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OZET

Kiibra KIRALI

TASINABILIR VE DUSUK MALIYETLI KUVARS AKORT CATAL SURUCU
TABANLI PROTOTIP URETIMI VE IMMUNOSENSOR OLARAK
YAPILANDIRILMASI

Baskent Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyomedikal Miihendisligi Anabilim Dah

2020

Canllar, ¢evrede meydana gelen degisiklikleri duyu organlari yoluyla algilayarak
hayatlarmi  bu degisimlere gore sekillendirmektedir. Dogayr taklit ederek cesithi
hastaliklarm teshisinde biyosensoér yapilandrima — stratejilermin -~ kullamm, tipkit  duyu
organlart gibi ortamdaki degisikleri anlamlandrma yaklasmudr. Bu tez ¢alismasnda
oncelikle, birinci nesil olarak adlandmwilan bununla birlikte patent degeri olan kuvars akort
catah (QTF) slriicisiinii tanmlamak ve 118S614 numarah TUBITAK destekli proje
kapsammnda ise bu cihazn gelistirilmesiyle ikinci nesil olarak adlandmilan cihaz
tanttmaktr. Tezin ana kapsamu ise, secilen iki farkh analitin (transferrin ve kanda serbest
dolasan tiimor hiicresi) yeni bir yaklasim olan kuvars akort c¢atal temelli kiitle hassas
immiinosensdr yapilandiriimas: ile teshis edilebilir olup olmadigm arastrmaktr. Bu iki
analit 6zel olarak secilmisti. Bu se¢imin nedeni ise, iki analitten ilki olan transferrin,
hastalk Oykiistiniin sik¢a grip nezle ile karstrldir ve goruntileme yontemlerinin yetersiz
kaldigi durumlarda beyin omuriik s kagaklarma tam koymada Onemli bir biyoisaret
molekilii olmasidr. Ote yandan segilen difer analit olan kanda serbest dolasan timor
hicresi ise kanserin erken evrede teshis edilebiimesini saglayan olduk¢a Onemli bir
biyoisaret  molekiiliidir. = Bahsedilen amaglar  dogrultusunda QTF  kiitle  hassas
immiinosensérii yapiandirilmis ve 6nemli veriler elde edilmistir (R?=0,9686).

ANAHTAR KELIMELER: Kuvars Akort Catal, Imminosensér yapilandmimast,

Transferrin, Kanda Serbest Dolasan Tiimor Hiicresi, Kuvars Akort Catal Siirticti Tasarmu.



ABSTRACT

Kilbra KIRALI

PRODUCTION OF PORTABLE AND LOW COST QUARTZ TUNING FORK
DRIVE BASED PROTOTYPE AND CONSTRUCTION AS IMMUNOSENSOR
Baskent University Institute of Science and Engineering

The Department of Biomedical Engineering
2020

Living things perceive changes in the environment through their sensory organs and shape
their lives according to these changes. The use of biosensor structuring strategies in the
diagnosis of various diseases by imitating nature is an approach to make sense of changes
in the environment, just like the sense organs. In this thesis, first of all, it is to define the
quartz tuning fork (QTF) driver, which is called the first generation and has a patent value,
and to introduce the device called the second generation with the development of this
device within the scope of the TUBITAK supported project numbered 118S614. The main
scope of the thesis is to investigate whether two selected analytes (transferrin and
circulating tumor cell in blood) can be diagnosed with a new approach, a quartz tuning
fork-based mass-sensitive immunosensor configuration. These two analytes are specially
selected. The reason for this choice is that transferrin, the first of the two analytes, is an
important biomarker molecule in diagnosing cerebrospinal fluid leaks in cases where the
history of the disease is frequently confused with influenza and imaging methods are
insufficient. On the other hand, the other analyte selected, the circulating tumor cell in the
blood, is a very important biomarker molecule that enables cancer to be diagnosed at an
early stage. QTF mass sensitive immunosensor was configured for the aforementioned
purposes and important data were obtained (R?=0,9686).

KEYWORDS: Quartz Tuning Fork, Immunosensor configuration, Transferrin, Circulating

Tumor Cell in Blood, Quartz Tuning Fork Drive Design.
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1. GIRIS

Kuvars akort ¢atallar1 (QTF) gegmiste saat alaninda kullanmis ve asil kullanmlar
elektronigin farkh alanlaridr. Immunosensér olarak QTF geviricisinin kullanmma  yaygm
olmamakla birlikte yeni baslanmistr. Burada QTF siirmek konusunda giiniimiizde oldukga
pahall ve hantal cihazlar kullamimaktadwr. Tezin motivasyonu olarak oOncelikle tasmabilir
ve disik maliyetli kiitle hassas yeni bir cihaz prototipi tanmlanmustr. Ana tema ise
tanimlanan bu cihazm imminosensor olarak kullanp kullanimayacagmmn hedef olarak
secilen analitlere gore degerlendirilmesidir.

Patente sahip olan cihaz 1. nesil olarak ifade edilebilir. Bu cihaz “’Kanda Dolasan
Tumor  Hucrelerinin - Kuvars Akort Catalh Tabanh Immunosensdrle Tayini””  baglkh
1188614 numarah TUBITAK destekli proje kapsammda gelistirilmis ve bu yeni cihaz 2.
nesil olarak adlandwrinustrr. Ikinci nesil olarak bahsedilen bu yeni cihaz, kolay kullanmn,
kullanic1 dostu, tek bir seferde 5 adet QTF frekansmi art arda Olgebilme yetenegi ve
ortamdaki fiziksel degisikler nedeniyle QTF frekansmmn sapmasm minimum diizeye
indirgemek adma tasarlanan sicaklik kontrol hiicresi ile QTF frekans Olgimii icin oldukca
Ustin niteliklere sahiptir.

QTF imminosensor yapilandriimast i¢in iki farkl analit belirlenmistir. Bunlardan
ilkki, travmaya bagh gelisen beyin omurilk sivist kacaklarma tam koymada kullamlan
o6nemli bir biyobelirte¢ olan transferrindir. Belirlenen diger bir analit ise kanserin erken
evre tespitinde Onemli bir rol oynayan, birincil timdr boélgesinden koparak kanda serbest
dolasan timdr hiicreleridir (CTC). Ozellikle kolon, rahim, yumurtalk, meme, mide, ince
bagrsak, deri ve grtlak gibi belirli kanser tiplerine spesifik epitel hiicre yapisma molekiilii
(EpCAM), CTC’lerin tespitinde kullanim potansiyeli yiiksek olan bir biyobelirtegtir.

Bu tez c¢ahsmasmda ik olarak QTF vyiizeyine anti-transferrin  antikorunun
tutuklanmas1 ve arkasmndan tranferrin antijeni ile etkilesimi incelenirken es zamanh olarak
QTF ylzeyine anti-EpCAM tutuklanmasi ve EpCAM antijeni ile etkilesimleri de

rdelenmistir.



2. GENEL BILGILER

Bu bolimde tez g¢alsmasmm temellerinin olusumu agismdan kavramsal olarak baz
konulara degmilmistr. CTC’ler kanserin erken teshisi i¢cin oldukca Onemli bir rol
oynamaktadrr. CTC’lern kanda nadir diizeyde bulunmasi onlarm tespit edilmesini oldukca
zor bir hale getirmektedir. Fakat gelisen teknoloji sayesinde biyosensorler gin gectikce
daha hassas tespit yapabilir duruma getirilmektedir. Tez kapsaminda kullanlan QTF
cevirici, pikogram dizeyinde tespit Yyapabilmektedir. Olduk¢a hassas olan bu yeni

ceviriciye ve CTC tespitine yonelik yapilan ¢alismalara degnilmistir.

2.1. Kavramsal A¢idan immiinosensorler

Immiinosensdr kavrami, sensdr ve biyosensor arasmdaki iliskiyi ve farkllari ortaya
koyarak daha dogru bir bicimde ag¢iklanabilmektedir.

Sensor, Latince “’sensus’” kelimesinden kok almigs ve — “alglayicr’” anlaminda
kullanimaktadr. Cevrede meydana gelen fiziksel ve kimyasal farkhliklar (sicaklk, 1sik,
basng, koku vb.) hem insanlarda hem de hayvanlarda bulunan duyu organlar1 (el, g0z,
burun vb.) araciigiyla alglanmaktadr. Bu gbi fizksel ve kimyasal degisikliklerin
kullanicilar ~ tarafindan  okunabildigi  elektriksel veya optik sinyallere doniistiirebilen
cihazlara ise sensor denilmektedir. Sensor sistemi temelde alglanacak olan madde (analit),
algllayic1 tabaka ve fiziksel geviriciden olusmaktadr [1].

Biyosensor ifadesi, ik olarak 1962°de Clark ve Lyson tarafindan glikoz
konsantrasyonunu 6lgmek i¢in tasarladiklart cihaz sayesinde kullamimustir. Tasarladiklar
bu cihaza sensor ifadesi yerine biyosensor ifadesinin kullaniimasmm tercih edilmesindeki
en bliyik neden tantyici tabakada veya ylizeyde bulunan biyolojik tantyici elemanm
icermesidir.  Biyosensor teriminin - Onerilen IUPAC tanmu ise fiziksel bir cevirici
(transdiiser) ile bir biyolojik tanmma elemanmnin kullandarak 6zgiin bir sekilde nicel ya da
yar1 niceliksel sinyal tiretebilen analizor bir sistemi seklindedir. Bir biyosensor (Sekil 2.1.),
fiziksel ceviricisi ile iligkili biyolojik tamma elemam igeren taniyici bir tabaka veya yiizeyi
ile kompakt analiz sistemidir [2]. Biyosensorde sinyalin anlamh bir sekilde okunabilmesi
icin gerceklesen islemler srasiyla sunlardir:



-Hedef analit biyolojik alglama tabakasi ile etkilesir.

-Algllama tabakasma entegre olan fiziksel cevirici sayesinde anlamhi elektriksel sinyaller
elde edilir.

-Daha sonra bu sinyaller sinyal isleme prosediirinden gegirilerek ekrana yansttilir [3].

Antikor

Antijen
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* Aptamer
O . Hiicre \_/
Enzim
l ] | J\ ) ‘_V_'
Analit Taniyict Fiziksel Ekran

Tabaka Déniistiiriicii

Sekil 2.1.Biyosensor sistemi sematk gosterimi

Immiinosensér, spesifik antijeni tespit edebilmek icin biyolojik algilayici tabakasmda
antikorlarm kullanddigi bir ¢esit biyosensordiir. Kisacas1 antikor-antijen etkilesimlerini
incelemeye izin veren biyosensordiir. Immiinosensdrlerin en spesifik analitk teknik
olmasi, bu sistemlerin son derece hassas ve oldukca diisiik degerlerde saptama smirlarna
ulasmasm saglamaktadr. Immunosensor biyolojik tanyic1 tabakasinda bulunan antikor
antijeni olduk¢a yikksek afinite ile baglar ve bu sayede ortamda baska biyomolekiillerin
varhgnda bile analiti tespit edebilmektedir. Biyoteknolojik  gelismeler sayesinde
immunosensdrlerin  biyolojik alglama tabakalarmda c¢esitl yontemlerle {iretilmis farkh
tiplerde antikorlar kullandlabilmektedir. Bu antikor tipleri, poliklonal ve monoklonal olarak
adlandrriimaktadir. Monoklonal antikorlar poliklonal antikorlara gore daha spesifiktir.
Uygulanacak olan stratejiye gore kullanim alanlar1 farklilik gostermektedir [4].

2.2. Immiinosensorlerin Simflandirilmasi

Immunosensérler,  kullamlan  ¢evirici  tipine  gore  smiflandmimaktadr.  Fiziksel
ceviricilerinin  temel alndii smiflandrmada  elektrokimyasal, optk ve piezoelektrik
ceviricili immunosensorler yer almaktadr [3].



2.2.1. Elektrokimyasal ceviricili imminosensor

Elektrokimyasal immiinosensorlerde anlamh bir sinyal olusumu, immiinoosensor
yiizeyine tutuklanmis biyolojik tanryici elemanlar ile ¢ozeltinin elektriksel potansiyeli veya
akmm gibi  Ozelliklermi etkileyen hedef analt arasmdaki reaksiyona  baghdr.
Elektrokimyasal immiinoosensorlerde alglama i¢in temelde ii¢ elektrot (prob) gereklidir.
Bunlar; cahsma elektrodu, karsi elektrot ve referans elektrodudur. Calsma elektrodu,
cOzelti ortamu igerisindeki degisikleri alglamak i¢in reaksiyonun gerceklestigi  bolgede
konumlandirilirken, referans elektrodu reaksiyon bdlgesinden uzak tutulmahdw. Bunun
amac1 ise kararh bir potansiyel saglamaktr. Genel olarak referans elektrodu Ag/AQCI
yapismdan meydana getirilmistr. Buna ek olarak c¢algma elektrodu ve karsi elektrot
lletken olmalar1 ve kimyasal agidan kararh olmalart sebebiyle altm, platin ve silikon
bilesenlerinden olusmaktadr [2].

2.2.2. Optik ceviricili imminosensor

Optik bir cevirici ve biyolojik taniyic1 tabakada antikor veya antijen igeren analiz
sistemlerine  optik  ceviricili  immiinosensér  denilmektedir.  Biyolojk bir  degisikligi
alglamak i¢cin 15k kaynagiyla entegre olabilen optik ceviricinin asil islevi, alglanan
sinyali ~ elektronik  bir  sinyale  donistirilmesini  saglamaktr.  Optk  ceviricil
imminosensOrlerde sinyal olusumu, analt ile biyolojik taniyici tabakanmn etkilesimi
sonucunda meydana gelen fiziksel veya kimyasal farkhihiga bir cevap niteliginde 1513m
yansimasl, sogurulmasi, kiriimasi veya iletimi gbi Ozelliklerinde degisikliklere yol agmasi
seklinde gergeklesmektedir [5].

Optik olarak biyolojik olaylar1 tespit edebimek i¢n iki farkh yontem
uygulanmaktadr. Bunlardan floresan bazh tespit teknikleri oldukga dikkat cekicidir. Bu
yontemi dikkat cekici kilan en 6nemli yam c¢ok diisiik biyoanalit konsantrasyonlarmda bile
tespit olanag saglamasidr. Bu yontemde ister biyolojik taniyict tabaka ister hedef
biyomolekil floresan etkiye sahip maddeler ile etiketlenmektedir. Ardmdan hedef
biyomolekiilin ortamdaki varl@ il biyolojk taniyict tabaka arasmdaki etkilesim
sonucunda floresann  yogunlugunun artmasiyla biyomolekiil varhigmm tespit edilmesi
saglanmaktadr. Floresan, harici bir 151k kaynag varhgnda molekiillerde veya atomlardaki
elektron gecislerini  baslatmaktadwr. Harici 15k kaynag ile baglatlan elektron gegisi
sayesinde 1sildama (daha uzun dalga boyu 1$181) saglanmaktadr. Optk ceviriciye sahip

biyosensorlerde sk tiretimini saglamak adma florokrom molekiilleri kullanilmaktadir [4].



2.2.3. Piezoelektrik ceviricili imminosensor

Piezoelektrik etkinin 1880°L yillarda Jaques ve Pierre Curie tarafindan kesfi ile
kristallerin = mekaniksel ve elektriksel durumlarmn anlamak igin  yogun ¢ahsmalar
baslatimustr. Bu ¢alsmalar sonucunda kuvars ve rochelle tuzunun mekanik etki altmda
kristal yiizeyinde bir elektriksel potansiyelin meydana geldigi gdzlemlenmisti. Ote yandan
elektriksel etki altndaki kristal yiizeyinde ise mekanik baz degisiklerin meydana geldigi
tespit edilmistr. Bu durumda kristaln mekanik etki (basing) altmda kalmasiyla mekanik
enerjiyi elektrik enerjisine doniistiirebilen etki piezoelektrik etki olarak tammlanmaktadir.
Bu durumda bu tip ceviriciye sahip olan imminosensorlere kiitle hassas veya gravimetrik
immiinosensorler de denilmektedir [6].

Piezoelektrik ceviricilerin yaygm olarak kullandanlari, kuvars kristal mikrodenge
(Quartz Crystal Microbalance, QCM), yiizey akustkk dalgalar1 (Surface Acoustic Wawe,
SAW), yigm akustik dalgalar1 (Bulk Acoustic Wave, BAW) ve biitiin bunlara ek olarak
son yillarda immiinosensor cahsmalar igerisinde yer bulan kuvars akort catahdr (Quartz

Tuning Fork, QTF).

2.3. Kuvars Akort Catal ve Uygulama Alanlan
Bu boliimde kuvars akort catalnin tarihgesi, 6zellikleri ve ¢ahsma prensiplerine yer

verimistir. Bunlarla birlikte kuvars akort ¢atal uygulama alanlarmna yer verilmistir.

2.3.1.  Kuvars akort catal geviricisi

Ingilizce bir terim olan tuning fork, Tiirkcede akort c¢atah anlamma gelmektedir.
Akort catah ik olarak 1711 yiinda Ingiliz bir miizisyen olan John Shore tarafindan icat
edimist. Bu yap1 “’U”” seklinde iki uclu bir c¢atal goriiniimiindedir. Akort catalmm en
nadide oOzelligi ise bir yere vuruldugunda tek frekansta ses dalgalarm yaymasidr. Bu
Ozelligi sayesinde gecmiste miizk aletlerinin  ayarlanmas1  (akort edilmesi) i¢in
kullantlmistur.

Akort catallarmm yapmmda kullanilan malzemeler, elastik metal, celik ¢ubugu ve
kuvars seklindedir. Kuvars ile tiretilen akort catallar1 literatirde kuvars akort catallar
(QTF) olarak bilinmektedir (Sekil 2.2). Ayrica QTF’ler kiigiik boyutlar, ucuz maliyetleri,
kolay ulasilabilirligi ve kararh bir sekilde tek frekansta titresim Ozellkleri nedeniyle
elektronkk uygulamalarda kullamimaktadr. Kuvars akort catallarn literatirde, 1969 yilinda
Forrer’in elektronik kol saati ¢aligmasi ile yer almustr [7]. Yapismda kuvars bulunan akort
catallar1 piezoelektrik etki gostermektedir. Bu etki, mekanik enerjinin elektriksel enerji ile



yer degistirmesine olanak saglamaktadir. Piezoelektrik etki kisaca, kristal matris ylizeyine
uygulanan mekanik uyarmm kristal kafes yapismda deformasyona neden olmasiyla
elektriksel yik dretme kabiliyeti olarak tammlanabilmektedir [8]. Bu etki sayesinde kuvars
akort catah iizerine adsorbe edilen kiitle nedeniyle frekansmda degisiklikler meydana
gelmektedir. Bu nedenle QTF’ler sensér ve biyosensor gelistirilmesinde kullamimaktadir

[9].

Sekil 2.2. Kuvars akort ¢atah ve boyutsal karsilastrma
Zhang et. al yaptklart calymada, QCM ile QTF arasmda kalite faktor Ozellikleri
kargilagtriimis  ve  QTF’in  sahip oldugu kalite faktoriinin ¢ok daha yiksek oldugu
belirtimist. Bu nedenle QTF’mn daha hassas ve giivenilir bir yontem oldugu anlagimustr
[10]. Bir rezonator olarak QTF’lerin yiksek kalite faktori (Q faktorl) nedeniyle elektronik

uygulamalarda Ornegin, osilator devrelerinde ve frekans Olcliim sistemlerinde yaygmn olarak
kullamimaktadr. Kalite faktorii (Q) parametresi, akort catallarmmn dretildigi malzeme
Ozelliklerinin yam swa c¢atallarm boy ve kalnlk gibi 6zellklere de baghdwr. Q faktori,
ortam direnci ile rezonatoriin sahip oldugu kinetik ve potansiyel enerjilerinin oranlartyla

iliskilidir. Kalite faktorii (Q) su denklem ile hesaplanmaktadir:

Q=% |= (2.1)

Q= Kalite Fakt6ru
R;= Ortam Direnci
L;= Indiiktans Degeri
C1= Kapasitans Degeri

Denklemden de anlasilacag iizere Q faktorli, enerji kaybi azaldik¢a artmaktadr.
Kalite faktoriiniin yiksek olmasi bant genisliginin dar olmasma ve bu durum segicili§in
yilksek olmasi anlamma gelmektedir. Bu elektriksel modelden yola g¢ikarak mekaniksel bir
modele eviriimeye ¢alsidignda R; ile ifade edilen direng sirtinme kuwveti ile
iliskilendiriimektedir. Bu nedenle ticari {iriin olarak satlan QTF’ler yikksek vakum altmda
skistirilmis (= 107 Tor) bir baslk ile iiretilmektedir [11].



2.3.2. Kuvars akort ¢atah uygulamalan

QTF’ler, yiksek Q faktorl, ucuz ve kolay bulunabilmesi gibi essiz 6zellikleri
sebebiyle birgok alanda kullanbmuglardr. Bu uygulamalar, immiinosensér dis1 sensor,
mikrobiyal sensor Onciil ve immiinosensdr cahsmalaridr. Bu ¢ahsmalar tablo 2.1°de
Ozetlenmistir.

Tablo 2.1.Kuvars akort ¢atallarmm uygulama alanlar1

QTF Kullanim Amact Teshis Limiti Yi Refera
ns
Isk Yogunluk Sensorii - 2019 [12]
Nem Sensor( - 2007 [13]
2018 [14]
a. Immiinosensér 16cP 2011 [15]
Dist Calymalar | Ortamdaki S Viskozite - 2020 | [16]
Degisimini Olgmek
Ortamdaki Gaz - 2011 [17]
Yogunlugunu Olgmek
29ppbv 2018 [18]
Gaz sensoru
% 0.025 2019 [19]
6,1 ppbv 2020 [20]
- 2012 | [21]
- 2012 | [22]
Bakteriyel Biyofilm - 2014 [23]
Olusumunun Incelenmesi
b. Mikrobiyal Koli Basil Tespiti - 2014 [24]
Sensor Onctl
Calismalar
. Immiinoglobilin G (IgG) 5 pg/mL 2002 | [25]
C. Immiinosensér Tespiti
Cahsmalar1 1gG ve IgM Tespiti - 2012 [26]

Tablo 2.1.°de Ozetlenen ¢ahgmalarm yam swra yiksek Q faktérii nedeniyle AFM
cahsmalarmda da kullanimustr [27], [28]. Buna ek olarak 2002 yilinda Su et. al. yapmus
olduklari ¢alisma ile QTF’ler ik kez literatirde immiinosensor olarak yer almustr. Bu
calsmada immunoglobilin G’nin (IgG) teshis edilmesi amaglanmustr [25]. Bahsedilen ilk



cahgmann bagarilh sonuglanmasmmn ardindan bircok c¢alsma grubu tarafindan mikrobiyal
sensor bazinda cahsmalar yapimustr. Fakat Tablo 2.1.°den de anlasilacag iizere

mmmiinosensor ¢ahsmalar1 olduk¢a smirhdir.

2.4. Transferrin Onemi ve Yapilan Calismalar

Tez cahsmasnda alglanmak istenen ik analit transferrin olarak segilmisti. Bu
secimin nedeni travmaya bagh olarak gelisen beyin omurik svi (BOS) kacaklarma tam
koymada Onemli bir biyoisaret olmasidr. Dogum, kafa travmalart gibi zorlanma
durumlarmmn ardndan ortaya ¢ikabilen bu akmnti ¢ogu zaman nezle grip gibi hastaliklarla
kargtiriimaktadir. Bu karisiklk insan hayatma mal olabimektedir. Ciinkii BOS, beyni hem
fiziksel hem de immimnolojik ag¢idan korumakla birlkte kafa tasi igerisindeki beyin
agrligmin hissedilmemesi gibi fonksiyonlar1 da saglamaktadir.

Gunimizde BOS kagaklarma tani koymada birgok yontem uygulanmaktadr. Bunlar
gorintileme  yontemleri  ve protein  analizleridir.  Goruntileme  yontemleri ile  fark
edilemeyen ufak boyutlu catlaklar olabilmektedir. Bu tir durumlarda BOS’a spesifik olan
proteinlerin  tayin  edilmesi gerekmektedir. Bu durumda ise klinikte elektroforetik
yontemlerin - kullamildigi ~ goriilmektedir  [29].  Ayrica transferrin - biyomolekiilinii  tespit
etmenin tek yolu elektroforetk yontemler degildir. Bunlarla birlikte biyosensor sistemleri
kullanllarak da teshis yapilabilmektedir. Biyosensor c¢ahsmalarm &zeti tablo 2.2°de
sunulmustur.

Tablo 2.2. Transferrin teshisinde biyosensor uygulamalari

Sensor Tipi Teshis Limiti Yil Referans

Piezoelektrik 10 - 10" mg/mL 1990 [30]
Immiinosensor
Elektrokimyasal 1,9- 78,8 mg/mL 2004 [31]
Immiinosensor
Optik 0,05- 20 pg/mL 2006 [32]
[mmiinosensor
Kapasitif 0,05- 75 ng/mL 2006 [33]
Immiinosensor
Optik
Immiinosensér 0,0375- 40000 pg/mL 2012 [34]
(Yiizey Plazmon
Rezonans)
Optik
Immiinosensér 0,5-5,228 uM 2016 [35]
(Yizey Plazmon
Rezonans)




Tablo 2.2. devam ediyor

Voltametri 12,0-29,2 ng/dL 2017 [36]
Immiinosensor
Optik
[mmiinosensér 0,34 pg/mL 2017 [37]
(Yizey Plazmon
Rezonans)

Tablo 2.2.°de transferrin tayini i¢cin biyosensdr yapilandmimalari gosterilmistir.
Fakat goOriildtigii lizere literatiir taramasi sonucunda transferrin i¢in herhangi bir kiitle

hassas QTF biyosensor ¢aligmasina rastlamlmamigtir.

2.5. Kanda Serbest Dolasan Tiimor Hiicrelerinin Onemi ve Teshisi icin Gelistirilen

Yontemler

Diinya ¢apmda kanser hastahfi nedeniyle yasanan kayplar bir hayli artss
gostermekte ve bu nedenle 6liim sebepleri arasmda ikinci srada yer almaktadwr. Oliimlerin
hatrt sayilir bir oranmm, tiimoriin metastaz yapmasi sonucunda gergeklestigi bilinmektedir
[38]. TiUmdr metastazmda (yaylmasmda) biiyik bir Onemle rol oynayan dolagim
sisteminde serbest dolasan timor hiicreleri (CTC), 1869 yilinda kanser hastalarmda tespit
edilmistir [39]. CTC, birincil veya metastatik bozuk dokulardan (lezyon) dolasim sistemi
icerisine gegebilen oldukca diisik miktarlardaki (1-10 hicre / ml) timér hicresini ifade
etmektedir. CTC’lerin bu denli serbest bir sekilde dolasimda bulunmasi uzak metastaza yol
acabilmekte ve oOlimleri de beraberinde getirmektedir [38],[40]. Uzak metastaz sureci
birincil bozuk dokudan tiimdriin salnmasi ile baglayarak srasiyla; kan dolasimma giris,
dolasimdaki damarlar aracii@iyla uzak bolgedeki dokulara szma ve uzak bolgedeki
dokular icerisinde tohumlanma seklinde ifade edilebimektedir [41]. Bunlara ek olarak,
bazz CTC’ler birincil bozuk dokudan ayrilarak kan dolasmma katilip kilcal damarlari
biiyik  boyutlart  nedeniyle  tikayabilmekte ayrica kical damarlarm  duvarlarma
yapisabilmektedirler [42]. Bu nedenle kanserin erken evrede tespit ediimesi zamaninda
tedaviye baslanmasm saglayacagindan oldukca Onem arz etmektedir. Kanserin erken
tespiti i¢cin dolagimdaki CTC’lerin yakalanmasmm hedef alnmasi c¢ok c¢alsilan konular
icerisindedir. Bunlara ek olarak CTC’lerin yakalanmasma katki saglayacak zenginlestirme
protokolleri de oldukga ©Onemli bir konudur. CTC’lerin zenginlestirilmesi iki ana bashk
altinda  incelenebilmektedir. Bunlar fiziksel ve biyolojik Ozelliklerindeki farkhliklarm
temel alndig zengmnlestirme yontemleridir. Boyutsal filtrasyon, yogunluga dayah santrifij
ve  elektriksel  Ozellikler,  fiziksel — farkllklarm  temel alndiyi  zengmlestirme



yontemlerindendir.  Biyolojik  farkhlklarm temel alndigi zengnlestrme yontemleri ise
CTC'lerde eksprese (ifade) edilen yiizey isaretleyicilerinin hedef alndigt poztif bir segim
veya negatif se¢im seklindedir [41].

CTC’lerin dolagim sistemi ortaminda olduk¢a nadir bulunmasi yiiksek secgici ve
yilksek hassasiyet ile yakalanmalar1 agisindan giiclige neden olmaktadr. Bu sorunlara
¢oziim bulmak amaciyla teknolojik olarak bircok yontem denenmistir [39]. Bu
yontemlerden birisi, klinikk uygulamalarda CTC tespitine yonelk Veridex tarafindan
{iretimis, Gida ve ila¢ idaresi (FDA) tarafindan onayr alnmus tek ticari iirin CellSearch,
kullanima  sunulmustur [43]. Bu yontemin ¢ahsma prensibi, epitel hiicre yapisma
molekilini  (EpCAM) yiiksek diizeyde eksprese (ifade) eden hiicreleri zenginlestirmek
icin manyetik boncuklarmn yiizeyinin antikorla kaplanarak harici bir manyetik alan etkisiyle
tespit etmektir [39]. Bu yontemin avantajlari hiicre saymm yapmasi ve bununla birlikte
CTC’lere kars1 yiksek duyarllik gostermesi seklinde ifade edilmesine karsn yiksek
maliyetli aletler olmalari ve uzun siiren O0n islemleri nedeniyle dezavantajlara da sahip
olmalaridr [44]. Bu gbi smrlandiriimalarm olmast CTC tespiti icin yeni ydntemlerin
arastrimasma neden olmustur. Yapilan c¢ahsmalarm  biiyilk oram  biyosensorlerin
kullanlarak  CTC’lerin  tespit edilmesine yOnelik olanlaridr. Biyosensorler —aracihgiyla
CTC’lerin tespitide kullamlan evrensel bir biyobelirteg belirlemek zor bir durumdur. Fakat
yaygm olarak EpCAM ve sitokeratin (CK) maddeleri kandaki kanser hicrelerini
belirlemek adma kullanilan biyobelirte¢lerdir [40].

Tez cahsmasmnda alglanmak istenen ikinci analit yukarida belirtilen nedenlerden
dolayi CTC olarak secimistir. Gilinimiizde CTC’lerin teshis edilmesi i¢cin farkh birgok
teknik  kullamimaktadr. Bunlarm baginda gesitl  geviricilerin -~ kullamildigi  biyosensor
sistemleri yer almaktadr. Bu sistemlerin bazlar, c¢ozelti igerisinde bulunan CTC’lerin
cesith On  zengmlestrme  prosediirlerinden  gecirilerek  tespit  edilmesini  saglayici
niteliktedir. Nano/mikro kanal yonteminin kullamldigi bu sistemlerde CTC izolasyonu
gerek fiziksel gerek kimyasal yollar ile saglanmaktadr. Bunun yam sra bu yontem ile 6n
zenginlestirme  yapilarak CTC tespitine de olanak saglanmaktadr. Nano/mikro kanal
yontemi e CTC tespiti i¢cin farkh stratejiler gelistiritmistir. Bunlar; yaygm olarak afiniteye
dayah (antikor/aptamer) metodlarm kullanilarak ©6n zenginlestirmenin ardindan floresans,
raman, elektrokimyasal yontemler seklinde swalanabimektedir. Bu sistem baz
kaynaklarda ise mikroakigkan immunosensérler olarak gegmektedir [40]. CTC teshisine
yonelik yapilan ¢ahsmalar tablo 2.3.” de 6zetlenmistir.
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Tablo 2.3. CTC teshisi i¢in yapilan ¢ahsmalar ve performanslari

Cevirici Tipi Teshis Limiti Yi Referans
Impedimetrik 10 hicre/mL 2011 [45]
Immiinosensor
Optk Immiinosensor 1000 htcre/mL 2012 [46]
Piezoelektrik 32 hiicre/mL 2014 [47]
[mmiinosensor
Optik Immiinosensor 10 hiicre/mL 2015 [48]
Elektrokimyasal 3 hiicre/mL 2018 [49]
[mmiinosensor
Elektrokemiliminesans 40 hicre/mL 2018 [50]
a. [mmiinosensor
Immiinosensér Elektrokimyasal 1 hticre/mL 2019 [51]
Cahsmalar1 Immiinosensor
Elektrokimyasal 7 hiicre/mL 2019 [52]
Immiinosensor
Yuzey Plazmon 1 hiicre/mL 2020 [43]
Rezonans
Optik Immiinosensor % 97 performans 2020 [38]
Optik Immiinosensor 25 hicre/mL 2020 [53]
b. Elektrokimyasal Sensdr | % 90,9 verim ile 2019 [54]
Immiinosensor | Elektrokimyasal Sensor 0,43 hucre/mL 2019 [55]
Dis1 Caligmalar

Tablo 2.3.’de goriildiigii iizere QTF kristalnin CTC tespitine yonelk herhangi bir
mmmiinosensdr  yapilandiriimasma rastlanmamustr. Burada dikkat c¢ekici olan diger bir
nokta ise aym tip ¢eviricinin kullamildigi diger uygulamalarda farkh teshis degerleri elde
edilmesidir. Bu durum g¢evirici yiizeyine antikor tutuklama stratejilerine gore degisiklik
gosterdigi seklinde yorumlanmugtir.

Ayrica yapilan ¢alsmalara bakildiginda ise uzun tespit siireleri, pahah cihaz kullanimi, 6n
islemler ve isaretleme tekniklerinin kullaniimasi sonuclarm elde edilmesinde zaman ve maddi giic
kayiplarma yol agmaktadir.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1. On Cahsmalar

Bu boliimde, materyal ve metot boliimiine gegmeden 6nce yapilacak olan deneyler igin QTF

Olcim cihazmn ¢ahsma prensipleri, tanimlamalar ve gelistirilen ikinci jenerasyon cihaz anlatimlar
yapilmustir.

3.1.1. QTF kristallerin mekanik ve elektriksel incelemesi

QTF sensorii, iki digh bir ¢esit c¢atal goriinlimine sahiptir (Sekil 3.1). QTF
sensorlerin  yapismdaki kuvars nedeniyle piezoelektrik ozellk gosterdigi bilinmektedir. Bu
Ozelik sayesinde elektriksel bir sinyal ile uyaridignda mekank olarak titresim
yapmaktadr. Bu sebeplerle QTF’in salmmu hem elektriksel hem de mekanik olarak
incelenmektedir.

0T

. ¥
4

Sekil 3.1. QTF sematik gosterimi

QTF sensoriin rezonans frekansinin (fy) mekanik olarak asagidaki gibi ifade
edilmektedir;

f,=— |2 (3.1)
2T m
K = 3Eq (3.2)
13
[ = wh (3.3)
12
fo— 1 [3Eq (3.4)
0 2m\ ml3

Verilen esitlklerde kullanilan 1 h, w sekil 3.1.’de goriildiigii {izere swasiyla boy, en
ve yiksektir. Esitliklerde yer alan diger degiskenler degerleri ile tablo 3.1.’de verilmistir
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Tablo 3.1. QTF rezonans frekansinin mekanik ifadesinde kullanilan degiskenler ve
degerleri

Degiskenler Degerler

Elastik Katsays1 (K)

Kitle (m) 02429 pwtl
Kuvars Yogunlugu (p) 2.65 x 10° kgm'®
Kuvars Young Modlii (Eq) 7.87 x 10" Nm™*

Eylemsizlik momenti (I) -

Rezonator kristallerin elektriksel tavr1 genel kabul gormiis Butterworth- Van Dyke
modeli ile incelenmektedir [56]. Buna istinaden QTF sensoriinin davramsm incelemek
icin en uygun model Butterworth- Van Dyke modeli olmustur [57]. Bu modelde birbirine
seri bir bicimde bagh direng (R;), indiktans (L;) ve kapasitorden (C1) olusmaktadwr. Ayrica
bu seri bagh elemanlara paralel bir sekilde bagh olan kapasitor (Cp) de bulunmaktadir.
Sekil 3.2.’deki RLC devresinde R; direnci enerjide meydana gelen kaybi, L; Kinetik
enerjiyi  dolaysiyla  rezonansy, C; potansiyel enerjiyi ve Co kacak sinyalleri
simge lemektedir [58].

R=
L, % TG
C —

—

Sekil 3.2. QTF sensoriin Butterworth-Van Dyke modeline gore esdeger devresi [59]

RLC devresi rezonans frekansma yakmn bir degerdeki sinyal ile uyarildignda
meydana gelen titresim genligi ve o genlige ait olan bant genisligi devredeki R direncinin
degerine baghdr. Kisacast bu model ile ifade edildigi gibi QTF kristali bir bant gegiren
filtre gibi davranmaktadr. Buradan yola ¢ikilarak rezonans frekanst ve bant genigligi
arasmdaki iliski Kkalite faktorini (Q faktér) simgelemektedir. Ayrica denklem 2.1°de
verilen esitlk incelendiginde devredeki enerji kaybmin azaldikga (R degeri) Q faktorinin
degeri artmaktadr. QTF’in diger kiitle hassas sensorlerden farkh olarak geometrik c¢atal

yapist sayesinde enerji kaybi oldukga diisiik sayimaktadw. Bu ifade, birbirine dogru
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yakmlasip  uzaklagarak  simetrik bir bicimde c¢atallarm  titresme  mekanizmasityla
aciklanmaktadr. QTF catallarn  birbirlerine  yaklastiklarmda ortamda bulunan hava
molekiillerni  sikkistrr  bdylece  catallar arasmda bir  potansiyel enerji  birikimi
olusturmaktadr. Ardmndan catallar birbirlerinden uzaklasrken biriken bu potansiyel
enerjiye sahip hava molekiilleri tarafindan itici brr kuvvet olusturmaktadr. Bdylece
havann c¢atallar {izerindeki direnci dolayisiyla kaybedilen enerjinin bir miktar1 itici kuvvet
sayesinde geri kazamlmaktadr. Bu mekanizmasmmn yam sra QTF’in yiizey alanmmn cok
kiiciik olmas1 sebebiyle hava direncinden daha az etkilenmektedir. Buda ymne QTF
sensoriinin  Q faktdriiniin  (=<60000) diger kiitle hassas sensorlerden bu denli yiiksek
olmasin1 kanttlar niteliktedir [59], [60].

3.1.2. QTF frekans ol¢iim sistem tasarimm

Kuvars kristale sahip akort catalnn (QTF) frekansm Olgmeye yarayan 1.nesil sistem
Mehmet Altay Unal'm 2016°da yaymlanan doktora tezi kapsammda gelistiriimis ve bir
patente sahiptir. Boyle bir sisteme ihtiyag dogmasmin nedeni giinlimiizde kullanilan
sistemlerin oldukca pahali ve hantal olmalardwr. Bu dezavantajlarm ortadan kaldrilarak
tasmmast kolay ve ucuz maliyete sahip bir cihaz iretimistir. Sistem tasarmmm ik
asamas1 yiksek c¢ozinirlige sahip bir siniis sinyali olusturmaktr. Bu kriteri saglamak
adma AD9850 kodlu bir dogrudan dijital sentezleme ¢ekirdegi (DDS) kullamimistr. DDS
cipi 0,0291Hz (hertz) ¢ikis ¢Oziiniirkigine sahip 32 bit frekans ayarlama kelimesi saglayan
yenilik¢i bir gesit sinyal jeneratorii gibi davranmaktadw. QTF, DDS c¢ipinden gelen sinis
siyalleri ile uyariimaktadw. Bu sinyal uyartimmi yapabilmek i¢in tasarimda Arduino Due
karti programlanmustr. Ardumno Due kartmmn icerisine yazlan program sayesinde
baslangic ve bitis frekans degerleri manuel bir sekilde ayarlanabimektedir. Ayrica bu
frekans bilgllermi DDS ¢ipine aktarmak i¢in 6zel bir formata doniistirmektedir. Ardunino
Due kartmdan DDS ¢ipine aktarilan bu frekans verisme gore QTF uyarimakta ve
cikigmdaki sinyaller Analog-sayisal donistiiriicii (ADC) hiicresine  gonderilmektedir. Bu
hiicre icerinde toplanan c¢ikis sinyali DC voltaj, frekans gibi diger bicimlere doniistirmek
yerine sinyalin dogrudan Ornekleme stratejisi kullamlarak tepe degerlermin matrise
yazilmast seklinde cahsmaktadr. Tasarmmn bu asamasi patent igin  ana noktayl
olusturmaktadr. Kisacast bu sistem, DDS ¢ipi tarafindan siniis sinyalleri ile QTF’lerin
uyariimas1 ve ¢ikismda voltaj degerlerinin okunmasi seklinde c¢albsmaktadr [9]. Uretilen
cihazin blok diyagrami sekil 3.3’de verilmektedir.
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Sekil 3.3. Birinci nesil QTF frekans Olgciim cihazi blok semast

|

Bu sistemde DDS ¢ipine frekans bilgilernin aktarmm bir dongiisel islem ile
saglanmaktadr. Bu dongiisel islem basamaklart Arduino Due kartmmn programlanmasi ile
saglanmaktadir. Program temelde rezonans frekansim saptamak i¢in belirlenen frekans
degerlerinde taranmasi seklinde aciklanabimektedir. Burada manuel olarak baglangicta
baslangic ve bitis frekans degerleri yaziimaktadr. Baslangic frekans degeri DDS ¢ipine
0zel bir formatta gonderilip oradan QTF uyarimaktadr. Cikis sinyallerinden alman veriler
degerlendirilip matrise yazihir ve bitis frekansma esit olup olmadigma bakimaktadr. Eger
esit degilse DDS’in ¢ikis ¢oziniirligiine yakm bir deger olan 0,03 Hz yeni frekans degeri
iizerme ekleyerek bu donglii devam ettirilir. Bitis frekansma ulasildigi zaman ise bu islem
durdurulmaktadr. Programm cabsma algoritma detaylarma Unal 2016’dan ulasilabilir
[60].

Bu cabsmalarm ardmdan iiretilen sistem TUBITAK tarafindan desteklenen 1185614
nolu “’Kanda Dolasan Tiimdr Hiicrelerinin Kuvars Akort Catah Tabanh Immiinosensérle
Tayini ©° baghkh proje kapsammnda gelistiriimis ve 2. nesil cihaz olarak adlandirimistir
(Sekil 3.4) .
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Sekil 3.4. ikinci nesil QTF frekans 6lciim cihazi

Sekil 3.4’te gosterilen ikinci nesil cihaz prototipi iizerindeki zf soket sayesinde tek
seferde 5 adet QTF’in art arda frekans Olcimlerini almak igcin cihaz (zerine
tutturulabilmektedir. Ayrica QTF frekansmmn ortam sicakligmn aniden degismesi gibi
durumlar nedeniyle yanhs sonuclar vermesini engellemek icin lizerinde sicaklk kontrol
hiicresi bulunmaktadir.

Eki prototip ‘MegunoLink’ , yeni prototip ise ‘MATLAB’ kullanarak
programlanmugtr. Eski prototip ara yiizi ile yeni prototip ara yiizii farkliik gostermektedir
(Sekil 3.5). Ayrica yeni prototipp ara Yyiiziinde gorilen diisik genlkli piklerin normalize
edilerek goriilmesini saglayan bir buton ilavesi yapilmistrr.

—
aok

&
— o |

7\ |
; _-VC»/?\/“‘WV”'*/?J IR ARG CA]

wmo w0 wn w0 w0 w0 wmo

o
Frequency Ha
T

K = m——
Sekil 3.5. Birinci nesil (a) ve ikinci nesil (b) QTF frekans Olgiim cihazlarmin ara yiizleri

Bitin bunlara ilaveten ikinci nesil prototip Bluetooth araciigiyla tablet, akilh telefon
gibi cihazlara kablosuz bir sekilde baglanabilmekte, verileri aktarilabiimekte ve kontrol

edilebilmektedir. Sekil 3.6 ‘da mobil ara yizi gosterilmektedir. Birinci ve ikinci nesil
cihazlarm performanslarma yonelik kiyaslama tablo 3.2’de verilmigtir.
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Begin Frequency [Hz]

32760.0

Number of QTFs

5

Measurements:

End Frequency [Hz]

32780.0

Temperature [C]

33

_

< o m}

Step Frequency [Hz]

0.1

Filename

EXP0O0038.TXT

Sekil 3.6. ikinci nesil cihazn mobil ara yiizii

Tablo 3.2. Birinci ve ikinci nesil cihazlarin performans karsilastirilmasi

Ozellikler Birinci Nesil Cihaz Prototipi | Ikinci Nesil Cihaz Prototipi
Tagmabilir Nitelik + +
Uygun Maliyet + +
Kolay Kullanim + +
Baslangic-Bitis Frekans + +
Ayarlama
Birden Fazla QTF Frekans X +
Olgimi
Akilli Cihazlara Bluetooth X +
ile Baglanabilme
Alman Veri X +
Normalizasyonu
Sicaklik Kontrol Hiicresi X +
Step Frekans Ayari X +

Ikinci nesil olarak ifade edilen cihaz prototipi birden fazla sonucu tek seferde almay1 ve

diisiik genlikli sinyallerin normalize edilerek net bir sekilde anlagiimasmi saglamasiyla metot

boliimil olusturulan deney setlerinde kullaniimigtir.

3.2. Materyal

Tez kapsaminda kullamlan gerek satn alman gerekse de tiretilen biitin materyal bilgileri tablo

3.3’de verilmistir.
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Tablo 3.3. Tez materyali

Malzeme Adi Model Ozellikler Satm Alnan
Yer
Kuvars Akort CFS- Vakum altmda Citizen
Catali (Altm 14532768DZFB kapatilmis silindir Finedevice Co
Yuzeyli) baslklar igerisinde Ltd. sirketi
gelmistir. Silindir
bashgm c¢ap1 1,50 mm,
yiiksekligi ise 5,10
mm’dir (EK:1).
Tiofen-3-Boronik BGBB8189V - Sigma Aldrich
Asit sirketi
Methanol SZBA300S - Sigma Aldrich
sirketi
Fosfat Tampon - 7,4 pH Sigma Aldrich
Cozeltisi sirketi
Anti-TRC2 (anti- - Poliklonal antikor
transferrin) _
Is birlikleri ile
Transferrin - - almmustir
Anti-EpCAM ab20160 Stvi halde temin ABCAM sirketi
Antikoru (AUA1) edilmistir (Ek:2).
Rekombinant Insan ab155637 Liyofilize olarak temin | ABCAM sirketi
EpCAM Proteini edilmistir (EK:3).
QTF Frekans - Unal 2016 Cahsma
Olgiim Cihazi grubumuz
tarafindan
Uretilmistir.
3.3. Metot
3.3.1. QTF imminosensor olarak yapilandirma: Transferrin

Bu béliimde ik antijen olarak segilen tranferrini algilamak i¢in QTF’in yiizeyinde meydana

getirilen kimyasal degigiklikler ve protokolleri verilmistir.




3.3.1.1 OTF yizey aktivasyonu

Burada ik defa tiofen- 3 boronik asit- (T3BA) kimyasal aktivasyon ajam (Sekil 3.7)
QTF cevirici yiizeyler tizerinde denenmistir. Burada ama¢ boronat gruplarmm seker
gruplarma olan afinitesinden yararlanarak, antikorlarm agr uglarmmn (aktif) yiizeye bakar
sekilde konumlanmasm saglamaktwr. Bu asamada ik defa altm kaph QTF cevirici temin
edilerek ¢aligmalara baglanmistr (CFS, 145327680ZFB). Boylece de siilfiir gruplarmmn da

gevirici yiizey lizerinde yonlenmesi distiniilmiistiir.

a.)
Sekil 3.7. Kimyasal aktivasyon ajant T3BA (a) iki boyutlu (b) ve ii¢ boyutlu goriintiisii (c)

b.) c)

Yizey modifikasyonundan 6nce QTF ’lerin bacaklar1 ependorf tiipiine rahat bir
sekilde daldrmak i¢cin Ilehimlenmistir (Sekil 3.8). Boylece, yapilan biitiin deneylerde

QTF’lerin yalmzca catal kismu aktivasyon ¢ozeltisine daldmrilmistir.

a.)
Sekil 3.8. QTF bacaklarmmn lehim agamasi

Kimyasal modifikasyonun baslangicmda T3BA hazrlanarak (50 mM) modifikasyon
denemesi yapilmistir. Hazrlk basamaklar1 asagida verimistir (Protokol 1).
Protokol-1: QTF ylizey aktivasyonu
1.) Oncelikle QTF’lerin vakumiu kapaklan cikartiimustr. QTF cevirici yiizeyleri koruyucu
metal kaplar icinde gelmektedir. (Sonucta immunosensor yapilandiridmasi igin degil, farkl
sistemlerde donanim eleman1 olarak satimaktadirlar).
2.) Vakumlu kapaklarnt ¢ikartimus olan  QTF’lerin  frekans  Olglimleri  almarak
kaydedilmistir.
3.) Bu asamadan sonra T3BA aktivasyon ajanmdan 11,953g tartilip 1L methanolde (%99
VIV) ¢ozdiirilerek 50mM’lk T3BA-+methanol ¢ozeltisi hazirlanmustir.
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4.) Hazrlanan aktivasyon ¢o6zeltisinden 2ml’lik ependorf tiiplerinin igerisine 20ul olacak
sekilde mikropipet yardmmyla konulmustur.

5.) QTF’ler 20u T3BA+methanol c¢ozeltismin icerisine daldwilmis ve 3 saat boyunca
¢Ozeltinin icerisinde bekletilmistir.

6.) Ependorf tiplerinden c¢ikarilan QTF’ler desikatér icerisinde 30 dk boyunca
kurutulmaya brakilmustir.

7.) Son olarak kurutma siireleri dolan QTF’lerin frekans Ol¢iimleri alnmis, kaydedilmis ve

incelenmistir.

3.3.1.2 Aktive edilmis QTF cevirici viizevlerine antikor (anti-TRC2)

tutuklanmasi

Optimizasyon  ¢algmalart  Oncesinde, QTF immiinosensér yapilandirilabildiginin
kanitlanmas1 hedeflenmistir. Kimyasalla (1mM, T3BA) modifiye edimis QTF cevirici
ylzey Uzerinde, antikor tutuklanabildigi ve hatta sonrasmda ise, hedef analit (antjen)
varhginda sinyal olusturulup olusturulamadigi test edimisti. Ayrica, bu On test,
optimizasyon asamasma gecildiginde, her basamakta hangi aralkta c¢ahsma derisimlerinin
degistirilmesi  gerektigini hususunda oOn fikir verecektir. Aktive edilmis QTF ceviricileri
ylizeyine antikor tutuklanmasinda asagidaki basamaklar uygulanmistir (Protokol 2).
Protokol 2:

QTF yiizeyine antikor (anti-TRC2) tutuklama

1.) Imgml konsantrasyon degerine sahip olan stok-1 antikor cozeltisinden 10 ul alnarak
990 ul ddH20 (distile su) icerisinde c¢ozdurllerek stok-2 ¢ozeltisi hazirlanmustir.

2.) 1,25ug/ul antikor konsantrasyonu hazirlamak igin stok-2 cozeltisinden 2,5ul alnarak
uzerine 17,5ul ddH20 ilave edilmektedir. Boylece ependorf tipinde 20 ullik 1,25ug/ul
konsantrasyonunda antikor hazirlanmaistir.

3.) Yiizeyi ImM’lk T3BA-+methanol ile aktive edilen QTF’ler, antikor tutuklamasi i¢in
tiiplere daldrilip 10 dk boyunca bekletimistir.

4.) Olcim almadan 6nce, yikanp, 30 dk boyunca desikatorde bekletimistir ve daha sonra
frekans Olglimleri alnip kaydedimistir.
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3.3.1.3 Antijen (Transferrin) cevab

Antijen hazrlama basamaklari antikor hazrlama asamalaryla aymdwr. Burada
yluzeyinde antikor bulunan QTF’ler zaman kaybetmeden antijen ile etkilestirimelidir
(Protokol 3).

Protokol 3: Antijen (Transferrin) cevabi

1.) 1mg/ml konsantrasyon degerine sahip olan stok-1 antikor ¢Ozeltisinden 10 pl alnarak
990 ul ddH20 (distile su) icerisinde cozdirllerek stok-2 ¢ozeltisi hazrlanmstir.

2.) 1,25ug/ul antikor konsantrasyonu hazrlamak i¢in stok-2 cozeltisinden 2,5ul almarak
uzerine 17,5ul ddH20 ilave edilmektedir. Boylece ependorf tipinde 20 ullik 1,25ug/ul
konsantrasyonunda antikor hazrlanmastur.

3.) Yizeyi ImM’lk T3BA+methanol ile aktive edilen QTF’ler, antkor tutuklamasi icin
tiiplere daldmwilp 10 dk boyunca bekletilmistir.

4.) Olgiim almadan 6nce, yikanp, 30 dk boyunca desikatdrde bekletilmistir ve daha sonra
frekans Olctimleri almip kaydedilmistir.

3.3.2.  QTF immunosensor olarak yapillandirma: CTC
Bu boliimde ikinci antijen olarak se¢ilen CTC’yi algilamak i¢in QTF’in yilizeyinde meydana
getirilen kimyasal degigiklikler ve protokolleri verilmistir.

3.3.2.1 OTEF yuzey aktivasyonu

T3BA aktivasyon ajam 0,75-1-1,25-1,5 ve 2 mM konsantrasyonunda hazrlanmustir.
I mM T3BA aktivasyon ajanmmn hazirlanma ve QTF {izerine uygulamasi Ornek
olusturmast adma detaylandiwimistr. Bu Omek wuygulama tezin diger bokimlerinde
protokol-1 olarak ge¢mektedir.
Protokol.1: Aktivasyon Ajam Hazrlama
1.) Molekiiler agrhgr 239,06 g olan T3BA 1mM konsantrasyonda ve 100 mL’lik balon
jojede hazirlamak icin hassas terazide 0,023906 g tartimstir.
2.) Tartlan T3BA, temiz ve bos 100 mL’lik balon jojeye almmustir.
3.) Uzeri 100 mL olana kadar methanol eklenmistir.
Bu sekilde diger konsantrasyonlarda hazrlanmis ve sekil 3.9°da sunulmustur.
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Sekil 3.9. Farkli konsantrasyonlarda T3BA hazrlanisi

Hazrlanan bu konsantrasyon degerlerine sahip T3BA, 20 uL hacminde ependorf
tipline mikro pipet yardmiyla eklenmistr. Vakumlu baghklan ¢ikarimis ve islem
gormeden frekans Olclimleri alnmis QTF’ler T3BA’nn bulundugu tiipe daldmimg tiip
icerisinde 3 saat boyunca bekletilmistir. Ardindan tlipten ¢kardan QTF’ler 30 dk boyunca
kurutulmaya  brakimustr.  Kurutulan  QTF’lerin  frekans  Olglimleri  alnmis ~ ve
kaydedimistr. Bu asamada sire ve pH degerleri sabit tutulmus ve degisen
konsantrasyonlarda  aktivasyon ajanmmn  etkileri incelenmisti. = Ardmdan  QTF’lerin
aktivasyon ajam igerisinde bekletme siireleri 3 ve 5 saat olarak Dbelirlenmis ve
karsilastminustr  (Protokol-2). T3BA’nin methanol yerine farkh pH’da c¢ozilmesi (6,8 ve
7,2) durumunda QTF cevirici yiizey tizerinde birikimlerinde anlamh bir degisiklik olup
olmadig incelenmistir. Farkh pH’da aktivasyon ajam hazirlama protokoli uygulanmistir
(Protokol-3).
Protokol-3: Farkli pH’larda Aktivasyon Ajam Hazrlama
1) pH etkisinin arastirimast i¢cin QTF’lerin igslemden Onceki frekans Olglimii alnmasi
adma vakumlu kapaklan ¢ikartilmistir.
2.)Fosfat tamponu hazirlamak icin Oncelikle potasyum fosfatm iki ayr1 formlarmdan
hazirhk yapmak gereklidir.(Dibazik potasyum fosfat (KoHPO4) 1M molekil agrhg
174.18 gr, Monobazik potasyum fosfat (KH,PO4) 1M molekiil agrhgi : 136.09 gr).
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3.) 0,51 her iki formundan stok hazirlamaniz gerekmektedir. Oncelikle 87.09gr Dibazik
potasyum fostat (K2HPO4) (174.18 gr olan) tartimuig ve 450 ml distile suya eklenilerek
tyice ¢ozdiiriilmistiir. Daha sonra 500ml olacak sekilde iizerme ddH20 ilave edimistir.

4.) 68.045 gr Monobazik potasyum fosfat (KH2PO4) ( 136.09gr olan ) tartimis ve 450 ml
distile suya ekleyerek iyice cozdiirimiistir. Tamamen c¢oziindiikten sonra oda sartlarmda
tistiine 500 ml olacak sekilde distile su ilave edilmistir.

5.) Istenilen pH seviyesinde hazrlamak adma listelerden faydalanilmistur.

6.) Ornek olarak 6,8 pH degeri icin 50 ml balon joje igerisinde, 26,5ml monobazk ve
23,5ml dibazik potasyum fosfat karistirilarak elde edilebilmektedir.

7.) pH etkisini gorebilmek adma T3BA derisimi sabit olarak 1mM tutulmustur.

8.) Islemden once frekans olciimleri alman QTF’ler hazwlanan karisima 3 saat boyunca
daldmilmistir.

9.) Kurutulmak (zere 30 dk bekletilen QTF’ler kuruduktan sonra frekans olgtmleri
almmustir.

3.3.2.2 Aktive edilmis QTF cevirici ylzeylerine antikor (anti-EpCAM)

tutuklanmasi

Anti-EPCAM ile stok hazirhgi icin distle su (dH2O) da denenmis fakat anlamh
veriler olusmamistr. Arastrmalar sonucunda anti-EpCAM hazrlamak icin fosfat tampon
¢ozeltisi (PBS) kullanmmlar1 yaygmn gorilmiistir. Bu nedenle PBS icerinde anti-EPCAM
seyreltilerek  stok  hazwrlanmis ardndan QTF’ler etkilestirimistir.  Asagida  antikor
tutuklanmasi1 i¢in hazirlik ve uygulama protokolleri verilmistir (Protokol-4).
Protokol-4:Anti-EpCAM Tutuklama
1.) QTF’lerin bacaklart lehimlenip vakumlu kapaklar1 c¢ikartidiktan sonra frekans
dllimleri alnmustir (islem gdrmemis QTF).
2.) Sonrasmda QTF’lerin yiizeyleri IMm’lik T3BA-+methanol ile 3 saat bekletilerek aktive
edilmistr (QTF’lerin yiizeyleri i¢in uygulanacak olan aktivasyon ajanmm konsantrasyonu
optimizasyon sonrasmda 1mM T3BA+methanol olarak belirlenmistir). Bekletmenin
ardmdan 30 dk boyunca oda sicakhginda kurutulmustur ve frekans Olgtimii almmuistir.
Antikor hazrlama islemi;
1.) Satn alman anti-EPCAM antikorunun konsantrasyonu 1mg/ml (stok-1) seklindedir.
2.) Stok-1 c¢ozeltisinden 10ul almarak ependorf tipiine konulmustur. Ardmndan {izerine
990l fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS) eklenmistir ve bdylece stok-2 elde edimistir.
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a.) b.)

Sekil 3.10. Anti-EpCAM antikorunun hazirlanmasi
3.) Satm alnan anti-EPCAM (stok-1) -80 °C de saklanrken elde ettigimiz stok-2 ¢ozeltisi -
20 °C de saklanmaktadr.
4.) Optimizasyon i¢cin dort farkh konsantrasyonda antikor (Anti-EPCAM) hazirlanmustir.
5.) Bu konsantrasyonlar swasityla; 0,75/ 1/ 1,25 ve 1,5 pg/mL seklindedir.
6.) 0,75 pg/mL’lik anti-EPCAM hazirlamak igin; stok-2 c¢ozeltisinden 1,5 pl alnr ve 20
wWye tamamlamak i¢in iizerme 18,5 w PBS eklenir. Benzer olarak hazirlanan 20 pl’lik
antikor ¢ozeltileri i¢in miktarlar su sekilde ifade edilmistir; 1 pg/mL igin 2 ul stok-2 +18 i
PBS; 1,25 pg/mL icin 2,5 pl stok-2 + 17,5 Wl PBS; 1,5 pg/mL icin 3 Wl stok-2 + 17 W
PBS.
7.) QTF’ler hazrlanan antikor derisimlerinin bulindugu ependorf tiiplerine 10 dk boyunca
daldrtmis ve 30 dk kurutulmustur. Ardndan QTF’lerin frekans oOlgiimleri alnmis ve
kaydedilmistir.

QTF cevirici yuzeyine tutuklanmak istenen anti-EPCAM’in etkin konsantrasyonunu
tespit edebilmek adma dort deney seti hazilanmus ve ik iki asamalarn ortak bir sekilde
yiiriitiilm{istiir. Bu asamalar;

1.) Dort farkh QTF’in vakumlu kapaklart c¢ikartilarak islem gérmemis hali icin frekans
Olctimleri almmustir.

2.) Ardmdan 1mM’lk T3BA ile ylizey aktivasyonlart saglanp kurutulmus ve frekans
degerleri kaydedilmistir. Belirtilen ik ki agsama bu noktada son bulmustur.

3.) Bundan sonra deney setleri numaralandirilmis ve antikor hazirlama basamaklarmm son
maddesi uygulanmistr (Dort farkh anti-EPCAM  konsantrasyonuna sahip (0,75/ 1/ 1,25 ve
1,5 pg/mL) olan c¢ozeltiler igerisinde yiizeyi aktive (ImM,T3BA) edimis olan QTF
(antikor tutuklamak icin) 10 dk bekletilip 30 dk kurutulduktan sonra frekans Olcumleri
almmis ve kaydedilmistir).
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3.3.2.3 Antijen (Rekombinant h-EpCAM) cevabi

Liyofilize seklinde satn alman h-EPCAM (Sekil 3.11) veri sayfasi (datasheet)
dikkate almarak hazirlanmis ve muhafaza edimisti. Asagida h-EPCAM  hazirhk
asamalarma yer verilmistir (Protokol-5).

Protokol-5:Antijen (rekombinant h-EPCAM protein ab155637) hazirlk asamalari

1.) Satin alman 100 pg’lk h-EPCAM (Stok-1), datasheet’te belirtildigi iizere ik once 0,1
mL steril distile su (ddH20) ile suland rilmustir.

2.) Ardmndan son konsantrasyonu 1000 pg/mL olacak sekilde iizerine PBS (Fosfat tampon
¢ozeltisi) ilave edilmis ve karstirilarak homojen hale gelmesi saglanmistir (Stok-2).

3.) Biitiin bu asamalarin sonunda hazr hale getirilen h-EPCAM -20°’de saklanmaktadir.

Sekil 3.11. EpCAM antijeni
4.) Optimizasyon icin Ui¢ farkh konsantrasyonda antikor (Anti-EPCAM) hazirlanmistr. Bu
konsantrasyonlar swrasiyla; 0,75/ 1 vel,25 yg/mL seklindedir.
5.) 0,75 pg/mL’lik anti-EPCAM hazirlamak i¢in; stok-2 ¢ozeltisinden 1,5 pl alnr ve 20 ul’ye
tamamlamak igin Gzerine 18,5 pl PBS eklenir. Benzer olarak hazirlanan 20 pl’lik antikor ¢ozeltileri
icin miktarlar su sekilde ifade edilmistir; 1 pg/mL igin 2 pl stok-2 +18 Wl PBS; 1,25 pg/mL igin 2,5
W stok-2 +17,5 ul PBS.
6.) QTF’ler hazrlanan antikor derisimlerinin bulundugu ependorf tiiplerine 10 dk boyunca
daldirimis ve 30 dk kurutulmustur.
7.) Ardndan QTF’lerin frekans Ol¢iimleri alnmis ve kaydedilmistir.
Metot boliimiinde elde edilen ve kaydedilen biitiin veriler sonug boliimiinde incelenmistir.
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4. BULGULAR

4.1. QTF immiinosensor Olarak Yapilandirma: Transferrin

4.1.1. QTF ylzey aktivasyonu

Transferrini  algilamak i¢in Oncelikle protokol 1 uygulandigmda (T3BA, 50mM),
kimyasal modifikasyon sonrasi herhangi bir sinyal almamamustr Ornek smnyal verisi Sekil
4.1°de sunulmustur. Goriildiigii iizere, islem gormemis QTF belli bir frekans degerinde pik
verirken (siyah okla isaret edilmistir), kimyasal modifikasyon sonrasmda QTF ceviriciden
herhangi bir pik verisi elde edilememistir. Bunun, QTF {izerinde fazlaca kiitle binmesinden
kaynakli  olabilecegi  distiniilmiistirt. Bu  Ongériiye  gore, T3BA  konsantrasyonu
seyreltilerek 10 mM’da deneme yapimustr. Fakat benzer sekilde, yne bir pik
gozlenememistir. Bunun {izerme T3BA, 1mM derisimde hazirlanarak yukaridaki g¢alisma
protokolii tekrar uygulanmistr (Sekil 4.2). Bu defa hem sinyal alnmis hem de islem
gormemis QTF’e gbre, azalan yonde frekans pik degeri kaymasi, yani kiitle birkimi

gozlenebilmistir.
2700
===50mM T3BA ile aktive edilmis
QTF'in frekans cevabi
2600
islem gdérmemis QTF
2500
2400
~ 2300
=
G
2200
2100
2000
1900
1800
32550 32600 32650 32700 32750 32800 32850 32900

Frekans (Hz)

Sekil 4.1. QTF yiizeyinin 50 mM derisimdeki T3BA ile aktivasyonu- ham veriler
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Sekil 4.2. QTF yiizeyinin 1mM derisindeki T3BA ile aktivasyonu- ham veriler
Bu sonug iizerine, 1mM’lk derisimde T3BA kimyasal modifikasyonlar1 li¢ paralel ornekte
calisilmis ve ortalama frekans kayma degerleri Sekil 4.3°te sunulmustur.

32770

32765 4
32780 1
2 32755 4
:
32750 4
32745 4
32740 4
32735 4 T

GIPLAK QTF TIBA+METANOL QTF

Sekil 4.3. QTF gevirici kimyasal aktivasyonu, 1 mM, T3BA- en az (¢ tekrarh 6rnek
Sekil 4.3’te goriildiigii lizere, ortalama 32768+5 Hz olan islem gormemis QTF pik
frekanslar, 32746 19 Hz degerne diigmiistir. Kimyasal aktivasyon sonrasmda, 1mM,
T3BA konsantrasyonunda, ortalama, Afi:1mm=22 Hz'lik negatif yonde frekans kaymasi ,
bize cevirici yiizey iizerinde kiitle birkkimini gdstermistir.
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4.1.2. Aktive edilmis QTF c¢evirici yiizeylerine antikor (anti-TRC2)
tutuklanmasi

Hazirlama protokoline (Protokol 2) wuygun nitelikte farkh derisimde antikorlarla
(0,0625 - 1 -1,25 - 2 ug/ul ) , QTF’ler etkilestirilmis ve her biri i¢in pik frekans kayma
degerleri elde edilmistir (Sekil 4.4).

Antikor Tutuklanmasi
9
7,89 o9
8
@ 7
=6
& 471
§5 416
2 4
g3
!
= 2
1
0 0
0 0,25 0,5 0,75 1 1,25 15 1,75 2 2,25
Antikor Derisimi (ug/pl)

Sekil 4.4.Farkh konsantrasyonlarda antikorun (TRC2) etkisiyle frekans kaymalarinin
karsilastirilmasi

Burada, denenen her farkh antikor cozelti konsantrasyonunda, negatif yonde bir
frekans  kaymasi  gozlenmistr. Bu durum, QTF cevirici Yyizeylerinde antikorlarm
tutuklanabildigini  gostermektedir.  Sekil 4.4’ten anlaslacagi lizere en fazla frekans
kaymasmin gozlendigi antikor ¢Ozelti konsantrasyon 1.25 pg/ul olmustur. Ayrica, QTF

ceviricilerin  etkilestirildigi  antikor ¢Ozeltisi konsantrasyonu arttk¢a Once bir  artis,

sonrasinda ise azalma gozlenmistir.

4.1.3. Antijen (Transferrin) cevabi

Devam eden seride, ImM T3BA ile etkilestirimis, sonrasmda 1.25 pg/ul referans
antikor ¢ozeltisinde (en fazla frekans kaymasi olan ve bu ylizden yiizeye antikorun en fazla
tutuklandigi ~ distiniilen)  bekletiimis  Ornegin, transferin  antjenme  (antkorla  aym
derisimdeki) karsi cevap sinyali elde edimistir (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Referans analit {izerinden immiinosensor yapilandirilma sonuglari

Ornek Niteligi Pik frekans degeri Frekans Kaymasi

Islem gormemis QTF (Bare: 32760

Ciplak)

T3BA ile aktivasyon 32750 Afakt,1mm 2 10

Antikor Tutuklama 32742,11 Afake, 1mM fanti,1 25 pega’ 7,89

Antijen (referans analit) cevabi 32720 Afakt, 1mM /anti,1 25pg/ul/antijen -
22,11

Burada her basamakta, negative yonde pik frekans degerinde kayma gozlenmistir
(Tablo 4.1). Bu husus, yapilandmrilan QTF immiinosensoriin, referans analiti Olgebildigini
gostermektedir. Sekil 4.5’te her basamaktaki pik frekans degerinin diisiisleri daha net
ortaya konmustur.

Frekans (H2) QTF Frekanslar:

32770

32760

32750

32740 4

32730

32720 —
32710

32700

32690

A: Bare B:Aktivasyon C:Antikor D: Antijen

Sekil 4.5. QTF immiinosensor yapilandirilma basamaklarindaki pik frekans
degisimleri ve referans analite (Transferrin) cevap
Sonu¢  olarak, antikorlar agr ve  hafif wuglan ile  benzerlk  gOsteren
mmiinoglobilinlerdir. Burada kritik nokta, antkorlarm iorganik yiizeylere (kuvars, silika
ve altm bazh QTF cevirici yiizeyi) tutuklanabilmesidir.
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4.2. QTF immiinosensor Olarak Yapilandirma: CTC

4.2.1. QTF ylzey aktivasyonu

Islem gormemis QTF pik frekans1 not edildikten sonra, protokol-1 uygulanmustir.
Sadece baslangic miktarlari degistirilen setlerde (Aktivasyon siiresi: 3 saat ve %99’k
methanol ¢ozeltisi) , kimyasal modifikasyon sonrasmdaki oOlgiimlerde frekans pik degerleri
elde edilebilmistir (Sekil 4.6).

2450 =4=islem gérmemis QTF

2400
m==0,5mM T3BA ile aktive

edilmis QTF
2350 3 Q

2300

Genlik

2250

2200
2150 3

2100 e

2050
32660 32680 32700 32720 32740 32760 32780

Frekans (Hz)

Sekil 4.6. QTF cevirici kimyasal aktivasyonu, 0.5 mM, T3BA
Burada da istenilen nitelikte negatif yonde pik frekans kaymasi yani QTF iizerinde
kiitle birkimi, her derisim icin gozlenebilmistir (Ornek bir data: Sekil 4.6). Tum setler icin,
islem gormeden Onceki pik frekans degeri ve kimyasal modifikasyon sonrasmdaki degerler

Sekil 4.7°de sunulmustur.
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32780

32760,015 32760,22 32760,4075 32760,32

32760

32740

32720

32700

mislem gormemi
32678,145 : & ;

32675,2

32680

m T3BA ile aktive edilmis

Frekans Degeri (Hz)

32660

32640

32620

0,5 mM 0,75 mM 1,5 mM 2 mM

T3BA-Konsantrasyon

Sekil 4.7. Degisen T3BA kosantrasyonlarinda QTF cevirici kimyasal aktivasyonu

Farkh konsantrasyonlarda aktivasyon ajanma maruz kalan QTF’lerin frekansmdaki
kayma miktarmm en fazla 2mM konsantrasyon degerinde oldugu goriilmiistir (Afakt2mm
=85,125 Hz) (Sekil 4.8). Ikinci olarak en fazla kaymann goriildiigi nokta ise 0,5mM
konsantrasyonudur (Afw:, osmm 81,865 Hz kayma miktar)). 0,75 mM ie 1,5 mM

konsantrasyonlarmmn  gerceklestirdifi kayma miktarlar1 ise bwbirlerimne olduk¢a yakm
degerlerdedir (30,82-30,86Hz).
g I q Q1 QAL oL 49
- 01,000 09,1295
é,
2 30,86 30,82
2
<
=
2z
0,5mM 0,75mM 1,5mM
T3BA T3BA T3BA 2mM T3BA
. . . aktivasyonu
aktivasyonu aktivasyonu aktivasyonu
sonrasi
sonrasi sonrasi sonrasi frekans
frekans frekans frekans Kavmasi
kaymasi kaymast kaymast ym
| @Seri 1l 81,865 30,86 30,82 85,125
Konsantrasyon Degisimi

Sekil 4.8. Degisen T3BA konsantrasyonlarinda QTF cevirici kimyasal aktivasyonu sonrasi
frekans kayma degerleri, Afit

Sonug¢ olarak, aktivasyon ajanmin derisimindeki artis ya da azalmanm, Cevirici

yuzeyde kitle birkimi olarak belli bir egilim yarattig sdylenemez. Fakat Diger taraftan,
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antijen yani analiz edilecek hedef yap1 Olgtimiine kadarki toplam kiitle birikimlerinin takip
edilmesinin daha 6nemli bir veri oldugu diistiniilm{istiir.

Bu protokolden sonra siire degisimine bagh frekans kaymasi gbzlemlemek adma
(Protokol 2) QTF’leri aktivasyon ajani sabit konsantrasyonda tutulmug (1mM), fakat
cozelti icerisinde bekletme siiresi rutin olan 3 saatten, 5 saat degerine c¢ikarihmstr. Diger
biitiin kurutma ve kosullar sabit bwrakidmustr. Pik frekanstaki degisimler Sekil 4.9°da
gosterilmistir.

32765

32760

32755

32750

32745

Frekans Degeri (Hz)

32740

32735
3 saat 5 saat

Sire

m islem gdrmemis QTF m T3BA ile aktive edilmis QTF

Sekil 4.9. QTF’lerin aktivasyon ajamyla muamele siiresinin degisimine bagh frekans
degerleri

Sekil 4.9°dan anlagilacagi lizere aktivasyon siiredeki artis, QTF yiizeyinde T3BA nedeniyle
olusan kiitle birkimlerinde azalmaya neden olmustur. Bu durumda, 3 saatten daha az
bekletme siiresi denenebilir. Diger tarafta kimyasal baglanma icin de beklenilmesi gereken
stirenin altma iilmemesine dikkat edilmelidir. 5 saatlik aktivasyon sonrasnda, yaklask 6
Hz’lk frekans dislisii gozlenirken, 3 saatlik aktivasyon sonrasmnda, Onceki denemelere
paralel nitelikte yaklasik 14 Hzlk bir frekans kaymasi elde edilmistir.

Protokol-3 kapsaminda hazrlanan farkh pH degerlerine sahip aktivasyon ajam T3BA
le QTF ‘i etkilestirilmesi sonucunda elde edilen degerler sekil 4.10°da sunulmustur.
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32759,5

32759

Frekans Kaymasi (Hz

32758,5

32758

7,2
pH

W iselm gérmemis QTF  m Farkli Ph degerlerinde aktive edilmis QTF

Sekil 4.10. Farkh ortam pH degerlerinde aktive edilen QTF’lerin frekans kaymasi

Ortam pH degeri 6,8 iken frekansta meydana gelen kayma (disiis) 1,43 Hz iken pH
degeri 7,2 ye cikaridiginda ise frekanstaki kayma miktarmm 1.72 Hz oldugu goriimiistiir.
Bu diisiis degerleri oldukca kiiciiktiir. Sonu¢ olarak, %99 methanolde aktivasyon ajan
hazrlanmast durumunda, daha belirgin kiitle birikimleri elde edilmistir. Bu sonuglar bize,
aktivasyon asamasmda pH ve tamponlama yapilmamasi gerektigini gostermektedir. Bu
sonuglar, %99 methanol ¢oOziiclisii ile ¢aligimasi gerekliligini ortaya koymaktadir. Bu
degerlendirmelerin  yam swa, QTF cevirici ylizeylerinin kimyasal karakterizsyonlarma da

baslanmustir.

4.2.2. QTF ceviricilerin modifikasyonu asamasinda, karakterizasyon testleri

Bu asamada, islem gormemis QTF ve farkh derisimlerde, farkh siire ve pH’da
kimyasal yolla modifiye edimis QTF geviriciler, yiizey kimyasi incelemesi igin Fourier
Déniisiimlii  Kzlotesi Spektroskopisinde (FTIR-ATR) (Ankara Universitesi, Biyoteknoloji
Enstitiisii) test edilmisti. Burada, orneklerin ¢ok ince olmasi ve ik defa FTIR-ATR’de
calsilmasi nedeniyle bazlarmda kayplar olmustur. Sonu¢ olarak, ik asamada farkh
derisimde  kimyasal olarak aktive edimis Orneklerin spektrumlari  Sekil 4.11°de

sunulmustur.
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Sekil 4.11. Degisen aktivasyon ajani konsantrasyonlarinda QTF gevirici yiizey ozellikleri
a.) Islem gormemis QTF b.) T3BA, 0.5mM c¢.) T3BA, 1.5 mM
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[slem gdrmemis, ciplak (bare) QTFde varolan kimyasal baglar, 1726 cm™, 1621 cm
1 1466 cm?, 1402 cm?, 1262 cm?, 1060 cm?®, 1048 cm?, 961 cm?, 891 cml’dalga
sayllarmda gozlemlenmistir (Sekil 4.11.a). Hem 0.5 mM’lk hem de 1 mM’lk T3BA ile
aktivasyon sonrasmda, 1726-1060 cm’ arahgmdaki bu bantlarm timiyle kaybolmasi,
aktivasyon sonrasmda kiitle birikimi oldugunu kantlamaktadwr. QTF c¢evirici ylizeymdeki
kimyasal yapi, kimyasal modifikasyonda olusan kaplama tabakasi sonucu alt katmanlarda
kalmis ve QTF ¢eviricide tespit edilen bu baglar, timiiyle kaybolmustur.

Diger taraftan, her iki farkh derisin denemesi i¢in T3BAile aktivasyon sonrasmda
yiizeyde gorillebilen baglarm dalga saylari 1166 cm™, 1148 cm', 1046 cm® olarak
belirmistir (Sekil 4.11.b ve Sekil 4.11.c). Bu dalga sayiar, C-C, C-N, B-O, C-O, B-C, B-
O-H baglarmm olasi oldugu bolgelerdir. Burada, kimyasal aktivasyon ajanmizin
bekledigimiz nitelikte yonlenerek QTF ¢evirci yiizeyinde modiftkasyon yapabildigine dair
Oonemli bir kant mevcuttur. Diger taraftan, Sekil 4.12°de goziiktligii iizere, -S igeren kisim
ceviriciye dogru yoneldiginden, aktivasyon sonrasmda S-H bag (2500-2600 cm' bandmnda
ckmaktadr) gorilmemist. Bu tespiti C=C baglarmm da ortaya ¢ikmamasi
desteklemektedir. Bu iki bag, alt kisminda (Sekil 4.12 pembe halkaya almmus bolge tist
kismy/ isaretl olmayan bolge alt kisim) bulunmaktadwr. Dolayisiyla, S-H ve C=C bantlar
altta kalarak, istenilen nitelikte altm kapl QTF lizerine yOnlenmistir.

Sekil 4.12. Kimyasal aktivasyon ajan1 T3BA yOnelimi

Diger taraftan, farkh derisimde kimyasal modifikasyon sonrasmdaki Orneklere ait
spektrumlarda, bantlar 1200-1000 arasma dagimis durumdadw. Bu aralk boyle bir
molekiil i¢cin kiicik bir arabktr. Bu durum, molekiilin (T3BA) vibrasyonel modlarmm ya
cok az oldugunu ya da molekiiin kivrilmis olduguna isaret etmektedir. Diger taraftan
halkah tiofen yapis1 ve altta kalma teorimiz, vibrasyonel modlarmmn goriilmemesini
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destekler niteliktedir. Sonu¢ olarak buraya kadar elde edilen spektrum sonuglari, oncelikle
istenildigimiz yonlenmede bir kimyasal modifikasyon yapabildigimizi kantlar niteliktedir.

Diger taraftan aktivasyon derisimine bagh olarak farkh gordigiimiiz frekans kaymalarm
aciklamak adma Sekil 4.13’te sunuldugu iizere, islem gormemis ve modifiye Ornekler

karsilastrmali olarak mcelenmeye ¢ahsilmistir.

SRS bl G

-y e

e

£+

Sekil 4.13. Degisen aktivasyon ajani konsantrasyonlarinda QTF ¢evirici yiizey ozellikleri
karsilagtrmalart (Turuncu ok: islem gérmemis QTF; Mavi ok: Farkh derisinde T3BA
aktivasyonlar1

Burada, farkh derisimde etkilestirilen Ornekler arasmda az bir farkhlik olmasma
ragmen (Sekil 4.13-mavi ok), yine vibration modelarmn az olmasma ya da kivrimaya
bagh olarak gbzlenemesine neden olmustur. Aymi durum pH ve siire degisiklikleri icin de
ortaya c¢ikmustr. QTF sensor sisteminin gelistiriimesi ve yapilandrma tamamlanmustir.
QTF ¢evirici yiizeylermin modifikasyonu asamalarmda, kimyasal aktivasyon ajanmn,
immiinosensdr yapilandirmasi icin  kullanilabilecegi  kantlanmistr.  Ayrica bu aktivasyon
ajanmn  uygun yonelimle QTF c¢evirici yiizeyne konumlandigma dar kimyasal
degerlendirmeler, FTIR-ATR analizleri ile elde edimisti. Aktivasyon ajam ¢alsma
konsantrasyonu su asamada 1mM olarak belirlenmist. Bu c¢ahsma kosulunda,
immunosensdr  yapilandrabilecegi  kanmtlamustr. Diger taraftan, aktivasyon hazrlama
coziicisii olarak methanol bundan sonraki deneylerde her zaman kullamlacaktr (pH
degistirilmeyecektir).
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4.2.3. Aktive edilmis QTF cevirici yiizeylerine antikor (anti-EpCAM)
tutuklanmasi

Distile su icinde anti-EpCAM hazrlanarak aktivasyon ve tutuklama cahsmalarma
baglannmustr.  T3BA aktivasyon ajam ImM Kkonsantrasyonunda sabit tutulup antikor
derisimi Onceki verilere dayanarak 1,25 upg/ml olarak segilmisti. Anti-EPCAM ile stok
hazrhg i¢in distle su (dH2O) da denenmis fakat anlamh veriler olusmamustr. Frekans
kaymasmi ters yonde etkileyerek aktivasyon sonrasmda ki frekans antikor etkilesimi
sonrasnda  islem gormemis QTF’in frekans degerlerine yakn bir frekans tepkisi
gostermistir (Sekil 4.14). Bu sonug ile birlikte aktivasyon da herhangi bir olumsuz etki
olusmamis fakat antikor etkilesimi sonrasinda yiizeyde tutuklu olan diger molekiillerinde
siyrildigit  kanaatine  varimugtr.  Bu  nedenle  sonu¢ anlaml  olarak  degerlendirmeye
almmamistir.

2450
2400
2350
2300

—@— islem Gérmemis QTF
2250

Genlik

2200 / 1mM T3BA ile aktive edilmis QTF

2150 FW’
2100 e 1,25ug/ml anti-EPCAM ile

Etkilestirilmis QTF

2050

2000
32550 32600 32650 32700 32750 32800

Frekans (Hz)

Sekil 4.14. Distile su (dH20) hazirlanmis anti-EpCAM ile etkilestirilmis QTF
mmunosensoriin cevabi

Bu sonu¢ sonrasmda, ant-EpCAM ana {retici firmaya ulaslarak ve literatiirden
teknik Ozellikleri detayh arastiilarak, fosfat tamponu igerisinde (pH:7.4) stok cozeltisi
hazirlanmasma karar verilmistir. Tutuklama islemine ge¢meden Once, sadece fosfat
tamponunun, tek basma, QTF iizerinde herhangi bir cevap sinyal etkisi olusturup
olusturulmadigi  kontrol edilmistir. ~ Aktivasyon protokoli (1mM,T3BA+metanol,3 saat
bekletme ve 30 dk kurutma) aym sekilde uygulanmis ve frekans Olgilimii alindiktan sonra,
QTF geviriricisi  fosfat tamponu ile etkilestiriimistir. 40pl’lik fosfat tampon ¢Ozeltisi
(pH:7,4) ependorf tlipiine konulmustur. Yiizeyi aktif QTF’ler 40Wl'lik fosfat tampon
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cozeltisi icerisine daldmimustr. Bu etkilesim 10 dk siirmiiy ardndan 30 dk kurutmaya
brakimistr. Swasiyla Islem gormemis QTF, aktive edimis QTF ve fosfat tampon il
etkilestirilmis QTF frekans degerleri Olgiilmiistiir (Sekil 4.15).

Fosfat Tampon Cozeltisinin Frekans Kaymasina Etkisi

2450
2400 M
2350 —@— islem Gérmemis QTF
¥4
g 2300
(G) 2250 —@— 1mM T3BA ile Aktive Edilmis
QTF
2200 —@— 40ul Fosfat Tampon ile
2150 Etkilestirilmis QTF
2100
32600 32650 32700 32750

Frekans (Hz)

Sekil 4.15. Fosfat tamponu etkisi (pH:7.4): es zamanli ham veriler

Islem gormemis QTF frekans degeri 32759,85 Hz iken aktive edildikten sonra bu
Olgtilen frekans degeri 32751,15 Hz seklinde distiigii gbzlemlenmistir.  Aktivasyon
sonrasinda fosfat tampon etkilesimi gergeklestirimis ve frekans degeri 32685,29 Hz olarak
Olgtimiistiir (Sekil 4.16).
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32780

32759,85

32760 32751,15

32740 W islem Gdrmemis QTF
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= 32720
o m 1mM T3BA ile Aktive Edilmis QTF
©
< 32700
s 32685,29 m 40ul Fosfat Tamponu ile

32680 Etkilestirilmis QTF
32660
32640

Sekil 4.16. Fosfat tamponu etkisi: pik frekans degerleri
Yapilan Olclimlerde, islem gormemis QTF ile  aktive edimis QTF arasmda 8,7
Hz’lik, aktive edimis QTF ile fosfat tamponu ile etkilestirimis QTF arasmda ise 65,86
Hz'lk frekans kaymalar1 gézlemlenmistir (Sekil 4.17).

Fosfat Tamponu Etkilesiminin Frekans Cevabi

70

65,86

60
= ,
L 50 | [slem Gormemis QTF ile Aktive
% Edilmis QTF Arasindaki Frekans
E 40 Kaymasi
©
X 39 W Aktive Edilmis QTF ile Fosfat
(%} .
S Tamponu lle Etkilestirilmis QTF
%:, 20 Arasindaki Frekans Kaymasi
- 8,7

10

0

Sekil 4.17. Fosfat tamponu etkisi; frekans kayma degerleri

Her ne kadar bir frekans kaymasi var gbi gozlenmis olsa da burada onemli husus,
tam bir pik olusumunun gbzlenmemis olmasidr. Bu durum, Tampon ortammndaki ham veri
detayh olarak incelendiginde ortaya ¢ikmaktadr (Sekil 4.18).
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40ul Fosfat Tamponuile Etkilestirilmis QTF

2440
2430
2420
2410
2400
2390
2380
2370
2360
32560 32580 32600 32620 32640 32660 32680 32700 32720 32740 32760

Frekans (Hz)

Genlik

Sekil 4.18. Tampon ortammdaki ham veri

Sekil 4.18’den anlasilacagr iizere. fosfat tampon ¢ozeltisi ile etkilestiriimis QTF
frekans cevabi aligk oldugumuz dar bir bantta pik gostermemisti. Bunun nedeni ise PBS
varhgmda QTF yiizeyinde fiziksel baglanmalarm olmasidir. Boylece kimyasal olarak
(kovalent baglanma ile) yiizeye tutunma olmadigmi kantlar nitelikte veriler elde
edilmistir.

Bu sonuglarm devammnda, PBS icerinde anti-EPCAM seyreltilerek stok hazrlanmig
ardndan QTF’ler etkilestiriimistr ve anlamh veriler elde edimistir. Burada kritik husus,
bir baslangic antikor stok derisimini kestirebilmektir. QTF ¢evirici yiizeyler iizerinde
antikor tutuklama calsmasi literatirde de yer almadig i¢in, bu baslangig derisimi, ancak
bahsettigimiz, — anti-transferrinle  yapilan ik  ¢aligmann dogrultusunda  secilebilmistir.
Burada literatirde yer alan herhangi bir bagka ceviricii sensoér cahsmasm (QCM ya da
SPE vs.) temel almak da c¢ok dogru degidir. Ciinkii QTF ceviriciler tel benzeri oldukca
kiiciik yiizey alanma sahiptir ve yiizey elementer yapisi da olduk¢a farkhdwr. Sonug olarak,
anti-transferrinle (TRC2)  yapilan 6n denemelerdeki antikor derisim konsantrasyonu temel
alnmmis  ve  anti-EpCAM  tutuklanmast  i¢in  protokol-4  uygulannustr.  Farkh
konsantrasyonlarda protokol-4’ e uygun olarak hazrlanan antikorlar ile yiizeyi modifiye
edimis QTF ile etkilestirildiginde elde edilen veriler sekil 4.19°da gosterilmistir.
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32800

32750 -~

32700 -
32650 -

32600 -
32550 -~

Frekans (Hz)

32500 -

32450 -

0,75 pg/mlL 1pg/m 1,25 pug/mL | 1,5 pg/mL
anti-EPCAM | anti-EPCAM | anti-EPCAM | anti-EPCAM

islem Gérmemis QTF frekansi (Hz)| 32760,59 32760,09 32794,43 32759,97

1mM T3BA ile Aktive Edilmis Q'H:
Frekansi (Hz)

Farkl konsantrasyonlarda anti-#
EPCAM ile Etkilestirilmis QTF 32598,23 32608,89 32665,181 32610,04
Frekansi (Hz)

32756,92 32745,82 32788,84 32754,7

Sekil 4.19. Farkh konsantrasyon degerindeki anti-EPCAM ile etkilestirilmis QTF’lerin
frekans cevaplar
Elde edilen bu frekans degerlerinin (Sekil 4.19) yorumlanabiimesi adma islem
gormemis QTF ile yiizeyi aktive (1mM,T3BA) edimis QTF frekans1 arasmdaki farkm,
aktivasyonu yapimis QTF ile farkh konsantrasyonlarda anti-EPCAM ile etkilestiriimis
QTF’in frekans kaymalar1 dikkate alnmalidir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2. QTF’lerin yiizey modifikasyon asamalarmda elde edilen frekans ve frekans
kaymas1 degerleri

Deney Islem 1mM Af(Hz) | Anti-EPCAM Anti- Af (Hz)
Set Gormemis | T3BA ile Konsantrasyon | EPCAM ile
No. QTF Aktive u (ug/mL) Etkilestirilm
Frekansi Edilmis is QTF
(Hz) QTF Frekansi
Frekansi (H2)
(H2)
1 32760,59 | 32756,92 3,67 0,75 32598,23 158,69
2 32760,09 | 32745,82 14,29 1 32608,89 136,93
3 32794,43 | 32788,84 5,59 1,25 32665,181 | 123,659
4 32759,97 32754,7 4,3 1,5 32610,04 144,66
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Tablo 4.2‘de, QTF frekanslarm etkileyen islemler ile sonrasmda Olgiilen frekans
degerleri ve kayma miktarlar1 gosterimistir. Her asamadaki frekans kaymasi negatif (-)
yone dogru olmustur (Sekil 4.20). Bu durum olumlu bir sekide QTF ceviricisinin
ylizeyinde kiitle birkimini kanitlar niteliktedir.

180
158,69
160 144,66
140 136,93
= 123,659
< 120
© W islem gérmemis QTF frekansi ile
€ 100 .
> aktivasyon sonrasi frekans
E 80 kaymasi
% 60 m Aktivasyon sonrasi frekans ile
s anti-EPCAM tutuklanmasi
40 sonrasi frekans kaymasi
3,67 14,29 5,59 4,3
20
O .
1 2 3 4
Deney Set No.

Sekil 4.20. islem gormemis QTF frekans: ile aktivasyon islemi sonrasi frekans kaymasi
(mavi), aktivasyon sonrasi frekans ile farkli konsantrasyona sahip anti-EPCAM tutuklanma
sonrast QTF frekans kaymasi (kirnuzi)

Optimum antikor (ant-EPCAM) konsantrasyonunun belirlenebilmesi adma swrasiyla;
0,75/ 1/ 1,25 ve 1,5 pg/ml’lik ¢ozeltlere maruz brakilan yiizey aktif QTF’lerde meydana
gelen frekanstaki kaymalarin karsilastrilmasi gerekmektedir (Sekil 4.21).
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e (,75 pg/mL anti-EPCAM
eli=1 ug/mL anti-EPCAM
de=1,25 pg/mL anti-EPCAM
165 158,69 a1 5 g/mL anti-ERCAM
160

N 155
150

\\ 144,66
145 .
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L
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125 \{/

120

Frekans Kaymas1 (Hz

0,7 0,8 0,9 1 11 12 13 1.4 15 1,6
Antikor Konsantrasyonu (ug/ml)

Sekil 4.21. Farkli konsantrasyonlardaki antikorun (anti-EPCAM) etkisiyle, frekanstaki
kaymalarin karsilastirilmasi, Afinti-epcam

Yukarida gosterilen Sekil 4.21’de 0,75/ 1/ 1,25 ve 1,5 pg/mL’lik anti-EPCAM
cOzeltilerme maruz brakilan yiizeyi aktif QTF’lerde meydana gelen frekanstaki kaymalart
srrastyla 158,69/ 136,93/ 123,659 ve 144,66 Hz seklindedir. Bu durumda en fazla frekans
kaymas1 etkisini saglayan antikkor konsantrasyonu 0,75 pg/mL iken en diisik frekans
farkmi saglayan antikor konsantrasyonu 1,25 pg/mL olmustur. Antikor konsantrasyonunda
ki artig frekans kaymasiyla ters oranh olarak azaldi@ gozlemlenmisti. Ardmndan 1,5
pg/mL  konsantrasyon degerine sahip olan antkor ile yiizeyi aktif QTF etkilesiminde
frekans kaymasmin miktarinin artmasi dikkat ¢ekici olmustur.

Bu DboOlimde vyapilan optimizasyon c¢ahsmalari anti-EPCAM e  yaptigmiz
cahsmalarda optimum konsantrasyon degerinin en yiksek frekans kaymasi degerini
sagladig1 noktadan ziyade ortalama olarak bir frekans kaymasma neden olan konsantrasyon
degerinin seciimesi, QTF yiizeyinde hem asm kiitle birikiminden hem de antijen yakalayip
anlamh bir sonu¢ tretemeyen ¢ok az kiitle (antikor) birikimlerinden kagmmaya yonelik

strateji ile belirlenmistir.

4.2.4. Antijen (Rekombinant h-EpCAM) cevabi

Literatirde QTF ile h-EPCAM etkilesiminin bir 0rnegi olmadigndan 6n veri
olusturmak adma antijen konsantrasyonu, antikor konsantrasyonu ile aym secilerek (1
pgmL’lk h-EPCAM)  frekans cevaplarma bakimustr. Bu islem i¢in swastyla, islem
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gormemis QTF, T3BA (ImM) ile aktive edimis QTF, antkor (1 pg/mL,anti-EPCAM)
tutuklanmis QTF ve antijen (lug/mL, h-EPCAM) ile etkilestirimis QTF’in ham verileri
Sekil 4.22°de sunulmustur.

2400

2350

2300 —o—Islem Gérmemis QTF
= =i=1 mM T3BA ile Aktive Edilmis
()
O 2200 QTF

Etkilestirilmis QTF
2100 =>¢=1 ug/mL EPCAM ile
2050 : . . : . Etkilestirilmis QTF
32300 32400 32500 32600 32700 32800
Frekans (Hz)

Sekil 4.22. QTF yiizey modifikasyon asamalar1 ve EpCAM cevabr (target); frekans
kaymalari, ham veriler
Sekil 4.22° de goriildligii lizere her asamadan sonra alman frekans Olglimlerine

dayanarak frekanstaki kayma yonu daima negatif yone dogru olmustur. Bu durum QTF
cevirici ylizeyine yapian islemlerin  timiiniin ¢evirici lizerine bir kiitle  birkimi
olusturdugunu  kantlamaktadr. Ozgiin  aktivasyon ajam sayesinde antikorun yiizeye,
antijen yakalayabilecek konformasyonda (agr zncirlerinden) tutuklanmasi, g¢alismamiz
icin kilit noktayr olusturmustur. Elde edilen ham veriler siginda frekans degerleri (Sekil
4.23) ve frekans kaymalarmm daha net ve anlasir bicimde gosterilmis hali sunulmustur
(Sekil 4.24).
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Sekil 4.23 . QTF yiizey modifikasyon asamalar1 ve frekans degerleri

Antijen yakalama basamagma kadar gelinen siiregte ham verilerden elde edilen
sonuclara gore; herhangi bir islem uygulamadan Onceki QTF frekanst 32760,09 Hz
,ardndan ImM’lk T3BA 06zgiin aktivasyon ajam ile aktive edilmis QTF frekans1 32745,82
Hz olarak Olglimistir. Ortalama bir frekans kaymasma sebep olabilen 1 pg/mL
konsantrasyonuna sahip antikor tutuklama isleminden sonra ki QTF frekansi 32608,89 Hz
olmustur. Son olarak ise 1 pg/mL konsantrasyonuna sahip h-EPCAM antijeninin
bulundugu ependorf tiipline daldmilarak etkilestirilen QTF frekans1 32527,45 Hz seklinde
olmustur.

160
136,93
140
¥ 120
2 100
g
% 80
~
2 60
i)
L 40
- 14,29
20 -
o LN | |
islem Gérmemis QTF ile Aktivasyon sonrasi QTF ile Antikor Etkilesimi Sonrasi
Aktivasyon Sonrasi QTF Antikor Etkilesimi Sonrasi QTF Frekans ile Antijen Etkilegimi
Frekans Kaymasi Frekans Kaymasi Sonrasi Frekans Kaymasi

Sekil 4.24.QTF yiizey modifikasyon asamalar1 ve frekans kayma degerleri, ,Afativasyon,
Afanti-ercam Ve Afepcam
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Burada  gorildigii  tizere, anti-EpCAM  yizeye  tutuklanarak  imminosensor
hazrlanabilmistir (136,93 Hz’lik frekans kayma esdegeri anti-EPCAM  brikimi).
Hazrlanan bu immiinosensériin  6n veri olusturulmasi i¢in  bir konsantrasyondaki h-
EPCAM ile etkilesimi incelenmis ve antijen yakalama-algilama islemi ger¢eklesmistir.

Protokol-5 islem admlarmi uygulayarak yapilan 6n g¢alismadan elde edilen veriler
s1ignda  optimizasyon caligmalart igin 1 pg/ml konsantrasyonu etrafinda 0,75 (Sekil 4.25)
ve 1,25 pgmL (Sekil 4.26) konsantrasyonlar1 ile cahsmalar yapimustr. Yeni oOlgtim
sisteminin  kullanildigi bu bolimde elde edilen ham veriler ve normalize edilmis veriler
gosterilmistir.

%0 %0 0 260 500 1m0 20800 850 o ) e
Frcueney )
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) %0 200 w60 w0 860 7600 60 fAaff] 370 3me0
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Sekil 4.25. 0,75 pg/mL konsantrasyonuna sahip antijen (EpCAM) cevabi a.) Islem
gormemis QTF frekans cevabi, b.) Normalize edilmis islem gdrmemis QTF fiekans cevabr,
c.) ImM T3BA ie modifiye edimis QTF frekans cevabi, d.) Normalize edilmis 1mM
T3BA ile modifiye, , e.) 1 po/mL anti-EpCAM ile etkilestirilmis QTF frekans cevabi, f)
Normalize edimis 1 pg/mL anti-EpCAM ile etkilestirimis QTF frekans cevaby g) 0,75
pg/mL EpCAM ile etkilestirilmis QTF cevabiy, h.) Normalize edilmis 0,75 pg/mL EpCAM
ile etkilestirilmis QTF cevabi
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Sekil 4.26.1,25 pg/mL  konsantrasyonuna sahip antjen (EpCAM) cevabl A.) Islem
gormemis QTF frekans cevaby, b.) Normalize edilmis Islem gormemis QTF fiekans cevab,
c.) ImM T3BA ie modifiye edimis QTF frekans cevabi, d.) Normalize edimis ImM
T3BA ile modifiye edimis QTF frekans cevaby, e.) 1 pg/mL anti-EpCAM ile
etkilestirilmis QTF frekans cevaby, f) Normalize edimis 1 pg/mlL anti-EpCAM ile
etkilestirilmis QTF frekans cevaby, g.) 1,25 pg/ml. EpCAM il etkilestiriimis QTF cevaby,
h.) Normalize edilmis 1,25 pg/mL EpCAM ile etkilestirilmis QTF cevabi

QTF yiizeyine uygulanan biitiin kimyasal islemler sonucunda elde edilen ham veriler
sonucunda frekans kaymasi beklenildigi lizere negatif yonde olmustur. Yeni frekans Olgtim
cihazs sayesinde diistk genlkli QTF frekanslar1 normalize edimisti. Normalizasyon
islemi ile frekans cevabi daha net ve anlasir olmustur. Yapilan biitin kimyasal islem
sonuglarmm daha net anlasimasi adma biitiin iglem basamaklart (antjen cevabi i¢cin 6n

cahsma verilerini de kapsamaktadr) ve fiekans cevaplant sekil 4.27°de verilmistir.

32800
32750 -
32700 -
32650 -
32600 -
32550 -
32500 -
32450 -
32400 -

0,75 pg/mL
EpCAM

1,25 pg/mL
EpCAM

1 pg/mL EpCAM

B islem gérmemis QTF frekansi
(H2)
B | mM T3BA ile aktive edilmis
QTF frekansi (Hz)

1 pg/mL anti-EpCAM ile
etkilestirilmis QTF frekans1 (Hz)

B Farkli konsantrasyonlarda
hazirlanan EpCAM ile 32670 32527,45 32581,5
etkilestirimis QTF frekansi (Hz)

32760 32760,09 32760

32740 32745,82 32756

32680 32608,89 32647

Sekil 4.27. Farkh konsantrasyon degerindeki anti-EPCAM ile etkilestirilmis QTF’lerin
frekans cevaplari
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Farkli  konsantrasyonlarda  hazrlanmis olan EpCAM  antjeni ie QTF
etkilestirimistir. ~ Biitin ~ basamaklarda  Olgiiiip  kaydedilen frekans degerleri farkh
konsantrasyonlar i¢cin hazrlanan deney setleri igin farkhlklar gostermektedir. 0,75 pg/mL
EpCAM ile etkilestirmek hazirlanan deney setinde, herhangi bir islem uygulamadan onceki
QTF frekans1 32760 Hz, ImM’lik T3BA 06zgiin aktivasyon ajam ile aktive edimis QTF
frekans1 32740 Hz olarak Olgilimiistiir. Ortalama bir frekans kaymasma sebep olabilen 1
pg/mL konsantrasyonuna sahip antikor tutuklama igleminden sonra ki QTF frekanst 32680
Hz olmustur. 0,75 pg/mL konsantrasyonuna sahip h-EPCAM antjennin bulundugu
ependorf tiipiine daldmilarak etkilestirilen QTF fiekanst 32670 Hz seklinde olmustur.

1 pgmL EpCAM il etkilestrmek hazrlanan deney setinde, herhangi bir islem
uygulamadan oOnceki QTF frekanst1 32760,09 Hz ,ardndan ImM’hk T3BA 6zgin
aktivasyon ajam ile aktive edilmis QTF frekans1 32745,82 Hz olarak Olgiilmiistiir. 1 pg/mL
konsantrasyonuna sahip antikor tutuklama isleminden sonra ki QTF frekans1 32608,89 Hz
olmustur. Son olarak ise 1 pg/mL Kkonsantrasyonuna sahip h-EPCAM antijeninin
bulundugu ependorf tiiptine daldmilarak etkilestirilen QTF frekans1 32527,45 Hz seklinde
olmustur.

Son konsantrasyon olan 1,25 pg/mL EpCAM ile etkilestirmek hazirlanan deney
setinde, herhangi bir islem uygulamadan onceki QTF frekans1 32760 Hz, 1mM’lk T3BA
Ozgiin aktivasyon ajam ile aktive edimis QTF frekans1 32756 Hz olarak Olgiilmiistiir.
Ortalama bir frekans kaymasma sebep olabilen 1 pg/mL konsantrasyonuna sahip antikor
tutuklama igleminden sonra ki QTF frekanst 32647 Hz olmustur. 1,25 pg/mL
konsantrasyonuna sahip h-EPCAM antjeninin  bulundugu ependorf tiipiine daldirilarak
etkilestirilen QTF frekans1 32581,5 Hz seklinde olmustur.
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Sekil 4.28.Farkh konsantrasyonlardaki antijenin (EPCAM) etkisiyle, frekanstaki
kaymalarin karsilastrilmasi, Afgpcam

Degisen konsantrasyon degerlerinde bulunan EpCAM ortamma, ylzeyine sabit

konsantrasyonda (1pg/mL) tutuklanmig antikor bulunan QTF kristalleri daldwilmistir. Elde edilen
deneysel veriler sekil 4.28’de sunulmustur. Bu veriler isigmda R? = 0,9686 olarak hesaplanmustir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

Yapilan tez ¢algmasi birgok 0Ozgiin nokta barmdrmaktadr. Bunlar, patent degeri ve
analit teshisinde frekans Ol¢timii i¢in kullamilmis olan tasmabilir ve uygun maliyetli birinci
nesil cihaz temel prensip tammlamalar, QTF kristalini elektronikk uygulamalarmm yam
sra tez kapsammnda segilen analitlerin teshisinde kiitle hassas immiinosensor olarak
yapilandmiimasi, antikor tutuklama stratejisi olan tiol gruplarmm ik defa QTF uzerinde
uygulanmas1 ve karekterizasyon testleri ile aktivasyonunun kantlanmasi gibi niteliklerdir.
Tez cahgmasinda ik analit, BOS kacaklarmn tespit etmek i¢in kullanlan biyoisaret
molekulli olan transferrindir. Transferrini teshis etme amaciyla yapilan deneylerde belirli
bir tespit seviyesine milmis ancak tekrarlanan deneylerin yapilarak tayn smrmm daha
dogru degerlere ulagmasi saglanmaldr. Ayrica deneylerde poliklonal olarak {iretilen anti-
transferrinin - kullamimas1  bir  handikap olarak disiintilebilir. Bu durumun etkisi ileriki
donemlerde incelenebilir. Bir diger husus CTC tespitine ydnelk yapilan deneysel
calgmalardir. CTC tespiti icin QTF yiizeyi yme tiol gruplart ile aktive edilmistir. Ardindan
kolon, meme gibi kanser tirlerine spesifik olan anti-EpCAM antikoru yiizeye tutturulmus
ve EpCAM dolaysiyla CTC alglanmasi amaclanmistr. Yapilan deneyler sonucunda
yliizeyinde antikor bulunan QTF’ler EpCAM ortamma daldrilmug ve etkilestirimistir.
Antikor konsantrasyonu 1pg/mL degerinde sabit tutulmus ve farkli konsantrasyonlarda
antijen ile etkilesimi incelenmisti. Elde edilen bulgulardan yola ¢kilarak R? ve
korelasyon degerleri hesaplanmistr. Elde edilen R®? degeri 0,9686 olup korelasyon
katsayist 0,082°dir.

Antijen etkilesim verileriyle elde edilen grafigin lineer bolgesini net bir sekilde ifade
edilebimek i¢in tekrar sayilarmmn arttirilarak deneylerin siirdiiriilmesi  gerekmektedir. Elde
edilen bu sonuglar isignda gerek Omek toplamanm zor oldugu BOS kagaklarinda
kullanlabilecek kompakt bir sistem (ev tipi) gerekse de kanser teshisi icin Onemli bir
biyobelirte¢ olan ve kanda olduk¢a nadir (1-10 hicre/mL) bulunan CTC’lerin tespit
edimesindeki zorluklarm asidmasi i¢cin QTF kiitle hassas immiinosensorlerin  kullanimasi,

oldukga iddiali bir alternatif yontem olarak gorilmektedir.
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