bilirubin seviyesi
farkhliklar gostermektedir [3]. Bu nedenle farkli cihazlarin 6zellikleri belirtiimistir. Bu

cihazlarin 6lgim maliyetleri ortalama 10 6lgiim icin 5.00 $ civarindadir [33].

2.4.4.1 Deri Test Cihazlan

Bilirubin 6lgimU bu cihazlarda sternumun alt kismindan yapilmaktadir. Burada
kullanilan metod, bilirubin konsantrasyonun derinin optik yogunlugunun farkli dalga
boylarinda Olgulerek tahmin edilmesidir. Bunlara ornek olarak Biliblitz JM-102,103
ve Bilicheck analizor 6rnek verilebilir. Bu cihazlarin dezavantaji her seferinde kalibre
edilmesi gereksinimidir. Ayrica bazi cihazlar icinde deneylerin tekrar edilmesi

gerekmektedir. Biliblitz JM-102 i¢in bilirubin élgim hassasiyeti 34 ymol/L’'de %87.5,
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Biliblitz JM-103 igin 34 ymol/L'de %84.3 ve Bilicheck analizoru igin 34 pymol/L'de
%86.9 olarak bulunmustur [3].

2.4.4.2 Kimyasal Olmayan Fotometrik Cihazlar

Bu cihazlara drnek olarak Twin Beam, ABL 735 ve Roche OMNI S verilebilir. Bu
cihazlardan ABL 735 ve Roche OMNI S kandan toplam bilirubin seviyesini, Twin

Beam cihazi ise plazmadan bilirubin seviyesini dlgmektedir.

Twin Beam analizor cihazi bilirubin seviyelerini 6lgerken 455 ve 575 nanometrelik iki
farkh dalga boyunda 6lgum almaktadir ve ornekler santrifije tabi tutulmaktadir. ABL
735 cihazinda ise spektrometrik olarak 478 ile 672 nanometre arasinda 128 farkl

okuma alarak bilirubin seviyesini dlgmektedir.

Roche OMNI S cihazi ise 460 ile 660 nanometre araliginda 512 okuma alarak
bilirubin seviyesini bulmaktadir. ABL 735 ve Roche OMNI S cihazlarinda kan
ornekleri 6lcimden once ultrasonik olarak hemoliz edilmektedir. Twin Beam igin
bilirubin 6lgum hassasiyeti 34 ymol/L’'de %100, ABL 735 igin 34 umol/L'de %90.3 ve
Roche OMNI S i¢in 34 pmol/L’de %89.9 olarak bulunmustur [3].

2.4.4.3 Laboratuar Analizorleri

Bu cihazlara ornek olarak Hitachi 912, Dimension RXL ve Vitros 250 o6rnek
verilebilir. Bu cihazlar klinik amagcli olarak kullanilan kimyasal analizleri yaparlar.
Hitachi 912 ve Dimension RXL diazo metodu kullanirken Vitros 250 cihazi ise
dogrudan spektrometrik metodu kullanir. Hitachi 912 igin bilirubin dlgim hassasiyeti
341.3 umol/L’de %99.4, Dimension RXL icin 349.3 uymol/L'de %99.4 ve Vitros 250
icin 337.2 pymol/L'de %99.3 olarak bulunmustur [3].
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2.5 immobilizasyon Yéntemleri

Biyosensor biyolojik veya fizyokimyasal bilesenler bir arada tutabildiginde daha iyi
cahgirlar. Bu bir arada tutma, analitin biyolojik bilesene ulagabildiginde ve
etkilesimin korunabildigi durumlarda saglanir. Genel olarak biyolojik bilesenler

ceviriciye dizgun bir sekilde immobilizasyon ydntemiyle tutunmasi saglanir.

immobilizasyon yéntemi biyolojik bilesenin yapisina baglidir. Ayrica kullanilacak
ceviricinin Ozellikleri ve analitin fiziksel 6zelliklerinde onemli faktorler arasindadir.
immobilizasyon metotlari bes ana dala ayrilabilir. Bunlar adsorbsiyon,

mikrokapsilasyon, tutuklama, ¢capraz baglama ve kovalent baglama olarak ayrilir.

2.5.1 Adsorbsiyon

Adsorbsiyon fiziksel ve kimyasal adsorbsiyon olarak ikiye ayrilir. Fiziksel
adsorbsiyon genellikle zayif bir bagdir ve Vander Walls baglari ya da hidrojen
bagdlar ile kurulur. Kimyasal adsorbsiyon ise daha gugludur ve kovalent baglarla
yapilir. Ancak adsorbe edilen biyomateryal ph, sicaklik, iyonik guglikler gibi dis
etmenlere maruz kalarak biyolojik etkinlikleri azalir. Bu nedenle kisa sureli
deneylerde tercih edilmelidir. Bu yontemin avantajlari temizleme basamaginin
olmamasi, enzimlerin kesintiye ugramasinin az olmasi ve ayira¢ (reagent)

kullaniimamasidir [12]. Bu durum sematik olarak Sekil 2.4’te gdsterilmistir [31].

Enzim D
[ ]
: 3
o EE—
L B . \
® .. Liestel

Sekil 2.4 Adsorpsiyon Sematik Gosterimi.
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2.5.2 Mikrokapsilasyon

Biyobilesenler mikrokapsulasyon yonteminde tepkimeye girmeyen bir membran
tarafindan tutulur. Genellikle kullanilan membranlar seltuloz asetat (proteinlerin
filtrelenmesinde ve karisan turlerin tagsinmasinin yavaslatiimasinda) polikarbonat ve
politetrafloraetilen’dir. Bu yontemde enzimlerle geviricinin ¢ok yakinda bulunmasina
gerek yoktur. Enzimin guvenilebilirligi, safsizligi ve bozunmasi gomulu bir cihaz
tarafindan saglanir. Mikrokapsulasyon yontemi, gecirgenligi olan gaz molekulleri
icinde guvenilir bir sekilde kullanilabilir. Bu yéntemin dezavantaji ise membrandan
gecebilen kiguk analitlerin algilanmasinda kullaniimasidir [12]. Bu durum sematik

olarak Sekil 2.5’te gosterilmigtir [31].

—
nNey/
Substrat % L -

Kiresel Enzim
metmbran

Sekil 2.5 Mikrokapsilasyon Sematik Gosterimi.

2.5.3 Tutuklama

Tutuklama yontemi biyobilesenin monomer ¢ozelti igcinde suspanse edilmesidir. Bu
durumda jel formda polimerize edilerek biyobilesen tutuklanir. Ancak bu yontemin
bazi problemleri vardir. Bu problemler substrat difizyonunu engelleyen buyuk
bariyerlerin olugsmasini ve jeldeki porlardan dolayi biyoaktivitenin kaybidir. Bu

sorunlar ¢apraz baglamayla giderilebilir.

Tutuklama yoénteminde genellikle kullanilan jeller polyakrilamide, nisasta, naylon,

silika turevleridir[12]. Bu durum sematik olarak Sekil 2.6'da gosterilmistir [31].
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Jel pézeltist

Sekil 2.6 Tutuklama Sematik Gosterimi.

2.5.4 Capraz Baglama

Capraz baglama iki fonksiyonlu ajanlar kullanarak enzimlerin sabit molekullere
baglanmasidir. En ¢ok kullanilan materyaller gluteraldehit, 1.5 dinitron-2.4
diflorobenzen ve hekzametil disokrilat'dir. Bu yontemde faydali bir metod olarak
adsorbe edilen enzimlerin stabilize edilmesidir. Bu yontemde de tutuklama gibi
difizyon limiti ve biyomalzemenin zarar goérmesi gibi sorunlar vardir. Ayrica mekanik

gucude zayiftir [13]. Bu durum sematik olarak Sekil 2.7°da gosterilmigtir [31].

Intermolekiillerin
capraz baglanmasi .\\.
—o

Capraz Baglayies

Intramolekiillerin
apraz Baglanmas:

Sekil 2.7 Capraz Baglama S$Sematik Gosterimi
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2.5.5 Kovalent Baglama

Kovalent baglama biyomateryalin fonksiyonel grubunun destek matrisine
baglanmasidir. Bu metotta nukleofilik gruplar (NH2CO2,0H,C¢HsOH,SH ve
imidazol) baglama igin kullanilir. Genel olarak kovalent bag kullanan ajanlarla
gerceklestirilen immobilizasyon teknikleri proteinler igin gegerlidir. Bu durumda
immobilizasyon kalici olmakta destekten proteinin uzaklastirilmasi bir problem teskil
etmektedir. Bu ydntemin dezavantaji ise kovalent badin bir veya birden ¢ok
fonksiyonel baglantinin kaybina sebep olmasidir [32]. Bu kovalent baglarin
biyosensorlerdeki baglanti sureleri 4 ile 14 ay gibi gok uzun bir suredir.

2.6 Kuartz Kristaller

Bu kisimda kuartz kristallerin piezoelektrik etkide kullaniimasi, ¢alisma modlari,
elektrokimyasal kullanimi, kesme dalgasinin sonumlenmesi, rezonans durumu,

agirlik dlgimuinde kullanimindan bahsedilmistir.

2.6.1 Piezoelektrik Etki ve Kuartz Kristallerde Kullanimi

Piezoelektrik ile ilgili sivilarda ilk gdzlemler Jaques ve Pierre Curie tarafindan 1980
yihinda yapilmigtir. Bu g¢alismada bazi kristallerin ylzeylerine mekanik olarak bir
kuvvet uygulandiginda kristal yuzeylerinin arasinda elektriksel potansiyel farkin
olustugu goézlemlenmistir [13].

Daha sonraki calismalarda kristalin iki ylzeyi arasinda uygulanan elektriksel
gerilimin kristalde boyut degistirdigi gozlemlenmistir. Bu durumda kristal iginde
gerilim degistirilerek bir titresim yaratilabilir. Bu titresimin frekansi o kristalin
rezonans frekansi olarak tanimlanir. Bu 6zelligi gosteren cgesitli quartz, turmalin,
amonyum, dihidrojen fosfat, etilen, tartarat, daimin ve baryum titanat gibi kristaller

bulunmaktadir.
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Pratikte en yaygin olarak kullanilan piezoelektrik ise kuartz’'dir. Kuartz dogal veya
sentetik yollarla elde edilebilir. Suda ¢ozinmez ve sicakliga dayaniklidir. Bu kristal
piezoelektrik uygulamalarda kullaniirken malzeme iki metal elektrot arasina
yerlestirilir. Bu sayede mekanik salinim elektriksel gerilime ¢evrilir. Bu durumda
kuartz kristallerle almag tasarlanip gesitli dlcimler yapilabilir. Bu almaglardan biride
kuartz kristal mikrobalans (QCM) olarak adlandirilir.

QCM birim alandaki kutleyi kuartz kristalin frekans degisiminin dlgulmesiyle bulur.
Kristalin rezonans frekansi yuzeyindeki eklenen veya azalan kutleye bagl olarak
degisir. Bu sayede QCM gaz olgumlerinde ve sivi dlgumlerinde kullanilabilir. Sivi
Olcimlerinde protein molekdllerinin  varligi  yuzeydeki algillama bdlgelerine

cekildiginde rahatlikla algilanir.

Ayrica daha blylUk viris ya da polimer icinde kullanilabilir. Bu ydntem

biyomolekdillerin birbiriyle etkilesimini gézlemlemek icin kullaniimistir.

QCM uygulamalarinda, yuksek dogrulukta frekans degisimi ol¢cliimektedir. Yapilan
dogru dlglimle 1ng/cm?®ye kadar kiitle yogunlugu dlctimleri gerceklestirilebilir. Ayrica
frekans gibi yayllma parametresi Olculebilir ve 6rnegin viskoelastik o6zellikleri

bulunabilir.

Kuartz bu uygulamalarda akustik rezonansin elektriksel rezonansa gevrilmesini
sadlar. Burada kuartz kristale degisken bir akim uygulanarak osilasyonlar yaratilir
ve sabit bir kesme dalgasi olusturulur. Bu osilasyonun kalite faktoru (merkez
frekansin bant genisligine orani) 10° kadar yiiksektir.

Kalite faktérinin ylksek olmasi osilasyonun sabit olmasini ve ylksek dogrulukta
bulunmasini saglar. Genellikle 4-6MHz arasinda ¢alisan QCM’ler igin 1Hz
¢ozunurlukte Olgumler yapilabilir. Bu dlgumlerde frekans algilayici cihaz, osilasyon

kaynagi, 6lcum ve kayit cihazlari, tutma Unitesinden olusur.

Kuartz kristalin osilasyon frekansi kristalin kalinhgina baghdir. Bu nedenle
kalinliktaki herhangi bir degisim osilasyon frekansini da degistirir. Eger Olgulecek
kUtle kristalin ylzeyine baglanirsa kalinhk artacak ve osilasyon frekansi da
dusecektir. Bu baginti Sauerbrey tarafindan bulunmustur [14]. Bu bagdinti Denklem

(2.1) de verilmistir.
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—2Amf0 B —- 21 A

2.1
A\/pq qu q 1)

Burada;

fo kristalin rezonans frekansi,

A kristalin elektrotlar arasindaki hareketli alant,
Pq kuartzin yogunlugu,

Mq kayma genligi(katsayisi),

Vq kuartzdaki kayma dalga hizidir.

Sauerbrey esitligi sayesinde QCM sensoru Uzerinde kutlede (Am(g)) olusan

degisiklikler Af (Hz) frekans degisimleri seklinde hesaplanabilmektedir.

2.6.2 Agirlik Olgiimiine Dayali ve Dayali Olmayan QCM

Quartz kristaller kullanilarak mikro agirhk olgcumu ile ilgili bir g¢ok ugulama
yapiimigtir[15]. Buna dayali birgok ticari cihaz gelistirilmigtir. Bu cihazlarda
Sauerbrey’in gelistirdigi yontem kullanilmaktadir. Bu yontemde, ince filmlerde
rezonans frekansi ile toplam katman kalinligi ters orantilidir. Ancak tabaka katmani
kalinlastiginda viskoelastik etkilerde devreye girmektedir.

1980’lerin sonunda QCM’ler sivilar iginde kullaniimaya baglanmigtir [16]. Burada
viskoelastik etmenler rezonans durumunu etkilemektedir. Bu sayede viskozite ve
viskoelastik 6zelliklerde olgulebilmektedir. Bu dlgimlerde kutleye bagli olmayan

Olctimler kullaniimistir.
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2.6.3 Rezonans Kristalleri

QCM ilk geligtirildiginde dogal kristaller kullaniimaktaydi. Ancak gunumuzde bu
kristaller laboratuar ortaminda yaratilmaktadir. Bu kristaller farkli kalinliklarda
yapilarak 1-30MHz arasinda Uretimi yapilabilmektedir [17].

Elektromekanik kuplaj, QCM’de ince bir piezoelektrik plaka, buharlastiriimis metal
ile iki yuzeye kaplanir. Bu sayede piezoelektrik etki AC voltaji uygulanmasiyla

kesme deformasyonu olusur. Ayrica bu durumun terside gecerlidir.

2.6.4 Kesme Dalgasinin Sivi ve Gazlarda Sonumlenmesi

QCM gibi bircok akustik dalga temelli algilayicilar kesme dalgalarini kullanir. Kesme
dalgalar sivi ve gaz ortaminda hizli bir sekilde sénimlenir. Basing dalgasi ise
hacimsel olarak yayilir ve kristalin hucre duvarlarindan yansir. Bu yansimalar
kesme dalgasindan kaynaklanmaz. 5MhZ’lik bir kesme dalgasi yaklagik olarak suda
250nm’ye kadar yol alir. Buda QCM alicisinin sadece yuzeye bagl olmasini saglar.
Ayrica sivi ve gazlarin kesme akustik empedanslari kiguktlr ve salinimlari zayif bir

sekilde sénumlendirir.

2.6.5 Calisma Modlar

En ekonomik QCM uygulamalari osilatér devreleriyle gerceklestiriimektedir [18].
Ayrica empedans analizi ve sonumleme analizi kullanilabilir. Empedans analizinde
elektriksel iletkenlik empedans dlger yada network analizoru ile olgultr. Bu dlgimler
iletkenlik egrisi ile rezonans egrisi iliskilendirilerek dlgumler yapilir.

Sonumleme analizinde ise elektrotlar arasi voltaj, uyarma voltajinin
kapatiimasindan sonra 6lgulir. Olglilen voltaj séniimlenen bir sinlizoidal dalgadir.
Bu s6numlenen sintzoidal dalgadan periyot ve sdnimleme katsayisi bulunarak

rezonans parametreleri elde edilebilir.
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2.6.6 Elektrokimyasal QCM

QCM vylzey analitik cihazlarla birlestirilerek kullanilabilinir. Bunlar elektrokimyasal
QCM olarak adlandinlir [19]. Bu tip QCM’lerin kullaniimasiyla elektrokimyasal
reaksiyona giren ve yluzeye baglanan miktar ol¢ulebilir. Bu sayede QCM’ler farkli

biyosensor uygulamalarinda da kullanilabilir.
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3. DENEY ASAMALARI

Bu kisimda deneyin gergeklestiriime asamalari ayrintili bir sekilde aciklanmistir.
Bunlar deneyde kullanilan malzemelerin hazirlanmasi, ara asamalar ve o&lgim

asamalarindan olusmaktadir.

3.1 Deneyde Kullanilan Materyaller

Deneylerde kullanilan tum kimyasallar analitik safliktadir ve Sigma Aldrich, Aklar

Kimya ve Kartal Kimya firmalarindan saglanmistir.

Deneylerde kullandigimiz kimyasallar; Saf aseton (CH3COCH3, Aklar Kimya,
Tarkiye), metanol (CH30OH, Aklar Kimya, Turkiye), NaOH ( Sodyum hidroksit,
Sigma Aldrich, ABD ), sistamin (Sigma Aldrich M9768-5G, ABD), glutaraldehit
(Sigma Aldrich G5882, ABD), sigir albumini ( Sigma Aldrich A7906-10G, ABD),
Bilirubin (Sigma Aldrich 14370-1G, ABD), saf su (Kartal Kimya,Turkiye) ilgili

yerlerden temin edilmigtir.

Deneyi yapmamizda yardimci olan ara¢ ve geregler; kuartz kristal (Tic,10Mhz),
ultrasonik yikayici (Bandelin Sonorex, Almanya), hassas terazi (Sartorius,
Almanya), etiiv (Termal, istanbul), phmetre (Sartorius, Almanya), kristallerin
uzerindeki metali kesmek ic¢in kullandigimiz bataryali kesici ( Dremel, Almanya),
Bagkent Universitesi Yiiksek Lisans Ogrencisi Erhan Ermek tarafindan tasarlanan
osilator ve frekans sayaci (Escort EFC3201), manyetik karistirci (IKA, Almanya) dir.
Bunlarin haricinde deneyimizi gergeklestirirken pipet, balon joje, beher, balik ve su

Isiticisi kullaniimistir.

3.2 Deneysel Yontem

Yapilan ¢alismada daha oOnce anlatilan immobilizasyon yodntemlerinden c¢apraz
baglama yontemi ve kovalent immobilizasyon tercih edilmigtir. Boylece kuartz

kristalin yuzeyine albimin ¢apraz baglanmayla tutturulmustur. Sunulan arastirma
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kapsaminda kuartz kristallerin ylzeyine albumin etkilegsimi yapilip, ortaya c¢ikan
frekans degisiminden yararlanarak bilirubin 6lgimu yapilmasi hedeflenmektedir.

Deneyimize baslamadan 6nce kuartz kristallerin elektrot kisimlarinin ortaya gikmasi

icin metal kiliflarinin kesilerek gikarilmasi gerekmektedir (Sekil 3.1,Sekil 3.2).

Sekil 3.2 Metal Kilifin Cikariimig Hali
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3.2.1 Kristallerin Temizlenmesi

Kristallerin Ustinde bulunan metal kiliflar kesilirken, kristallerin Gzerinde bir miktar
metal tozu ve kir yapigsmaktadir. Kristallerden bu pargaciklar uzaklagtirmak igin
elektrot yuzeyinin temizlenmesi gerekmektedir. Kuartz kristalleri temizlemek igin
kullanilan birgok yontem vardir. Davis ve Leary temizleme yontemi bunlara 6rnek

gOsterilebilir. [30]

Kristallerin temizligini yapmak icin oncelikle metal kilifi kesilmig kristaller, aseton ve
metanol icerisinde 30’ar dakika bekletilmistir. Aseton ve metanol icerisinde
bekletilen kristaller ardindan saf su kullanilarak yikanmistir. Bu islemin sonunda
hem kristallerin fiziksel olarak tutunan metal tozlarindan arindiriimis hem de kristal

uzerinde OH gruplarinin olugsmasi saglanmigtir.

Kristallerin ylzeyinin su seven (hidrofilik) olmasi amaciyla 30 dakika 0.5M NaOH ‘a
maruz birakilmistir. Bu iglemin ardindan kristaller ultrasonik yikayicida 3 dakika
yikanarak temizlenmistir (Sekil 3.4). Bu temizleme igleminden sonra kristal Gzerine
fiziksel olarak tutunan molekiller uzaklastirilmistir. Bu basamaktan sonra kristaller
etiv'de 20 dakika sureyle 30°C’'de kurutulmustur. Kristallerin temizlenmesi igin
kristalin gimus elektrotlarina hangi ¢ozeltiler uygulandigr sematik olarak Sekil 3.3'te

gOsterilmisgtir.

= NaOH sy CH3;COCH3; r CH;OH

(=]
Aseton Metanaol

Sekil 3.3 Kristallerin Temizlenmesinin Sematik Gosterimi [26]
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Sekil 3.4 Kristallerin Ultrasonik Banyoda Temizlenmesi

3.2.2 Sistamin immobilizasyonu

Kuartz kristallerin temizligi yapildiktan sonra kristallerin Uzerine sistamin
immobilizasyonu gerceklestiriimistir (Sekil 3.5, Sekil 3.6). Sistamin molekuli amin
(NH2) ve tiyol (SH) adi verilen iki fonksiyonel grup icermektedir. Sistamin, kuartz
kristalin gimus kismina tiyol ucundan tutunmus ve amin ucu ise baska bir bag
yapmak Uzere kalmigtir. Bu islemden sonra 20mM sistamin, 0.1M ve ph=7’de fosfat
tamponunda ¢ézmustir. Kuartz kristaller 30 dakika boyunca karanlk ortamda bu
¢cozelti ile reaksiyona sokulmustur. Bu islemin sonucunda kristaller ultrasonik

yikayicida 3 dakika yikanmis ve etiiv'de 20 dakika 30°C’de kurutulmustur.
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Sekil 3.5 Karanlik Ortamda Kristallere Sistamin immobilizasyonu

Sistamin
SH-{CHz):-NH: —S-(CH:)z -MH:
SH-{CH:):-MH: — S_{CH:)z -MH:
SH-{CH.);-NH; — —S.(CHa)> NH,
SH-{CHz):-NH: —5-(CHz)z-NH:
SH-{CH:z):-MH: — S -(CHz)z -MH:

Sekil 3.6 Sistamin immobilizasyonunun Sematik Gésterimi [26]

3.2.3 Gluteraldehit immobilizasyonu

Sistamin immobilizasyonu yapilmis olan kuartz kristallerin Uzerine bifonksiyonel
Ozellikte olan gluteraldehit uzatma kolu (spacer arm) olarak takilmistir (Sekil 3.7).

Bunu gergeklestirmek igin sistamin immobilize edilmis kuartz kristal Gzerine 0.66M
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gluteraldehit sodyumtetraborat/HCL tamponuna (ph=8.2) karanlik ortam icerisinde
reaksiyona sokulmustur. Bu iglemin sonucunda sistaminin serbest amin ucuna
gluteraldehitin aldehit uglarn kovalent olarak baglanmistir.  Kuartz kristaller
ultrasonik yikayicida 3 dakika yikanmis ve etiivde 20 dakika siireyle 30°C’de

kurutulup frekans deg@erleri dlgulmustuar.

0
i — S{CHo), N = (CH,)s ¢

— S-(CHa}o NH, Gultaraldehit (CHz)z (CH2)3 H

0

. — S{CH.}, NH: ﬁ&-(Cth-{ ﬁ - — S-{CHa): -N = {CHa)3 < .

© —5-(CH:z):-MH: 4+ —— 0
S (CHa), N=({CH,)s &

—S-(CHz)z -NH; 0. o (CHee N={CH)s <

3{CHz)s
—~S-CH. NH:  H h ~S-{CHA-N=(CHh <

Sekil 3.7 Gluteraldehit immobilizasyonunun Sematik Gésterimi [26]

3.2.4 Albiimin immobilizasyonu

Sistamin immobilizasyonu gerceklestiriimis kuartz kristaller Uzerine uzatma kolu
takildiktan sonra (ph=7,4) fosfat tamponu igerisinde 2mg/ml albUmin ¢oézulmustur.
Kuartz kristaller karanlik ortamda 1 saat boyunca reaksiyona sokulmustur. Bu
islemin ardindan kuartz kristaller ultrasonik yikayicida 3 dakika yikanmis ve ettuv'de
20 dakika boyunca 30°C’de kurutulmustur. Bu basamaklarin sonunda kuartz

kristallerin frekanslari dlgulmustar.

3.2.5 Bilirubin ve Albumin Etkilegimi

Kuartz kristal Uzerinde albumin ile bilirubin arasindaki etkilesim onemlidir. Bu
calismada amacimiz kuartz kristaller Uzerine albumin tutturulmasi ve ardindan

bilirubin miktarinin élgimunun gergeklestiriimesidir.

Albumin ile bilirubin arasindaki etkilesim Chen ve arkadaslar tarafindan incelenmisg
ve deneysel sonuglardan bilirubin ile albumin arasinda guglu bir etkilesim oldugu
bulunmustur[20]. Etkilesimin mekanizmasi statik Van der Walls kuvvetlerine ve

hidrojen baglarina baghdir. Albiminin ligant baglarini yaptigi yerler hidrofobik
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bosluklardaki 111A ve 11A alt bolgeleridir [20,21]. Daha onceki ¢alismalarda
Bilirubin 11A alt bolgesine baglanmigtir [22]. Bu baglanti Bilirubin ile alblimin
arasinda kovalent olmayan kuvvetler (hidrojen baglari, Van der Walls etkilesimi ve

hidrofobik etkilesim) sayesinde kararli hale gelir [23,24].

3.2.6 Bilirubin Olgiim Asamalari

Deneylerde fosfat tamponunda ph=7,4'te ¢dzilmis 2.0mg/ml albimin 30 dakika
oda sicakhginda kuartz kristallerle etkilestirilmistir. Bu surenin sonunda albumin
immobilize kristaller 3 dakika ultrasonik yikayicida yikanmistir.

Albimin immobilize edilmis kuartz kristalleri, miktarlari 1 mg/ml, 2mg/ml, 5mg/ml,
10mg/ml olacak sekilde fosfat tamponu igerisinde (ph=7.4) karanlik ortamda 1 saat
boyunca reaksiyona sokuyoruz. Bu iglemin ardindan kuartz kristaller 3 dakika
ultrasonik yikayicida yikanmis ardindan etiivde 20 dakika 30°C’de kurutulup

frekanslari olgulmasgtur.

30



4. DENEYSEL SONUCLAR

Deneyde Tic marka 10MhZ'lik kuartz kristal kullanilmigtir. Kuartz kristallerin metal
basliklari ¢ikarilmadan ve c¢ikarildiktan sonra frekanslari dlgulmastur. Bu islemlerin
ardindan 3. olgim aseton, metanol ve 0.5 M NaoH sonrasi yani kristallerin temizligi
sonrasi alinmigtir. Bir sonraki 6lgcim asamamiz sistamin ve gluteraldehit
immobilizasyonu sonrasi alinmigtir. Bu islemin ardindan albimin immobilizasyonu
sonras! Olgim alinmigtir. Son asamamiz bilirubin dlgimunde kuartz kristallerin

frekans degisimine bakilmistir.

Kuartz kristalin ¢alisma prensibine gore; eger kristalin yuzeyine bir kutle tutunmus
ise frekans da dusme olmasi gerektigi, kutle tutunmamis ise frekansin degismemesi

gerektigini biliyoruz. Bu prensipten yola ¢ikarak sonuglar yorumlanmigtir.

Cizelge 4.1 Metal Bagslikli ve Metal Basliksiz Olarak Yapilan Olciimlerde Elde Edilen
Degerler ve Aralarindaki Fark

Bilirubin Metal kl-hf 11 ¢ Metal kihf g}ka'r‘llarak Degerler Arasindaki Fark

Derisimi Deneyde Olgiilen Deneyde Olgiilen (Hz) (£-f)
Degerler (Hz ) Degerler (Hz)

1 mg/ml 9998154,25 9998096,67 -57,583

2 mg/ml 9998211,29 9998154,57 -56,714

5 mg/ml 9998116,42 9998150,33 33,917

10 mg/ml 9998127,58 9998128,75 1,167

Alinan olgumlerde metal kilifin kristal Gzerinde olmasinin olmamasina nazaran
frekansa etkisinin ¢ok az oldugu goOzlemlenmistir. Kristalin metal bashginin
kesilmesinin frekansi arttiracagi ya da azaltacagi hakkinda bir yorum

yapilamamaktadir.

Deneyler sirasinda kullandigimiz beher ve baliklarin kaynar deiyonize suyla her

adimda yikanmasinin gerekliligi ortaya ¢ikmistir.
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Ultrasonik banyo igerisine yerlestirilen kristallerde 3 dakikayl gegen surelerde
yikamanin kristal yuzeyinde delinmeler olusturdugu ortaya ¢ikmistir.

Bilirubin icin fakli derisim miktarlarinda her adim igin frekans degisimleri izlenmigtir.
Bilirubin derisimi kandaki bilirubin seviyesine paralel bir sekilde 1mg/ml ile 10mg/ml
arasinda degistirilerek biyosensor Uzerindeki etkisi bulunmustur. Bulunan bu
sonuglar sekil 4.1 - 4.4 arasinda deneysel yontemde tarif edilen her bir adim igin 12
sensorde odlgllmUs ortalama degeri ve standart sapmasi hesaplanmis ve grafikler

uzerinde gosterilmistir.

Frekans(Hz)-
1mg/ml Bilirubin

9998600,00
9998400,00 -
9998200,00 - HA\

9998000,00 \
9997800,00 \
9997600,00
9997400,00
9997200,00 -
9997000,00
9996800,00
9996600,00

j

A B C D E F

A : Metal Kilifli D : Sistamin+Gluteraldehit
B : Metal Kilif Cikarilarak E : Alblimin
C : Aseton+Metanol+NaOH F : Bilirubin Ol¢iimii

Sekil 4.1 1mg/ml  Bilirubin icin Sensdrlerdeki Frekans Degisiminin Farkli
Basamaklar Igin Ortalama Degerleri Ve Standart Sapmalari

Sekil 4.1°de 1 mg/ml icin alinan sonuglardaki her bir adim igin bulunan verilerin
ortalamalari alinarak elde edilen dederler ve standart sapmalar grafik Uzerinde
gOsterilmigtir. Grafikten de goérllecegi Uzere kuartz kristalin Uzerinde metal kihf
varken yapilan olgume gore metal kilif yokken yapilan 6lgimdeki degerler azalmis
olup, temizlik islemi yapildiktan sonra (aseton metanol NaOH) frekans degerlerinin
ortalamasi yukselmistir. Sistamin ve gluteraldehit ikilisini kristal Gzerine baglanarak

frekans ortalamasini dusurmus, albumininde baglanmasiyla Olglulen frekans
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degerlerinin ortalamasi daha da dusmastir. Albumin ligant olarak kullanilarak
immobilize edilmis kristal ylzeyine bilirubin baglanmis ve frekansin ortalamasini

dusurmustur.

Frekans(Hz)-
2mg/ml Bilirubin

9998600,00

9998400,00 L /4\

9998200,00 ‘ — |

9998000,00
9997800,00

9997600,00

9997400,00

9997200,00
9997000,00 -

9996800,00

9996600,00

A B C D E F

A : Metal Kiliflh D : Sistamin+Gluteraldehit
B : Metal Kilif Cikarilarak E : Albiimin
C : Aseton+Metanol+NaOH F : Bilirubin Olgiimii

Sekil 4.2 2mg/ml Bilirubin icin Sensérlerdeki Frekans Degisiminin  Farkli
Basamaklar Igin Ortalama Degerleri Ve Standart Sapmalari

Sekil 4.2’de 2 mg/ml i¢in alinan sonuglardaki her bir adim igin bulunan verilerin
ortalamalari alinarak elde edilen dederler ve standart sapmalar grafik Uzerinde
gOsterilmigtir. Grafikten de goérllecegi Uzere kuartz kristalin Uzerinde metal kihf
varken yapilan olgume gore metal kilif yokken yapilan 6lgimdeki degerler azalmis
olup, temizlik islemi yapildiktan sonra (aseton metanol NaOH) frekans degerlerinin
ortalamasi yukselmistir. Sistamin ve gluteraldehit ikilisini kristal Gzerine baglanarak
frekans ortalamasini dusurmus, albumininde baglanmasiyla Olglilen frekans
degerlerinin ortalamasi daha da dusmastir. Albumin ligant olarak kullanilarak
immobilize edilmis kristal yuzeyine bilirubin baglanmis ve frekansin ortalamasini

dusurmustur.
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Frekans(Hz)-
S5mg/ml Bilirubin

9998500,00

9998000,00 |

9997500,00 N

9997000,00

9996500,00

9996000,00

A B C D E F

A : Metal Kilifli D : Sistamin+Gluteraldehit
B : Metal Kilif Cikarilarak E : Albiimin
C : AsetontMetanol+NaOH F : Bilirubin Ol¢iimii

Sekil 4.3 5mg/ml Bilirubin icin Sensérlerdeki Frekans Degisiminin  Farkli
Basamaklar Igin Ortalama Degerleri Ve Standart Sapmalari

Sekil 4.3'de 5 mg/ml icin alinan sonugclardaki her bir adim igin bulunan verilerin
ortalamalari alinarak elde edilen dederler ve standart sapmalar grafik Uzerinde
gOsterilmigtir. Grafikten de goérllecegi Uzere kuartz kristalin Uzerinde metal kihf
varken yapilan olgime gore metal kilif yokken yapilan olgimdeki degerler artmig
olup, temizlik islemi yapildiktan sonra (aseton metanol NaOH) frekans degerlerinin
ortalamasi yukselmistir. Sistamin ve gluteraldehit ikilisini kristal Gzerine baglanarak
frekans ortalamasini dusurmus, albumininde baglanmasiyla Olglilen frekans
degerlerinin ortalamasi daha da dusmastir. Albumin ligant olarak kullanilarak
immobilize edilmis kristal yluzeyine bilirubin baglanmis ve frekansin ortalamasini

dusurmustdr.
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Frekans(Hz)-
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Sekil 4.4 10mg/ml  Bilirubin icin Sensérlerdeki Frekans Degisiminin Farkli
Basamaklar Igin Ortalama Degerleri Ve Standart Sapmalari

Sekil 4.4’de 10 mg/ml icin alinan sonuglardaki her bir adim igin bulunan verilerin
ortalamalari alinarak elde edilen degerler ve standart sapmalari grafik Gzerinde
gOsterilmigtir. Grafikten de goérllecegi Uzere kuartz kristalin Uzerinde metal kihf
varken yapilan 6lgume goére metal kilif yokken yapilan dlgimdeki degerler artmis
olup, temizlik islemi yapildiktan sonra (aseton metanol NaOH) frekans degerlerinin
ortalamasi yukselmistir. Sistamin ve gluteraldehit ikilisini kristal Uzerine baglanarak
frekans ortalamasini dusurmus, albumininde baglanmasiyla Olglilen frekans
degerlerinin ortalamasi daha da dusmastir. Albimin ligant olarak kullanilarak
immobilize edilmis kristal yuzeyine bilirubin baglanmis ve frekansin ortalamasini

dusurmustdr.

Genel olarak yapilan bitin olgimlerde ve Sekil 4.1, Sekil 4.2, Sekil 4.3, Sekil 4.4’
de elde edilen degerlerde: Kristalin metal kilif veya metal kilifsiz olmasinin frekans
degisimi Uzerinde sabit bir etkisi yoktur. Metal kilif kesildikten sonra yapilan
Olcumlerde frekans, 1 mg/ml ve 2 mg/ml bilirubin derigiminde azalirken, 5 mg/ml ve
10 mg/ml bilirubin derisiminde artmistir. Temizlik yapildidinda ise kuartz kristal

uzerindeki metal tozlarindan arindirildigindan, kristal Gzerindeki kitle azalmis ve
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buna bagll olarak frekans yukselmistir. Sistamin ve gluteraldehit kristal Gzerine
baglandigindan kristal Uzerinde kutle artigi oldugundan frekans azalmistir.

Sistamin ve gluteraldehit immobilizasyonu yapilmis kristale albumin baglanmasi
saglanarak kristal Uzerindeki kutle artmis ve buna bagh olarak frekans degerleri
ortalamasi azalmigtir. Albumin Uzerine bilirubin statik Van der Walls ve hidrojen
baglar sayesinde tutunmus ve kristal Uzerindeki kutleyi arttirmis bu sebeple de

frekans degerleri ortalamasi azalmistir.
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346,582
173,142
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100 -

A : Frekans (Hz ) B
B : Bilirubin derisimi ( mg/ml )

Sekil 4.5 Farkli Bilirubin Konsantrasyonlari igin Olglilen Frekans Degisimleri

Sekil 4.5'te farkh bilirubin konsantrasyonlarinda, deneyler sonucunda bulunan
frekans degisimleri ortalamasi gosterilmigtir.
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Deneysel olarak olgulen verilerden Sauerbrey’in geligtirdigi AT-kesimli kuartz
kristallerinin titresimi ile kristal Uzerinde olusan film tabakasi halindeki malzeme
arasindaki ilinti kullanilarak kristalin Uzerine yapisan malzemenin miktari tahmin

edilmistir [14, 27]. Kullanilan denklem (4.1)'de gdsterilmektedir.

, Am

Af:—23106f;) 7 (4_1)

Bu durumda farkli bilirubin derisimleri i¢in tahmin edilen kitle miktar Seki 4.6’ da

verilmigtir.

x10°

3,4580
3,5 1 Olgiim sonucu °

A :Kiitle (g)
B : Bilirubin derisimi ( mg/ml )

Sekil 4.6 Farkli Bilirubin Seviyeleri igin Sauerbrey Denkleminden Elde Edilen Kiitle
Birikim Miktar Grafigi
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Sekil 4.6’daki grafikte de gorulecegi Uzere ornekteki bilirubin miktari arttikga kuartz
kristal yuzeyine tutunan bilirubin miktari da artmaktadir. Bilirubin derisimi arttikga
frekansta dusme ve Sauerbrey denklemine goére kitlede artis oldugu tespit
edilmistir. Teorik olarak kristal yizeyinde olmasi gereken kutle degisim miktar ile
Olcimler sonucu elde edilen kutle degisim miktari Sekil 4.6'da gosterilmis ve
birbirine yakin sonuglar elde edildigi gorulmektedir.

Yapilan bu calismada sabit sicaklik, karanlik ortam gibi deneysel sartlar en iyi

duzeyde saglanmaya galigiimigtir.

Yapilan deneylerde kullanilan QCM sanayide kullanilan siradan ticari bir Grin

oldugundan biyolojik veya kimyasal amagli olarak Uretilmemistir.

Frekans (Hz)-5 mg/ml Bilirubin igin Tekrar Kullanilabilirlik
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Sekil 4.7 5mg/ml icin Bilirubinin Tekrar Kullanilabilirlik Grafigi
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Sekil 4.7de biyosensorun 0,5M NaOH ile etkilesime sokulup saf su ile yikanip
tekrar 6lgcum alindiktan sonra meydana gelen frekans degisimi incelenmisgtir.

Tasarlanan biyosensorun tekrar kullanabilirligi denemek amaciyla 3 kez art arda
frekanstaki degisime bakilmig ve Sekil 4.7°de A, C ve E’ de birbirine yakin sonugclar
elde edilmigtir. A, C ve E ‘deki Olgllen frekans degerlerinin giderek dusus
gOstermesinin sebebi kristal ylzeyinden bir miktar bilirubinle beraber albimininde
uzaklagsmasidir. NaOH ve deiyoize suya maruz birakilan kristallerin ylzeyinden

bilirubin basari ile uzaklagtiriimistir.
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Sekil 4.8 Plazmada Farkli Bilirubin Konsantrasyonlari icin Olgiilen Frekans
Degisimleri

Plazma igerisinde bilirubin konsantrasyonlari igin bulunan frekans degisimlerinin
ortalamasi Sekil 4.8’de gosterilmistir. Plazma igerisinde yapilan dlgimlerde kutle
degisim miktari, plazma igerisinde de bilirubin bulunmasi sebebiyle artmigtir. Kutle
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degisim miktarinin artmasi olgulen frekans degisim degerlerinin de yukselmesine

neden olmustur.

Sekil 4.8’deki grafikte de gorulecegi Uzere ornekteki bilirubin miktari arttikga kuartz
kristal yuzeyine tutunan bilirubin miktari da artmaktadir. Bilirubin derigimi arttikca
frekans degisim miktari da artmig ve Sauerbrey denklemine gore kutlede artis
oldugu tespit edilmistir.

x107°
4,0

3,6501

3,5 Olgiim sonucu ——
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1,0 -

0,5 1
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A : Kiitle (g)
B : Bilirubin derisimi ( mg/ml )

Sekil 4.9 Plazmada Farkli Bilirubin Seviyeleri icin Sauerbrey Denkleminden Elde
Edilen Kutle Birikim Miktari Grafigi

Sekil 4.9'daki grafikte de gorulecedi Uzere plazma igerisindeki ornekte bilirubin
miktar1 arttikgca kuartz kristal ylzeyine tutunan bilirubin miktari da artmaktadir.

Bilirubin derisimi arttikga frekansta disme ve Sauerbrey denklemine gore kutlede
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artis oldugu tespit edilmistir. Olglimler sonucu elde edilen kitle degisim miktari Sekil
4.9’da gosterilmis ve dogrusala yakin sonuglar elde edildigi gorulmektedir.

Yapilan bu calismada sabit sicaklik, karanlik ortam gibi deneysel sartlar en iyi

duzeyde saglanmaya galigiimigtir.

4.1 Atomik Kuvvet Mikroskobu

Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) kullanilarak atomik boyutta goértntiler elde
edilerek yluzey calismalari yapilmaktadir. Radyasyon malzeme etkilesimleri
agisindan buyluk oneme sahip olan polimerlerin ve ileri teknoloji UrGinu super
iletkenlerin yapimi ve karakterizasyon calismalarinda bu mikroskop sayesinde
yapiimaktadir. Atomik kuvvet mikroskobu gérintileri Bilkent Universitesi

Uluslararasi Nanoteknoloji Arastirma Merkezi’'nde alinmigtir.

Sekil 4.10'de Kuartz kristal Gzerine albimin immobilize edilmis ylzey gértlmektedir.
Albimin kuartz kristal Uzerine sekilde de goruldugu gibi cgesitli noktalardan

immobilize olmustur.

Sekil 4.11'te Bilirubin immobilizasyonu sonrasi afm goéruntist gérulmektedir.
Albumin ve bilirubin sekilde de goéruldugu gibi hidrojen baglari ve Van Der Walls
bagdlari ile birbirine baglanmistir.

Sekil 4.12°de Albumin ve bilirubin plazma igerisinde birbirine hidrojen baglari ve Van
Der Walls baglari ile birbirine baglanmig, plazma igersinde baglanmanin daha fazla
oldugu kanitlanmistir.
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Sekil 4.10 Albumin immobilizasyonu Sonrasi AFM Gériintiisii

Yukaridaki sekilde albumin immobilizasyonu sonrasi alinan AFM goruntusinde
molekullerin ¢aplari élgilmustur. Albimin molekulinin gapi yaklagik olarak 7 nm
civarindadir[35]. Yukaridaki Olgcimde de goéruldiglu uUzere oklarla gosterilen
molekiillerin élcllen degerleri tablonun Ra bashg altinda gosterilmistir. Olglilen
deger literatiurde olmasi gereken degere yakin olarak bulunmus ve QCM Uuzerine
albumin immobilizasyonu yapildigr kanitlanmistir.

Sekil 4.10’ te albumin immobilize edilmis yizeyde bulunan albimin molekdilleri,
genel olarak Sekil 4.11 ve Sekil 4.12° de goérulen molekullere gore daha buyuk
olarak gorulmektedir. Bunun sebebi ortamda bilirubin olmamasi ve bilirubin

molekulinin albimine nazaran daha kiguk boyutta olmasidir.
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Sekil 4.11’te bilirubin immobilizasyonu sonrasi alinan goruntude, kiguk molekullerin
Sekil 4.10'a gore artis gosterdigi gorulmektedir. Bunun sebebi bilirubin

molekullerinin alblimine gdére daha kiguk boyutta olmasidir.

Sekil 4.12’te bilirubin immobilizasyonu plazma igerisinde yapildigindan ve plazma
icerisinde de bir miktar bilirubin oldugundan kiguk molekullerin sayisinda ve

dagilisinda artis gdézlenmektedir.
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Sekil 4.11 Bilirubin Olglimi Sonrasi AFM Gérintusi

Yukaridaki sekilde bilirubin 6lgimu sonrasi alinan AFM goéruntisinde molekdllerin
caplari  odlgulmustar. Bilirubin - molekdlinin c¢api  yaklasik olarak 1 nm
civarindadir[34]. Yukaridaki Olgcimde de goruldugu uUzere oklarla gosterilen
molekiillerin 6lgllen degerleri tablonun Ra bashgi altinda gosterilmistir. Olglilen
deg@erin 8 nm civarinda olmasinin sebebi, alblmin ile bilirubin molekulinin kimyasal

olarak baglanmasidir.
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Albumin molekulinin ¢api yaklagik olarak 7 nm civarinda oldugu ve bilirubin

molekuld ¢apinin 1 nm civarinda oldugu bilindiginden bulunan sonucun 8 nm

civarinda olmasi beklenen bir durumdur.
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Sekil 4.12 Plazmadan Bilirubin Olgiimi Sonrasi AFM gériintiisi

Yukaridaki

sekilde plazmada bilirubin Algima sonrasi
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AFM goruntusunde

molekullerin ¢aplari olgilmuastur. Albumin molekulinin gapi yaklagik olarak 7 nm
civarindadir[34].

Yukaridaki olgimde de goruldugu Uzere oklarla goOsterilen molekullerin dlgllen

degerleri tablonun Ra basligi altinda gésterilmistir. Olglilen degerin 8 nm civarinda

olmasinin sebebi, albimin ile bilirubin molekulinin kimyasal olarak baglanmasidir.
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Albumin molekulinin ¢api yaklasik olarak 7 nm civarinda oldugu ve bilirubin
molekull ¢apinin 1 nm civarinda oldugu bilindiginden bulunan sonucun 8 nm

civarinda olmasi beklenen bir durumdur.
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5. TARTISMA VE ONERILER

Biyosensor Uretimi icin ilk asamada kuartz kristal Uzerine c¢apraz baglama ve
kovalent baglama immobilizasyon yontemleri kullanilarak albimin immobilizasyonu
yapilmigtir. Van der Walls etkilesimi ile kristal Uzerindeki albUmin Uzerine bilirubin
tutunmustur. Kuartz kristal Uzerine baglanan bilirubin miktari rezonans frekansi
degisimlerinden vyararlanilarak hesaplanmistir. Bodylece yapilan c¢alismalarda

basarili bir sekilde bilirubin biyosensori geligtirilmigtir.

Sistamin ve gluteraldehit immobilizasyonu yapilmig kristale albimin baglanmasi
saglanarak kristal Uzerindeki kitle artmis ve buna bagh olarak frekans dederleri
ortalamasi azalmistir. Albimin Uzerine bilirubin statik Van der Walls ve hidrojen
baglari vasitasiyla tutunmus ve kristal Uzerindeki kutleyi arttirmig, bu nedenle de
frekans degerleri ortalamasi azalmistir.

Olglimlerde ve 1 mg/ml, 2 mg/ml, 5 mg/ml ve 10 mg/ml bilirubin derisimin de elde
edilen grafiklerin degerlerinde: Kristalin metal kilif veya metal kilifsiz olmasinin
frekans degisimi Uzerinde sabit bir etkisi yoktur. Temizlik sonrasinda ise kuartz
kristal Gzerindeki metal tozlarindan arindirildiginda, kristal Gzerindeki kutle azalmig
ve buna bagli olarak frekans yukselmistir. Sistamin ve gluteraldehit kristal Gzerine

baglandiginda kristal Uzerinde kitle artigi olmasi nedeniyle frekans azalmistir.

Yapilan galismanin amaci kuartz kristal ylizeyine albumin immobilize edip, bilirubin
miktarinin kuartz kristal mikroterazi (Quartz Crystal Microbalance- QCM ) ile
Olctlmesidir. Bu gerekge ile albimine spesifik olarak bilirubin tutunmasi nedeniyle
olusan frekans degisimini kullanarak Sauerbrey denkleminden yararlanarak 1
mg/ml, 2 mg/ml, 5 mg/ml ve 10 mg/ml bilirubin derisimi i¢in kutle miktari

hesaplanmistir.

Yapilan élgumlerde 1 mg/ml, 2 mg/ml, 5 mg/ml,10mg/ml bilirubin i¢ceren insan
plazmasi drneklerinde kristal ylzeyinde albimine tutunan bilirubin miktari sirasiyla
0.434mg, 0.7955mg, 0.6164mg ve 3,6501mg olarak hesaplanmigtir. Bu sonuglar ile
dogrusala yakin bir grafik elde edilmektedir. Shihui ve arkadaslan [36]

calismalarinda bilirubin ve albumin arasinda benzer bir afinite iligkisi bulmusglardir.
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Gelistirilen biyosensor sisteminde gumus elektrotlu elektronik yedek par¢ca amach
uretilen kuartz kristaller kullaniimistir. Altin elektrotlu kristaller ile karsilastirildiginda
kullanilan gimus elektrotlu kristaller oldukga ucuzdur ve ticari Urine donlisebilme

potansiyeli oldukga yUksektir.

Deneysel sonugclar gelistirilen bilirubin biyosensorunun tekrar kullanilabilirligini
gOstermektedir. Bazik NaOH c¢odzeltisi kullanarak bilirubin, albimin ligand
molekulinden ayriimistir. Bu rejenerasyon iglemi sonrasinda albumin ligandi zarar

gdrmemis ve yiizeyde kalmistir. islem basari ile 3 kez tekrarlanmistir.

Atomik kuvvet mikroskobu kullanarak immobilizasyon igleminin asamalari ve
basarisi izlenmigtir. AFM sistemi kontrol deneyi amagh kullaniimistir. AFM sonuglari
ile frekans degisimi sonuglari ortugsmektedir. Bu yontem ile deney hatasi olasiligi en

aza indirilmigtir.

Biyosensdr sistemi fosfat tamponunda ve plazmada basar ile denenmistir. insan
plazmasinda elde edilen o6lgim sonuglari ile fosfat tamponundan elde edilen
sonuglar benzerlik gdstermektedir. Plazmada yapilan dlgimlerde bir miktar spesifik

olmayan tutunmalar gézlense de ihmal edilebilir dizeydedir.
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