5 OZET
MANYETIK LEVITASYON DUZENEGi iCINDE MERCEKSiZ HOLOGRAFiK
MIKROSKOBI GORUNTULEME TEKNIGINI KULLANILARAK PROTEIN TESPITI

Bulug, manyetik levitasyon platformuna entegre edilen merceksiz holografik mikroskop

10 gorintileme teknidi ile biyomolekiil tespit edilmesi ile ilgilidir.
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ISTEMLER

1. Biyomolekiil tespit eden manyetik levitasyon platformu olup ozelligi;

+ Aynlkutuplar[birbirine bakacak sekilde dizenlenmis Ust mlkhatis] (5) ve alt
mlkhatsl {7) olmak UGzere iki adet mkhatlsl ve bahsedilen mkhatElara (5,7)
aras[oh yerlestirilen ve analiz edilecek numunenin aktarIdGCbir kapiler kanal

{6) igeren manyetik levitasyon diizenegi (2),

e Manyetik levitasyon diizenegine (2) entegre edilen en az bir noktasal 5kl
kaynag[X8) ve uzerinde herhangi bir optik eleman bulunmayan en az bir
gorintli sensorl (4) iceren merceksiz holografik mikroskop sistemi (3)

icermesidir.

. Istem 1 ‘e uygun biyomolekiil tespit eden manyetik levitasyon platformu olup

ozelligi; bahsi gecen noktasal 5K kaynagmll LED, lazere eslenmis fiber optik kablo

ve/veya idne deligi olmas(dir]

. Istem 1 ‘e uygun biyomolekiil tespit eden manyetik levitasyon platformu olup

ozelligi; Kapiler kanalll (6) goéruntll sensoriiniin (4) lzerine Imm’'den daha az bir

mesafe kalacak sekilde yerlestirilmesidir.

. Istem 1 ‘e uygun biyomolekill tespit eden manyetik levitasyon platformu olup

ozelligi; bahsi gecen goriintlii sensoriiniin {4) CMOS veya CCD gorlintli sensorii
olmas(dlr]

. Biyomolekiil tespit cihazOolup ézelligi; Istem 1’2 uygun manyetik levitasyon

platformunu icermesidir.

. Merceksiz holografik mikroskop gdriintlileme teknigi entegre edilen manyetik

levitasyon platformu ile biyomolekiil tespit yontemi olup dzelligi;
Noktasal Kl kaynad[d(8) oniine vyerlestirilen bir igne deligi ile EIGnl uzamsal
filtrelenmesi,

Gorintl sensdrld {4) onlinde iki mlkhatls] (5,7) araslida konumland[tlith(s] kapileri

kanal (6) icerisindeki analiz edilecek numunenin aydnlatIthas(]

Numuneden klrlan EIGIN arka planda bulunan referans Bkl ile girisimi sonucu olusan
hologramlarlnl elde edilmesi ve kaydedilmesi,
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o Kaydedilen hologramlar senstr dizleminden numunenin oldudu senstre dik
eksende (z-ekseni) dijital olarak taranarak nesnelerin odakta oldudu dizlemin

bulunmasld

o Manyetik duyarlllkl degisiminden kaynaklanan levitasyon yiiksekligindeki degisimin

dlgulerek biyomolekil tespitinin gerceklesmesi
islem admlarblOkermesidir.

7. Istem 6’ ya uygun biyomolekiil tespit yontemi olup ozelligi; protein tespitinde

polimerik ve paramanyetik kiireciklerin kullanIthas(dlrl

8. Istem 7' ye uygun biyomolekill tespit yontemi olup ézelligi; polimerik ve
paramanyetik kireciklerin tespit edilmek istenen proteini algldyacak molekiiller ile

kaplanmasdir]
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TARIFNAME

MANYETIK LEVITASYON DUZENEGI ICINDE MERCEKSIZ HOLOGRAFIK
MiKROSKOBI GORUNTULEME TEKNIGINI KULLANILARAK PROTEIN TESPITi

Bulusun Ilgili Oldugu Teknik Alan

Bulug, klinik ve arastlcma laboratuvarlarUile gunlik hayatta hasta bas[ltestlerde (POC)
kullan@@bilecek biyomedikal bir cihaz ile ilgilidir.

Bulus, medikal sekttriinde birgok farklChastal§nl teghis ve takibinde kullanl@bilecek testlere

yonelik dzellesebilecek niteliktedir.
Bulusla Ilgili Teknigin Bilinen Durumu (Onceki Teknik)

Manyetik levitasyon prensibi ile protein saptanmaslicin geleneksel bir mikroskop sistemine
ihtivag duyulmaktad Platform mikroskop tablasi yerlestirilerek platform {izerinde bulunan
aynalar yardmfyla mikroskobun [SIKl kaynadntan gelen [SIK huzmesi mikrokapileri kanaldan
gegirilerek objektifte toplanmas[kadlanlpl goriintii elde edilmektedir. Bu nedenle platform
ancak bu cihazlarll bulundugu ve kullanma beceri ve editimine sahip teknik personelin

oldudu laboratuvarlarda islevsel olmaktad[t]

Geleneksel mikroskoplarda gorinti elde etmek igin kullanl@n en dastk blyitme gliclindeki
objektif (6rn. 5x) dahi mikrokapileri kanallnl ancak belli bir bdliminin gérantilenmesine izin
vererek Ozellikle aklsl altlbda yapldn testlerde saptama hassasiyet ve spesifisitesinin

diismesine sebep olmaktad[rl

Benzer sekilde, dnceki teknikte mikroskoba yerlestirilen manyetik levitasyon platformunda
mikroparcacKlarnl konumlarill dogru hesaplanabilmesi icin mlkhat[Slve mikrokapileri kanal (ol
kenarlarnlnl ayrCayr[&lle odaklan@rak belirlenmesi ve bu koordinatlar referans allbirak kanal
icerisindeki mikroparcacklarnl yuksekliklerinin saptanmasd] ile ozk(tleleri
hesaplanabilmektedir. Fakat, platformun farklCkesitlerine her islemde tekrar odaklanT@rak
kalibre edilmesi hem is yukidne hem de insan hataslh ve ¢lgumler araslnda tutarszlKklar(nl

ortaya ¢lkinasinh sebep olmaktadtl

Teknigin bilinen durumunda manyetik levitasyon sistemi protein-ligand baglanmas(nlnl
incelenmesinde kullanlaktadE]l Bu badlamda protein-ligand bagdlanmashb bagdlColarak

mikroparcacKlarl levitasyon yiiksekligindeki degisimi incelenmektedir. Levitasyon yliksekligi-
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yogunluk korelasyonundan, levitasyon yiksekligi deneysel olarak belirlenen parcacklarh)

uzerlerine baglanan protein miktar[fesaplanabilmektedir.

WO 2018/089760 Al numaral[patent dokimanibla manyetik levitasyon ile en az bir antikor
kaplCkiirecik ile en az bir antijenin kompleks olusturarak manyetik alan varlginda manyetik
levitasyon vyiksekligi dedisiklidi ile antijen tespit yontemi ile ilgilidir. Hedef antijenin

badlanmas3onucu dedisen mikropargaclkl 6zkiitlesi lizerinden tayin yaplImaktadI]

Bulusun K(sa Ag¢Klamas[ve Amaglar(]

Bulusun éncelikli amacCinanyetik levitasyon platformuna entegre edilen merceksiz holografik

mikroskop goriintiileme teknidi ile protein tespitinin gergeklesmesidir.

Bulusta manyetik levitasyon vyiiksekliginin dediserek protein tespitinin gerceklesmesi
mikroparcacklara  badlanan  proteinden  kaynakld oOzkiitle degisiminden  dedil,
mikroparcaclklara badlUhedef proteine 6zgll olarak badlanan paramanyetik dzellikteki nano-
parcaclklar nedeniyle meydana gelen manyetik duyarllIKldedisiminden kaynaklanmaktadIr]

Bulus ile, manyetik levitasyon platformuna entegre edilen merceksiz holografik mikroskop
sistemi, gorintileme igin geleneksel mikroskop sistemlerine olan ihtiya¢c ortadan
kaldtthist &l Boylelikle, elde tashhbilecek kadar kompakt ve portatif olmashdan dolay
sadece geleneksel mikroskop sistemlerinin oldugu arastlfina ya da klinik laboratuvarlara olan
bag ml [k ortadan kald[lIth st Ir]

Bulus merceksiz holegrafik mikroskop sisteminde herhangi bir hassas ve pahalCptik eleman
{mercek, ayna, filtre vb.) kullanlhad(dlicin hem cok daha portatif, hafif ve ucuz bir tasar(
elde edilmekte ve hem de cevresel faktdrlere kars[Cheleneksel mikroskop sistemlerine gére
¢ok daha dayanakidirl Boylelikle laboratuvarlar disinda giinlik hayatta rahatlkla
kullandbilmektedir.

Bulusta mercek kullanlthadan mikrokapileri kanal, gérintl sensérii (zerine yerlestirilerek
kanal icerisindeki mikroparcacKlarl hologramlarkaydedilip dijital olarak islenerek goriintiiler
elde edildigi icin goriintlleme sireci buylk 6lglide platformun fiziksel kosullarikan ve
kullanan kisinin bilgi ve tecribesinden baglms(zl olarak otonom olarak siirdiirilebilmektedir.
Kaydedilen hologramlar dijital olarak sensér dlizleminden gdrintiilenen mikroparcacklar(nl
oldugu dizleme dogru tarand@in bu aralkta bulunan mikhatSlve kapileri kanala herhangi
bir elle odaklama islemi gerektirmeksizin otomatik olarak odaklanlf, koordinatlarl]
saptanabilmekte ve konumlar[3aptanan mikroparcacklaril bu koordinatlara gdre pozisyonlar(]

otomatik olarak hesaplanabilmektedir.
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Geleneksel mikroskop sistemlerine géire ¢ok daha biyiik (40x mikroskop objektiflerine gbre
50 kattan fazla) bir kapileri alanCgorintilenebildigi icin daha hassas olgiimler mamkiin
olabilmektedir. Ozellikle akSlgerektiren dlgiimlerde mikropargacK konumlar @il daha uzun bir
kapileri mesafesi boyunca dengelenmesi gézlemlenerek daha hassas bir sekilde dzkiitlelerin
hesaplanabilmesi mimkiin olabilmektedir. Daha genis bir alan goriintllendigi igin aynd
zamanda birden fazla farklCbiyofiziksel ozellikte mikroparcac@inl da aynChnda hassas ve

spesifik bir sekilde gérintilenmesini mimkin k[@bilmektedir.

Bulugu Ac¢lklayan Sekillerin Tanhlard

Bu bulusla gelistirilen, manyetik levitasyon platformuna entegre edilen merceksiz holografik
mikroskop goriintileme teknigi ile protein tespitinin daha iyi anlas@bilmesi icin hazldanan
sekiller asag(dh acklanmaktad(rl]

Sekil 1: (a) Merceksiz holografik mikroskop goriintiileme teknidi entegre edilen manyetik
levitasyon platformunun gdsterimi. (b) Platformun kesit gériintlisi.

Sekil 2: Manyetik levitasyon ilkesi kullanarak protein tahlil ydnteminin sematik gosterimi. g

ve B, sltaslyla yercekimi ve manyetik ak[yogunlugunu géstermektedir.

Sekil 3: Manyetik levitasyon platformundaki mikroklreciklerin 30 dakika sonraki denge
gorintlleri gosterilmektedir. (a) Merceksiz holografik mikroskop sistemi (MHMS) ve (b) Zeiss
Axio Vert Al gevrik 5kl mikroskobu ile 5X objektif altlhda allbn mikrokirecik géruntileri.
MHMS'deki kesikli dikdértgen, BIK mikroskobundaki gériis alan@géstermektedir. Olgek
¢ubuklarl200 pm.

Sekil 4: Kaydedilen hologramlar ve bunlara karsllkl gelen skdslyla (a) proteinsiz test (0
ng/mL biyotinlenmis sgiElserum albumini (b-SSA)), {(b) 1 ng/mL b-SSA ve (c) 10 ng/mL b-
SSA testlerinin yeniden yapBndEIhElgoriintileri. Olgek cubuklarJ200 pm.

Sekil 5: Proteinsiz test, 1 ng/mL ve 10 ng/mL b-SSA testleri icin kapileri icindeki s-PMK'lerin
levitasyonunun vyiiksekligi (s-PMK'lerin alt mkhatEtan uzakliGll Veriler, Tukey'in post hoc
analiziyle kombine edilen tek yonli ANOVA kullanldrak istatistiksel olarak analiz edilmis ve
her test grubunun ortalama levitasyon yiksekliginin anlamlCderecede farklCJoldugu

bulunmustur (p <0.05).
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Bulusu Olusturan Unsurlari/KEmlar@/Pargalard Tanmlard

Bu bulusla gelistirilen merceksiz holografik mikroskop goérlntlleme teknidi entegre edilen
manyetik levitasyon platformunun daha iyi agldanabilmesi icin érnek olarak verilen siireg igin
hazlranan sekillerde yer alan parcalar/kisInlarfunsurlar ayrCayrChumaralandidmis] olup her
bir numaranm acklamasasadda verilmektedir.

1. Govde

2. Manyetik Levitasyon Diizenedi

3. Merceksiz Holografik Mikroskop Sistemi
4. GOrantu Sensoru

5. Ust MKhat[s]

6. Kapiler Kanal

7. Alt MKhatEl

8. Noktasal 5K kaynagO

Bulusun AyrntI[A¢Klamas[]

Bulus merceksiz holografik mikroskop goriintiileme teknidi entegre edilen ve biyomolekiil
tespit eden tercihen protein tespit eden manyetik levitasyon platformu, Sekil 1'de gosterildigi
iizere temel olarak 3 boyutlu yazlcldbn bir biitin olarak ¢kbrldn ve diizenek elemanlarl]
lizerinde taslyhn goévde (1), manyetik levitasyon diizenegi (2) ve merceksiz holografik

mikroskop sistemi {3) ‘ni icermektedir.

Bulus merceksiz holografik mikroskop gdoriintiileme teknidi entegre edilen manyetik

levitasyon platformu, biyomolekiil tercihen protein tespit cihazlol entegre edilebilmektedir.

Manyetik levitasyon diizenegi (2) ise ayn[Rutuplar[birbirine bakacak sekilde diizenlenmis Ust
mlkhatsl (5) ve alt mlkhatsl (7) olmak Uzere iki adet neodymium (NdFeB) mikhatls)
bahsedilen mlkhatSlarinl {5,7) arashb yerlestirilen ve analiz edilecek numunenin aktarlIdIgi]
birkapiler kanal (6) icermektedir. Kapiler kanal (6) gorintl sensoruniin (4) Uzerine 1mm’den

daha az bir mesafe kalacak sekilde yerlestirilmektedir.

Merceksiz holografik mikroskop sistemi (3) en az bir noktasal K kaynad[k8) tercihen
noktasal EIKl kaynag[e (izerinde herhangi bir optik eleman bulunmayan en az bir gorinti
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sensdri (4) icermektedir.

Bulus manyetik levitasyon platformuna entegre edilen merceksiz holografik mikroskop
sisteminde (3) bir noktasal [sIkl kaynag[{8) olan LED Oniine yerlestirilen bir igne deligi ile 5K
filtrelenerek gérintl senséri (4) oniinde iki mikhatlsl(5,7) arasinbB konumlandflimis] kapileri
cam kanal igerisindeki mikroparcacklarChydnlatmakta ve bu slire¢ sonunda hologramlar

kaydedilerek gercek goriintliler elde edilmektedir.

Kapiler kanalda rastgele dagl@n parcacklar, yergekimine paralel olan manyetik alanidl altinda
bir denge yiikseklidine dogru hareket etmektedirler. Bir parcaciginl manyetik levitasyon
platformundaki denge yliksekligi, parcackkl Uzerine etkiyen manyetik kuvvet (Fmag) ve
kaldtina kuvveti (Fb) arasiidaki dengeye badlidltl AynClparamanyetik silyh yerlestirilen
cisimler, manyetik levitasyon altloda manyetik duyarlllklya da yogunluklarloll farklarink bagl[]
olarak farkl(Rarakteristik denge yiiksekligine ulasmaktaddar {Denklem 1).

Frag — F = 0
AX(p 9B,  p OB LB 9B\ _ Ao 0 (Denklem 1)
£ * dr Y oy e ra

{Ay: pargaclkl ile paramanyetik ortam arasiidaki manyetik duyarlllkl fark[du0: bos alaninl
gegirgenligi (1.2566 x 107® kg * m * A" ? * s ?), B: manyetik indiiksiyon, g: z ybniindeki

yercekimi ivmesi (9.8 ms™?), Ap: parcacKlile paramanyetik ortam arasdaki dzkiitle fark[}

Bulus manyetik levitasyon platformuna entegre edilen merceksiz holografik mikroskop
gorintiileme teknigi ile protein tespitinde; polimerik (6 mikrometre boyutlarinida) ve
paramanyetik (50 nanometre boyutlaribida) olmak tzere iki tip kirecik kullanlthaktad[tl
Paramanyetik Gd** iyonlarCiceren soliisyon icerisinde polimerik (polistiren) kiirecikler
diamanyetik 6zelliklerinden dolaylevitasyon platformunda manyetik glicin minimum oldudu
lokasyona hareket edip denge yiiksekligine ulastken paramanyetik Ozellikteki nano-boyutlu

kirecikler manyetik giiciin maksimum oldugu noktaya hareket etme egilimindedir.

Hedef protein molekiili algldmak icin polimerik ve paramanyetik kirecikler tespit edilmek

istenen proteini algldyacak molekiillerle tercihen antikorlar ile kaplanmaktad(t)

Bulusun bir uygulamasiiida; hedef biyotinlenmis si@Ir]lserum albumini (b-SSA) molekiliini
algldmak igin streptavidin molekdili ile kaplCinikro-boyutlu polimerik kirecikler (s-PMK) ve
streptavidin  kaplCOmanyetik nanokirecikler (s-MNK) kullanlthBtE]l Bu dogrutuda s-PMK,
streptavidin-biotin etkilesimi yoluyla b-SSA'lar[¥ilizeyine 6zgll olarak yakalamaktadt]l s-MNK

ise polimer kirecik-albumin kompleksine (s-PMK+b-SSA) ¢zglil olarak bagdlanarak kompleksin
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manyetik duyarl§in0artttinakta ve bodylece mlkhatlh daha yaki bir noktada denge
yliksekligine ulasmasng sebep olmaktadlrl (Sekil 2).

s-PMK'ler miktar tayini yapldcak farklLkonsantrasyonlardaki (0 ng/mL, 1 ng/mL ve 10
ng/mL) b-SSA'lar ile 30 dakika boyunca inkiibe edilerek hedef biyo-molekilin kempleks
lizerine baglanmas$agdlanmaktadX] Ardndan test sollisyonu 5 dakika boyunca 13500 rpm
de santrifijlenmekte ve slipernatant ortamdan uzaklastirIhaktadlrl Daha sonra s-PMK’lerin
suspanse edildigi test ortamb s-MNK'ler eklenerek 15 dakika boyunca s-PMK+ b-SSA
kompleksine bagdlanmas(] hedeflenmektedir. Son olarak mikrokirecikler paramanyetik

sollisyon ile karEtfidrak kapiler kanala yliklenmektedir.

s-MNK'lerin badlanmasClile manyetik duyarlliflddegisen s-PMK'lerin denge levitasyon
yliksekliginde protein icermeyen duruma gore gozlenebilir bir dedisim meydana gelmekte ve
bu degisim diizenek Uzerindeki merceksiz holografik mikroskop sistemi (MHMS) ile elde
edilen gériintller ile belirlenebilmektedir (Sekil 3 ve 4). Sekil 4 ‘te soldaki stitunda kaydedilen
hologramlar, saddaki situnda ise kaydedilen hologramlara karslkl gelen slfasila (a)
proteinsiz test (0 ng/mL biyotinlenmis s@lserum albumini (b-SSA)), (b) 1 ng/mL b-SSA ve
{c) 10 ng/mL b-SSA testlerinin yeniden yaplandlthis] gorintlleri gdsterilmektedir.
Levitasyon yiiksekligindeki dedisim miktarCanaliz edilerek, polimerik kiirecige badlanan hedef

biyo-molekiilin miktar(belirlenebilmektedir.

Bulus merceksiz holografik mikroskobi sistemindeki noktasal K kaynag[18); LED veya

lazere eslenmis fiber optik kablo ve/veya igne deligi olabilmektedir,

Bulusun bir uygulamasinda merceksiz holografik mikroskobi sistemindeki gériintli senséri;
CMOS veya CCD olmaktad (]

Bulus merceksiz holografik mikroskop goériintlileme teknidi entegre edilen manyetik

levitasyon platformu ile biyomolekdl tespit yéntemi,

+ Noktasal Skl kaynag{8) 6niine yerlestirilen bir igne deligi ile SIgI0l uzamsal
filtrelenmesi,

e  GOrinti sensori {4) oniinde iki mkhat[sl(5,7) arasloda konumlandItis]
kapileri kanal (6) igerisindeki analiz edilecek numunenin aydblatltas[]

+  Numuneden kIfIan SN arka planda bulunan referans [SKlile girisimi sonucu
olusan hologramlarl elde edilmesi ve kaydedilmesi,

e Kaydedilen hologramlarldl sensér diizleminden numunenin oldudu sensdre dik
eksende (z-ekseni) dijital olarak taranarak nesnelerin odakta oldugu diizlemin

bulunmas(d
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e  Manyetik duyarllKldedisiminden kaynaklanan levitasyon yiiksekligindeki

degisimin olglilerek biyomolekiil tespitinin gergeklesmesi

Islem ad@lar@kermektedir.

Numune gorintii sensoriine (4) ¢ok yakl oldugu icin mikropargacklardan klIan [SIKI
herhangi bir girisimde bulunmayan referans EIkl ile sensér dizleminde bir girisim deseni

{hologram) olugturarak dijital olarak kaydedilmektedir. Daha sonra kaydedilen hologram,

Aclshl Spektrum ya da Fresnel KIclnlmh yontemleri ile sensor dizleminden mikroparcacKlar(ol

oldugu senstre dik eksende (z-ekseni) dijital olarak taranarak nesnelerin odakta cldugu

dizlem bulunmaktadltl Bu islem her farklClz degeri icin goériintlide bulunan nesnelerin

kenarlarmtdan (piksellerin belli bir ydndeki gradyanldan) netligini hesaplayan otomatik

odaklama algoritmas(] ile vyaplhaktadtl Bu strecte sensor dlzlemine gore farki(O
yuksekliklerde bulunan nesnelerin (mlkbhatlsl ve mikrokapileri kanal gibi} yapldndlan

hologramlardan konumlarCbtomatik olarak hesaplanarak kanal icinde bulunan odaklanmis]
mikroparcacklar@ alt mkhatlsa gore uzaklgyani levitasyon yiikseklidi, dolaySiyla 6zkiitleleri

ve manyetik duyarlklar[otomatik olarak hesaplanabilmektedir.

FarklOmerkezi dalgaboyu ve bant geniglijinde kullanl@dn Bk kaynadClile gorintiilenen
numunenin optik gecirgenlik 6zelliklerine gore M belirli kEMOsogrulabilmekte ya da
sacl@bilmekte ve sensor diizleminde kaydedilen hologramlar daha sonra iglenerek elde edilen
farkiICkanallardaki goériuntiilerden (gercek, sanal, genlik ya da faz) nesnenin 3 boyutlu
geometrik bilgileri ve i¢ yapBlhakkinda bilgi elde edilebilmektedir. Benzer sekilde, Sk
kaynagmnl numuneye olan farklCuzaklKlarCicin elde edilen uzaysal coziniirliik degerleri

degisebilmektedir. Onerilen platformda bu mesafe 5 cm diizeyindedir.

Ayrlch vyukarlda bahsedilen yapldr disihda sadece gorintii sensori, mikhatSlar ve
numunenin yiklenecedi mikrokapileri kanaldan olusan bir platformda harici bir [SIKl kaynag [l
kullan@@bilmektedir. Ornedin gériintii sensérii lizerine tekabll eden mikrokapileri kanall
Ustiindeki bir acklidb yerlestirilecek herhangi bir ticari cep telefonunun arka kameraslnbh
entegre [SIKl kaynag[Clle bu platformda gorintiileme yap@@bilir. Bu durumda mikrokapileri
kanal Ustiinde bulunan a¢Kllda daha tutarl(bir 5K kaynag[&lde ederek yiiksek ¢ozinurlikte
veri elde edebilmek igin bir alcak geciren ozellikte bir filtre eklenerek [SIK istenilen bant

genisligine yak[nl bir degerde elde edilebilmektedir.
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