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OZET

OKRATOKSIN A TAYIiNi iCiN NANOLIF KAPLI KUTLE HASSAS
IMMUNOSENSOR HAZIRLANMASI

Ozge DINCEL
Yuksek Lisans, Biyomiihendislik Bolumu
Tez Danigmani: Prof. Dr. Selma MUTLU

Agustos 2015, sayfa 57

Mikotoksinler olarak adlandirilan toksik mantar metabolitleri yiyeceklerin
kontaminasyonunun temel sebebi olarak uzun zamandir bilinmekte ve kanser,
tumor gibi tehlikeli hastaliklar olusturabilmektedir. Bir mikotoksin ¢esidi olan
okratoksinler Aspergillus ve Penicillum mantar turleri tarafindan Uretilmektedir.
Okratoksin ureten mantarlar en ¢ok arpa, misir, bugday, yulaf, cavdar, yerfistigi,
Uzum suyu, sarap, kakao, kuru meyveler, baharatlar gibi besin maddelerinin
Uzerinde bulunur. Bu grubun ana toksini insanlarda kansere ve bobrek hasarlarina
yol acan Okratoksin A (OTA) dir. Ulkemizde vyetistirilen tarim Uriinlerindeki OTA
varligi ve bu mikotoksinin diguk miktarlarinin insan saghgdina sebebiyet verdigi
zararlar nedeni ile getirilen yasal sinirlamalar hassas tekniklerle OTA tayini
gerekliligini arttirmigtir. Mikotoksin tayininde kullanilan yurt digi kaynakli cihazlarin
analiz suresi uzundur, pahali bir sistemdir ve analiz igin teknik elemana ihtiyag
duyulmaktadir. Bu yizden bu ¢alismada mikotoksin tayini icin; kisa surede cevap
veren, pahada ucuz ve sahada uzman personele ihtiyag duymadan duguk
derigsimlerdeki mikotoksin seviyelerini algilayabilen bir biyosensoér tasarlanmasi
hedeflenmistir.



Biyosensorun taniyici tabakasindaki antikor ve ortamda bulunan antijen
etkilesiminin meydana getirdigi kutle degisimleri QCM ile gok hassas ol¢ulebilir. Bu
calismada, QCM altin yuzeyleri, yuzey alanini arttirmak icin elektro-egirme
yontemi ile sellloz asetat (CA) nanoliflerle kaplanmistir. Boylece antikor-antijen
etkilesimine dayanarak olusturulan OTA tayini icin hazirlanan kitle hassas
immunosensorun yluzey alani, dolayisiyla hassasiyeti arttirlmisgtir. 1 mg/ml OTA
antikoru (anti-OTA) ya kontrol olarak hazirlanan bos QCM’e ya da elektro-egirilmis
CA kapli QCM’e (ES-QCM) kimyasal olarak aktiflestiriimis aldehit gruplari aracihgi
ile immobilize edilmistir. Bogs QCM'’in altin ylUzeyleri ¢apraz baglayici olan
sisteamin ve glutaraldehit ile aldehit grubu elde etmek Uzere aktiflestiriimigtir. Anti-
OTA immobilizasyonundan sonra, bos QCM'’lerin performanslari BSA bagli OTA
(OTA-BSA) (10-250 ng/ml) ile test edilmistir. ES-QCM’ ler igin lif olusturmak amaci
ile hazirlanan sellloz asetat polimer ¢dzeltisi kitlece %15 oraninda CA ve kitlece
3:1 oraninda aseton/N,N dimetilasetamit icermektedir. Olusturulan liflerin ortalama
capl 200 nm civarindadir. Aldehit gruplari CA liflerde sodyum periyodat
oksidasyonu ile olusturulduktan sonra liflere antikor immobilize edilmistir. ES-
QCM’in performansini test etmek icin ise OTA (0,5-20 ng/ml) ya da BSA-OTA (10-
250 ng/ml) kullanilimigtir. Yuzeye adsorblanan OTA miktari, toksin baglanmalari ile
olusan frekans kaymalari hesaplanarak belirlenmistir. Bos QCM’in ve ES-QCM’in
kalibrasyon egrileri dogrusalliklari agisindan karsilastiriimig, ES-QCM’ in algilama
limiti belirlenmistir. Hazirlanan immunosensoérin segiciligi “sitrinin” (100,250 ng/ml)
ile test edilmig, anti-OTA ile arasinda etkilesim go6zlenmemisgtir.

Anahtar kelimeler: okratoksin A, elekro-egirme, kuvars kristal mikroterazi,
immunosensor.



ABSTRACT

PREPARATION OF NANOFIBER COATED MASS SENSITIVE
IMMUNOSENSOR FOR OCHRATOXIN A DETECTION

Ozge DINCEL
Master of Science, Department of Bioengineering
Supervisor: Prof. Dr. Selma MUTLU

August 2015, 57 pages

Toxic fungal metabolites, socalled mycotoxins, have long been recognized as the
major cause of feed toxicosis, and may also constitute a serious hazard to human
health such as cancer and tumour. Ochratoxin A (OTA) is a mycotoxin produced
by several species of Aspergillus and Penicillium. OTA can be found in foods such
as corn, wheat, oat, rye, peanut, grape juice, wine, cacao, dried fruits, spices. This
group's main toxin is ochratoxin A which causes cancer in humans and kidney
damage. Determination of ochratoxin A has increased the need for sensitive
techniques because of the presence OTA in agricultural products grown in our
country and the legal restrictons about this toxin that is damaging to human health
in small quantity. Mycotoxin analysing period is long, the system is expensive
and technical staff is needed for analysis. So in this study, aim is to create a
biosensor for the determination of mycotoxins that can detect lover concentrations
of mycotoxin levels and also have a fast response time, portable, enable in-situ
analysis without needing an expert.Mass changes caused by the interaction of
antibody and antigen on the recognition layer of the biosensor can be measured
with precision by QCM.

In this study, quartz crystal microbalance surface was coated with cellulose
acetate (CA) Ilif via electrospinning method for increasing the surface area. It is



expected to increase the sensitivity of mass sensitive immunosensor prepared for
ochratoxin A (OTA) utilizing the high selective behavior of the antigen-antibody
interaction. 1 mg/ml OTA antibody (anti-OTA) was immobilized on the blank QCM
as control surface or electrospun coated QCM (ES-QCM) by means of chemically
active aldehyde groups. Blank QCM gold surface was activated with cysteamine
and glutaraldehyde cross-linker to obtain aldehyde groups. After the anti-OTA
immobilization, blank QCM’s performance was tested with BSA conjugated OTA
(10-250 ng/ml). For the ES-QCM, CA lifs were prepared from 15% (w/w) CA
solution in acetone/DMAC (3:1). The average diameters of the CA lifs were about
200 nm. The aldehyde groups were produced in the CA lif matrix by NalO4
oxidation. Then, anti-OTA was immobilized on the CA lifs. The antigens that
bound anti-OTA on ES-QCM were OTA (0.5-20 ng/ml) or BSA conjugated OTA
(10-250 mg/ml). The amount of adsorbed OTA was determined by calculating the
frequency shift due to binding of toxin on the surface. The calibration curves of the
blank QCM and ES-QCM were obtained and these curves were compared with in
terms of linearity and the detection limit of ES-QCM was determined. Selectivity of
the immunosensor was tested with OTA like molecule “citrinin” (100, 250 ng/ml)
and no cross-reactivity were observed.

Keywords: ochratoxin A, electrospinning, quartz crystal microbalance,
immunosensor
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1 GIiRIS

Mantarlar, antibiyotik gibi insanlar i¢in yaral olan bazi ikincil metabolitler Uretirler.
Ancak mantarlarin bazi metabolitleri canli hucreler icin toksiktir. Bu tur toksinlere
mikotoksin adi verilmektedir. Bu toksinler gesitli besinlerde, uygunsuz uretim ve
depolama kosullarindan dolayi bulunabilmektedir [1]. Yaygin gorulen bir mantar
toksini olan okratoksin, Aspergillus ve Penicillium mantarlarinin bazi turleri
tarafindan Uretilmektedir. Bu toksin grubunun en yaygin rastlanani okratoksin
A’dir. Okratoksin A (OTA) kahve, UzUm, bazi tahillar ve hayvan yemlerinde
bulunabilmektedir [2]. OTA temel toksik etkisi Ozellikle bobreklerde gorulmekte,
insanlarda “Balkan Endemik Nefropatisi” adli bdbrek rahatsizligina neden
olmaktadir [2]. Bu mantar toksini icin dinyada bircok ulke tarafindan yasal
sinirlandirmalar getirilmistir [3,4]. Ulkemizde belirlenen maksimum limitler gesitli
gidalarda 0,5-10 ug/kg arasinda degismektedir. Yetigtirilen tarim Urdnlerindeki
OTA varhgi, bununla ilgili getirilen yasal sinirlandirmalar ve dislik miktarda
toksinin insan sagligina verdigi hasarlardan dolayl hassas yontemlerle OTA tayini

gerekliligi artmistir.

OTA tayini icin cgesitli kromatografik ve immuanolojik yodntemler mevcuttur.
Bunlardan en c¢ok kullanilanlarinin arasinda “ince tabaka kromatografisi” (TLC),
“yiksek performansl sivi kromatografisi” (HPLC) ve “enzim-bagli-immuin assay”
(ELISA) sayilabilir. Bu yontemlerin uzun zaman almasi, pahali olmasi, kapsaml
temizleme iglemlerinin bulunmasi ve c¢ok miktarda solventle calisiimasi gibi

dezavantajlari bulunmaktadir [5,6].

Geleneksel ydontemlerin zor olmasi, uzmanlik gerektirmesi ve uzun zaman almasi
nedeniyle gida orneklerinde OTA miktari belirlenmesi icin, kisa surede cevap
verebilen, pahada ucuz ve uzman personel gerektirmeyen analiz cihazlarina
ihtiya¢ oldugu aciktir. Bu nedenle bu calismada, diger yontemlere alternatif olarak
kullanilabilecek bir immunosensor tasarlanmigtir. Bu immunosensor, gevirici kismi
piezoelektrik sistem ile donatimis bir kitle hassas sensordir. Sensorin
hassasiyetini arttirmak amaci ile sensor yluzeyi elektro-egirme ile sellloz asetat
liflerle kaplanmistir. Ylzeylerde islak kimya yodntemleri ile antikor immobilize
edebilecek fonksiyonel gruplar olusturulmustur. Antikorlar, cesitli

konsantrasyonlarda antijen ¢ozeltileri ile etkilestiriimis, elde edilen frekans



sapmalari ile kalibrasyon egrileri olusturulmustur. Sensorin segiciligi ve olgum
siniri belirlenerek, OTA tayini icin kitle hassas bir immunosensor hazirlanmasi

hedeflenmistir.



2 GENEL BILGILER

2.1 Biyosensorler

Yasanilan gevreyi duyu organlari ile belirli sinirlar gergevesinde algilamaya ¢alisan
canlilar, aldiklar sinyalleri beyinde anlamli bilgilere donusturarler. Belirli bir madde
artik sadece canh sistemle degil elektronik ve biyolojik kisimlar iceren cesitli
aygitlarla da algilanabilmektedir. “Biyosensoér” adi verilen bu aygitlar,
sinirlandiriimig  duyular ile miktari Olgllemeyecek birgok kimyasali yUksek

teknolojide gevirici sistemleri ile algilanabilir sinyallere gevirebilen cihazlardir.
2.1.1 Biyosensor Tanimi

Duyarga, yani sensor anlamina gelen kelime Turk¢cede hem canlilarda duyu
algilama organi hem de nesneyi algillayan aygitlar icin kullanilabilmektedir.
“Uluslararasi Temel ve Uygulamal Kimya Birligi'nin” (IUPAC) tanimina gore ise
biyosensorler “izole enzimler, bagisiklik sistemi elemanlari, dokular, organeller ve
butin hucrelerdeki belli biyokimyasal reaksiyonlari kullanarak genellikle elektriksel,

termal ve optik sinyallerle kimyasal bilesikleri algilayan bir aractir” [7].
2.1.2 Biyosensorlerin Genel Tasarim Prensibi

Bir biyosensor temel olarak ¢ kisimdan olusur; taniyici tabaka, gevirici kisim ve
elektronik kisim (Sekil 2.1).

Taniyici Tabaka Cevirici kisim
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Sekil 2.1 Biyosensorin temel kisimlari



2.1.2.1 Taniyici Tabaka

Taniyici tabaka biyolojik molekulleri igeren tabakadir. Bu tabakada analiz edilecek
maddeyi (analit) ve onu taniyacak olan biyoreseptort igermektedir. Biyolojik
analitler doku, mikroorganizmalar, organeller, enzimler, hlcre reseptorleri,
enzimler, antijenler, nukleik asitler olabilirken biyoreseptor kismi enzim, antikor,
aptamer gibi biyolojik ajanlari icermektedir [8]. Taniyici tabakada esas dikkat
edilmesi gereken biyoreseptorin hedef analite olan 6zgulligidar. Bunun igin
antijenle anahtar Kkilit uyumu saglayabilen dogal yapilandirimig antikorlar
kullanildid1 gibi, ¢esitli yollarla sentezlenebilen nukleik asit, protein gibi
biyomolekulleri 6zgul olarak taniyabilen sentetik bir nukleik asit yapisinda bulunan
aptamerler de kullaniimaktadir. Biyoreseptorler, gevirici tabaka ile yakindan iliskili

ya da bu tabaka ile batunlesmis halde bulunmaktadir [8].
2.1.2.2 Cevirici Kisim

Biyosensorun taniyici tabakasinda analit ile biyoreseptor etkilesimi sonucunda
ortaya ¢ikan sicaklik, gerginlik, nem, basing, kutle, 1sik gibi fiziksel degiskenleri
algilayabilmek icin bu degerlerin evrensel ve kolay erigilebilir sinyallere ¢evrilmesi

gerekmektedir [9].

Elektrokimyasal ceviriciler voltaj, akim veya iletkenlik degisimlerini 6lgmektedir.
Voltajdaki degisimi inceleyen potansiyometrik sensorler, belirli kimyasal tlrlere
hassas elektrotlarin kullanimini icermektedir. Akim degisimini 6lgcen amperometrik
sensorler ve iletkenlik degisimlerini dlgen konduktometrik sensorler ise genellikle
uzerine biyoreseptorlerin immobilize edildigi, gerilim altindaki iki elektrot levhayi
icermektedir [9]. Optik ceviriciler, 11k ceviricilerinden gelen voltaj sinyallerini
Olcmektedir [9]. Piezoelektrik ceviriciler antijen, nikleik asit, substrat gibi hedef
molekullerinin  immobilize biyoajan ile saptanmasi ig¢in kullanilan kutle

algilayicilardir [9].
2.1.2.3 Elektronik Kisim

Cevirici tabakada donastirilen fiziksel degiskenler, genellikle voltaj olarak
karsimiza cikmaktadir [9]. Olusturulan dijital sinyaller, bilgisayarlara aktarilir
boylece  verilerin  de@erlendiriimesi,  goruntilenmesi ve  depolanmasi

saglanmaktadir.



2.1.3 Biyosensorlerin Siniflandiriimasi

Genellikle, birgok donusgturicu elektrokimyasal, elektriksel, optik, piezoelektrik ve
termal sinyalleri algilayabilmektedir (Sekil 2.2).

BIYOSENSORLER

Piezoelekink 2 Kalorimetrik

— Kondiktometrk

——¢|  Iyona duyarl

< Amperometrik

——| Potansiyometrk

Sekil 2.2 Biyosensorlerin gevirici kisimlarina gore genel siniflandiriimasi
2.1.3.1 Elektrokimyasal Biyosensorler

Bu tur donustartcllerin temel prensibi immobilize biyomolekilin ve hedef analitin
urettigi kimyasal reaksiyonlara dayalidir. Taniyici tabaka elemanlarinin kimyasal
Ozellikleri sayesinde sivi karisim ya da solusyonun elektrik akimlari ve elektriksel

potansiyelleri dlgtlebilmektedir [10].

2.1.3.1.1 Amperometrik

Yaygin olarak kullaniimakta olan bir biyosensor cesitidir. Birgok biyokimyasal
elektriksel dusinim sayesinde akimsal degerleri okunarak siniflandirilabilmekte
ve Olcumleri yapilabilmektedir [11]. Amperometrik biyosensorler, potansiyel
degisim odakh sensorlere oranla daha duyarli ve buyuk Uretim igin daha uygundur
[12]. Elektrot genellikle sadece metalden ya da film ile kaplanmis biyoelement

katmandan yapilmaktadir [13]. Son zamanlarda kullanilan yontem ise karbon nano



tuplerin ~ amperometrik  biyosensorlerde  kullanimidir  [14]. Potansiyel
uygulandiginda elektroaktif pargaciklar enzimsel tabakada aktif hale gelip

genellikle kolaylikla Olgulebilir akim degerleri olugturmaktadir [15].

2.1.3.1.2 Potansiyometrik

Akim olugmayan iyon segici zar tarafindan ayrilmis iki ¢gozeltinin arasinda olusan
potansiyel degisimi Olgen donusturaculerdir [10]. Hemen hemen tim
potansiyometrik sensorler cam elektrotlu, metal oksit temelli olanlar ticari olarak
bulmak mumkin olmakta ve ince film teknolojisiyle daha kiguk sensorler
uretilebilmektedir [10].

2.1.3.2 Elektriksel Biyosensorler

2.1.3.2.1 Kondiiktometrik

Biyokimyasal bir reaksiyon olustugunda serbest ve bagil elektron, iyon
degdisimlerinden dolayr c¢Ozeltinin genel iletkenlik veya vyalitkanlik degerleri
degismektedir [10]. iletkenlik veya yalitkanlik temelli elektriksel sensérler ¢dzeltinin
elektriksel iletkenligini veya direncini dlger [10]. iletkenlik degisimi 6lcimii
genellikle diasuk duyarhlikta olmaktadir ¢lnkd alternatif akim uygulandiginda
istenmeyen manyetik etkiler, cift tabakanin da yuklenmesi ve polarizasyonun

bdlgesel degisimi gibi etkenler daha dusuk duyarliga sebebiyet vermektedir [15].

2.1.3.2.2 lyona Duyarli

iki ayr elektrotun metal, oksit veya vyari iletken alan etkili &zelliklerinden
yararlanilarak olusturulan bu sensorler iyon aligverisine bagh doénusturtcuilerdir
[10].

2.1.3.3 Optik Biyosensorler

Bu tur donusturtculerde olgulen deger 1sik dalgasi temellidir ve genellikle bu tur
donusturuculer 1s1gin - kirinimi 6zelligi temel alinarak olusturulmaktadir [10].
Floresan, siklikla biyosensorlerde seciciik ve duyarlilik o6zelliklerinden
yararlanarak olgum yapmak icin kullanilir ve bu temelli tespit ve dlgim cihazlar

Is1g1 tutma ve yansitma durumlarina bakilarak 6lgum yapilmaktadir [10].



2.1.3.4 Piezoelektrik Biyosensorler

Piezoelektrik kristallerin kullanildigi kitle hassas sensorler, olusan kutle
degisimlerini nanogram/cm™ mertebelerinde algilayabilen cihazlardir. Kitle
Olgumlerini rezonans frekanslarindaki sapmalara bagli olarak
Olgebilmektedirler. Piezoelektrik kristal yluzeyinde olusan kutle degisiminin

frekans cinsinden tanimlanmasi esitlik 2.1 de gosterilen “Sauerbrey’

denklemine gore yapilmaktadir [16,17].

2] Am
D (2.1)
AV Pqtq

Denklemde Af frekans sapmasini (Hz), fo kuvars kristalin rezonans frekansini

Af =—

(Hz), Am kuvars kristal Uzerinde kutle birikimi ya da azalimi sonucu olugan
kitle degisimini (g), A kuvars kristal lizerindeki elektrotun yiizey alanini (cm?),
Pq kuvars kristalin yogunlugunu, g kuvars kristalin kayma katsayisini temsil

etmektedir.

Sivi ¢ozeltilerde yapilan olgimler igin ise Sauerbrey denklemi esitlik 2.2’ deki
hali ile kullanilmaktadir [18].

Af - _ f03/2 anL

2.2
—” 2.2)

Bu denklemde bir 6nceki denklemden farkli olarak bulunan n_ c¢bzeltinin
vizkozitesini (g cm™ s™), pL (g cm™) gdzeltinin yogunlugunu ifade etmek igin

kullaniimistir [18].

Piezoelektriksel ceviriciler genellikle agirlik degisim tespitinde kullaniimaktadir. Bu
tir sensorlerin yarari etiketleme ihtiyaci olmamasidir [19]. Piezoelektrik 6zellikli
kristaller kullanilarak yapilan tasarlanan bu sensorler, alternatif akim
uygulandiginda titresim olusturmakta ve bu titresim Olgulmektedir [10]. Ayrica
piezoelektrik kristaller veya materyaller Uzerine bir cisim konuldugunda bunlarin
urettigi titresim degerleri degismekte ve bu degisimler dlgiilebiimektedir. Uzerine
agirhk konuldugunda bu sensor titresimi azalmakta ve degerindeki degisim

sayesinde kutle degisimi miktari hesaplanabilmektedir [10].



2.1.3.5 Kalorimetrik (Termometrik)

Bu tlr biyosensorler sabit biyomolekullerin sicaklik sensorlerinin - Gzerine
yerlestiriimesiyle olusmakta, burada analitle reaksiyona giren biyo komponent
sicaklik uretmekte ve reaksiyon orani ve miktariyla sicaklikta degisime yol
acmaktadir [10]. Degisen sicaklik degerine gore reaksiyona giren molekul miktar
tespit edilebilmektedir [10].

2.1.4 Biyosensorlerin Performans Parametreleri

Biyosensor olusturulmasi buyuk olgude taniyici tabakadaki biyolojik elementlere
baglidir. Bir biyosensorun reaksiyona girmesi durumunda elektrotunda olusan ve
uygulanan islem ve yontemler oldukga karmasiktir. Bu karmasiklik birgok degisken
degerinin sensor performansini etkilemesinden dogmaktadir. Dogrusal ya da
dogrusal olmayan degisken degerlerinin, sensoérin limit degerlerinin ve Kkalite
faktorinan hesaplanmasini arastirmak igin géz 6ninde bulundurulmahdir [20].
Dogrusal ve dogrusal olmayan degisken parametreleri c¢izelge 2.1° de

gOsterilmektedir.

Cizelge 2.1 Biyosensor performansini belirlemek icin kullanilan degisken
parametreleri [20].

Degisken Parametreleri Degisken Parametrelerinin igerikleri

Materyal

. ) Yuzey Alani
Elektrot degiskenleri _
Geometri

Yuzey Yapisi

Yayilim

) . . Diflzyon
Katle Transfer Degiskenleri . . .
Yuzey Yogunlugu

Emilim

Potansiyel
Akim

YUk
Empedans

Elektriksel Degiskenler




Elektriksel olarak aktif olan maddelerin
. _ . yogunlugu
Elektrolit Degiskenleri oH Degeri

Cozucu

Sicaklik
Basing

Dis Degiskenler ?ure
Ornek duzlem yapisi

Elektriksel ve manyetik girisimler ve
etkiler

Termal Gurdltd

Potansiyel Giriilti Degiskenleri | = /oktrokimyasal Gurdiltd
Cevresel Gurultuler (Elektromanyetik

Gurdalta vb)

Kinetik ve termodinamik reaksiyon
cevaplari

Reaksiyon Degiskenleri Reaksiyon urunleri veya maddelerinin
kararlihgi

Reaksiyon oranini belirleyen degerler

Bir sensor tasarlanirken ozellikle ihtiyaclara yonelik 6zel gereksinimleri karsilamak
uzere tasarim yapmak esastir. Bu sebeptendir ki, butinsel olarak sensoru
degerlendirmek ve olgmek icin temel reaksiyonlara ve temel algi adimlarina
Ozellikle yogunlasip bu adimlarin analizlerini yapmak zorunludur [20]. Ayrica,
karmasik olan sensor analizinde, analizler c¢oklu boyutlarda yapilmali yani
halihazirda cok fazla olmayan degistirilebilir degerlerin bulundugu bir algoritma
duzenlenip iligkiler nUmerik olarak tanimlanip kompleks ortak matriks
olusturulmahdir ¢inkl ancak bu sekilde biyosensorin molekiler boyutta ve genel
anlamda gergege yakin performansi degerlendirilip dlgulmus ve formul edilmis olur
[20]. Kaginilmaz olan dig etkiler ve reaksiyon etkileri diflizyon, enzim ve elektron
transfer kinetigi gibi degerlerin etkileri her zaman g6z 6nitinde bulundurulmahdir.
Sicakligin etkisi yok sayillamaz bir etkidir, ¢unkl difuzyon, segicilik ve genel

anlamda biyosensorin performansi sicakhda bagh bir degiskenlerdir [20].



Biyosensorun performans parametreleri ve bu parametrelerin igerikleri gizelge 2.2’

de gosterilmigtir.

Cizelge 2.2 Biyosensorlerin performans parametreleri [20]

Performans Parametreleri Parametre igerikleri

Analit

Analitin taninmasi icin kullanilan
biyomolekul

Secicilik
Hassasiyet
Dinamik Aralik
Olgtim Siniri
Ana performans 6lgim parametreleri

Tepki Suresi

Yeniden kullanilabilirlik yeniden islev
gbrme

Kesinlik
Uzun sure kullanilabilme ve saklama
Kalibrasyon egrisi olusturma

Temel duzeye ulagma suresi

Olglim birim maliyeti
Olglim Siresi
Isinma Suresi
Diger ek 6zellik ve performans délguim )
parametreleri (6zellikle ticarilestiriimesi | Ornek Hacmi
icin kullanilanlar) )
Olcum Sicakhgi
Boyutlari ve Agirligi

Kullanim Stiresi ve Omrii
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Genel maliyeti
Temin ve Ulastirma Suresi
Kullanim Kolayligi ve Dayanikhligi

Bakim Gerektirme ve Tekrarlanma
Siresi

Bilgi isleme ve Depolama

Biyosensoéru optimize ederken dikkat edilmesi gereken en énemli husus pargalarin
ve birgok diger parametrelerin birbirleriyle etkilesimde bulunarak etkilenmelerini

muUmkun oldukc¢a en aza indirmektir [20].
2.2 immiinosensérler

Antikorlar, canl vlcuduna giren yabanci maddelere karsi uretilen ve
immunglobulinler olarak bilinen glikoprotein yapisinda bir immun sistem
elemanidir. Antikorlar genel olarak agir ve hafif zincir olmak Uzere iki farkli
zincirden olugmaktadirlar ve bir gift agir ve bir ¢ift hafif zincir, di-sulfit kdpruleri ve
kovalent olmayan etkilesimlerle Y seklinde bir yapi olugturmaktadir [21]. Antikorlar,
kendilerine 6zgu olan antijenleri ile kovalent olmayan etkilesimlerle baglanmak
sureti ile reaksiyona girmektedirler. Bu reaksiyon geri donusumladar ve
parcalanan kimyasal bulunmamaktadir. Antikorun antijen digi farkli gruplarla
etkilesime girme durumunda ise ¢apraz reaksiyon olusumu gozlenir [22]. Antijenler
uzerlerinde antikorlarin baglandigi 6zel bolgeler bulundurmaktadir bunlara “epitop”

adi verilmektir. Antikorun sematik gérinimau sekil 2.3’ te gosterilmektedir.
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Sekil 2.3 Antikor yapisinin genel gosterimi

Poliklonal antikorlar, antijen Uzerindeki farkli epitoplari taniyabilmektedir ve tipik
olarak tavsan, kegi ve koyundan elde edilmektedir [23]. Monoklonal antikorlar ise,
hibridoma teknolojisi [24] ile yaygin olarak fare kullanilarak dretilmektedir. Bu
antikorlar ise antijenin tek bir epitopunu tanimaktadir bu yizden yuksek antijen
Ozgullugu gerektiren g¢alismalar igcin  monoklonal antikorlar daha uygun
bulunmaktadir [22].

immiinosensor, antijen ve antikor etkilesimini kullanan bir cesit biyosensérdiir.
Antikor ve antijeni arasinda ylksek derecede 6zgul molekiler tanima ve afinite
oldugundan immunosensorlerin 6zgullugu ve hassasiyeti genelde diger sensorlere
gore daha yiksektir [25]. Antikor ve antijenin afinite sabiti genellikle 10® M™dir ve
10" M™lere kadar gikabilmektedir ve bu deger biyoajan olarak kullanilabilen

enzim gibi diger molekiillerin afinite sabitinden (10° M™) oldukga yiiksektir [25].

immiinosensorler, immiin sistem elemanlarindan antijen ve antikorun taniyici
tabakada kullanildigi, bu tabakadan gelen sinyallerin c¢evirici kisimda uygun
verilere cevirilerek dijital ortama aktarildigi sistemlerdir. Antijen-antikor
etkilesiminden yararlanilan bu sistemde, bu etkilesimi gesitli yollarla algilanilabilir
sinyallere donusturebilen cihazlar kullaniimaktadir. Antikor antijen etkilegsimi ile
katle, 1s1, elektrik potansiyeli gibi 6zgul fizikokimyasal degisimler olusturulmaktadir

ve bu degisimler, immunosensorun gevirici kismi yardimi ile kullanici tarafindan
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yorumlanabilecek sinyallere cevrilmektedir [22]. Elektrokimyasal, manyetik, optik
ve kuitle degisimlerini algilayan cevirici turlerini igceren gesitli immunosensorler
bulunmaktadir. immiinosensorlerin hassasiyeti, cevirici tiiriiniin 6zelliklerine ve

antikorun kalitesine gore degismektedir [22].
2.2.1 Elektrokimyasal immiinosensérler

Elektrokimyasal immunosensorlerin prensibi, gevirici olarak kullanilan elektroda,
O0zgul antikoru baglayarak, bu baglanma olayini elektriksel sinyale ¢evirmektir [22].
Bu biyosensorler, genel olarak iki c¢esit cevirici tipine dayanmaktadir;

amperometrik, potansiyometrik.
2.2.1.1 Amperometrik

Cogu amperometrik biyosensoérler, Gzerinde calisilan elektrotta oksitlenebilen ya
da indirgenebilen bir elektroaktif Grlin olusturan, enzim temelli sistemlerden
yararlanirlar [22]. Bu yontemin onceden belirlenmis kalinlikta Gzerinde malzeme
biriktirilerek Uretilen tek kullanimlik elektrokimyasal elektrotlarin Gretim kapasitesini

iceren bazi dezavantajlari bulunmaktadir [26].
2.2.1.2 Potansiyometrik Platformlar

Potansiyometrik biyosensdrlerde, potansiyel sinyaldeki degisimden
yararlaniimaktadir. Biyolojik molekuld tanima sureci referans elektrot tarafindan
saptanir ve bu biyosensoér formati tipik olarak yari gecirgen dis tabaka ve Ureaz

gibi bioaktif elementten olusmaktadir [27].
2.2.2 Manyetik immiinosensérler

Manyetik biyosensorlerde manyetik alan icinde saptanabilecek uygun ligantlarla
kapli manyetik boncuklar kullaniimaktadir [22]. Manyetik sistemlerin bazi
avantajlari vardir 6érnegin analiz igin secilen 6rnegi kontamine eden maddelerinin
manyetik 6zellikleri yoksa, spesifik olmayan sinyaller minimize edilmis olmaktadir
[22].

2.2.3 Optik immiinosensérler

Optik ceviricilerle 1$13In ya da floresansin élgimine dayanmaktadir. “YUlzey
plazmon rezonansi” (SPR), hemisferik prizma ile altin gibi metalik yuzeylerin
monokromatik 1sik kaynagi tarafindan aydinlatiimasi sonucunda olusan dogal bir

olaydir [22]. Ortaya ¢ikan serbest elektronlar, yankilanan ve i1sik absorblayan
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elektromanyetik dalgalari Uretirler ve 6zgul dalga boyu ya da a¢i kirillma indeksinin

fonksiyonu olarak bulunmakta ve gip Uzerindeki kutle ile iliskilendirilmektedir [22].
2.2.4 Kiitle Hassas immiinosensérler

Antikor ve antijenin olusturdugu immuno etkilesimin 6zgullugu ¢ok hassas olan
dogal piezoelektrik ceviricilerle birlesince, guclu temelli bir immunosensor
geligtiriimis olmaktadir [25]. Piezoelektrik esasinda bir kitle dengesi oldugu igin,
immuno reaksiyonun direkt kitlece saptanmasinda kullanilabilmektedir. Kutlenin
direkt olarak saptanmasi, ¢cogu immunosensoér formatinin gerektirdigi etiketleme
islemini ya da cevap yaratmak igin ikinci bir antikor kullanma ihtiyacini ortadan
kaldirmaktadir [25].

immiinosensorlerin gelistiriimesinde piezoelektrik cihaz olarak “yigin akustik dalga”
(BAW) ya da “ylzey akustik dalga” (SAW) kullaniimaktadir. SAW aletler,
piezoelektrik tabla ylzeyine yerlegtiriimis, birbirine kenetlenmis iki elektrottan
olusmaktadir ve alternatif akim bu elektrotlardan gecirildiginde, piezoelektrik
materyal Uzerinde dalga baslatiimis olur [25]. Yuzeye kutle eklenmesi, dalga
yogunlugunda bir degisime neden olmakta ve bdylece frekans degisimi olarak
izlenilebilmektedir. SAW piezoelektrik aletlerde kullanilan kuvars kristaller genelde
ST kesimdir (-49°00') dir ve frekanslari 30-200 MHz arasinda degismektedir [25].
Teorik olarak SAW aletler BAW aletlere gore daha hassastir ¢ciinki SAW aletler
daha yuksek frekanslarda salinim vyapabilmektedir ama bu iki aleti
karsilastirdigimizda pratik kullanimla ilgili problemler yasandigi icin, SAW aletler
immunosensor gelistirme g¢alismalarinda ¢ok az siklikla kullaniimaktadir [25]. BAW
aletler ise genellikle AT kesim (+35°15") kuvars kristal disklerden olusur [25]. Bu
piezoelektrik kristaller genellikle altin ya da gumus elektrotlar arasina sikigtiriimig
halde bulunmaktadir. Genel olarak bu kristaller 5-20 MHz rezonans frekanslarina
sahip olmaktadir. Kristalin ylzeyindeki kutle miktari degistigi zaman, sabit olan
frekans degisecektir. YUzeyde biriktirilen katle arttirildikga, frekansta bir disus
olusacaktir. immiinosensér gelistirme calismalarinda 10 MHz temel frekansli
kristaller siklikla kullaniimaktadir ancak yuksek frekansli piezoelektrik kristaller en
hassas olanlaridir ancak ¢ozelti icerisinde c¢alisilirken agir bir madde
yuklendiginde saglamliklarinda problem yasanilabilmektedir [25]. Dusuk frekansh
kristaller ise daha az hassas olmalarinda ragmen, sivi c¢ozeltilerin akig

hlcresindeki hareketinden ve ylzeye agir molekul agirlikh kitle eklemelerinden
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daha az etkilenmektedir. Kristal segimi kullanilacak uygulama g6z O6nunde

bulundurularak, kristalin saglamligina ve hassasiyetine gore yapiimalidir.
2.2.4.1 Taniyicl Tabaka Olusturma Yoéntemleri

Taniyici tabaka olugturulurken, taniyici tabakada kullanilan biyomolekul olan
antikorun yuzeye uygun bigimlerde ve aktif olacak bigimde badlanmasi, antijeni ile

uygun kosullarda ve pozisyonlarda etkilesmesi dnemlidir.
2.2.4.1.1 Antikor immobilizasyonu

Kristal yuzeye antikorun dogru immobilizasyonu, sensorun butun olarak
performansinin  olusturulmasinda etkin rol oynayan onemli bir etmendir.
Immobilize tabakanin kararliligi, uyum saglayabilirligi ve yenilenebilirligi sensérin
hassasiyetini, omrunu, tekrar kullanilabilirligini ve potansiyel uygulamalarini
etkilemektedir [25].

Immobilizasyonun 6zellikleri, imminosensérin sadlamiigi ve tutarll sonuglar
alinabilmesi igin gereken dnemli bir faktordur. Bunu igin sensor yluzeyine yapilacak
olan kaplamanin uzun 6murli olmasi gerekmektedir. Ayrica ylzeye tutturulan
biyomolekul tabakasi yeterli dmre sahip olmalidir. YUzey ise kimyasal ve
mekaniksel olarak saglam olmali, yikamaya dayanikl olmali ve protein tabaka
farkh kosullara dayanikh olmalidir [25]. EGer sensor ticarilestiriimek isteniyorsa,
¢ok saglam tabakalarin olusturulmasi beklenmektedir, bu tabakalar basit

depolama kosullari altinda en az bir yila kadar kararli kalabilmelidir [25].

immobilize antikorun oryantasyonu, sensér hassasiyeti igin ¢ok ©nemli bir
parametredir. Yuksek derisimlerde immobilize edilen antikorlar her zaman yuksek
hassasiyet gésteremez. immobilize antikorlar rastgele bicimde yiizeye immobilize
edilmigse, antikorlarin bir kismi antijen baglamak igin uygun duzende
bulunmayabilmektedir. Duzenli bir gekilde immobilize edilmelerine ragmen
antikorlar “Fab” kisimlarindan immobilize edilmisse, kismen ya da tamamen
aktivitelerini yitireceklerdir bu ylzden en ¢ok istenilen immobilizasyon yontemi ise
antikorlarin “Fc” bolgelerinden baglanmasidir [25]. BOylece antikorlarin baglanma
kisimlari duzgun yerlestiriimis olup, antijen baglayici kisimlari antijen igeren

¢cOzeltiye dogru uzanmis halde olacaktir.

Farkli kristallerde tekrar edilebilir immobilizasyon tabakasi dretimi de

immunosensor igin onemlidir. Benzer kristaller toplu halde yapilandirilabiliyor olsa
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bile, toplu olusturulan bu kristallerin de tekrar yapilandirilabilir olmasi
gerekmektedir. immobilize edilecek tabakalar birbirlerinden az miktarda farkli ise,
her kristalin hassasiyeti az miktarda farkh olur ve bu durum hatalar yol acabilir bu
yuzden genelde uygulanabilen en kolay metotlar insan mudahalesini en az

gerektiren metotlardir ¢ciinkd bunlarin tekrar edilebilirligi yuksektir [25].

Yuzey kaplamasinin homojenligi ya da dagitimi hassasiyetin altin elektrot
merkezinde daha yuksek olmasindan dolayl ¢ok 6nemlidir bu yluzden en hassas
piezoelektrik kristaller, merkezine daha c¢ok baglanila bilinen kristaller olacaktir
[25] Yani ayni miktarda kenarlarinda daha ¢ok biyomolekul baglayabilen
kristallerin hassasiyeti, orta kisimlarina daha ¢ok baglanilabilene gore daha dusuk

olacaktir.

immobilize antikorun miktari da sensoériin hassasiyetini etkileyen cok énemli bir
faktérdlr. imminosensérin yeterli miktarda antikor baglayabilecek potansiyele
sahip olmasi gerekmektedir, ¢cinkl genelde bir problem yaratmamasina ragmen
asirni miktarda immobilize edilen antikorlar sterik engel yaratarak sensorun

hassasiyetini azaltabilmektedir [25].

Yuzeye antikor immobilizasyonunda ¢esitli  immobilizasyon  teknikleri
kullaniimaktadir. Antikor genelde immunosensor yuzeyine kovalent olmayan
etkilesimlerle ya da kovalent etkilesimlerle immobilize edilebilmektedir. Kovalent
olmayan metotlardan bahsedecek olursak, antikor immobilizasyonunda kullanilan
ve en basit metot olarak bilinen fiziksel adsorbsiyonu icermektedir. Bu yontem
antikor ¢Ozeltisinin yuzeye eklenmesini ve ylzeyin adsorbsiyonunun saglanmasini
icermektedir. Antikorlar ylzeye “van der Waals”, hidrojen ve hidrofobik
etkilesimlerle baglanmaktadir [25]. Altin ylzeylerde antikorlarin ylzeye
immobilizasyonuna tiyol gruplari yardimci olmaktadir. Bu yéntem antikorun Ug¢
boyutlu yapisina herhangi bir etkide bulunmamaktadir. Yine de bu yontemde
rastgele yerlestiriimelerden dolayr kaynaklanan bazi aktivite kayiplari ortaya

cikabilmektedir.

Kovalent baglanmalar, adsorbsiyona gore daha kararl tabakalar olusturur. Ancak
bu yontem uzun ve karmasik immobilizasyon yontemleri icermektedir. Kovalent
baglanma sonucu antikorlarda en iyi saglamhk ve genislemis kullanim omru
gozlemlenmekte, c¢ozeltiler yuksek iyonik 0Ozellige sahip olmadiklari surece
yuzeylerden neredeyse hi¢ antikor kaybi goérilmemektedir [25]. Genel olarak
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baglanmalar yuzeylerde olusturulan aktif baglama gruplar arasinda

gerceklestirimekte boylece antikorun aktivitesinde bir degisiklik olmamaktadir.
2.2.4.1.2 Antijen - Antikor Etkilesimleri

Antijen ve antikorun, piezoelektrik immunosensor sistemleri araciligi ile birbirleriyle
etkilesimi igin bazi yontemler kullaniimaktadir. Tutuklama, yer degisimi ve rekabet

gibi ekilesimleri iceren bu yontemler sekil 2.4’ te 6zetlenmistir.

oojoo
a)

b) -

Piezoelektrik kristal

. o*{;f“

Piezoelektrik kristal

Sekil 2.4 a) Direkt tutuklama yéntemini, b) yer degisimi yontemini, c) rekabet
yontemini temsil etmektedir [25].

Direkt tutuklama yontemi immunosensorlerde siklikla kullanilan bir etkilesim
yontemidir. Oncelikle etiketsiz uygulamadan yararlanan basit formati piezoelektrik
geviriciler igin avantaj yaratan bu yontem 6zgul antikorun ylizeye immobilizasyonu
ile olusturulan altin ylzeyin modifikasyonunu igermektedir [25]. Antikor ile
kaplanmig piezoelektrik kristal, antijenini iceren ¢ozeltiye daldirildiginda, antijen
baglanmasi frekans degisimine neden olacaktir. Boyle bir durumda olusan frekans

degisimi, eklenen kutle ile bdylece analit derisimi ile orantili olmaktadir.
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Direkt olmayan tutuklamalar kullanilabilmektedir. Bu yontem genellikle biyoajan
derigiminin  tespit edilmesi ile gerceklestirimektedir. Direkt olamayan
tutuklamalarda antijen yluzeye immobilize edilmektedir. Boylece ¢ozeltiden
anikorunun ylzeye tutuklanmasi amaci ile kullaniimaktadir. Onceden kaplanmig
kristaller de g¢ozeltilere yerlestirilerek maddedeki 6zgul analitin derigimi dakikalar
icinde saptanabilmekte ve bu yontemde fazladan deney asamalarina ya da

yikama basamaklarina intiyag olmamaktadir [25].

Tutuklama yontemi ile olusturulan immunosensorler, sahada analizlerde
kullaniimak igin portatif sensorlerin geligtiriimesinde kismen kullanish olmaktadir.
Onceden kaplanarak hazirlanmis kristaller, portatif aletlerle uzman personele

ihtiyac olmadan kullanilabilmektedir.

Yer degisimi yontemi, analit yeterli agirhga sahip olmadiginda siklikla antikorun
blylk olan kutlesinden yararlanilarak onemli frekans degisimlerine neden
olabilecek sistemler icin kullaniimaktadir [25]. Bu yontemde kristal, uygun
immobilizasyon tabakalari ile olusturularak antijen immobilize edilmesi igin
modifiye edilmektedir. Ylzeye antijen immobilize edildikten sonra, onunla
etkilesecek antikoru daha sonra ylzeye eklenmektedir. Yuzeye tutuklanan antikor,
¢cOzeltideki serbest antijene ylksek afinite gosterecek ve immobilize antijenle yer
degistirecektir ve kutledeki toplam degisim, serbest analit derigsimi ile orantil
olacaktir [25]. Antijenine gore daha yuksek molekul agriligina sahip olan antikor

sayesinde, dusuk molekul agirlikh analitlerin él¢ctimesi kolaylastiriimaktadir.

Dusuk molekuler agirlikli molekulleri saptamada kullanilan diger bir yontem ise
rekabettir. Bu yontemin deavantaji ise, siklikla biyomolekul etiketlemelerinin
kullaniiyor olmasidir, yéntem icin siklikla hazir olarak bulundurulan konjuge

isaretli biyomolekuller kullaniimaktadir [25].

Yarigmali format da, direkt tutuklamalarda oldugu gibi hazirlanmaktadir. Antikor
immobilize kristal, antijen iceren ¢ozelti ve konjuge antijen iceren ¢ozeltinin
karisimina maruz birakilmaktadir. Konjuge antijen, immobilize anikoru 06zgul
olarak baglayarak frekans degisimi olusturmaktadir ve serbest analit derisimi
arttinldiginda immobilize antikorun 6zgul baglanma kisimlari i¢cin konjuge analitle

daha ¢ok yarisacak, boylece frekans degisimleri elde edilecektir [25].
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2.2.4.2 Olglim Yontemleri

QCM imminosensér analizleri genelde sivi fazda yiritilmektedir. Olgiimler ise
daldirip kurutmak ya da direkt c¢ozeltide olgim olmak Gzere iki farkl yolla

gerceklestiriimektedir [25].

Daldirip kurutma yontemi kristalin havada kurutularak frekansinin olgiimesi
esasina dayanir. Baglanma ya da immobilizasyonun tamamlanmasini saglayacak
yeterli slireden sonra kristaller yikanir ve kurutulur, frekanslar kuru halde hava
ortaminda tekrar kayit edilir [25]. Cesitli islemlerden 6nceki ve sonraki frekans
farkinin alinmasi ile elde edilen frekans degisimi, ylizeye tutuklanan edilen 6rnegin
derigimi ile orantihidir. Daldirip kurutma yontemi, kristalin iki tarafinin kullanilabildigi
zamanlarda avantaj olusturmakta, ayrica bu yontemde vizkozite gibi ¢ozelti

etkenleri elimine edilmektedir [25].

Direkt ¢cozeltide yapilan olgimlerde gevresel degisimlerden daha az etkilenilmekte
ve daha cok tekrar edilebilir sonuclar elde edilebilmektedir. Akis hlicresinde sivinin
akisindan dolayi sensoriin hassasiyeti azaltmaktadir. Uzerinde tabaka olusturulan
kristalin ¢ozelti icerisindeki frekans degisimi cevabi vizkozite, sivinin sicakhgi ve
immobilize tabakanin kalinhdi gibi bircok faktore bagli olmaktadir [25]. Direkt
analizler genelde akis hucreleri ile gercgeklestirimektedir. Akis hucreleri, kristalin
on tarafinda bulunan iletken ylzeyin ¢ozelti ile etkilesimini saglamaktadir. Analizler
durgun ya da akis halindeki ¢ozeltilerle yurttulebilmekle birlikte akis i¢erisindeki
cOzeltilerin kullanimi ¢ok fazla hacimde Ornek yuzeyden gecirildigi igin sensorun

hassasiyetini arttirmaktadir [25].
2.3Elektro-Egirme

Nanolifler, ylzey alanlarinin hacimlerine orani ¢ok ylksek olup, ylzey
fonksiyonlari esnek ve daha buyulk liflere gére daha Ustiin mekanik 6zelliklere
sahiptirler [28]. Nanoliflerin uygulama alanlarindan bazilari: doku muhendisliginde

iskele olusturumu, filtreleme cihazlari, sensorlerdir [29].

Nanolifler, ylizey alanlari arttilriimis olmalarindan dolayi birgok bilimsel uygulama
alanlarinda kullanilabilmektedirler. Polimer lif malzemelerin caplari nanometre
degerlerine indirildiginde yuksek yuzey alani hacim oranlar, ylzey

fonksiyonlarinda esneklik, diger bilinen malzeme formlarina gére daha Ustin
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mekaniksel performans gostermeleri gibi yeni karakteristik  Ozellikler

gOstermektedir [30].
2.3.1 Calisma Prensibi

Elektro-egirme nanolif Gretmek i¢in uygun bir tekniktir [31]. Elektrostatik kuvvetler
vasitasiyla liflerin egirme sureci elektro-egirme olarak bilinir. Elektro-egirme
yontemiyle mikronalti seviyede lif Uretilebilmektedir [32]. Elektro-edirme yontemi ile
lifler elektriksel kuvvet vasitasiyla Uretilmektedir. Polimer ¢ozeltisinden elektro-
egirilmis lif elde etmek icin, genellikle su gibi uguculugu disuk olan ¢ozuculer
kullanilir. Polimer ¢ozeltisi damlasina yUksek gerilim uygulanmaktadir, damla
yuzeyindeki yuk damlanin yuzey gerilimini astiginda damladan ince bir jet
elektroda bagl metalik yuzeye dogru uzanir [33]. Elektro-egirme yontemi igin
kullanilan cihaz basit bir yapiya sahip olup, negatif ve pozitif polariteye sahip
yuksek gerilimli elektrik kaynadi ve ¢Ozeltiyi siringadan aluminyum gibi iletken
toplayiciya tuplerden ya da kilcallardan tasiyan siringa pompasindan olusur [34].

Elektro-egirme slrecinin sematik gosterimi sekil 2.5’ te gértlmektedir.

Polimer Cozeltisi

_— Taylor Konisij

E |
Siringa Pompasi

Yiiksek
= gerilim
kaynagi

el L

Sekil 2.5 Elektro-egirme sisteminin sematik gosterimi

Lifin capi ve morfolojisi ¢ozelti igerigi, uygulanan gerilim, toplayici uzakhgi ve
tipinin dahil oldugu elektro-egirme sureci degigkenlerinin tumune bagl olarak
degisir [33]. Jet olusumu sureci Uzerinde temel galismalar 1960’ I yillarda Taylor
tarafindan baslatiimigtir. Taylor 1969 yilinda elektrik alanin uygulanmasiyla igne
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ucunda olugan polimer damlanin seklini incelemis ve konik bir sekle sahip olup
jetlerin  koninin ucundan c¢iktigini gostermigtir [35]. “Taylor Konisi” olarak
adlandirilan bu sekil lif olusumu slrecinde genislemeli hiz gradiyentin baglangicini

tanimladigindan onemlidir [36].
2.3.2 islem Parametreleri

Elektro-egrilmis nanolif yapisini etkileyen bazi degiskenler vardir. Bunlar, polimer
¢cOzeltisi parametreleri, uygulanan gerilim sicaklik ve toplayici etkisini kapsayan

sure¢ parametreleri ve ortam parametreleri olmak Uzere siniflandirilabilir.
2.3.2.1 Cozelti Parametreleri

Elektro-egirmede polimer, ¢ozelti haline getiriimektedir. Elektro-egirmeyi etkileyen
polimer ¢ozeltisi parametreleri diger parametrelere gére daha dnemlidir. Genellikle
yuksek molekuler agirlikli bir polimerin ¢ozuclide ¢6zUnmesi, daha dusuk
molekuler agirlikli ayni polimerin ¢ozinmesine gore ¢Ozeltinin viskozitesi daha
yuksek olur. Cozinenin molekuler agirhiginin artmasi ¢ozeltinin derisiminin artmasi
ve vizkozitenin artmasi ile 6zdestir. Bu durum elektro-edirme esnasinda jetin
surekliliginin saglanmasi ve damlacik olugsumun engellenmesi igin gerekli olan
¢Ozelti icinde daha ¢ok polimer zinciri dolasikligina neden olmaktadir [37].
Minimum miktarda polimer zinciri dolagikligi ve dolayisiyla viskozitenin elektro-
egirme icin gerekli olmasina ragmen, viskozitenin fazla yliksek olmasi ¢ozeltinin
siringa ignesinden pompalanmasini zorlastirir. Ote yandan vizkozitenin yeteri
kadar yuksek olmasi lif gcaplarin artmasina neden olabilen ikincil jetlerin ana jetten
koparak olusumunu engelleyebilir. YUksek derigsimin etkisi de daha kuguk
biriktirme alaniyla gozlenir. Arttinlmis derisim, ¢ozeltinin viskozitesinin igne
ucundan c¢ikan jetin bukulme kararsizliginin baslangic mesafesini arttiracak kadar
gucli olmasi anlamina gelir [37]. Sonug olarak jet yoringesi kisalir, bu kisalmis jet
yorungesi ayni zamanda ¢ozeltinin daha az esnek olmasi anlamina gelir ve daha
bayuk lif ¢api olusumuna neden olur [37]. Elektro-egirmenin baslangici yuklu
¢Ozeltinin ylzey gerilimini agsmasini gerektirir. Etanol gibi ylzey gerilimi dusuk olan

¢bzucu eklenerek purizsuz liflerin olusumu desteklenir [37].

Elektro-egirme ylUzeydeki yuklerin birbirlerini itmesi ¢dzeltinin uzamasina yol
acmaktadir. Dolayisiyla ¢ozeltinin iletkenligi arttirildiginda elektro-egirme jeti ile

daha c¢ok ylkler tasinabilir. Codzeltinin iletkenligi iyonlarin eklenmesiyle
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arttirilabilmektedir. Bu yuzden, az miktarda tuz c¢ozeltiye eklendiginde ¢oOzelti
tarafindan tasinan artan yuk miktari ¢ozeltinin esnekligini arttirir [37]. Bunun
sonucunda boncuklu lif olusumu yerine surekli lifler olusur. Ayrica, arttiriimis
cOzelti esnekligi daha kuglk capl lif olusumuna katki sadlar. Yiksek iletkenlige
sahip ¢Ozucu ile hazirlanan c¢ozeltiler genellikle boncuksuz [if olugsumunu
saglamakta olup, iletken olmayan g¢ozeltilerde ise lif olusumu gézlenmemektedir
[37]. Iyon boyutlarinin, liflerin morfolojisi lizerinde etkisi olabilir érnegin kiigiik
iyonlar elektro-edirme jeti Gzerinde daha ylksek boyuna kuvvet olusturmasi
nedeniyle daha kigik capli liflerin olusmasini saglar [37]. iletkenligi arttirmanin
baska bir yontemi de ¢ozeltinin pH dederini degdistirmektir. Elektro-edirme seluloz
asetat ¢ozeltisi, bazik ortamda nétral ortama gore lif capinda belirgin bir azalmaya
neden olmaktadir [38]. Bazik ortamda sellloz asetat deasetilasyona ugradigindan,
OH iyonlarinin ¢ozeltinin iletkenligi ve esnekligi Uzerinde daha buyuk bir etkisi

olabilir.

Cozelti dielektrik sabitinin elektro-egirme Uzerinde dnemli derecede etkisi vardir.
Genel olarak yuksek dielektrik sabiti olan bir ¢ozelti boncuk olusumunu ve elektro-
egirilmis lifin ¢apini azaltmaktadir. Cozeltinin dielektrik 6zelligini arttirarak lif
morfolojisini geligtirmek icin ¢ozeltiye “N,N-dimetilformamid” (DMF) gibi ¢ozuculer
eklenebilir [37]. Elektro-egirmede lifin bukilme kararsizlii da dielektrik 6zelliginin
artmasiyla artar. Bu durum liflerin biriktirme alaninin artmasiyla olusturulmaktadir.
Ayrica bu durum jet yorungesinin artmasi nedeniyle lif capinin azalmasina da

neden olmaktadir.
2.3.2.2 Sureg¢ Parametreleri

Bu degerler ¢ozelti parametrelerinden daha az énemli olmasina ragmen lif yapisi
uzerinde onemli bir etkiye sahiptir. Uygulanan gerilim ve sonucunda ortaya ¢ikan
elektrik alan esneme, geriime ve hizlandirma degerlerine etki ederek liflerin
bicimsel olugsumlarinda énemli bir etki olusturmaktadir [37]. Gerilim degeri artikca
cozeltide elektriksel kuvvetler arttigl i¢in elektrik alan ve etkisi arttikga parcacik
boyutunda liflerde daha buyik esneme ve gerilme olusmaktadir [37]. Gerilimin
arttirlmasi lifin gapinin azalmasinin yaninda daha ¢ézuctnun hizli buharlagsmasini
saglamaktadir. Lif ¢capini etkileyen diger bir sebepte elektro-egirme jetinin ugus

suresidir. Uzun ugus suresi birikme duzleminde toplanma olmadan 6nce daha ¢ok
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lifin esnemesine neden olmaktadir. Bu sebeple, kritik degerlere yakin gerilim

uygulanmasi dusuk ¢aplarda lif olusmasini saglamaktadir.

Toplayicinin sabit olup olmamasi da elektro-egirme yontemi uygulama surecinde
onemli bir etkiye sahiptir. Toplayici levha olarak makara sistemi kuru ve duzenli
yerlesmig lifler toplamak ve olusturmak igin kullaniimaktadir. Bu sistemde ¢dzUcu
liflerden daha hizli ayrilmakta ve buharlasmasi igin yeterli sireye sahip olmaktadir.
Bu tarz donen bir toplayici 6zellikle 6zel lif ihtiyaci oldugunda liflerin sekil olusum
kalitesini artirmaktadir [37].

Siringa ignesi i¢ tarafinin ¢api da elektro-egirme Uzerinde o6nemli bir etkiye
sahiptir. DusUk i¢ ¢capa sahip ignelerle daha ince lif elde edilebilmektedir. Ancak
polimer ¢ozeltisi kuruyup tikanmalar yapabilmekte, bu durum da egirilmis fiberlerin
dis gorunumunde o6nemli bozukluga neden olmaktadir. Tikanmalar ise polimer

¢Ozeltideki ¢ozlicu oranini arttirilarak giderilebilir.

Birgok durumlarda egirilme suresi ve elektrik alan kuvveti elektro-egirme sirecini
etkiledigi bilinmektedir. Ayni zamanda ug ve toplayici arasindaki degisken uzaklik
degerleri ugus suresi ve elektrik alandan etkilenmektedir [37]. Ayrik lifler elde
edebilmek igin ¢ozicllerin tamaminin buharlastiriimasi gerekmektedir. iletken
levha ve siringa ignesi arasindaki uzaklik azaltildiginda ise, ¢6zucunun
buharlasma vakti azaltilmig olmaktadir. Bu yuzden yapisik ve duzensiz dis

goranamlu lifler elde edilebilmektedir.
2.3.2.3 Ortam Parametreleri

Nemlilik elektro-egirme islemi sirasinda polimer ¢ozicunan performansini
etkileyebilmektedir. Yiksek nemli ortamdan normal ortama tasinan liflerde su
yogunlasmasi lif ylzeyinde goézlemlenmektedir [37]. Ortamin nem degeri ¢ozelti
icerisindeki ¢dzucunun buharlasma miktarini belirlemektedir. Nem orani dusuk
olan ortamlarda ¢o6zelti daha c¢abuk buharlasmaktadir. Bu ortamlarda igne
ttkanmalari daha az olugsmakta ve elektro-egirme sureci daha hizh

gerceklesmektedir.

Kapali  elektro-egirme  sistemlerde, sicakllk, nem, basing kontrolu
gerceklestirimektedir. Basincin dusurilmesi igne ucundaki ¢ozeltide akmalara

neden olmakta bu da koni olusumunu engelleyebilmektedir.
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2.3.3 Elektro-Egirilmis Seliiloz Asetat (CA) Lifler

Seluloz, bitkilerde bulunmasindan dolayr dunyada yaygin olarak kullanilan bir
polimerdir. Tekstil, kagit ve yiyecek sanayide uzun vyillardir kullaniimaktadir.
Sentetik plastiklerin icadindan sonra sellloza olan ihtiya¢g azalmistir. Ancak, dogda
dostu Ozelligiyle yani yenilebilirlik, surdurebilirik ve dogada kolayca
parcalanabilirlik 6zelliklerinden dolay! yeniden 6nem kazanmistir. Nano boyutta
sellloz lifleri doku iskelesi, yara sargillama ve filtreleme gibi birgok 6nemli
uygulamalarda kullanilabilmektedir. Elektro-egirilmis sellloz lifleri olusturmak igin
genelde sellloz asetattan yararlaniimaktadir. Selluloz asetat kolaylikla ¢ozelti
haline getirilebilmekte ve selliloza donusebilmektedir. Biyolojik olarak aktif
maddelerin hareketsizlestiriimesinde, ilag yUkli elektro-egiriimis maddelerde,
hidcre kualturlerinde ve doku muhendisliginde, nano materyal yukli antimikrobiyal
dokularda, biyo aynistirma ve aritma gibi biyomedikal uygulamalarda
kullaniimaktadir [39].

2.4 Okratoxin A (OTA)

Gidalarda mikrobiyal kaynakli toksik bilesikler, bakteri toksinleri ve mantar
toksinleridir. Gidalar Uzerinde Ureyen kufler, bu Urunlerde insan ve hayvanlara
toksik etkili metabolitler olusturmaktadirlar. Bu metobolitlere mikotoksin adi
verilmektedir. Mantarlar insan igin yararli olan antibiyotik ve fermentasyon Grinleri
gibi bazi ikincil metabolitler Uretirler. Ancak mantarlarin gesitli metabolitleri canli
hicreler icin toksiktir. Bu toksinler c¢esitli besin maddelerinde, Uretim ve
depolamadaki c¢evresel kosullara bagl olarak bulunabilmektedir. Okratoksin,
Aspergillus ve Penicillium’ un bazi turleri tarafindan dretilen bir mikotoksindir [1].
Bu grubun ana toksini digerlerine gore daha toksik olan ve daha yaygin gorulen
OTA’ dir.

2.4.1 Okratoksin A Yapisi

Mantarlarin ikincil metabolitlerinden olan okratoksinler, “izokumarin” kismi ve amid
bag ile bagh “fenilalanin” kismindan olusmaktadir. OTA, klorlanmistir bu da dogal
urunlerde pek karsilasiimayan bir 6zelliktir [40].
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Sekil 2.6 OTA molekler yapisi

Okratoksin B (OTB), OTA gibi klorlanmamistir. Okratoksin C (OTC) ise, OTA’ nin
etil esteridir, OTB ve OTC’ ler daha az toksik oldugu icin sensor ¢alismalarinda
daha az yaygin olarak kullaniimaktadir [40]. Bu yuzden okratoksinle alakali ¢ogu

calisma, okratoksin A tayinine yoneliktir.
2.4.2 Analiz Teknikleri

Okratoksin A, bazi tahillar, bira, sarap, kakao, kahve gibi gidalarin yani sira
hayvan yemi kontaminasyonu sonucu et Urunlerinde de bulunabilmektedir [2].
OTA’ nin temel etkisi nefrotoksisitedir ve insanlarda “Balkan Endemik Nefropatisi”
adi verilen bobrek hasarina neden olmaktadir [2]. Avrupa birligi Glkelerinde [3] ve
Tarkiye’ de bazi gidalarda okratoksin A igin maksimum limitler belirtiimistir [4]. Bu
limitler Turkiye icin 0,5-10 pg/kg arasinda degismektedir. Ulkemizde yetistirilen
tarim drunlerindeki Okratoksin A varligi ve bu mikotoksinin distuk miktarlarinin
insan sagligina verdigi zararlar nedeni ile getirilen yasal sinirlamalar hassas

tekniklerle okratoksin A tayini gerekliligini arttirmigtir.

Okratoksin A’ nin insan ve hayvan sagli§i agisindan énemli bir mikotoksin olmasi
nedeniyle, gida ve yemlerde miktarinin belirlenmesi igin ¢esitli kromatografik ve
immuanokimyasal metotlardan yararlaniimaktadir. Bu yontemlerin en ¢ok
kullanilanlari arasinda ince tabaka kromotografisi (TLC), yuksek performansli sivi
kromotografisi (HPLC), enzim-bagli-immiin assay (ELISA) sayilabilir. ince tabaka
kromatografisi ve ylksek basingli sivi kromatografi ydntemlerinin uzun zaman
almasi, drnege kapsamli bir temizleme iglemi uygulanmasi, ¢ok fazla miktarda
¢Ozeltiyle calisiilmasi gibi bazi dezavantajlari bulunmaktadir [5]. ELISA ydnteminin
ise basit olmasi, kisa surede ¢ok sayida analiz yapilabilmesi, fazla solventle
caligsiimamasi gibi avantajlari bulunmaktadir. Buna karsin, mikotoksinlerin Urine
homojen bir sekilde yayllmamasindan dolayi, ELISA ydnteminde az miktarda

ornek kullaniimasi en énemli sorunu olusturmaktadir [6].
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2.5 Tez Calismasinda Kullanilan Yuzey Analiz Yontemleri

2.5.1 Fourier Transform infrared Spektroskopisi - Azaltilmis Toplam
Yansima (FTIR-ATR)

“Fourier transform infrared spektroskopisi” (FTIR) kizilétesi 1sinlari kullanarak
ornek Uzerinde molekuler baglar Uzerinde titresim olusturup yansima olusmasi
sonucu degigen frekansi tespit edip bu degisim miktarina gére goruntuleme yapan
sistemdir [41]. Bu tUr spektroskopi genellikle kimyasal baglar iceren ve bu baglar
hakkinda detayl bilgi gerektiren orneklerin incelenmesinde kullaniimaktadir. Bu
spektroskopide kizildtesi 1sin oncelikli olarak ylksek yansima indeksine sahip
kristal igerisinden 6rnekle bulusmaktadir. Ornede ulasan isinlar 1-2 mikron
derinliginde o6rnege niufuz edip yapisal 06zelliinden kaynaklanan Kkirinim
sonucunda degisen 1sin huzmesi toplanarak optik alicilardan alina goruntu

islenerek kullaniciya sunulmaktadir.
2.5.2 Taramali Elektron Mikroskopisi (SEM)

Vakumlu bir ortamda elektron huzmesinin 6rnek materyal ile etkilesime girerek bu
etkilesim sonucu manyetik ve elektrik dalgalarin yayilmasi sonucu ve bu yayilimin
alicilar tarafindan toplanarak yuksek ¢ozunurlUkte grafiksel olarak gosteriimesi

sistemine denir.

SEM de bir érnegi incelemek igin belli bagh adimlar vardir. Bu adimlarin en énemli
si ve baglicasi ornek hazirlama adimidir. Metalik kaplama yapilmasi gereken
ornek c¢ok ince nanometre kalinliginda bir altin, platin veya paladyum alasimli
metalik film ile kaplanir [41]. Odaklanmis elektronlar ornekle iligkilenip sinyal ve
ISimaya yol agmaktadir. Bu sinyal isaret isleme yontemi ile gozle gorulebilir sekiller

olusturulmaktadir.
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3 MATERYAL VE METOD

Bu c¢alismada, kutle hassas biyosensorlerin  performansini  dogrusallik ve
hassasiyet bazinda arttirmak amaci ile, yuzeyi elektro-egirme yontemiyle
arttirlmis kuvars kristal mikroteraziler (ES-QCM), okratoksin A (OTA) miktar tayini
icin gevirici olarak kullaniimistir. Ylzeyi islem goérmemis “bos” kuvars kristal
mikroteraziler (QCM) ile yuzeyi arttirnimis “ES-QCM” ler, okratoksin A molekulu ile
etkilesime segici olarak giren okratoksin A antikoru (anti-OTA) ile kaplanmig ve
hazirlanan bu iki immunosensorin performansi karsilastiriimistir. Seciciligi test
etmek icin sitrinin kullaniimistir. Tez kapsaminda sunulan c¢alisma dort ana

baslikta incelenebilir:

1. Elektro-egirme c¢aligmalari

2. Elektrot yuzey kimyasal aktivasyonu
2.1. Bog QCM altin yuzeyinde aldehit grubu olugturma
2. ES-QCM yulzeyinde aldehit grubu olusturma

3. Taniyici tabakanin olusturulmasi

4. Immiinosensériin performansinin belirlenmesi

Tez kapsaminda QCM ylzeyinin elektro-egirme yontemi ile arttinlarak
performansinin arttiriimasi, béylece disik derisimlerde OTA miktarlarinin sistem
tarafindan algilanmasi amacglanmigtir. Bu amag¢ dogrultusunda oncelikle seluloz
asetat CA lifler islem parametreleri (gerilim, levhalar arasi uzaklik) degistirilerek
ince ve boncuksuz bir bicimde elde edilmis bdylece ES-QCM olusturulmustur.
QCM performansini yorumlayabilmek i¢cin hem ylzeyi elektro-egirme ile arttiriimis
QCM ylzeylerinde, hem de bos QCM ylzeylerinde aldehit fonksiyonel grubu
olusturulmustur. Bos QCM’ de aldehit grubu olusumu igin dncelikle ylzeyde
sisteamin ile amin grubu olusturulmus, bu grupla bag yapmasi icgin ylzey
glutaraldehit ile etkilegtiriimis ve boylece yuzeylerinde antikorda bulunan amin
gruplari ile tepkimeye girebilecek aldehit grubu elde edilmistir. ES-QCM’ ler igin ise
liflerden oncelikle asetil gruplarinin ayrilmasi gercgeklestiriimigtir. Deasetillenen
lifler sonrasinda sodyum periyodat ile oksitlenerek ylzeylerinde aldehit grubu
olusturulmustur. Aldehit grubu olusturulan ES-QCM ytizeylerine anti-OTA ¢ozeltisi
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damlatilarak, yuzeye antikor immobilizasyonu gercgeklestiriimistir. Bu asamadan
sonra, ES-QCM’ lere ve bog QCM’ lere Oncelikle molekul agirhgindaki farkliligin
etkisini azaltmak amaci ile sigir serum albimin bagli oktatoksin A (OTA-BSA)
immobilize edilmistir. QCM ile etkilestirilen farkl derisimlerdeki toksinlerin
olusturdugu frekans degisimleri tablo edilerek bogs QCM ve ES-QCM igin OTA-
BSA kalibrasyon egrisi olusturulmus ve bu iki egri karsilagtirlmigtir. Bu asamadan
sonra ES-QCM'’ in sadece OTA igeren cozeltilerle (0,5-20 ng/ml) etkilesmesi
gerceklestiriimis, immobilizasyon sonucu olusan frekans degisimlerinden
yararlanarak ES-QCM’ in OTA i¢in kalibrasyon egrisi olusturulmustur. QCM’ in
segiciligini test etmek icin ise OTA c¢aligmalarinda yaygin kullanilan sitrinin (100,
250 ng/ml) kullanmimigtir. ES-QCM’ ler 10 ng/ml OTA-BSA ile etkilestirildikten
sonra, anti-OTA’ larinin bir bolimuandn taniyici bélgesi agikta olan immuinosensor,

100 ve 250 ng/ml sitrinin ile etkilestirilip, frekans degisimleri incelenmisgtir.
3.1. Materyal

Altin yizeyde fonksiyonel grup olusturmak amaci ile sisteamin (cys) ve
glutaraldehitin (glu) sulu ¢ézeltisi (%25 v/v), aldehit amin etkilesimini guglendirmek
icin kullanilan sodyum siyanoborohidrit, altin yizey alanini arttirmak i¢in kullanilan
sellloz asetat (asetil icerigi %39,8), sellloz asetati ¢ozmek igin kullanilan N,N-
dimetilasetamid ve aseton, selliloz asetat liflerin deasetilasyonu igin kullanilan
potasyum hidroksit ve oksidasyonu icin kullanilan sodyum periyodat Sigma-Aldrich
Chemical Co. (St. Louis, USA) firmasindan satin alinmistir. imminosensdriin
taniyici tabakasini olusturacak olan Aspergillus ochraceus Okratoksin A antikoru
GenWay Biotech, Inc (San Diego) firmasindan temin edilmistir. Antijen olarak
kullanilan OTA (Aspergillus ochraceus) ve Ochratoxin A-BSA conjugate
(Aspergillus ochraceus) Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis, USA) firmasindan
satin alinmigtir. Olusturulan immunosensorin segiciliginin  test edilmesinde
kullanilan sitrinin ise, Santa Cruz Biotechnology, Inc (US & Canada) firmasindan

temin edilmistir. Calismada kullanilan bitin kimyasallar analitik standartlardadir.

Tez c¢alismasi kapsaminda kullanilan kimyasallar ya direkt altin ylzey
modifikasyonu igin ya da sellloz asetat lif modifikasyonu igin kullaniimistir. Bu
arastirmada kullanilan bazi kimyasallarin molekul formulleri gizelge 3.1 ve gizelge

3.2’ de gosterilmistir.
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Cizelge 3.1. Altin ylizey modifikasyonunda kullanilan kimyasallarin kapali ve agik

formdalleri
Kimyasal Kapali Molekiil Formiilii Acik Molekil Formiilu
Sisteamin HSCH,CH,NH; HQN/\/SH
O O
Glutaraldehit CsHgO
H H

Cizelge 3.2. CA lif modifikasyonunda kullanilan kimyasallarin kapali ve agik

formulleri
Kimyasal Kapali Molekiil Formiuli Acik Molekil Formiilu
Potasyum hidroksit KOH K—OH
5 ;
Sodyum periyodat NalO,4 Na’ O"::(\‘;O

Tez calismasinda hazirlanan kutle hassas sensorde gevirici olarak, kararli yapisi
ve yuksek sicakliklarda piezoelektrik ozelliklerini kaybetmemeleri nedeniyle
Maxtek Inc., (ABD) firmasindan temin edilen kuvars kristaller kullaniimistir.
Eylemsiz olmalari nedeniyle altin elektrotlu, rezonans frekansi 5 MHz olan ve BT

kesimden daha kararli ve sicaklik katsayilari 1 ppm/°C olan AT kesme tipi kristaller
tercih edilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Kuvars kristal mikroterazinin 6n ve arka gérinumu
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Calismada kristal tutucu (CHC 100C Holder) Maxtek Inc. (ABD) firmasindan temin
edilmis olup 10 cm uzunlugunda, CPVC yapisindadir. Deneylerde kullanilan QCM
kristal frekanslari 5 MHz, AT kesim, parlatiimis ve mat ylzeyli titianyum/altin
kaplamadir. Sivi ortamda QCM ile biyomolekul etkilesimi icin akis hicresi (Maxtek
Ltd. FC-550) kullanilmigtir.

Kuvars kristal ylzey alanlarini arttirmak amaci ile QCM yuzeyi elektro-egirme
yontemi ile kaplanmistir. GAMMA High Voltage Research Inc. (ABD) firmasindan
temin edilen guc¢ kaynaginin [dogru akim (DC) 30 kV] negatif ucu toplayici
levhaya, pozitif ucu ise siringa ignesine baglanmistir. Siringa pompasi (NE 300,
New Era Pump System Inc. ABD) vyardimiyla polimer g¢o6zeltisi sisteme

gonderilmistir.
3.2 Metod
3.2.1 Elektro-Egirme Calismalari

Elektro-egirme yontemiyle yuzeylerde boncuksuz, ince ve surekli nanolif yapi elde
edilmesi amaclanmistir. Bunun igin daha once arastirma grubumuzda yapilan
calismalar da [42-44] g6z onunde bulundurularak bazi parametreler sabit tutulmus
ve yeni sistem igin ideal kosullar belirlenmigtir. Siringa igine yerlestirilecek olan
polimer ¢Ozeltisi kutlece %15 oraninda sellloz asetat (CA) ve %85 kutlece 3:1
oraninda aseton/N,N dimetilasetamit icermektedir. Cozeltilerin her biri ylksek
oranda aseton icerdiginden ve aseton, kaynama noktasi yaklasik 56°C olan
oldukga ugucu bir ¢dzlcu oldugundan tum ¢ozeltiler 100 ml hacimdeki kahverengi
siselerde hazirlanmis ve ¢ift tipa-kapak ile korunmustur. Ayrica her adimda dara
kontrolleri yapilmistir. Homojen c¢ozeltiler manyetik karistiricida gece boyunca

cozeltilerin karigtirilmasi sonucunda elde edilmigtir.
3.2.2 Elektrot Yiizeyi Kimyasal Aktivasyonu

QCM’ ler kullanilmadan 6nce yuzey temizliginin saglanmasi gerekmektedir. Bunun
icin hacimce 3:1 oraninda sulfurik asit ve %30 hidrojen peroksit kullanilarak
hazirlanan pirana ¢ozeltisine 5 saniye slre ile daldirnlarak temizlenen QCM’ler
daha sonra etanol ve ultra saf su ile durulanarak kullanima hazir hale getirilmistir
(Sekil 3.2).
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Sekil 3.2 Kuvars kristal mikroterazi temizleme asamalari

3.2.2.1 QCM Yuzeyinde Aldehit Grubu Olusturma

Oncelikle bir ucunda —SH diger ucunda —NH, grubu bulunan bir ¢apraz baglayici
olan sisteamin ile altin yizeye sahip QCM’ lerde amin grubu olusturulmasi
saglanmistir. Bunun igin 20mM sisteamin ¢ozeltisi sodyum asetat tamponu
(pH:5.5) ile hazirlanmig, altin yluzeyler bu c¢ozeltide oda sicakhdinda 20 saat
bekletiimistir. Yuzeyde amin grubu olusturulduktan sonra yuzeyler, iki ucunda
aldehit bulunan bir ¢apraz badlayici olan glutaraldehit ile aktiflestiriimistir. BU
kademede pH 7.4 fosfat tamponu igerisinde hazirlanmis hacimce % 2,5 lik
glutaraldehit ¢ozeltisi kullaniimistir. Serbest amin uglari ile gluteraldehitin aldehit
uclari reaksiyona girerek sift baz reaksiyonu ile baglanmaktadir. Glutaraldehit
cOzeltisi yuzeye damlatilip, 5 saat bekletildikten sonra ultra saf su ve tampon

cOzeltiyle 5 dakika boyunca yikanmigtir.
3.2.2.2 ES-QCM Yuzeyinde Aldehit Grubu Olusturma

Elektro-egirme ©On deneylerinde altin elektrotlar yerine aliminyum folyolar
ylizeyinde, elektro-egirme islemi ile seliiloz asetat lifleri olusturulmustur. Oncelikle
seluloz asetat liflerden deasetilleme islemi sonucunda asetil gruplarinin ayrilmasi
saglanmistir [45]. Bu islem igin etanol iginde 0,5M KOH c¢ozeltisi hazirlanmis,
liflerin Gzerinde damlatilarak yarim saat beklenmis, su ile yilkama yapildiktan sonra
60°C’ de vakumlu firinda lifler kurutulmustur. Deasetilasyon ile yiuzeyde OH grubu
olusturulan liflerin ylzeyi, sodyum periyodat ile okside edilerek ylzeyde aldehit
grubu olusumu saglanmistir. Bunun igin 2mg/ml-10mg/ml NalO, c¢ozeltileri
hazirlanmigtir. Calkalamali su banyosunda okside edilen 6érnekler, 60 °C’ de

vakumlu firinda kurutulmustur.
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3.2.3 Taniyici Tabakanin Olusturulmasi

Sisteamin ve glutaraldehit capraz baglayicilari ile modifiye edilen yuzeylerde, son
olarak aldehit grubunun varhiginin goézlenmesi ile taniyici tabaka galismalarina
gecilmistir. Taniyici biyomolekdl olarak kullanilacak olan antikorlarin G¢ boyutlu
yapisinin ve aktivitesinin zarar gormemesi gerekmektedir. Bu nedenle tekrar
dondurup ¢dzindlirme basamaklarindan zarar gérmemesi igin -20 "C’ de saklanan
antikorlar (5mg/ml) parcalara (aliquout) ayirilmig, olusturulan stoklar tekrar -20 °C’
ye yerlestirilmigtir. Herhangi bir kontaminasyondan kacinmak icin bu caligmalar
steril kosullarda gerceklestiriimigtir. KugUk hacimlere ayrilan antikorlar,
¢Ozundurllecegi zaman, +4 °C’ de su banyosunda bekletilmistir. Bu ¢éziinmeden
sonra kullanim siresince antikorlar +4 °C’ de buzdolabinda saklanmistir.
Piyasadan temin edilen anti-OTA icerisinde koruyucu (sodyum azid) icerdiginden,
¢bzundirmeden sonra +4 'C’ de 2-3 ay saklanabilmektedir. Diliie antikorlar ise +4

°C’ de en disik 1 mg/ml derisimlerinde olacak bigimde saklanmistir.

Altin ylzeyde olusturulan aldehit grubu ile, antikordaki amin grubu arasinda sift
baz formasyonu olugsmaktadir. Sift baz olusumunu, kararli sekonder amin bagina
indirgemek, sodyum siyanoborohidrit ile mumkundur [46]. Bu amagla 5M sodyum
siyanoborohidrit 1N NaOH igerisinde hazirlanmis ve bu ¢ozelti her 1 ml antikor
¢cozeltisine 1 ul olacak seklide eklenmistir. Yuzeylerinde aldehit grubu olusturulmus
altin elektrotlar Uzerine, 30 yl 1 mg/ml antikor c¢oézeltisi yayillmistir. Bu halde

elektrotlar 1 gece, +4 °C’ de buzdolabinda bekletilmistir.
3.2.4 immiinosensoriin Performansinin Belirlenmesi

Taniyici tabakanin analiti olan okratoksin A oldukga toksik ve teratojen etkileri olan
bir mantar toksini oldugu igin, calismalar ¢cok dikkatle ve titizlikle strdGrGimustar.
Her calisma biyoguvenlik kabini ya da ¢eker ocak iginde yapilmistir. Toksin ile
kontamine olan malzemeler gamasir suyu ile muamele edilerek kilitlenebilen ¢op
kutularina atilmistir. Toksinle temas eden ylzeyler de 6nce metanol ile daha sonra
camasir suyu ile temizlenmigtir. Toksinli cam malzemeler ise, dnce metanol ile
calkalanmis, sonrasinda camasir suyu ile 2 saat, %5 aseton icinde yarim saat

bekletip durulanarak dekontaminasyon islemi gerceklestirilmigstir.

OTA 1s19a duyarli bir kimyasal oldugu ig¢in butin stok ve standart ¢ozeltiler

kahverengi amberli siselerde hazirlanmistir. 0,5-250 ng/ml derigimlerindeki OTA-
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BSA ve 0,5-100 ng/ml derigimlerindeki OTA (1mg/ml metanol iginde) standart
cozeltileri, 0,5 M pH 9.6 karbonat tamponu ile hazirflanmistir. Onceden metanolde
¢ozllerek buzdolabinda saklanan 1 mg/ml sitrinin, 0,5 M karbonat tamponu (pH

9.6) ile 100 ve 250 ng/ml derisimlerinde hazirlanmistir.

Her asamada kutle birikimi ya da kaybi ile olusan frekans degisimleri Research
Quartz Crystal Microbalance (RQCM) sistemi ile olglilmustir. Hazirlanan QCM'’

lerin frekans 6lgimu icin kullanilan dizenek sekil 3.3’ teki gibidir.

Sekil 3.3. QCM frekans dlgim dizenedi.
QCM’ lerin toksinlerle etkilesimi ise biyoglvenlik kabini igerisinde

gerceklestiriimigtir (Sekil 3.4).

Sekil 3.4 QCM’ lerin toksinlerle etkilestirildigi deney dizenegi

3.2.5 Yizey Karakterizasyonu

Yuzeyde modifikasyonlar sonucu olusturulan fiziksel ve kimyasal degisimler SEM

ve FTIR-ATR ile Olglilmustir. Elektro-egirme oncesi ve sonrasi kristallerdeki
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frekans farki Olguldukten sonra ve kristal yuzeylerinin karakterizasyonu Raith
e_LINE Nanolithography System ve FEI Nova NanoSEM 430 cihazlan ile
yapilmistir. Yuzeylerin kimyasal yapilari FTIR-ATR (Perkin Elmer Spektrum 100
FTIR, ABD) ile analiz edilmisgtir.

Tez g¢alismasinda OTA immunosensor hazirlanmasi igin gergeklestirilen

calismalarin basamaklari sematik olarak sekil 3.5’ teki gibi 6zetlenebilir.

®
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Sekil 3.5 immiinosensor hazirlama basamaklarinin sematik goriinimu. A) Bos
QCM modifikasyonlari. B) ES-QCM modifikasyonlari.
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4 DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

Bu tez calismasinda, kuvars kristal mikroterazi (QCM) ylzeyinin elektro-egirme
yontemi ile arttirlarak immunosensor olarak kullanimindaki performansinin
arttinimasi, boylece duguk derisimlerde okratoksin A (OTA) miktarlarinin sistem
tarafindan algilanmasi amaclanmistir. QCM performansinin  degisimini takip
edebilmek i¢in hem ylzeyi elektro-egirme ile arttirimis QCM yuzeylerinde, hem de
bos QCM yuzeylerinde benzer fonksiyonel gruplar olusturulmustur. Yizeyi elektro-
egirme ile arttinlan QCM’' de (ES-QCM) antikor ile etkilesecek fonksiyonel grup
olarak aldehit grubu olusturuldugundan, bos QCM yuzeyinde de ayni fonksiyonel
grup olusturulmaya calisiimistir. Bu yizden bu tezin ilk asamasinda bogs QCM altin
yuzeyinde oOncelikle elektro-egirme yapmadan aldehit grubu olusturulmustur.
Aldehit grubu olugsumu igin Oncelikle yuzeyde sisteamin ile amin grubu
olusturulmus, bu grupla bag yapmasi i¢in yuzey glutaraldehit ile aktive edilmis ve
bdylece bos QCM ylzeylerinde antikor ile etkilesecek olan aldehit grubu elde
edilmigtir. YUzeylerinde aldehit grubu olusturulmus altin elektrotlar Uzerine, antikor
¢Ozeltisi damlatilarak, yluzeye antikor immobilizasyonu gergeklestirilmistir. Cesgitli
derigsimlerde (10-250 ng/ml) hazirlanan sigir serum albimin bagh okratoksin A
(OTA-BSA) cozeltisi ile yuzeyine antikor immobilize ediimis QCM ler
etkilestirilmistir. QCM ile etkilestirilen farkh derisimlerdeki toksinlerin olusturdugu
frekans degisimleri grafige aktarilarak bos QCM igin OTA-BSA kalibrasyon egrisi

olusturulmustur.

Tezin ikinci asamasinda QCM’ in ylzeyi elektro-egirme ile arttirilarak performansi
incelenmistir. Oncelikle segilen selliloz asetat (CA) polimerinden ultra ince lif
eldesi saglanmistir. Sonrasinda CA lif yuzeyine antikorlarin baglanabilecegdi
aldehit grubu olusturma asamalarina gecilmistir. Bunun igin liflerden dncelikle
asetil gruplarinin ayrilmasi gerceklestirilmistir. Deasetillenen lifler sonrasinda
sodium periyodat ile oksitlenerek ylzeylerinde aldehit grubu olusturulmustur.
Aldehit grubu olusturulan ES-QCM yuzeylerine antikor ¢ozeltisi damlatilarak,
yuzeye antikor immobilizasyonu gergeklestiriimistir. Bu asamadan sonra, bos
QCM’ lere sadece OTA-BSA immobilize edilebildiginden dolayi ES-QCM’ lerin
performansi daha sonra karsilastinlabilmesi igin, ES-QCM’ ler de gesitli
derisimlerde hazirlanan (10-250 ng/ml) OTA-BSA c¢ozeltileri ile etkilestirilmistir.

QCM’ ler ile etkilestirilen farkli derigsimlerdeki toksinlerin olusturdugu frekans
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degisimleri tablo edilerek bog QCM ve ES-QCM igin OTA-BSA kalibrasyon egrisi
olusturulmus ve bu iki egri karsilastiriimistir. Bu agsamadan sonra ES-QCM'’ in
sadece OTA igeren cozeltilerle etkilesmesi gercgeklestiriimistir. Bunun igin farkh
derisimlerde hazirlanan OTA ¢odzeltileri (0,5-20 ng/ml) ES-QCM’ ler ile
etkilestirilmis, immobilizasyon sonucu olusan frekans degisimlerinden yararlanarak

ES-QCM'’ in OTA igin kalibrasyon egrisi olusturulmustur.

Tezin son kisminda ise QCM’ in performansi incelenmigtir. Bu amagla OTA-BSA
icin olusturulan bos QCM'’ in kalibrasyon egrisi ile OTA-BSA igin olusturulan ES-
QCM’' in kalibrasyon egrisi karsilastinlip performanslari  grafiklere gore
degerlendirilmigtir. Segcicilik ise OTA calismalarinda yaygin kullanilan sitrinin ile
test edilmistir. Sitrinin 100 ve 250 ng/ml derisimlerinde hazirlanmistir. ES-QCM’ ler
10 ng/ml OTA-BSA ile etkilestirildikten sonra, okratoksin A antikorlarinin (anti-
OTA) bir bolumandn taniyici bolgesi agikta olan immunosensoér, 100 ve 250 ng/mi

sitrinin ile etkilestirilip, frekans degisimleri incelenmisgtir.
4.1 Elektro-Egirme Caligmalari

Kltlece %15 sellloz asetat ¢Ozeltisi yatay sistemde 0,7 mm igne capi, sicaklik,
nem, islem suresi sabit tutularak igslem parametrelerinin (igne ve toplayici levha
arasindaki mesafe, uygulanan gerilim) degistiriimesi ile sistem parametreleri
optimize edilmistir. igne ve toplayici levha arasindaki mesafe 15-17 cm arasinda
degigtirilirken, 10-15 kV araliginda yuksek gerilim uygulanmigtir. Polimer sisteme
0,1 ml/sa hiziyla beslenmistir. Cizelge 4.1’ de gosterilen 1 den 7’ ye kadar olan

orneklere degisik parametrelerde elektro-egirme islemi yapilmistir.

Cizelge 4.1 Elektro-egirmede kullanilan iglem parametreleri

Ornek 1 2 3 4 5 6 7

Plakalar Arasi 15 15 15 15 15 17 17
Mesafe (cm)

Gerilim (kV) 15 13 12 11 10 11 12

Elektro-egirme iglemleri sonucunda elde edilen ornekler elektro-egirme oncesi ve
sonras| kristallerdeki frekans farki O&lglldikten sonra kristal ylzeylerinin
karakterizasyonu SEM ile gergeklestiriimistir. 1-5 arasi 6rneklerde diger

parametreler sabit tutulurken uygulanan gerilim dusUrdimustar. Bu oérneklerin lif
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yapilari incelendiginde ince fakat surekli liflerin degdil boncuklu liflerin olustugu

gorunttlenmistir (Sekil 4.1).

Sekil 4.1 a) 1, b) 2 numaralh érnedin boncuklu lifleri ve ¢aplarinin SEM ile elde
edilen goruntuleri

Elde edilen goérUntuler sonucunda diger parametreler sabit tutulurken plakalar
arasi gerilimin 4 ornegine 11 kV uygulanmasi ile seliloz asetat liflerindeki
boncuklu yapinin ortadan kalktigi ve bu kritik voltaj degerinde daha homojen

liflerin elde edilebildigi gézlemlenmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2 4 numarali 6rnekteki liflerin ve lif caplarinin SEM goéruntuleri

5. érnekte 10kV’ a dusurllen voltaj degerinde elektro-edirme yapilabilmesi igin
kritik voltajin asilamadigi ve Taylor konisinin olusturulamadigi gorulmus, gerilim
daha fazla digsurulmemistir. Bu agsamadan sonra en iyi lif morfolojisine sahip olan
4 numarall 6rnekte gozlemlenen lif ¢aplarini duslirmek igin 6 numarali 6rnekte
gerilim elektro-egirme icin uygun bulunan 11kV dederinde sabitlenmis, plakalar
arasi mesafe arttirlarak (17cm) daha ince lif elde edilmeye calisiimistir.

Sonucunda lif gaplarinin kuguldagu goruntilenmistir (Sekil 4.3).

Bilkent NanoTAM
Serial No. = SUPRA 35-25-

Sekil 4.3. 6 numarali 6rnekteki liflerinin morfolojisi
6 numarall érnekte denenen parametrelerden bu kez sadece gerilim arttirilarak 7
numarall érnede elektro-egirme islemi gergeklestiriimis, fakat boncuk olusumunun

tekrarlandidi gézlemlenmistir (Sekil 4.4).

38



Sekil 4.4 7 numarali 6rnekteki liflerinin morfolojisi
Elektro-egirme deneyleri sonucunda, en uygun parametreler kitlece %15 sellloz
asetat %85 kutlece 3:1 oraninda aseton/N,N dimetilasetamit (DMAC) kullanilarak
hazirlanan, besleme hizi 0,1 ml/sa, plakalar arasi mesafe 17 cm, plakalar arasi
gerilim 11kV olarak uygulanan 6 numarali &rnekteki parametreler olarak

belirlenmistir.

Elektro-egirme sonucunda uygun bulunan c¢ozelti parametreleri ve fiziksel
parametreler olan 17 cm plakalar arasi mesafe, 11 kV gerilim uygulanarak kuvars
mikro terazi yizeyleri 0,1 mi/sa akis hizi ile 90 saniye boyunca sellloz asetat lifleri
ile kaplanmigtir. En uygun parametreler ile kaplamadan sonra c¢ekilen SEM

goruntusu ve olusturulan histogram grafigi Sekil 4.5 teki gibidir.
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Sekil 4.5 a) EIektro-eQirme ile QCM yuzeylnde olusturulan sellloz asetat liflerin
SEM goéruntusu, b) histogram grafigi.

4.2 QCM’ lerin Yiizey Modifikasyonu ve Karakterizasyonu

4.2.1 Bos QCM Modifikasyonlari

Oncelikle bir ucunda —SH diger ucunda —NH, grubu bulunan bir ¢apraz baglayici
olan sisteamin ile altin yuzeyde amin grubu olusturulmasi saglanmigtir. Bunun igin
20mM sisteamin ¢dzeltisi sodyum asetat tamponu (pH:5.5) ile hazirlanmisg, altin
yuzeyler bu ¢ozeltide oda sicakhiginda 20 saat bekletiimistir. Yuzeylerin kimyasal
yapilari FTIR-ATR ile analiz edilmistir, grafigi Sekil 4.6’ daki gibidir.
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Sekil 4.6 QCM yuzeyinde amin grubu olusumu sonrasi FTIR-ATR spektrumu

Spektrumda 1571 cm™ de gbzlenen genis bant, amin grubuna ait geriime
titresimlerinden kaynaklanmaktadir. Yuzeyde amin grubu olusturulduktan sonra
yuzeyler, iki ucunda aldehit bulunan bir c¢apraz baglayici olan glutaraldehit
kimyasali ile aktiflestirilmistir. pH 7.4 fosfat tamponu igerisinde hazirlanmis % 2,5
(v/v)* lik glutaraldehit ¢ozeltisi kullaniimistir. Serbest amin uglari ile glutaraldehitin
aldehit uclari reaksiyona girerek schiff baz reaksiyonu ile baglanmaktadir [46].
%2,5 (v/v) glutaraldehit ¢ozeltisi yuzeye damlatilip, 5 saat bekletildikten sonra
deiyonize su ve tampon c¢Ozeltiyle 5 dakika boyunca yikanmigtir. Yuzeylerin
glutaraldehitle aktivasyonu sonrasi, 1728 cm™ de aldehit grubundan kaynaklanan
C=0 bandi gézlenmistir (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7 %2,5 glutaraldehit ile etkilesimde sonraki QCM’ in FTIR-ATR spektrumu
Sisteamine ve glutaraldehit ile etkilegtirilen ylzeyde, agikta amin gruplarinin halen
bulundugunu gérilmektedir. Bu problem glutaraldehit kimyasalinin derisimi %5’ e

kadar arttirarak ¢ozulmustar (Sekil 4.8).

157132
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1800
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Sekil 4.8 %5 glutaraldehit ile etkilesimde sonraki QCM’ in FTIR-ATR spektrumu
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Sekil 4.9’ da kimyasal modifikasyon basamaklari gosterilmektedir. Bu grafikte en
ustte gOsterilen egri, bos altin yuzeyin FTIR-ATR ile karakterizasyonunu
gOstermektedir. Sisteamin immobilizasyonu ile olusan amin grubunun piki ortada
bulunan egride gézlemlenmektedir. Daha sonra glutaraldehit immobilizasyonu ile
yuzeydeki butin amin gruplari kaplanmis ve yerini agikta kalan aldehit gruplarina

birakmistir. En altta verilen egri de bu durumu gostermektedir.
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Seki 4.9 Bos, sisteamin (cys) ile muamele edilmisg, sisteamin (cys) ve glutaraldehit
(glu) ile muamele edilmis QCM’ lerin FTIR-ATR spektrumlarinin karsilastiriimasi

43



4.2.2 ES-QCM Modifikasyonlari

Elektro-egirme ©On deneylerinde altin elektrotlar yerine aliminyum folyolar
ylizeyinde, elektro-egirme islemi ile selliloz asetat lifleri olusturulmustur. Oncelikle
sellloz asetat liflerden deasetilleme islemi sonucunda asetil gruplarinin ayrilmasi
saglanmistir [47]. Bu iglem igin etanol i¢cinde 0,5 M potasyum hidroksit (KOH)
¢Ozeltisi hazirlanmig, liflerin Gzerinde damlatilarak yarim saat beklenmisg, su ile
yikama yapildiktan sonra 60°C’ de vakumlu firinda lifler kurutulmustur. Sellloz
asetat liflerinden asetat gruplari uzaklastirilarak, ytzey hidrofiliklestirilmistir ve bu
hidrofiliklik temas agisi olgumleri ile dogrulanmistir. Temas agisi deasetilasyon
Oncesi ortalama 58,56 degerindeyken, deasetilasyon sonrasinda odlgulemeyecek
kadar dusmaustur (Sekil 4.10).

a b

Sekil 4.10 Deasetilleme 6ncesi (a) ve sonrasi (b) temas agisi goruntileri

Yiizeyi hidrofiliklestiren OH grubu bantlari FTIR-ATR da 3500 cm™ degerinde
g6zlemlenmektedir. Ayni zamanda asetil gruplari yuzeylerden ayrilacagi igin asetil
grubu bantlarinda, deasetillenmemis drneklere gore azalma gozlemlenmistir (1750
cm™ C=0, 1370 cm™ C-CH3, 1238 cm™ C-O-C) (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11 Deasetilleme oOncesi ve sonrasi sellloz asetat liflerin FTIR-ATR
spektrumu

Deasetilasyon ile ylzeyde OH grubu olusturulan fiber ylzeyi, sodyum periyodat
(NalO,) ile okside edilerek yuzeyde aldehit grubu olugsumu saglanmistir. Bunun
icin 2 mg/ml - 10 mg/ml NalO, c¢ozeltileri hazirlanmistir. Calkalamali su
banyosunda okside edilen o6rnekler, 60°C’ de vakumlu firinda kurutulmustur.
Ozetle gerceklestirilen islem parametreleri gizelge 4.2’ deki gibidir.

Cizelge 4.2 Elektro-egirme ile olusturulan seliloz asetat fiberlerin deasetilleme ve
oksitleme parametreleri

Elektro-egirme Deasetilleme Oksidasyon

%15 (w/w) CA

DMAC/Aseton — —
(3:1)

%15 (w/w) CA

DMAC/Aseton o 0.5M KOH —
3:1) 60°C vakumda kurutma

0,

é’hl/lig}’gvl)et%ﬁ 0.5M KOH 2mg/ml NalO,
3:1) 60°C vakumda kurutma 60°C vakumda kurutma

0,

[/)"I\lﬂi(c"}”A"?egﬁ 0.5M KOH 5mg/ml NalO,
(3:1) 60°C vakumda kurutma 60°C vakumda kurutma

0,

g&ig}’g’&gﬁ 0.5M KOH 8mg/ml NalO,
3:1) 60°C vakumda kurutma 60°C vakumda kurutma

0,

[/)"I\lﬂig’}”A"?egﬁ 0.5M KOH 10mg/ml NalO,
(3:1) 60°C vakumda kurutma 60°C vakumda kurutma
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FTIR-ATR sonuclarina gére 3 numarali érneklerde 1720 cm™ dalga sayisinda
aldehit grubu bandi elde edilmistir (Sekil 4.12).

Deasetillenmis

CA/Iif
/ Oksitlenmis
1720 €A lif
3500 3000 2500 2000 1500

Dalga Sayisi (cm™?)

Sekil 4.12 Deasetillenmis ve oksitlenmis selliloz asetat liflerin FTIR-ATR
spektrumu

Yuzeyde aldehit gruplari elde edildikten sonra, ylUzeye antikor immobilizasyonu
deneylerine gecilmistir.

4.3 Antikor immobilizasyonu

Sisteamin ve glutaraldehit capraz baglayicilari ile modifiye edilen ylzeylerde, son
olarak aldehit grubunun varhginin gézlenmesi ile antikor ¢alismalarina gegilmistir.
Yuzeylerinde aldehit grubu olusturuimus QCM uzerine, 30 pl 1 mg/ml antikor
cozeltisi yayllmistir. Bu halde elektrotlar 1 gece, +4°C’ de buzdolabinda
bekletilmistir. Antikor immobilizasyonundan sonra elde edilen FTIR-ATR verileri
grafikteki gibidir.
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Sekil 4.13 Antikor immobilizasyonundan sonra QCM’ in FTIR-ATR spektrumu

Antikor immobilizasyonundan sonra 1500-1560 cm™ dalga sayilari arasinda pikler
olusan amid baglari gdstermektedir. 1600-1700 cm™ arasinda olusan pikler
antikorun yapisinda bulunan alfa heliks ve beta pilili yapilarindan

kaynaklanmaktadir [48]. Boylece antikorun yuzeydeki varligi gosterilmistir.
4.4 Frekans Olgiimleri

Her asamada kutle birikimi ya da kaybi ile olusan frekans degisimleri Research
Quartz Crystal Microbalance (RQCM) sistemi ile dlgulmuastur. Frekans degisimleri,
bos QCM asamasindan baslayarak, her basamakta bes dakika boyunca olgulmus
ve yorumlanmistir. Bos QCM’ in ve ES-QCM’' in modifikasyonlardan sonra

olusturdugu frekans sapmalari gizelge 4.3’ te gosteriimektedir.

Cizelge 4.3 Bos QCM ve ES-QCM’ in modifikasyonlardan sonraki frekans
degisimleri

Frekans Sapmasi® (Hz)

Metod // Yiizey Bog QCM ES-QCM

Sellloz asetat elektro- — 1244.7 £ 15.1
egirme
Sellloz asetat fiber — 58.6+7.3
deasetilasyon ve
oksidasyon
Sisteamin ve glutaraldehit 297.0+£9.1 —

ile altin ylzey
modifikasyonu

Anti-OTA immobilizasyonu 1109.6 + 8.8 2337.4 +10.2

2 Olcimlerin ortalamasi.
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Capraz baglayici ve biyoajan immobilizasyonu sonucunda yuzeylerinde kutle
biriken QCM’ lerin frekanslari azalmigtir. Ayni sekilde, elektro-egirme yontemi ile
yuzey alani arttirlmig QCM’ lerin de frekanslarinda disus olusmaktadir. Elektro-
egirme yontemi ile ylzeyi polimer ultra ince liflerle kaplanan QCM’ lerde, ylzeye
90 saniyeden daha uzun sure kaplama yapildiginda QCM’ lerin kristalliginin
yuksek voltajlara maruz kalmaktan dolaylr hasar gordugu, bu yuzden frekans
degerlerinin Olgllemedigi goérulmastir. Ayrica yuzeyi seliloz asetat liflerle
kaplanan QCM’ lerin Uzerlerine yuklenen agirliktan sonra, performanslarinin
digsmemesi gerekmektedir. Bu yluzden ylzeyi yeterli agirlikta sellloz asetat liflerle

kaplamak, bu tur riskleri azaltmaktadir.

ES-QCM’' de antikor immobilizasyonundan sonra olugan frekans degisimi, bos
QCM’ e gore daha ylksek olmustur. Bu da ES-QCM’ in daha fazla antikor

immobilize edebilecegini gostermektedir.
4.5 OTA immiinosensér Deneyleri

Antikor immobilize bos QCM’ lere 6ncelikle yiksek derisimlerde OTA ile muamele
edilmis, OTA’ nin distk molekll agirhgindan dolay yeterli frekans degisimi elde
edilememigtir. Bu yizden bog QCM galismalarina BSA bagli Okratoksin A (OTA-
BSA) ile devam edilmistir. Antikor immobilizasyonu basamagindan sonra ES-
QCM ve bos QCM’ lerin gesitli derisimlerde (10-250 ng/ml) OTA-BSA ile
etkilesgtiriimesi asamasina gegilmistir. QCM’ lerin toksinlerle etkilesimi,
biyoguvenlik kabini icerisinde, akis hlcresi ile gerceklestiriimistir. Akis hlcresine
baglanan her bir QCM’ in yluzeyinden dncelikle karbonat tamponu (pH:9.6) 7 ml/sa
akis hizinda gecirilmis ve 10 dakika boyunca frekansi olgtlmustur. Frekans degeri
sabitlenen QCM’ lere daha sonra gesitli derisimlerde OTA-BSA ¢dzeltileri ile ayni
akis hizinda muamele edilmis, sonra tekrar yluzey karbonat tamponu ile yikanmig
ve olusan frekans dusus degerleri kaydedilmigtir. Bu frekans degisimi degerlerine

dayanarak olusturulan ES-QCM ve QCM kalibrasyon egrileri grafikteki gibidir.
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Sekil 4.14 ES-QCM’ in ve QCM’ in ¢esitli derigsimlerde OTA-BSA ¢Ozeltilerine karsi
frekans sapmalarini gésteren kalibrasyon egrileri

Grafikten anlasilacagl Uzere, ES-QCM’ in, ayni derigsimlerde OTA-BSA’ ya karsi
gosterdigi frekans kaymasi, QCM’ e gbre daha yuksek olmustur. Bu da olusturulan
immunosensorun hassasiyetinin arttirildiginin bir gostergesidir. Bu agsamadan
sonra bogs QCM, OTA iceren c¢Ozeltilerle etkilestiriimis ancak OTA’ nin diguk
molekller agirhigindan dolayr yeterli frekans degisimleri elde edilememistir
(Cizelge 4.4). Bu yuzden ES-QCM sadece OTA iceren ¢ozeltilerle etkilestirilmigtir.

Cizelge 4.4 Bos QCM ve ES-QCM’ in ¢esitli konsantrasyonlarda OTA ve OTA-
BSA'’ ya karsi gosterdikleri frekans degisimleri

Frekans Degisimleri (Hz)

Derigimler
Bos QCM ES-QCM
10-250 ng/ml OTA-BSA 0 -2000 0 —-5000
0,5-20 ng/ml OTA — 0-120

Bunun igin farkli derisimlerde hazirlanan OTA ¢dzeltileri (0,5-20 ng/ml) ES-QCM
ler ile etkilestiriimis, immobilizasyon sonucu olusan frekans degisimlerinden

yararlanarak ES-QCM’ in OTA i¢in kalibrasyon egrisi olusturulmustur (Sekil 4.15).
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Sekil 4.15 ES-QCM’ in OTA ¢ozeltilerine karsi frekans sapmalarini gésteren
kalibrasyon egrisi.

Sekil 4.15" te ES-QCM’ in cgesitli derisimlerdeki OTA derigimlerine karsi verdigi
frekans degisimleri gosteriimektedir. Bu grafikten 0,5-20 ng/ml OTA derisimlerine
denk gelen frekans kaymalarini gésteren noktalar ve 0,5-5 ng/ml OTA derisimleri
igin olusturulan lineer kalibrasyon egrisi elde edilmistir. Elde edilen biyosensoérin

LOD degeri 0,2 ng/ml olarak hesaplanmistir.
4.6 Segiciligin Test Edilmesi

Bu calismada secicilik OTA imminosensor calismalarinda siklikla kullanilan
sitrinin ile test edilmistir [45]. Bu asamada sitrininin anti-OTA ile gapraz reaksiyona
girip girmedigi frekans degdisimleri ile dlgulmustir. Yapilan deneylerde, ES-QCM’ in
10 ng/ml OTA-BSA icin verdigi frekans degisiminin 367.3 + 3.1 Hz degerinde
oldugu bulunmustur. Gelistirilen immunosensor, bu derisimde alinan frekans
sapmasina karsi, ayni hacimde daha yluksek derisimlere daha yuksek frekans
degisimleri ile tepki vermigtir. Yani en dusuk derisimlerdeki OTA-BSA’ da alinan bu
frekans degerine go6re, antijeni ile henlz etkilesmemis anti-OTA’ lar
bulunmaktadir. 10 ng/ml OTA-BSA ile etkilestirildikten sonra, anti-OTA’ larinin bir
bolimandn aktif bolgesi agikta olan immunosensoér, 100 ve 250 ng/ml sitrinin ile
etkilestirilip, frekans degisimleri incelenmistir. Olusabilecek bu ¢apraz reaksiyonu

test etmek igin olugan frekans degisim degerleri gizelge 4.5’ teki gibidir.
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Cizelge 4.5 OTA ES-QCM immunosensorun segiciliginin sitrinine karsi test
edilmesi

Eklenen Derigimler (ng/ml)

OTA-BSA Sitrinin Frekans Sapmasi® (Hz)
10 _ 367.3 + 3.1
10 100 372.1+3.4
10 250 363.6 + 5.3

# Ortalama * Standart sapma (n=5)

Elde edilen frekans degisimlerinin, sadece OTA-BSA varliginda elde edilen
frekans degisimi ile benzer oldugu gdézlemlenmistir. Dolayisi ile sitrinin ve OTA-
BSA ile etkilestirilen ES-QCM’ lerdeki anti-OTA antikorlari sitrininle g¢apraz
reaksiyona girmeyerek OTA-BSA’ lar tercih etmis, sitrinin etkilesimi bakimindan
anlamh bir frekans degisim degeri vermemistir ve bu da segciciligin yeterli

oldugunun bir gostergesidir.
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5 SONUC

Bu arastirmada QCM vylzeyinin elektro-egirme yontemi ile arttirlarak
performansinin arttirlmasi, boylece yuzeye daha fazla immunoajan yerlestirerek
dusuk derisimlerde OTA miktarlarinin  sistem tarafindan algilanmasi
amaclanmistir. Bu amag¢ dogrultusunda elde edilen sonuglar maddeler halinde

Ozetlenmistir.

1- CA liflerin, inceligi kadar homojenligi de ©nemli bir parametredir. ileri
calismalarda daha homojen liflerle daha genis derigsimlerde dogrusalliga sahip
kalibrasyon egrileri elde edilebilir. Ayrica CA lifler her ne kadar suda ¢ozinmeseler
de, akis hicresi ile su ile surekli etkilesim altinda olan ES-QCM’ in ylzeyinden
kopmalar meydana gelebilmektedir. ileriki calismalar bu problemi en aza

indirgeyecek sekilde gerceklestiriimelidir.

2- Elektro-egirme sonucu elde edilen CA fiberler ile QCM ylzey alani arttiriimis,
bdylece ylzeye daha yogun biyoajan yerlestirilebilmistir. ES-QCM kalibrasyon
edrisi bos QCM kalibrasyon egrisi ile karsilastinldiginda daha yuksek
performansta calisabildigi gézlemlenmigtir. Ayrica bogs QCM tarafindan dusuk
molekuler agirligindan dolayr olgulemeyen okratoksin A, ES-QCM ile
Olgulebilmigtir. Bu sonug da QCM’ lerde OTA tayini igin yapilan arastirmalarda
OTA-BSA ve OTA’ yi birlikte kullanma zorunlulugunu ortadan kaldirabilir bir

sonugtur.

3- Olusturulan ES-QCM, kalibrasyon egrisine gore olgebildigi dustk derigimler ile
gida orneklerinde ileriki calismalarda test edilerek uygulama alani geligtirilebilir

niteliktedir.

4- Segicilik sitrinin ile test edildiginde ise elde edilen frekans degisimlerinin, sadece
OTA varliginda elde edilen frekans degisimi ile benzer oldugu goézlemlenmigtir.
Dolayisi ile sitrinin-OTA ile etkilestirlen ES-QCM’ lerdeki anti-OTA antikorlari
sitrininle capraz reaksiyona girmeyerek sadece OTA’ lari tercih etmis, sitrinin
etkilesimi bakimindan anlaml bir frekans degisim degeri vermemistir ve bu da

seciciligin yeterli oldugunu dustundurmektedir.
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