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Ozetce—Biyoloji ve tip  bilimlerinde ¢ok  diisiik
konsantrasyonlarda (<100 pg/mL) biyomolekiil tespiti c¢esitli
hastaliklarin teshisi, ila¢ direncinin 6l¢iilmesi ve Kkanser
arastirmalarinda olduk¢a onem arz eden ve genis olarak
kullanilan yontemdir. Hedef biyomolekiiliin yakalanmasi ile
olusan sinyal (floresan, renk, vs.) uzman personeller tarafindan
tasinmasi giic, pahali ve hassas cihazlarda analiz edilerek
biyomolekiil tayin testleri yapilabilmektedir. Ancak, kaynaklarin
yetersiz oldugu bdlgelerde klinik uygulamalar icin bu testlere
erisim smirh olmaktadir. Merceksiz holografik mikroskopi,
geleneksel goriintilleme teknolojilerinde kullamlan yiiksek
maliyetli ve hassas optik elemanlara (ayna, mercek, filtre vb.)
ihtiya¢  duymadan numunenin  yiiksek  ¢oziiniirliikte
goriintiilenmesini saglamaktadir. Bu teknoloji dayanikl, portatif
ve diisiik maliyetli bir tasarim sunmakla beraber, numune
goriintiisiiniin dijital isleme semalar1 ile tamamen otomatik
islenmesine olanak saglamakta ve bu da kullanici hatasimi ortadan
kaldirmaya yardimci olabilmektedir. Bu c¢aliymada, hassas
biyomolekiil tespiti i¢cin uygulanan yiizey kaplama tahlillerinde
kullanilabilecek merceksiz holografik mikroskop platformu
sunulmaktadir. Bu platformda biyomolekiillerin tespiti icin yiizey
kaplama tahlillerinde etiket olarak kullamlan nanoparcaciklarin
(700-1200 nm) algilanabilecegi gosterilmistir. Boylelikle,
biyomolekiil tespit analizlerinin hizli ve hassas bir sekilde bu
kullanimi Kkolay ve diisiik maliyetli goriintiileme platformu ile
yiiksek teskilath saghk kuruluslarinin bulunmadigi lokasyonlarda
ve hatta hasta basinda saglanabilecegi 6n goriilmektedir.

Anahtar Kelimeler — merceksiz holografik mikroskobi,
biyomolekiil algilama, nanoparcaciklar, yiizey kaplama tahlili

Abstract— In the biological and medical science, detection of
biomolecule at very low concentration (<100 pg/mL) is of great
importance and it is extensively used in the diagnosis of diseases,
drug response monitoring and cancer research. For biomolecule
detection tests, captured biomolecules generate signals
(fluorescence, color, etc.), which are analyzed by trained personnel
in bulky, high cost and fragile devices. However, for clinical
applications, the access to these tests is very difficult at resource-
limited settings. Lensless holographic microscopy provides high
resolution imaging of samples without the need of expensive and
fragile optical elements (mirror, lens, filter, etc.) used in
traditional imaging technologies. While this technology offers a
robust, portable and low-cost design, it enables fully automated
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processing of the sample image with digital processing schemes
and this can also help eliminate user error. In this study, lensless
holographic microscopy platform, which can be used in surface
coverage assays for the detection of biomolecules, is proposed. It
has been shown that nanoparticles (700-1200 nm) used as labels in
surface coverage assays for the detection of biomolecules could be
sensed on the platform. Therefore, it is anticipated that
biomolecules detection could be realized rapidly and sensitively
with this easy-to-use and low-cost imaging platform at the location
where the high-level health institutions are not available and even
at point-of-care settings.

Keywords — lensless holographic microscopy, biomolecule
detection, surface coverage assay

I. Giris

Hastaliklarin ~ teshis ve takibi i¢in ¢ok  disiik
konsantrasyonlarda biyomolekiillerin saptanmasi klinikte biiyiik
bir 6neme sahiptir [1]. Omegin, metastaza bagh cesitli
antijenlerin miimkiin oldugunca erken sathada saptanip gercken
tedavinin hizli bir gekilde hastaya uygulanabilmesi i¢in teshiste
kullanilacak medikal cihazlarin diigiikk maliyette, taginabilir ve
hastane standartlarinda biyomolekiil saptama seviyelerinde
olmasi gerekmektedir [2]. Gliniimiizde bir¢ok biyomolekiil
saptama testleri tam tesekkiilli hastanelerin biyokimya
laboratuvarlarinda yiiksek maliyetli ve uzman personeller
tarafindan idare edilen karmasik cihazlarda yapilmaktadir.
Ancak, kaynaklarin sinirhi oldugu veya hastaneye ulagimin
olmadig1 lokasyonlarda hastalar bu testlere erisememektedir.
Bu nedenle, erken teshiste hayati rol oynayabilecek ve c¢ok
diisiik konsantrasyonlarda biyomolekiil tespiti yapabilen
tagmabilir ve diislik maliyetli biyomedikal cihazlarin
gelistirilmesi gliniimiizde biiyiik bir 6neme sahiptir.

Son yillarda mikroakigkan yonga teknolojisinde uygulanan
ylizey kaplama tahlilleri, 1 damla numune icerisindeki (<10 pL)
biyomolekiillerin hassas, hizli, diisiik maliyetli ve tasinabilir
tespiti  i¢in  kullanilabilmektedir [3]. Bu yontemde
biyomolekiillerin varliginin tespiti i¢in etiket olarak manyetik
mikro/nanoparcaciklar  kullanilmaktadir. Yiizeye yapisan
mikro/nanopargagiklarin miktart drnek igindeki biyomolekiil
miktar1 ile artmakta olup pargaciklarin miktar1 biyomolekiil
konsantrasyonunu belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Yiizeydeki
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mikro/nanopargaciklarin algilanmasi igin yiiksek ¢oziintirliklii
konvansiyonel mikroskobik goriintilleme sistemleri, yiizey
plazmon rezonans sistemleri, kuartz mikroterazi sistemleri ve
manyetik sensorler kullanilabilmektedir [4]. Ancak, s6z konusu
algilama sistemlerinin pahali ve hassas yapilar1 bu yiiksek
hassasiyette biyomolekiil tespit yOnteminin yaygin olarak
kullanimini etkileyen faktorlerdendir.

Merceksiz holografik mikroskopi, geleneksel mikroskopi
sistemleri ile karsilagtirilabilir diizeyde yiiksek c¢oziiniirliikte
(<2 pm) goriintii elde edilmesine imkan saglamaktadir [5].
Bununla beraber, merceksiz holografik mikroskopi teknigi ile
maliyetli ve hassas optik elemanlar (mercek, ayna) ortadan
kaldirilip diigiik boyutta ve portatif goriintiileme sistemleri elde
edilebilmektedir. Ayrica, bu teknik ile manuel optik ayarlamaya
(6r. odaklama vb.) ihtiya¢ duyulmadan tiim goriintilleme siireci
dijital olarak gerceklestirilebilmektedir [6]. Bu teknikte numune
dogrudan goriintii sensorii iizerine yerlestirilerek sensoriin tiim
aktif alan1 kullanilip, geleneksel mikroskop sistemlerine gore
50 kata kadar daha biiyiik bir 6rnek alani es deger ¢ozliniirliikte
goriintiilenebilmektedir [6]. Bu denli biyik bir alam
goriintiilemek, 6zellikle genis yiizeyli 6rneklerin hizli ve kolay
bir sekilde incelenmesini saglamaktadir. Daha 6nce benzer
goriintiileme sistemleri ile goriintli sensoriine yakin sekilde
konumlandirilmis diisiik boyuttaki (<300 nm) nanopargaciklarin
tespiti miimkiin olmustur [7]. Bu sistemler holografik
goriintiilerdeki arka plan giirtiltiisiinii bastirarak sinyal-giirtiltii
orani arttirmaktadir. Bunun i¢in de karmasik ve yiliksek maliyetli
optik elemanlara ve yiiksek ¢oziiniirlikkte goriintii sentezlemek
i¢in bir dizi holografik goriintliniin (>500) kaydedilerek dijital
olarak iglenmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bir bagka yaklagim
ise nanopargaciklart kirici bir malzeme ile kaplayarak
boyutlarini ve sagilma kesit alanlar1 arttirilmaktir [8]. Ancak bu
yontemler bir dizi 6rnek hazirlama basamaklarini i¢erdiginden
bu yontemlerin kullanimi sinirlanmaktadir [9].

Bu ¢alismada, biyomolekiil tespiti i¢in absorbans tabanl
nanoparcgacik saptayabilen yeni bir merceksiz holografik
mikroskop platformu sunulmaktadir. Bu platform diisiik
maliyetli ve ¢evresel etkilere dayanikli olarak tasarlanmis olup,
ylizey kaplama tahlillerinde kullanilabilecektir. Ayrica, platform
iizerinde gerceklesen goriintli isleme basamaklar1 bastan sona
otonom hale getirilerek kullanici hatas1 engellenmekte ve bu da
yiksek  hassasiyette  Ol¢lim  yapilabilmesine  yardime1
olmaktadir.

II. DENEYSEL PROTOKOL

A. Mikroakiskan Yonga Uretimi

Nanoparcagiklar mikroakiskan yonga {istiinde bulunan
kanal igerisinde algilanmigtir. Mikroakiskan yonga {i¢
katmandan olusmaktadir. Ust katman olan cam lam, kanal giris
ve ¢ikislarint i¢cermektedir. Bu katmana numunenin kanala
enjekte edilmesi i¢in kullamlan siringa pompasinin
baglantilarnin yapildigi kilcal borular baglanmaktadir. Alt
katmanlar sirastyla 50 um kalinliginda ¢ift tarafli bant (DSA)
ve cam lamdan olugmaktadir. Sekillendirilmis DSA, manyetik
nanopargaciklarin baglanmasi i¢in silanlanmig cam lami kanal
girig ve ¢ikislarinin bulundugu diger cam katmanina yapistirilip
mikroakigkan kanalin olusturulmasi i¢in kullanilmistir (Sekil
la). DSA, Epilog Zing 16 lazer kesici ile sekillendirilmistir.

Ust cam lamindaki kanal giris ve ¢ikislart matkap yardimiyla
actlmustir.

B. Manyetik Nanopar¢aciklarin Mikroakiskan Kanal I¢inde
Yakalanmasi

Mikroakigkan yonganin en alt katmani olan cam lam
nanoparcaciklarin baglanmasi icin, oncelikle %70’lik etanol
(EtOH) icinde 10 dakika boyunca sonikasyon ile
temizlenmistir. Daha sonra, cam lamlar azot gaziyla kurutulup,
2 dakika oksijen plazma (Zepto 100 mW, 0.5 mbar, Diener,
Germany) islemine tabii tutulmustur. Cam lamlar %4’liik EtOH
icinde hazirlanan 3-merkaptopropil trimetoksisilan (3-MPS)
solisyonu ile karanlik ortamda 45 dakika bekletilmis ve
ardindan %99’luk EtOH ile yikanarak oda sicakliginda
kurumasi beklenmistir. Silan ile yiizey aktivasyonu saglanan
camlar, DSA ile birlestirildikten sonra, Fosfat Tampon
Cozeltisi (PBS) ile yikanmigtir. Ardindan nominal ¢aplar1 1000
nm Olciilerindeki nanoparcaciklar (Thermo 88816 Pierce
Streptavidin Magnetic Beads, Lot ND1545251) PBS icinde 600
kat seyreltilerek mikroakigkan kanala giringa pompasi (NewEra
Instruments SyringeONE) yardimiyla verilmis ve oda
sicakliginda 30 dakika bekletilerek cam yiizeye yapigmasi
saglanmistir. Daha sonra ylizeye yapismayan nanopargaciklar,
kanala siringa pompasiyla PBS  verilerek yilizeyden
uzaklastirilmustir. Boylelikle mikroakigkan kanal
nanoparc¢aciklarla kaplanmistir (Sekil 1b).

C. Merceksiz Holografik Mikroskobi Platformu

Merceksiz holografik mikroskobi platformu aydinlatma
sistemi ve goriinti sensorii olmak iizere iki bdliimden
olugmaktadir. Aydinlatma sistemi, 1 W giiciinde ii¢ farkl dalga
boyunda 151k saglayabilen bir 151k yayan diyot (LED) (Edison
Power Leds Edixeon S5 Series) ve 1518in uzaysal olarak
filtrelenmesi i¢in 100 um g¢apinda bir igne deliginden
olusmaktadir (Sekil 2). Igne deliginden ayrilan 151k goriintii
sensOrii  iizerine yerlestirilmis mikroakiskan yongadan
yeterince uzakta (~10 cm) oldugu icin diizlem dalga 6zelligi
gostermektedir. 1.1 pm piksel boyutunda ve toplam 21.7 mm?
goriintiileme alan1 sunan, 4912 (H) x 3648 (W) ¢oziiniirliikte bir
CMOS goriintii sensorii (AR1820HS - ON Semiconductors)
kullanilmustir.
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Sekil. 1. Mikroakigkan kanala manyetik nanopargaciklarin yakalanmasimin
(a) oncesi ve (b) sonrasi.
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Sekil. 2. Merceksiz holografik mikroskop platfomu. Z, (>10 cm) igne
deliginin numuneye ve Z; (<l mm) numunenin goriintii sensoriine olan
meseafesini gostermektedir.

Gorintii sensorii, kanal icerisindeki nanopargaciklardan
kirilan 151k sonucu olusan hologrami kaydeder. Hologramlar
(Wpo(x,¥)), Agisal Spektrum Yontemi  kullanilarak
hologramlarin kaydedildigi sensor diizleminden
nanopar¢aciklarin bulundugu nesne diizlemine dogru dijital
olarak taranarak (z) yapilandirilip, geleneksel optik mikroskop
kalitesinde nesne diizlemindeki goriinti (¥p(x,y;z)) elde
edilir [6]:

Ve (x,y;2) = FHF(Ppo(x, y)} H(ky, ky; 2)} (1)

F Fourier doniisiim fonksiyonu ve H (ky, k,; z) uzaysal transfer
fonksiyonu gostermektedir:

2
Bl o) = x|k [1 - -G

k3 k3

k, = w,/c dalga sayisi, w, 15181 agisal frekansi (rad/s) ve ¢
151k izini ifade etmektedir. (x,y) ve (ky, k,,) sirasiyla uzaysal
ve Fourier alanlarmin indisleridir. Ag,= 2m/MA, ve
Ayy= 2m/NA, frekans ¢oziiniirliikleri (radyan/birim uzunluk),
A, ve A, drnekleme periyodu, M ve N, x ve y eksenlerindeki
ornek sayist ve z numuneyle goriintii sensorii arasindaki
mesafedir. z (>0) kesin olarak bilinmedigi i¢in tekrarlamali
olarak eksen boyunca goriintiller taranarak nesnelerin
odaklandig1 diizlem bulunur. Bunun igin eksen boyunca
yapilandirilan her bir goriintiiniin  keskinligi bir 6nceki
goriintiiye gore hesaplanarak goriintiiniin odaklandig1 diizlem
(z) Tenengrad Varyans (TENV) algoritmast ile elde edilir [10].
Boylelikle, mikroakigkan yonganin nanoparcaciklar ile
kaplanan tabaninda bulunan belli bir referansa (kanal igindeki
toz veya bagka bir igaret) otomatik olarak odaklanilmaktadir.
Gri tona cevrilmis ve yapilandirilmig goriintii (¥p(x,y; 2))
kompleks degerli oldugu icin gercek ve sanal boliimlerden
olusmaktadir. Genlik goriintiisti, yapilandirilmis kompleks
degerdeki goriintiiniin modiilii ve faz goriintiisii ise argiimani
olarak hesaplanir.

D. Merceksiz Holografik Mikroskop ile Mikroakiskan
Kanalin Gériintiilenmesi

Mikroakigkan yonga CMOS goriintii sensorii iizerine
yerlestirildikten sonra mikroakigkan kanalin goriintiilenmesi
saglanmistir. Nanoparcaciklarin  yiizeye tutunmasi igin
uygulanan protokoliin tamami goriintii sensorii iistiinde
gerceklestirilmigtir. Kanal nanopargaciklarla kaplanmadan
once ve sonra kirmizi (R), yesil (G) ve mavi (B) renk yayan
LED ile aydmlatilarak ardistk 10’ar adet hologram
kaydedilmigtir. Mikro pargaciklarin kaplanmis yiizey Zeiss
AxioVertAl ters 151k mikroskopu iizerinde 40x objektif kontrol
edilmistir.

E. Hologramlarin Dijital Olarak Yapilandirilmas: ve
Nanoparcaciklarin Algilanmast

Kaydedilen hologramlar MATLAB iizerinde gelistirilen
Acili Spektrum Yontemi degeri (Denklem 1 ve 2) ile
genlik goriintiilerine donistiiriilmiistiir. Her bir renkte ¢ekilmis
hologram goriintiisii i¢in yapilandirilmis genlik goriintiileri elde
edilmistir. Her goriintii tstiinde rastgele 10 farkli 100 piksel %
100 piksel boyutlarinda alan kesilip ortalama parlaklik degeri
(1) hesaplanarak nanoparcaciklarin baglanmasindan 6nce ve
sonra i¢in farkli LED aydinlatmasi (R/G/B) altinda elde edilen
ortalama parlaklik indeksleri hesaplanmistir:

10
1
Parlaklik indeksi (R/G/B) = Z Wornek 3)

ornek=1

III. SONUCLAR

Holografik mikroskopi platformunda numune dogrudan
goriintli sensorii lizerine yerlestirildigi i¢in uzaysal ¢oziiniirlik
gorilintii  sensoriiniin  piksel boyutu ile sinirlanmaktadir.
Dolayistyla boyutlar1  700-1200 nm arasinda degisen
nanopargcaciklar, piksel boyutu 1.1 um olan goriintii sensoriine
sahip merceksiz holografik mikroskopi platformunda dogrudan
goriintiilenememektedir.  Sekil 3’de  nanoparcaciklarin
bulundugu kanaldan elde edilen hologram, yapilandirilmis
genlik ve 151tk mikroskobu goriintiileri paylasilmistir.
Yapilandirilmig genlik goriintiisiiniin ortalama parlaklik degeri
holograma gore farkliik  gosterebilmektedir.  Ayrica,
nanopargaciklar 151k mikroskobuyla goriintiilenebilmesine
ragmen  hologramda veya  yapilandirilmis  genlikte
gozlemlenememistir.

Merceksiz holografik mikroskopta olusan girisim deseni
piksel boyutundan ¢ok daha diisiik boyutta oldugu i¢in dijital
olarak tek nanoparcacik bazinda goriintilenmeye imkan
vermese de nanoparcaciklar i¢cin absorbans temelli bir saptama
yapilabilir. S6yle ki, kanaldaki nanoparcaciklardan kirilan 151k
ile etkilesime giren referans dalgast sonucu elde edilen
goriintiiniin ~ parlaklik  degerinde  farkliliklar meydana
gelmektedir. Parlaklik degerlerindeki degisimlere bakilarak,
nanometre boyutundaki pargaciklarin belirlenmesi saglanabilir.
Sekil 4°de farkli dalga boylarindaki LED’ler ile elde edilen
yapilandirilmig  goriintiilerdeki parlaklik degerleri, kanal
icinden rastgele secilen 10 bdlgenin ortalamasi hesaplanarak
gosterilmistir. Nanoparcaciklar kanal yiizeyine baglandiktan
(~2300 nanopargacik/mm?) sonra ii¢ farkli LED icin de
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parlaklik seviyelerinde azalma goriilmektedir. Parlaklik
seviyeleri her LED i¢in farkli seviyede Ol¢iilmiistiir. Bu durum
farkli dalga boyundaki LED’lerin parlaklik seviyelerindeki
degisimler, CMOS goériintii sensoriiniin kuantum veriminin
dalga boyu ile degismesi ve nanoparcagiklarin farkli dalga
boylar1 igin sogurma degerlerinin farkli olabilecegi ile
aciklanabilir. LED parlaklik seviyelerinde zaman iginde
degisimler olabilecegi i¢in nanopargacik Olglimlerinde
muhakkak nanopargaciksiz olan bir kanala goére karsilastirma
yapilmasi 6l¢iim metodunun dogrulugunu artiracaktir.

Bu caligmada yiizey kaplama tahliliyle biyomolekiillerin
tespitinde kullanilacak nanoparcacik etiketlerin belirlenmesi
icin merceksiz holografik mikroskopi tabanli, diisiik maliyetli
(<500 TL) ve tasmabilir bir goriintileme platformu
sunulmugtur. Bu platformda mikrokanal icinde diisiik
konsantrasyonlarda (~2300 nanopargacik/mm?) kaplanan
nanoparcaciklar, elde edilen kanal goriintiilerinin parlaklik
degerlerindeki  azalmayla basarili  bir sekilde tespit
edilebilmigstir. Platformda algilanan nanopargacik boyutlar
sadece birkag nanometre boyutundaki proteinleri hassas bir
sekilde algilamak igin kullanilabilmektedir [4]. Gelecekte,
onerilen platform yiizey kaplama tahlillerinde kullanarak, hasta
orneklerindeki biyobelirteglerin hasta basinda, hizli ve hassas
bir sekilde algilanmasina yonelik calismalar yapilacaktir. Bu
platform, gliniimiizde yiiksek maliyetli cihazlarda uzman
personeller tarafindan gergeklestirilen hassas biyomolekiil
belirleme testlerinin yayilimin arttirilmasini ve boylelikle bu
testlerin genis Kkitlelere ulastirilmasin1  saglayabilecektir.
Platform dijital goriintiilemeye izin vermekte olup, ileride
platform istiinde elde edilecek test sonuglari1 mobil aglar
iizerinden hizlica saglik personellerine iletilebilecektir.
Dolayisiyla, platform kritik durumlarda teletip sistemleri
iizerinden hastalara erken miidahale edilebilmesine de olanak

Sekil. 3. Kanal igindeki nanoparcaciklarin = goriintiileri. (a) Hologram,
(b) yapilandinlmis genlik ve (c) 40 x objektif ile ¢ekilmis 151k mikroskobu
gorintiileri. Kirmizi oklar nanopargaciklart géstermektedir.
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Sekil. 4. Ug farkli dalga boyundaki LED’ler ile cekilmis hologramlarin
yapilandirilmas: ile nanopargaciklarin baglanmasindan 6nce ve sonra elde
edilen renklere bagh parlaklik degigimleri.
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