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KUARTZ KRiSTAL YUZEYINE PROTAMIN iMMOBILiZASYONU
irem AKAY
Baskent Universitesi Fen Bilimleri Enstitist

Biyomedikal Muhendisligi Anabilim Dali

Yapilan ¢alismanin amaci kuartz kristal ylzeyine protamin immobilizasyonu yapip,
heparin miktarinin kuartz kristal mikrobalans (QCM) ile dlgulmesidir. QCM cihazi;
katle degisimine gore frekans degisimi vermektedir. Calisma sirasinda bu ilkeden
yararlanarak immobilizasyon sirasinda molekullerin  ne miktarda tutundugu

OlgUlmustuar.

Kristaller; farkh derisimlerde hazirlanmis olan sistamin ve glutaraldehit ¢ozeltilerinde
etkilestiriimesiyle optimum derisim bulunmaya calisiimistir. Daha sonra sistamin ve
glutaraldehit  immobilizasyonunun gerceklestigi kristallerde, fosfat tamponunda
hazirlanmig olan protaminle immobilizasyon yapiimistir. Protamin
immobilizasyonundan sonra biyosensor olusturulmasi agsamasinda tedavi edici doz

araliginda fosfat tamponu ile hazirlanmis olan heparin 6lgimu yapiimaya galigiimigtir.

ANAHTAR SOZCUKLER: Protamin, heparin, biyosensér, QCM, Kalp Akciger
Makinesi, Kardiyopulmoneri bypass, aktiflesmis pihtilasma zamani (ACT)

Danisman: Dog. Dr. Mustafa KOCAKULAK, Baskent Universitesi, Biyomedikal
Muhendisligi Béluma



ABSTRACT

IMMOBILIZATION OF PROTAMINE TO THE SURFACE OF QUARTZ CRYSTAL
irem AKAY

Baskent University Institute of Science

Department of Biomedical Engineering

The purpose of this study is to measure of the quantity of heparine by quartz crystal
microbalance(QCM) method, through protamine immobilization on quartz crystal
surface. QCM device gives frequency chance response according to chance of mass.
It was measured how much molecules of mass was held during the immobilization by

using this principle.

It was worked to find out the optimum concentration in cysteamine and
glutaraldehyde solutions by making interaction. Then immobilization was performed
by protamine that had already been prepared in phosphate buffer in crystals in which
cysteamine and glutaraldehyde immobilization had already been occured. It was
worked to make heparine mesurements which were prepared by phosphate buffer in
dosage range for treatment after protamine immobilization and at the stage of the

composing of biosensor.

KEYWORDS: Protamine, heparin, biosensor, QCM, Heart Lung Machine,
Cardiopulmonary bypass, activated clotting time
Advisor: Asist. Prof. Dr. Mustafa KOCAKULAK, Baskent University, Department of

Biomedical Engineering
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1. GIRIS

Heparin; acik kalp ameliyati, diyaliz, hemaperfuzyon gibi ekstrakorporeal
uygulamalarda pihtilasmanin  dnlenmesi igin kullanilan sulfath polisakkarit
molekuludur. Gunumuzde kandaki heparin miktarinin izlenmesi pihtilagsma
zamaninin Olgulmesi ile olmaktadir. Bu yontem dolayli bir élgimddr ve hatal
sonuglar verebilir. Sunulan arastirma kapsaminda kuartz kristallerin yuzeyine
kimyasal immobilize protamin ile etkilesimin neden oldugu frekans degisimiyle

heparin 6lgcimuU yapiimasi hedeflenmistir.

1.1 Galismanin Amaci ve Kapsami

Yapilan galismanin amaci kuartz kristal ylzeyine protamin immobilizasyonu yapip,
heparin miktarinin kuartz kristal mikrobalans (Quartz Crystal Microbalance- QCM )
ile dlgtlmesidir. QCM cihazi; kutle degisimine gore frekans degisimi vermektedir.
Eger kristal ylzeyinde kutle artigi varsa frekans dusecektir. Kristal ylzeyinde kuitle
azalmasi varsa frekans artacaktir. Calismada bu ilkeden yararlanarak heparin
miktari tespit edilmeye galigiimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Kan ve Kan Elemanlarni

2.1.1 Kan

Kan, yasam igin primer bir rol oynayan, yuksek yapili hayvan ve insanda
atardamar, toplardamar ve kilcal damarlarda dolasan ve akici bir bag dokusudur.
Dokuyu olusturan kan hucreleri, kan plazmasi denen bir sivi iginde bulunur.

Plazmanin bol sivi olusu, kan hucrelerinin serbest¢e hareket etmesini saglar.

Kanin ana iglevi besin maddelerinin ve yapisal elemanlarin saglanmasi ve atik
maddelerin (karbondioksit, laktik asit vs.) atilmasinin saglanmasidir. Her bedende
3.1 ile 5.2 litre arasi kan bulunur. Bu miktar ortalama vucut agirhiginin %7-8'ini
olusturur. Kanin yarisi, sivi olan bélimden yani plazmadan gelir. Diger yarisi ise

kanin igcinde gesitli gérevler Ustlenmis olan hucreler veya molekullerdir.

Kan damardan alindiktan sonra bir sure bekletilirse pihtilasir ve kan serumu adi
verilen sarimtrak bir sivi ayrilir. Serumda fibrinojen ve pihtilasma ile ilgili diger
proteinler, pihtilagsmada kullanildigi i¢in yoktur. Plazma, fibrinojen ve serumdan
olusur. Plazma kanin % 55'ini teskil eder. Kalan kismi ise kan hucrelerini yani;
alyuvarlar, akyuvarlar ve pihtilagsmada rol oynayan trombositlerden (kan pulcuklari,

platelet) meydana gelmistir. [1]



2.1.2 Plazma

Plazma: Kan plazmasi, %91 su, %8 organik maddeler ve %1 inorganik
maddelerden mutesekkildir. Organik bilesenlerin tamamina yakini, proteindir ve
plazma igin proteinlerin suda ¢ozinmesiyle meydana gelir denir. Plazmanin Ug¢
temel proteini albumin, globulin ve fibrinojendir. 100 mililitre plazmada 4.5 gr

albumin, 2.5 gr globulin ve 0.3 gr fibrinojen bulunur.

Albumin: Proteinlerin en kiglik molekulli olanlarindan biridir. Kanin osmotik
basincinin dortte Gguni albumin saglar. Osmotik basing sayesinde kan-plazma
orant korunur. Albumin karacigerde vyapilir. Karaciger bozuklugu olanlarda

hipoalbuminemi denilen plazma albumin seviyesi diusukligu ortaya ¢ikar.

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

hastaliklarda bagisiklik saglayan savunma maddeleri yapilir.

Fibrinojen: Kan pihtilasma mekanizmasinin en son basamagini yapan proteindir.
Fibrinojen molekdulleri fibrin liflerine donerek katilasirlar ve pihtilasma meydana

gelir.

2.1.3 Kan Hiicreleri

Alyuvarlar (Eritrosit): Kirmizi kan hdcreleri kanin hicre kisminin tamamina
yakinini meydana getirirler. Kanin her milimetre kibunde yaklagik 4-5 milyon
alyuvar bulunur. Mikroskopta bakildiginda alyuvarlar, ortasi ¢okik tavla pulu
seklinde gorular. Ortalama c¢aplari 7,5 mikron olup, merkezdeki kalinliklari bir
mikrondur. Her kirmizi kan hicresinde oksijen baglama yetenegindeki bir proteinli
boya (pigment) olan hemoglobin bulunur. Oksijenle dolu olan hemoglobine
oksihemoglobin denir. Bu, kana parlak kirmizi rengini verir. Dokulara oksijen
getirdikten sonra bir miktar karbondioksiti alarak akcigerlere getirir. Buna da

karbaminohemoglobin denir. [1]



Akyuvarlar (Lokosit): Alyuvarlardan ayri olarak tam hucre 6zelligi gdsterirler. Bir
cekirdekleri ve diger hucre organelleri vardir. 10-20 mikron c¢aplariyla da
alyuvarlardan daha buayudktur. Bir milimetreklp kanda yaklasik 7000 kadar akyuvar
bulunur. Akyuvarlar; granulositler, lenfositler ve monositler olarak ayrilir.
Akyuvarlarin % 40-75'ini granulositler, % 20-45'ini lenfositler, % 2-10'unu ise
monositler teskil eder. Granulositler de aralarinda noétrofil, bazofil ve eozinofil

olmak Uzere Ug geside ayrilirlar. Bunlarin buyidk ¢ogunlugunu nétrofiller olusturur.

[1][2]

Trombositler (Kan pulcuklari): Caplari sadece 1-2 mikron olan kanin en kuguk
hlcreleri olan trombositler, pihtilagsmada 6énemli rol oynarlar. Kirmizi kemik
iligindeki dev hucrelerin (megakaryosit) parcalanmasiyla meydana gelen oval veya
yuvarlak, renksiz ve c¢ekirdeksiz parcaciklardir. Her milimetrekip kanda yaklasik
150-400 bin trombosit bulunur. Damar yaralanmalarinda, damarin i¢ yuzine
yapigarak tikarlar. Salgiladiklari trombokinaz enzimiyle pihtilagsmada rol oynarlar.
Pihti meydana geldiginde kasilarak yaranin agzini buzerler ve kanamayi
durdururlar. Trombositlerin pihtilasmadaki ¢ok 6nemli goérevlerinin  disinda
serotonin, adrenalin, noradrenalin ve histamin maddelerini tasima goérevleri de
vardir. [1] [2]

2.2 Kanamanin Durmasi ve Kan Pihtilasma Mekanizmasi

Bir damar yaralandigi zaman bazi mekanizmalar sirasiyla islerlik kazanarak
kanama durdurulur. Kanamanin durmasi hemostaz, kanin pihtilagsmasi

koagulasyondur. Hemostaz mekanizmalari;

Vazokonstriksiyon veya vazospazm: Damar buzulmesi, damar
yaralanmalarindan sonra kanamay! durdurmak ve azaltmak icin devreye giren ilk

mekanizmadir. Serotonin salgilanmasi ile hasarli damar buzulur.

Trombosit tikacinin olugsmasi: Trombositler yaralanmig damar yapisi ile
karsilasinca yapilari degisime ugrar, yuzeylerinde isinsal c¢ikintilar olugsur, ADP
salgilanir ve tromboxan A2 olusur. Diger trombositlerin aktivasyonu gergeklesir ve
trombositler birbirine yapisir. Bunun sonucunda yarali damar bdlgesinde bir araya
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toplanarak bir tika¢ olustururlar ve damar duvarindaki deligi kan akimini
engellemeden tikarlar. [2]

Kanamanin durmasi icin 6nemli olan Uguncu mekanizma pihti olugmasi yani

koagulasyondur.

a.Protrombin aktivatorinin olusmasi. Protrombin aktivatéri ekstrensek ve
intrensek yollarla olusur. Ektrensek yol; Damar duvari ve gevresindeki dokularin
travmaya ugramasiyla baglar. intrensek yol; kanin igindeki yapilarin uyariimasiyla
bagslar (Sekil 2.1) . Bu yollarin her ikisinde de kan pihtilagsma faktorleri adi verilen
ve birden onlgce kadar roma rakkamlari ile gosterilen protein yapisindaki maddeler

gorev alir. (Cizelge 2.1) [3]

b. Olusan protrombin aktivatériiniin Ca*? iyonlarinin beraberliginde protrombinden

(plazmada bulunan bir protein molekull) trombin olugturmasi

c. Trombinin fibrinojene etki ederek fibrin ipliklerini olusturmasi. Fibrin iplikleri kan
hicrelerini ve plazmayi igine alarak bir kitle olusturur, buna pihti adi verilmektedir.
(Sekil 2.2)



intrensek yol

Ekstrensek yol

Damar disi dokuda Damarda hasar

hasar J/ l

inaktive
Doku Faktor X Pihtilagma
Faktorleri

Tromboplastini 2
5 \L ~— Aktivasyonu

Aktive
Faktor X

!

Protrombin ——— | Trombin

W Fibrin Faktor X]||
Fibrinojen s 5

Pihti

Sekil 2.1 Protrombin aktivatérinin olusmasi [4]

Protrombin

Trombin

Fibrin iplikgikleri

Fibrinojen

Sekil 2.2 Pihtilagsma mekanizmasi [3]



Cizelge 2.1 Kanda bulunan pihtilagma faktérleri [3]

isimleri

Pihtilagsma Faktorleri

Faktor I Fibrinojen

Faktor I1 Protrombin

Faktor I11 Doku faktért(Doku tromboplastini)

Faktor IV Kalsiyum

Faktor V Proakselerin (labil faktor)

Faktor VII Serum protrombin konversiyon
akseleratoru

Faktor VIII Antihemofilik faktor A

Faktor IX Plazma tromboplastin komponenti
(Christmas faktor.Antihemofilik faktor
B)

Faktor X Stuart-Prower faktor

Faktor XI Plazma tromboplastin (Antihemofilik
faktor C)

Faktor XII Hageman faktor

Faktor XIII Fibrin stabilize edici faktor

Prekallikrein Fletcher faktor

HMWK Yuksek molekul agirliklhikininojen

(fitzgerald faktor)




2.3 Heparin

Formili C12H19NO2S3 0lan heparinin, molekil agirhgr 3000 Da’dan 30000 Da
kadar ortalama molekul agirhigi 15000 Da’dir (yaklasik 45 monosakkarit zinciri). [3]
[3]

Spesifik olarak pihtilagsma faktorleri IX ve XI'i baglayarak ve antitrombin Il ile
etkilegip bunun trombini inaktive etme yetenegini artirarak kanin pihtilagsmasini

onler. 200 ve 400 U/kg doz heparinin yarilanma suresi sirasiyla 1.6 ve 2.5 saattir.

[6]

1 ml kan icin 75 IU heparin gerekir. 100 IU heparin, 1 mg heparine esdegerdir.
Piyasada ml.sinde 100, 1000, 10000 IU heparin igeren preparatlar vardir [3] [4].
Heparin, intravendz (IV, damar igi) ve subkitan (SC, deri alti) yolla verilir. SC yolla
veriime secilirse, verilecek olan ilk doz biyoyararlaniminin  digukligunun

ustesinden gelmek icin yeterli miktarda olmahdir.

Kan dolagsimina girdikten sonra heparin, bir miktar plazma proteinlerine baglanir,

bu antikoagulan aktivitesini dusuk konsantrasyonlarda duasurdr,

- - S
JRR— 2 —~
() l’\(_':‘ M

i - -

. —

- —

e s
'r:-._ - {__‘._\I_ ..__Y__ﬂ__‘".__‘._ '\'i"'_--"

Sekil 2.3 Heparinin kan dolagsimina girmesi. Heparin (.) dolasima girer, heparin
baglanan proteinlere (<), endotel hicrelerine (EC), makrofajlara (M), ve AT-|||'e
(antitrombin |||- 0) baglanir. Sadece ylksek afiniteli pentasakkaritli heparin AT-|||'e
baglanir. [7]
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Sekil 2.4 ACT’nin Heparin verildikten sonraki degisim. ACT (aktiflesmis pihtilasma
zamanli), sag atriyuma kilogram basina 300 U heparin enjekte edildikten sonra bes
farkli aralikta, radial arter kan 6rneginden Olculur. Cogu hastada ACT’nin hizh

artisi iki dakika icinde meydana gelir. [3]

2.4 Protamin

Protamin; alabalik sperminden elde edilmis bir polikatyonik proteindir. Heparin
notralizasyonunda kullanilir. Protaminin iki aktif tarafi vardir, biri heparini nétralize

eder, digeri heparinden bagimsiz olarak hafif bir antikoagulan etki uygular. [3]

Molekuler agirigi 4000 kDa’dir. Heparin ve protamin arasindaki etkilesim,
elektrostatik etkilesimdir. Negatif yUklu heparin, pozitif yukli protamine baglanir
[8]. KPB’da 100 U heparin igin 1mg protamin verilmelidir. EK doz: ACT >150 sn ise
0.5-1 mg/kg olmalidir. [3] [9]



2.5 Kardiyopulmoner Bypass’ta Heparin ve Protamin

GUnumuzde kalp hastaliklarinin  bayuk bir kisminin cerrahi tedavisi,
kardiyopulmoner bypass (KPB) teknigi uygulanarak gerceklestiriimektedir. Bu
ameliyatlar hastalarin, kalp ve solunum fonksiyonlarinin gegcici olarak yerine
getiren, Kalp akciger makinasi (KAM) sayesinde yapilabilmektedir. KAM
uygulanan hastalarin hepsinde, klinik olarak bulgu vermese de, hucresel ve

molekuller dizeyde morbiditeye neden olmaktadir. [10]

Antikoagulasyon, acik kalp cerrahisi agisindan son derece onemlidir. Heparinin
kesfi ve klinik uygulamaya girmesi kardiyopulmoner bypass teknolojisini
uygulanabilir hale getirerek modern kalp cerrahisinin baslamasini saglamistir.
Bdylece yabanci yuzeyle temas eder kanda pihti olugsmasi &énlenebilmigtir.
Heparin, etkileri kontrol edilmesi gereken antikoagulan bir ajandir ve cerrahi islem

bittiinde bu antikoagulan etkinin notralize edilmesi gerekmektedir.

Heparin dozunun ve antikoagullan etkinliginin ayarlanmasi kisiden kisiye buylk
farkliliklar gdsterebildiginden genelde problem olmustur. Zira heparinin birgok
pihtilasma faktorleri, plazma proteinleri, plateletler ile etkilesmesi, kardiyopulmoner
bypassin ve 1siI degisikliklerinin de bu sistemler Uzerine etkilerinden olayr henltz

tam olarak agiklanamayan noktalar bulunmaktadir.

Heparin etkilerini notralize etmede kullanilan, protamin uygulamasinin beraberinde
getirdigi bir¢cok riski vardir ve acgik kalp cerrahisinin en tehlikeli devresi olarak
protamin uygulamasi goérulmektedir. Ayrica yuksek protamin dozunun da
antikoagulan etkisi vardir. Bu nedenle son yillarda uygulanan protamin dozlarini

azaltmaya yonelik calismalar suratle devam etmektedir. [11]

Heparinin notralizasyonunda, 1 mg heparin igin 1-1.5 mg protaminin veriimesi
onerilmektedir. Svenarud ve ark, 1 mg heparin igin 0.75 mg protamin verilmesinin
avantajli olmadigi postoperatif donemde kanama egiliminin ve kan kullaniminin

arttigini belirtmektedir. Heparinin 1 mg'i i¢in tek doz 1.3 mg protaminin bolus
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verilmesinin yeterli notralizasyon sagladigi ve bu uygulamanin emniyetli oldugu
ifade edilmektedir. Miyashita ve ark, dusuk (1.6 mg/kg) ve yuksek dozlarda (3.56
mg/kg) protamin nétralizasyonu yapilan olgulari karsilagtirmislar ve yuksek dozda
protamin verilenlerde protamin oncesi degerlere gore platelet sayilarinda %69
azalma, plazma platelet faktor 4 seviyelerinde ise yaklasik 2 kathk artis oldugu
g6zlemistir. Turan Ege ve ark, KPB sonrasi heparin etkilerini nétralize etmek igin
yeterli miktar olarak kabul edilen 1.3 mg protamin vermiglerdir. Svenarud ve ark,
protaminin bolus verilmesinin guvenli oldugunu belirtmelerine ragmen Turan Ege
ve ark kendi ¢galigmalarinda toplam protamin miktarini 15 dakikada infuzyon olarak
vermiglerdir. [12] [13] [14]

Hastanin anestezi hazirhdr tamamlandiginda, baslangic ACT degeri olguldr.
Heparin, hasta kanule edilmeden en az 10 dakika 6nce 4 mg/kg dozunda IV olarak
yapilir. 5 dakika sonra ACT kontrol edilir. Yeterli antikoagulasyondan emin olmak
icin ACT’nin 480 sn ve uzerinde tutulmasi gerekir. ACT nin ylkselmedigi
durumlarda antitrombin Il eksikligi veya heparin rezistansi akla gelmelidir. Bu
durumda, Antitrombin Il konsantresi kullanilabilir. Heparin dozunun 2 veya 3 kez
tekrar edilmesi gerekebilir. Kardiyopulmoner bypass baslatildiktan 10 dakika sonra
ve sonrasinda saatlik olarak ACT tekrar edilir. Yeterli ACT duizeyi saglanacak
sekilde ilave heparin yapilabilir. Kisa sireli KPB surelerinde ACT, hasta isitilirken
tekrar kontrol edilir. KPB’ dan ciktiktan sonra, hastanin hemodinamisinin stabil,
yapilan tamirin yeterli ve KPB desteginde onariimayi gerektiren bir kanamanin
bulunmadidindan emin olunduktan sonra, hastaya IV yolla yavas olarak protamin
verilir. Protamin dozu, 1 mg heparin igin, 1 mg protamin olacak sekildedir.
Cocuklarda protamin dozu, heparin dozunun 1.5 kati kadar olabilir. Sonrasinda
tekrar ACT bakilarak heparin nétralizasyonunun yeterli olup olmadigi

degerlendirilir. [15]

Heparin kapli sistemler sayesinde dusuk doz sistemik heparinizasyon kullanarak,
KPB'In eritrositler Uzerindeki olumsuz etkilerini azaltilabilecegi, ameliyat sonrasi
mortalite ve morbidite (hastaliga yakalananlarin sayisi) oranini dugirecegi yoninde
yeni bilgiler elde edilmektedir. [10]
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Tdm heparin kapli materyalde kanin etkilestigi tim yuzeyler immobilize heparin ile
kaplanmistir. Heparin kapli sistem ile digsuk doz heparin kullanimi pulmoner
fonksiyonel parametreler Uzerine istatistiksel olarak anlaml etkiler meydana
getirmistir. Heparin kaph sistemlerde daha az heparin kullanimi sonucunda daha
az heparin protamin kompleksinin olugsmasinin teorik olarak domuz modelli

calismalarla pulmoner disfonksiyonu azalttigr saptanmistir. [16]

Heparin veya protamin dozaj kontrol teknigi asagidaki gibidir:

a. ACT kontrolu yapilir (Heparinsiz vs.). Diger sorunlar harig tutularak ACT normali
(90-120 saniye) olmalidir. A noktasi olarak isaretlenir.

b. ACT kontrolinu yaklasik 15 mg/kg seviyesinde ikiye katlayacagi tahmin edilen
heparin dozaji uygulanir. ACT’yi kontrol edilir. B noktasi olarak isaretlenir.

c. ACT'yi istenen seviyede tutacak ilave heparin miktari (mesela, KPB igin 450-
500’de) uygulanir. Bu, grafikte A-B hattinin agisindan, mesela toplam 4 mg/kg
icin, tahmin edilir. Boylece 2.5 mg/kg'a daha ihtiya¢ vardir. Bir bagska ACT, C

noktasi olarak isaretlenir.

d. Simdi elde doz-cevap edrisinde 3 nokta vardir. Bu egri ile, bu hasta bu sicaklikta
kabaca izlenir.

e.Daha yuksek ACT’yi saglamak igin hedef, A-B-C hattindan c¢ikarilir. Bu hedefi
gereklestirmek icgin istenen heparin miktari mg/kg cinsinden heparin skalasindan

okunur.

f. Daha az ACT gergeklestirmek icin ya sure heparin azaltmasini saglayacak ya da
protamin kullanilacaktir. Eger C noktasinda ACT’nin 200 saniyeye dusurilmesi
arzu edilirse bu nokta yaklasik 1.5 mg/kg protamin etkisinde olacak veya 5.2-

1.5=3.7 mg/kg protamin verilecektir.
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g. Boylece iki nokta arasinda hareketi saglayan heparin veya protamin dozaj farki
ile hastanin doza reaksiyonu asgagi veya yukari cekilebilir. [17] [Bakiniz EK-1

Heparin veya protamin dozaj kontrol teknigi]

2.6 Pihtilagsma Zamani Olgiim Metodlari

Aktive edilmis (aktiflesmis) pihtilasma zamanini (ACT) belirlemede manuel ve
otomatik metodlar kullanilir. Manuel metodlar arasinda; Lee-White ve Lam
methodu vardir. Otomatik metodlarda da ACT o6lgim icin 6zel olarak gelistiriimis
cihazlar kullanilir. Bunlarda Hemochron ve HemoTec ACT cihazlaridir.

2.6.1 Lee-White metodu

Ug adet test tibi 1, 2, 3 olarak numaralandirilir. Bu tiiplere hastadan alinan kan
esit hacimde dagitihr. Manuel olarak tupler sirayla egilir. Her birinde pihtilagsma
g6zlenene kadar egme iglemi devam eder. Bu yontem ucuzdur fakat islemin uzun

surme ihtimali vardir. Bazi hastalarda bu sure 30 dakikayl agmaktadir. [3] [4]

Lee-White metoduna benzer bir metodda; daha 6nce damar delici ile 1mL veya
daha gok kani gekerek gikarmayi ve miteakiben turnikeyi gikarip kanin 37 °C
sicakliga isitiimis tibe tahliye edilmesine misaade edilir. Zaman dlger kan tupte
gorilduginde gahistirilir. Sonra karigtirmak igin bir kag kez ters gevirilir ve 37 °C'de
su banyosuna veya isi tuglasi igine yerlestirilir. 1 dakika ve 5 saniye araliklardan
sonra tup banyodan c¢ikarilir ve egilir ve ilk acik pihti goérildigumde zaman dlger
durdurulur. Bir baska ydntemde ise, damarici kateterden 2 ml kan gekilir, 30
saniye boyunca saniyede bir kez ters cevirilir ve 40 watt'ik lamba ile (sicaklik
belirlenmemisg) 1sitiimis 1s1 blogu igine yerlestirilir. Burada kan tube ilk girdiginde
¢alisan ve pihti oldugunda duran saat kullanilir. [3]

2.6.2 Lam metodu

-Parmak ucu alkol veya alkol-eter karigimiyla temizlenir.
-Temizlenen yerde lanset ile 4 mm derinliginde bir delme yapilir ve hemen

kronometre ¢aligtirilir.
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-Delme yerinden akan kandan 1-2 damla bir lam Gzerine alinir.

-Bundan sonra kan iginde fibrin olusup olusmadigi, kan belli araliklarla lanset ile
yoklanarak arastirilir.

-Lansetin ucuna fibrin lifleri takildigi an kronometre durdurulur ve okunur.
-Kronometrede okunan zaman degeri pihtilasma zamani olarak belirlenir. Bu,
normalde 3-7 dakika kadardir. [4]

2.6.3 Otomatik Metodlar

ACT’nin normal aralidi ve heparine yaniti kullanilan techizata ve secilen ajanlara
baglidir. ACT’nin en yaygin tipleri manuel ACT, Hemochron ACT ve HemoTec
ACT dir.

Manuel ACT tekniklerinin yerini otomatik ACT teknikleri aldi. Clnku, otomatik
teknikler daha az egitim gerektirir ve operatoru, 6zellikle heparinle pihtilagsma

suresi uzun surdigunde daha az mesgul eder.

Uluslararasi Technidyne Hemochon ACT, 2 ml kan kullanir. Zaman o&lger kan
ornegi bir magnet ve plastik tampon igieren test tlpu igine yerlestirildiginde
calismaya baslar. Kuvvetlice elle karistirildiktan sonra test tipU bir 1s1 blogu igine
egik olarak yerlestiilir ve surekli donduralur. Kati pihti olusumu magnete baglanir
ve donme devam ederken test tlplinden en baglh parcasinin kopmasina sebep
olur. Bu manyetik alanin kesilmesine neden olur ve zaman olger otomatik olarak
durur. Hemochron ACT sapma katsayisi [(standard sapma/ortalama)x100]
kontrollu ortamda %4’dur. CPB igin kullanilan kan heparin varhidi durumunda %

8’e ulasir. [3]

HemoTec ACT, iki plastik kartusun her biri igine enjekte edilmis 0.4 ml kanin
tamamini  kullanir, bilahare 1s1 blogu igine yerlestirilir. Her bir kartus, test
basladiginda mekanik kaldirma aparatiyla birlestiriimis bir piston igerir. Pistonun ilk
hareketinde ve pistonun surekli yikselmesi ve dliismesinde kanin tamami kaolin
aktivator ile karisir. Pihti olusumu, pistonun aktif yikselisinden sonra kendiliginden

dugusunu geciktirene kadar her numune yumusakc¢a karnstirir. Pistonun
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distsunun foto-optik olarak tespit edilen bitisi ACT olusturmak Uzere zaman

saatini durdurur. [3]

Cocuklardaki ACT tepkisinde cesitlilik; yetigkinlerinkine gdére buyuktur ve Sekil
2.5'te goruldugu gibi test mekanizmasina ve kullanilan aktivatore buyuk oranda

bagldir.
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Sekil 2.5 22 pediyatrik (gocuk) hastanin bypass ameliyati esnasinda 6 zaman
noktasinda Hemochron ve HemoTec (Hepcon) ACT degerleri. 5 noktada
Hemochron ACT degerleri HemoTec ACT degerlerinden ylksektir. HemoTec ACT

tim zaman noktalarinda 400 saniye esik degerinin altindadir. [3]
2.7 Kalp Akciger Makinesi

Kalp akciger makinesinin birincil fonksiyonu kalbe gelen tim ven6z kanin kalp

akciger makinesi devresinde toplanarak sistemik arteryel dolasima geri
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verilmesidir. Bundan dolayi, gaz degisimi icin akcigerin, dolasima gerekli enerjiyi

saglamak igin de kalbin fonksiyonunu yerine getirebilmelidir.

Kan, yercekimi etkisiyle kalp akciger makinesine drene olur. Burada yapay bir
akciger boyunca hareket eder (bubble veya membran oksijenator) ve genellikle bir
roller ya da sentrifij pompa vasitasiyla asandan aortaya yerlestiriimis bir kanul

yoluyla arteryel sisteme pompalanarak geri doner.

Pompa; bubble oksijenator kullanildiginda oksijenatorden sonra, membran

oksijenator kullanildiginda ise 6nce yer alir.

Kardiyopulmoner bypassta hasta kaninin aktif olarak isitiimasi ve sogutulmasi
yoluyla sistemik hipotermi elde etmek igin 1s1 degistiriciler gereklidir. Isi degistirici

bobinler oksijenatdrden dnce yerlestirilmistir.

2.7.1 Kalp Akciger Makinesinin Temel Bilesenleri

- Bir veya birden fazla vendz kanll, (kalpten veya buyuk venlerden kani toplayan),

- Emici sistem, (cerrahi sahadaki kanin aspire edilmesini ve kanin yeniden sisteme
kazandirilmasini saglayan)

- Vendz rezervuar, (vendz kanullerden ve diger emici sistemlerden gelen kanin
toplandigr)

- Oksijenator, (kanin oksijenlenmesini saglayan)

- Is1 degistirici, (kanin sogutulup 1sitiimasini saglayan)

- Pompa, (kalbin pompa gérevini Ustlenecek)

- Arteryel hat filtresi ve (sisteme karisma olasihidi olan partikullerin temizlendigi)

- Arteryel kanuldur. (oksijenlenmis ve filtre edilmis kani hastanin arteriyel sistemine
ileten) [18][19]
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Sekil 2.6 Kalp Akciger Makinesi ve Bilesenleri [20]
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2.7.1.1 Venoz Kaniiller

Vendz kanuller kani hastadan ekstrakorporeal dolagsima seviye farki veya pompa
oksijenator sistemi ile direne ederler. Aort kapak ameliyatlari, sol ventrikal ¢ikis
yolu ameliyatlari, ¢ikan aorta ameliyatlari ve koroner baypas cerrahisi (CABG)
prosedurlerinde tek kanul kullanihr. Sag atriyum veya sag ventrikul icinde
calisilacaksa iki kanul kullanilir. Perfizyon esnasinda santral vendz basing (CVP)
15 mmHg'nin altinda olmali, ince duvarli venler kollaps olusturup akimi

sinirlayabileceginden negatif basing olusturulmamalidir. [18]

2.7.1.2 Venoz Rezervuar

Bir cok ekstrakorporal perfuzyon sisteminde, sistemik vendz kanin venoz
rezervuara iletimi yer ¢ekimi ile olur. Bu nedenle ven6z rezervuar sistemik blyulk
venlerin bulundugu dizlemden 25-30 in¢g daha asagida olmalidir. Kan sisteme
tekrar kazanilir ve kan kaybi énlenmis olur. Genellikle hava embolisini énlemek
igin rezervuarda volumun belli bir seviye altina indiginde veya arteriyel hat iginde

hava saptandiginda alarm veren sistemler vardir. [19]

2.7.1.3 Oksijenatorler

Oksijenatérler ayni akciger gibi O, ve CO. degis tokusu yapilan ortamlardir. ilk
yapilan oksijenatorlerde kanin oksijenlendiriimesi kanin ince bir tabaka halinde
genis bir yluzeye yayillmasi ve Ustune oksijen uflenmesiyle gerceklesmekteydi.
Bunlarin disk, silindir ve tel kafes seklinde tipleri mevcuttu. Bubble ve membran

oksijenator olmak Uzere iki tip oksijenatdr vardir. [19]
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Sekil 2.7 Sorin Group COBE Cardiovascular Apex marka oksijenator [21]

2.7.1.3.a Bubble Oksijenatorler

O, direkt olarak sistemik vendz kanla difizyon sahasinda karsilasir. Difizyon
sahasinda kanin iginde binlerce kiguk oksijen bubble’l olusur.

Gaz degisimi her bir bubble etrafinda olusan ince film tabakasinda olur. CO-
bubble igine difize olur, O, ise kana gecer. Karbondioksit plazmaya oksijenden 20
kez daha hizh difize olur. [3] Olusturulan hava kabarciginin buaydklaga 35 pm
civarindadir. Kabarcik sayisinin artmasi oksijenlenmeyi artirir. Gaz degisimi
meydana gelen kabarciklar, ana yapisi dimetilpolisiloxan olan kabarcik tutucudan
arteriyel rezervuara gider. Kurulmalari ve kullanilmalari kolay ve diger
oksijenatorlere goére ucuzdurlar. Kalp akciger makinesi diuzeneginde pompadan

once yer alirlar. [19]
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Sekil 2.8 Bubble oksijenatorun kalp akciger makinesinde yeri [19]
2.7.1.3.b Membran Oksijenatorler

Kan ve gaz ince bir membranla ayrilmistir. Gaz degisimi bu 2-5 m?lik yapay
tabakada olur. Gaz degisimi O, ve CO2’in kandaki eriyebilirligine, membranin
gecirgenligine ve her iki tarafindaki kismi gaz basinci farkhliklarina baglidir.
Membranla temas eden kan tabakasi mimkuin oldugunca ince ve membranlar
aras! kismi basing farki yiiksek olmalidir. insan alveollerine en gok benzeyen tiptir.
[19]

Yeni nesil oksijenatorler artirimis CO. gegirgenligi sayesinde O, ve CO, transferi
dengesini, gaz degisim verimliligini gelistiren ve prime volim (ilk hacmi) azaltan
silikon tabanli zarlardir. Silikon veya mikroporlu polipropilen membran vasitasiyla
kan ile gazin bolumleri ayrilir. [22]
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Membran

Sekil 2.9 Membran oksijenatorde gaz aligverisi [19]

Membran oksijenatorler, kanin membrandan gecirilmesi belirli bir direng
yarattigindan ve basing¢ gerektiginden kalp akciger makinesinde pompadan sonra

yer alirlar. [19]
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Sekil 2.10 Membran oksijendrin kalp akciger makinesinde yeri [19]
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2.7.1.4 Pompa

Veno6z sistemden gelen kani arteriyel sisteme ileten kalbin gérevini gegici olarak
Ustlenen yapilardir. Santrifij ve roller olmak Uzere iki tip pompa ve yeni nesil

peristaltik pompalar vardir.

2.7.1.4.a Roller Pompalar

DeBakey tarafindan gelistiriimigtir. Elektrik motoru ile dénen bir merkez ve buna
bagh genellikle iki veya daha fazla dénen bir kol vardir. Bu kollar kan tasiyan hatti
dondukleri yone dogru sikigtirarak bir yone dogru akim olusturur. Roller

pompalarin olusturacagi kan hacmi tupin ¢apina ve dénme hizina baghdir. [19]

Roller 180 mmHg basinca kadar kani hattan atabilir. Bdylece devamh akim
saglanir. Cikis hattinda direng olmadikga ileri dodru olan akim etkilenmez. Roller
pompa hastaya destek vermek icin duzenli akis saglamak, kardiyopleji idaresi ile
delikler icin emme, saha emmesi (kardiyotomi) ve artiriimig toplardamar drenaji

icin kullanilir. Roller pompa guivenli, ucuz ve kullanimi kolaydir. [4] [18]

2.7.1.4.b Santrifuj Pompalar

Santriflj pompalar koni seklindedir, bir cark ve manyetik bir tabakadan olusur. Bu
cark kani yuksek hizla cevirir ve yarattigi merkezkag¢ etkisiyle icerisinden gecen
kan, konik yapinin ucuna dogru ilerler. Bu yapidaki pompalarda kan elemanlari

hasari az dizeydedir ve daha az antikoagllasyon gerektirir. [18] [19]

]
v

Sekil 2.11 Santrifij Pompa [19]
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Santrif(j pompalarin roller pompalara iki temel UstanlGgu vardir:

a.Santrifuj pompalarda gegici obstriksiyon olsa bile yuksek geri basing olusmaz.
b.Santriflj pompalarda tup kompresyonu olsa bile genis gaz embolileri olusmaz.
[18]

2.7.1.4.c Peristaltik Pompalar

Ana yapisini olusturan odacik 3 bolumden olusur. Baslangig, tikayici ve dolucu
segmentlerdir. Dolucu segmentler vendz rezervuarin yarattigi hidrostatik basing ile
dolar. ileri akim rezervuardaki kan seviyesine baghdir. Rezervuar belli bir
seviyenin altina inerse tikayici segment kollapsa ugrar ve akimi keserek hava

embolisine engel olur. [19]

2.7.1.5 Is1 Degistirici

Kardiyopulmoner bypass esnasinda vicut isisinin kontroll igin 1s1 degistirici
gereklidir. Kanin sogutulmasi ve tekrar isitiimasi igin oksijeneratorlerde kullanilan
Is1 degigstiriciler kanin bdlgesel olarak asiri 1sinmasini 6nleyerek, istenen 1si
degisimini saglayabilen, biyolojik olarak inert ylzey olusturacak sekilde yapilir.
Genellikle 1s1 degistiricilerin igine ve disina dogru enerjinin transferi, perflizyon
aparatinin bir pargasi olan bir 1sitma ve sogutma birimi boyunca dolasan steril
olmayan su ile saglanir. Sogutma istendiginde su bir buz banyosundan gegirilir.
Isitma istendiginde ise elekirik direngli isiticilarla isitilir. Isi transfer sivisi olarak su
basit bir 1siticidir ve glvenilirdir. Ayni zamanda 1s1 degistirici yuzeylerde bdlgesel

1sil noktalar olusturmaz. [3]
Is1 degistiricinin icinde 1 °C ile 42 °C arasinda su dolasir. Kan 42 °C’nin Uzerinde
isitilirsa kan proteinleri hasar goértir. Soguma ile her 10 °C’de metabolizma %50

yavaslar.[18] [19] [23]

Yetigkinde soguma esnasinda is1 dakikada 0.7-1.5 °C azalir. Isinma esnasinda ise
dakikada 0.2-0.5 °C artar. Arter ile ven arasindaki isi farki erigkinlerde 12 °C;
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pediatrik hastalarda 8 °C’yi asarsa proteinler denatlre olur, proteinlerin sivi
absorblamasi ile hemoliz artar. [19]

2.7.1.6 Filtreler

Hava ve partikil embolileri en dnemli komplikasyondan biridir. Cerrahi sahadan
aspire edilen yag, kemik parcaciklari veya prime solusyon ile devreye karisan
yabanci cisimler olabilir. Esit delikli veya degisik delikleri olan dacron yin veya
poliuretandan yapilmiglardir. Deliklerin ¢aplari 20-40 ym’dir ve yaklasik 600-800
cm? alan kaplarlar. Arteriyel hatta olmak Uzere kardiyotomi rezervuarinda,
oksijenator ve kardiyopleji hattina konulur. Arteriyel hatta bulunan filtrelerde havay:
rezervuara gonderen ayri bir hat bulunur. Bypass Oncesi kullanilan, devrelerden
kaynaklanabilen pargaciklar icin 5 um’lik c¢apli olanlari da vardir. Fakat bu
filtrelerde prime olarak kan kullanilamaz ve albimin ilavesi yapilamaz. Gaz tipi
filtrelerde ise ¢cap 0.2 uy kadardir. Tum filtreler ilk doluslarinda yaklasik 200 cc
kadar prime gerektirir. [19]

2.7.1.7 Emici sistemler

Kanamalarin toplanmasinda ve sisteme dahil edilmesinde kullanilirlar. Hemolize,
partikil embolisine, yag ve gaz mikroembolilerine yol acgabilir. Ayrica trombosit
hasarina ve kaybina yol acan en dnemli faktordir. Roller pompa aspiratorlerinde,
pompa ile rezervuar arasinda devamli olarak kan bulunmasi hicresel travmanin

fazla olmasina neden olmaktadir. [19]

2.7.1.8 Vent Sistemleri

Kalp icine yerlestirilen ve kalbin basincini azaltmaya yarayan sistemlerdir. Ventler

ventrikil ve aortada biriken havanin ¢ikariimasinda da fonksiyon gorurler. [19]

2.7.1.9 Arter Kaniili

Kardiyopulmoner bypass sirasinda organ perfizyonu igin gerekli oksijenlenmis

kan aort kanull ile verilir. Kanule giris ve ¢ikis noktalarindaki basing farki fazla ise
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olusan jet akim nedeniyle hemoliz ve arterde i¢ hasar olusabilir. Kabul edilebilir

basing¢ gradyenti en ¢ok 100 mmHg'dir. [19]

2.8 Biyosensor

Sensorler fiziksel olgulari elektrik sinyallerine donustiren cihazlardir. Calisma
sekillerine gore ve donuasturicu (tranducer) adi verilen yapilarina gore cesitlere
ayrilmaktadir. Termal, mekanik, kimyasal, akustik, radyoaktif sensoérler ve
biyosensorler bunlardan bazilandir. Biyosensorler, biyolojik olarak aktif
malzemelerin yuksek seciciliinde ve hassasiyetinde avantaj saglayan kimyasal

sensorlerdir. [24]

Bir biyosensor; reseptor ve dedektor olmak Gzere iki bilesene sahiptir (Sekil 2.12).
Reseptor; sensorin segiciliginden sorumludur. Enzimler, antibadiler, ve yag
tabakalari érneklerini igerir. Dedektor; cevirici gbrevi gorur, analiti taniyarak fiziksel
veya kimyasal degisimi elektrik sinyaline gevirir. Ornek olarak pH elekirot, oksijen
elektrodu, veya bir piezoelekitrik kristal. [24]

Sprod Amtign ’

S

Detector Diosemsn—— Receplor

Sekil 2.12 Biyosensoérin sematik gosterimi [24]

2.9 Piezoelektrik Etki ve Piezoelektrik Kristaller

Piezoelektrik etki ilk kez 1880 ylinda Jaques ve Pierre Curie tarafindan
kesfedilmistir. Belli malzemelerin mekanik gerilim uygulandiginda elektriksel
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potansiyel farki olusturdugu etkidir. Bazi kristalimsi malzemeler kendilerine 6zgu

kristal yapilarindan dolayi piezoelektrik davranis gosterirler. [25]

Curie kardesler sonraki yillarda yaptiklar galismalarda, piezoelektrik kristalinin iki
ylzeyi arasina uygulanan elektriksel gerilim farkinin kristallerde boyut
degistirmeye, gerinime yol actigini gostermislerdir. Baska bir ifadeyle,“ters
piezoelektrik etki” olarak bilinen bu etkiyi kullanarak, kristal ylzeyleri arasina
uygulanan elektriksel gerilimin siddetini degistirerek piezoelektrik kristalin

boyutlarini bununla orantili olarak degistirmek mumkun olmaktadir.

Kristallerde vibrasyon s6z konusudur. Vibrasyon kristal icindeki atomlarin belli bir

zaman iginde orijinal konumlarindan deforme olmus konuma gegmeleri, buradan

yine orijinal konuma donmeleri ve bunu izleyen devrede tersi yonde deforme
konuma geg¢meleri ve yine orijinal konuma dénmeleri seklinde devam eden surekli
ayni sekilde tekrarlanan bir davranigl ifade etmektedir. Bu doéngulerin birim
zamanda tekrarlanma sayisi kristalin rezonans (temel) frekansi olarak tanimlanir.
Piezoelektrik kristallerde pozitif ve negatif yuklu iyonlar vardir. Vibrasyon sonucu
yuk dagilimi degisir, bagka bir ifadeyle polarizasyon olugur. Dolayisiyla bu salinim
frekansina karsi salinan elektrik alan olusumu s6z konusudur. Elektrik alan salinim

frekansi rezonans frekansi ile aynidir. [26]

Salinimdaki piezoelektrik kristalin rezonans frekansi ile kristal ylzeyine yapisan
katle arasindaki iligkiyi tarif eden temel esitlikler Sauerbrey, Stockridge ve Lostis
tarafindan turetildi. Herbiri farkli bir yol takip etti, fakat nihai esitlikleri birbirine
benzerdir. Sauerbrey esitligi en yaygin kabul gérendir.

1959 yilinda Sauerbrey, kalinlik kesme modunda (thickness shear mode) AT-
kesimli kuartz kristallerin titresimi igin bir amprik esitlik gelistirdi. Bu, kuartz kristal
uzerinde olusan ince metal film tabakasi halindeki malzeme depoziti (birikimi) ile
buna karsilik gelen kristalin rezonans frekansindaki degisimin iligkisini tanimlar.

JAM
AE==23% 106F"’T

(2.1)
Burada;
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AF = salinan kristalde frekans degisimi, Hz,

F= piezoelektrik kristalin rezonans frekansi, MHz
AM = ylzeyde olusan film tabakasi kutlesi, g,

A = elektrod yiizey alani, cm?. [24]

Piezoelektrik uygulamalarinda kristal iki metal elekirod arasina sandvi¢ edilmigtir.
Elektrodlarin bu sekilde yerlestiriimesi salinan elekirik alaninin kristal yluzeyine dik
yonde olmasini saglar. Olusan elektrik alani kristal yigin yapisinda mekanik
salinima yol acar. Piezoelekirik uygulamalarinda kullanilan kristaller 10-16 mm
boyutlarinda, yaklasik 0.15 mm kalinliginda disk, kare veya dikdortgen seklindedir.
Rezonans frekanslari 5, 9 veya 10 MHz olan kuartz kristaller tercih edilir. Metal
elektrodlar altin, gimdus, aluminyum veya nikel olabilir. Elektrod caplari 3-8 mm
kalinhklari ise 0.3-1.0 nm araligindadir. Altin elektrodlar inert olmalari nedeniyle
bircok uygulamada tercih edilmektedir. Gimus elektrodlarin sulu ortamlarda uzun

sureli kararlihg1 duguktir. [26]

- e Gold electrode

- Quartz Crystal

= <  Base

Sekil 2.13 Kuartz kristal bilesenleri [24]

2.10 Kuartz Kristal Mikrobalans (QCM)

QCM cok hassas kiitle sensori olarak tanimlanabilir. QCM’nin temeli bir gift
elektrod arasina sikistiriimis piezoelektrik AT-kesimli kuartz kristaldir. Elektrodlar
bir osilatore baglandiginda ve elektordlar tzerine bir AC voltaji uygulandiinda
kuartz kristaller piezoelekirik etkisi sebebiyle rezonans frekansinda salinima
baslar.
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2.10.1 QCM Kullanim Alanlan

QCM’in farkh alanlarda bir ¢ok kullanimi s6z konusudur. Bunlardan bazilari

asagidakilerdir.

Termal, e-beam, sacilma, magnetron, iyon ve lazer kalintisi ince film

kalinhgi izleme

Elektrod yuzeylerinde yuzeylerarasi igslemlerin elektrokimyasi

Biyoteknoloji

- DNA ve RNA’nin tamamlayici dizilerle etkilegimi

-immobilize  edilmis reseptérler tarafindan protein ligandlar

tanimada
- Bakteri, viris, memeli hlicresi tespitinde
- Yuzeylerin biyouyumlulugunda
islevsel hale getirilmis ylizeylerde
- Gaz sensorler
- Lipit membranlar
- Polimer kaplamalar
- Reaktif ylzeyler
- immunosensérlerde
ince film olusumu
- Kendiliginden birlesen monotabakalar
- Polielektrod ylizeye emme
- Spin kaplama
- Tek tabaka olugsumu
- Yizeye emilmis tektabakalar
ilag arastirmasinda
- Polimer kaplamalarin eritiimesinde
- llacin da@itiminda
- llaglarin molekdiler etkilesimde

Sivi kaplama ve parlatma [27]
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2.11 immobilizasyon Yéntemleri

Piezoelektrik kristallerinin  biyosensor olarak kullaniimalari igin yuzeylerinin
modifiye edilmesi, baska bir ifadeyle ortamda bulunan oélgllecek madde (anilat) ile
spesifik olarak etkilesecek biyoaktif ajanin (ligand) kristal yuzeyine immobilize
edilmesi gerekir. [26]

Biyolojik bilesenin ddnustirtclye (transducer) immobilizasyonla uygun bir sekilde
tutturulmasi gerekmektedir. Genel olarak immobilizasyon i¢in 5 metod vardir.
Bunlar;
I.  Adsorpsiyon,
i. Fiziksel Adsorpsiyon

ii. Kimyasal Adsorpsiyon

I.  Mikroenkapsulasyon
[ll.  Tutuklama

IV. Capraz baglama

V. Kovalent baglama’dir.

Adsorpsiyon: Fiziksel ve kimyasal adsorpsiyon olmak Uuzere iki sinifa
ayrilmaktadir.

Fiziksel adsorpsiyon; van der Waals kuvvetleri, iyonik baglar, hidrofobik kuvvetleri
icerir. Fiziksel adsorpsiyon ile baglanmisg biyolojik bilesenlerin dlgimleri
piezoelektrik kuartz kristal mikrobalans (QCM) ile yapiir [28]. Kimyasal
adsorpsiyon; daha kuvvetli ve kovalent baglarin dizilisinden olugur. Yuzeye
tutunan biyomalzeme pH, sicaklik, iyonik kuvvet ve substrattaki degisimlere maruz

kalir ki bunlar biyolojik aktiviteyi azaltir. [29]

Mikroenkapsiilasyon: Biyomalzeme inert zar tarafindan hapsedilir. Genellikle
kullanilan zarlar; sellloz asetat, polikarbonat, PTFE (polytetrafluoroethlene). Bu
metod enzim ve gevirici arasinda yakinhk icermez. Bu metod; yalnizca zara nufuz

edebilen kiglk analitlerin tespitinde kullanilir. [29]
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Tutuklama: Enzimin polimerik jele veya membran arkasina immobilizasyonu
goreceli olarak kolay bir iglemdir. Enzim fiziksel veya kimyasal olarak herhangi bir
taslyiciya baglanmamistir. Enzimlerin, hdcrelerin ve organellerin ihtiva edilmesi
icin bazi polimerler vardir; polivinil alkol, polivinil klorid, polikarbonat, poliakrilamid
ve seluloz asetattir. Jeldeki gbzeneklerden biyoaktivitenin kaybedilmesi meydana

gelebilecek sorunlardandir. [28] [29]

Capraz baglama: Destege kovalent baglanmis adsorblanmis proteinlerin veya
enzimlerin istikrarini artirmak igin ¢ok fonksiyonlu ajanlari kullanir. Glutaraldehit
biyosensor uygulamasinda ¢apraz baglama ajanlari arasinda en sik rastlanandir.
Reaksiyonun kontrol zorlugu, buyidk miktarda biyolojik malzeme gerekliligi ve

protein-enzim tabakasinin rijid (esnemez) olmasi dezavantajlarindandir. [28]

Kovalent baglama: Biyomolekuller kati yuzeye tanimh baglar sayesinde
immobilize olur. Biyomolekile en az zarar veren metoddur. Bagh proteinlerin
dizenliligini (uniformity), yogunlugunu ve dagilimini gelistirmeye yarar. Enzimler
ve proteinlerin immobilizasyonunda kullanilir. Mevcut reaktif gruplara bagl olan
liganti immobilize etmek igin bircok kovalent baglayici kimyasallar vardir. Amin
(NHy), tiyol (SH.) ve aldehit (COOH) baglama kimyasallari iyi yerlestiriimis
prosedurlerdir. Avantaji; biyomolekul yuzeyde genellikle kuvvetli bir gekilde
immobilize olur ve bu yluzden kullanim slresince ylzeyden istenmeden ayrilmaz.
Bu da biyomolekullerin dagilimini belirlemekte kullanilan AFM gibi yuzey-kuvvet
mikroskobi tekniklerini uygulamak icin énemli bir gerekililiktir. [28]

2.12 Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM)

Atomik kuvvet mikroskobu (Atomic Force Microscopy-AFM), yuzey topografisini
angstrom seviyesinden 100 mikrona kadar goruntuleyebilen bir metoddur. Hassas

bir ignenin yuzeyi taramasiyla, ylzeyin yuksek ¢d6zinurltklt 3D gorantisina verir.

ince ve kalin kaplamalar, seramikler, kompozitler, camlar, sentetik ve biyolojik
membranlar, metaller, polimerler ve yariletkenler gibi materyallerin yuzeyi
goruntlilenebildigi  gibi ylzey etkilesim o6zellikleri, elektriksel yuk, manyetiklik,
adhesif ve hidrofilik davranig gibi ¢esitli 6zellikleri hakkinda bilgi alinabilir.
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Hassas yay atomik itme-cekme kuvvetleriyle egilir. Egilme, lazerden gelen 1sinin
acisini degistirir. Yansiyan 1s1gin acgisi fotodedektorle saptanir. Fotodedektdrden

gelen sinyal bilgisayarda toplanir. [31]
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3. DENEY ASAMASI

3.1 Deneyde Kullanilan Cihazlar, Malzemeler ve Kimyasallar

Deneyleri gerceklestirirken kullanilan cihazlar; QCM (SRS QCM Quartz Crystal
Microbalance, isveg), manyetik karistiriaci (IKA, Almanya), pH metre ve terazi
(Sartorius, Almanya), ultrasonik banyo (Bandelin Sonorex, Almanya), kristal
uzerindeki metal basliklar kesmek igin Dremel Lithium lon (Dremel, Almanya),
etlivdir (Termal, istanbul). 12 MHZ'lik kristallerin frekanslarini 6lgmek icin Bagkent
Universitesi’nde Yilksek lisans 6grencisi Erhan Ermek’in kendi tezi icin hazirlamig
oldugu osilatér ve frekans sayaci devresi ile ayrica Escort EFC-3201 (Hong Kong)
frekans sayaci kullanilmistir. AFM gérintlleri Hacettepe Universitesinde Yiksek

lisans 6grencisi Nihan Guvener tarafindan alinmistir.

Deneyde kullanilmak Uzere; 4 ve 12 MHZ'lik (TIC) kristaller, manyetik karistiric
icin manyetik balik, pipetler, termometre ve beher kullaniimigtir.

Deneyi yaparken kullanilan kimyasallar; NaOH (Merck, Almanya), saf aseton
(Merck, Almanya,), metanol (Merck, Almanya), HCI (Merck, Almanya), sistamin
(SIGMA Aldrich, ABD), glutaraldehit (Fluka, ABD), fosfat tamponu igin NaH,PO4 ve
NaHPO4 tuzlan (SIGMA Aldrich, ABD), fosfat tamponu tuzu (PBS) (Amresco,
Kanada), borik asit tuzu (Aklar Kimya, Ankara), sodyum tetraborat/HCI tamponu,
protamin (SIGMA Aldrich, ABD), heparin (Liquemine Heparin 25000 1.U/5 ml i.v.
5ml’lik 1 flakon, Roche, Almanya) kullaniimigtir. Saf su Aklar Kimya- Ankara’dan,

deiyonize su ise Kartal Kimya- Ankara’dan temin edilmigtir.
3.2 Deneyin Yapihsgi
Sunulan arastirma kapsaminda kuartz kristallerin ylzeyine kimyasal immobilize

protamin ile etkilesimin neden oldugu frekans degisimi ile heparin olgimu

yapilmasi hedeflenmektedir.
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Oncelikle deneyler sirasinda kullanilacak giimis (Ag) elektrotlu kuartz kristallerin,

(4 MHz-12 MHz) Gzerindeki metal basliklar kesilerek kristalin elektrotlari ve kuartz

yuzey ortaya ¢ikarilmistir. (Sekil 3.1)

Sekil 3.1 Kristallerin Dremel 10.8V Lithium lon el aletiyle metal bashklarinin kesilip

cikarilmasi

3.2.1 Temizleme ve Hidrofilik Yuzey Eldesi

Deneylere ilk baslandigi dénemde kristaller 0.5 M NaOH ile farkli derisimlerde
hazirlanmis aseton ve metanol ile 30 dakika etkilestiriimiglerdir (Sekil 3.2).
Kristallerin metal basliklarini ¢ikartirken metal tozlarinin kristalin yizeyine fiziksel
olarak tutunmasindan dolayi dncelikle kristallerin temizleme islemlerinin yapiimasi
gerektigine karar verilmistir. Bu nedenden dolay! kristaller aseton ve metanol ile
etkilestirildikten sonra deiyonize su ile yikanmigtir. Bu sayede kristallerin yuzeyleri
temizlenmis ve NaOH ile Ag elektrotlar Uzerinde aktif OH fonksiyonel gruplarinin

olusturulmasi saglanmistir.

33



Sekil 3.2 Kristalin manyetik karigtiricida ¢ozelti ile etkilestiriimesi

%10 aseton ve metanol kullanilarak yapilan temizleme iglemlerinin yeterli olmadigi
saptanmig ve saf aseton ve %95 metanolle yikama islemleri yapiimigtir (Sekil 3.3).
Kristaller temizleme igleminden yani saf aseton ve metanolden sonra ultrasonik
banyoda deiyonize suyla 3 dakika yikanmistir (Sekil 3.4). Hidrofilik ylzey elde
etmek icin 30 dakika 0.5 M NaOH'de tutulan kristaller ultrasonik banyoda
deiyonize suyla 3 dakika yikanmistir. Boylece fiziksel olarak tutunan molekullerin
kristal ylzeyinden ayrilmasi saglanmistir. Fiziksel olarak adsorbe olan molekidillerin
kristal yuzeyinden elimine edilmesi sonrasi kristaller etivde 37 °C’de yaklasik 30
dakika kurutulmustur. Kurutma iglemi sonrasi kuartz kristallerin frekans degisimler

Olcllmustar.
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Temizleme isleminin Frekans Degisimi ile
Karsilagtiriimasi

11996.600
E 11996400
& M Bos Kristal
g, 11996200 - _
~ £ B Temizleme isleminden Sonra
2" 11.996.000 -
8
£ 11995800 - 'E
11.995.600 -

%l0aseton %10aseton safaseton  saf aseton
%10 metanol %10 metanol %95 Metanol %85 Metanol

Yapilan islem

Sekil 3.3 Temizleme igsleminin frekans degisimi ile kargilastiriimasi

Sekil 3.4 Kristallerin ultrasonik banyoda deiyonize su ile yikanmasi
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3.2.2 Sistamin immobilizasyonu

Kullanilan Ag elektrotlu kristallere, OH grubu aktivasyonundan sonra tiyol ve amin
iceren bir bilesik yardimiyla yuzeyde yeni fonksiyonel gruplar olusturulmustur.
Kuartz kristallerin yuzey aktivasyonu asamasindan sonra kristallerin yuzeylerine
sistamin immobilizasyonu gerceklestirilmistir. Sistamin molekult bir tiyol (SH) ve
amin (NH2) olmak uzere iki fonksiyonel gruba sahiptir. Molekllin bu 6zelliginden
yararlanilarak tiyol ucundan kristal yizeyine tutunmasi saglanmistir. Bu amagla 5,
20 ve 50 mM derisimleri igin farkli miktarlarda sistamin, fosfat tamponunda (0.1 M
pH: 7) ¢ozulmustur. Kristaller hazirlanan ¢ozeltiler icinde belirli bir sire karanlik
ortamda bekletilerek reaksiyona sokulmustur (Sekil 3.5). Sire sonunda kristaller
deiyonize suyla 30 dakika boyunca ylkkanmis ve ylkama igleminden sonra
kurutulup frekans degerleri dlgUimustir. Temizleme isleminden sonra 5, 20, 50
mM derigimlerinde hazirlanmig sistamin ile immobilizasyon yapilmigtir. 5 mM ile
yapilan sistamin immobilizasyon iglemi basarisiz olmustur. Ancak 20 mM ve 50
mM derigimleri ile yapilan immobilizasyon bagarili olmugtur. Bu iki derisim ile
yapilan deney sonucunda elde edilen frekans degisimi birbiriyle karsilastirildiginda

20 mM derisimle yapilan islemin daha basarili oldugu goézlemlenmistir (Sekil 3.6).
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Sekil 3.5 Karanlik ortamin saglanmasi
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Farkli Sistamin Derisiminin Yarattigi
Frekans Degisimi

3.999.200
3.899.100
3.999.000
3.998.900 -~
3.998.800 -
3.898.700 -+
3.998.600 -~ H Temizleme
3.998.500 ~
3.998.400 —

Frekans Degsimi

M Sistamin

1 2 3

Yapilan islem
1- Temizleme sonrasi 5 mM Sistamin
2-Temizleme sonrasi 20 mM Sistamin
3-Temizleme sonrasi 50 mM Sistamin

Sekil 3.6 Farkl sistamin derigiminin yarattigi frekans degisimi

ileri deneylerde 20 mM sistamin ile karanlik ortamda 30 dakika tutulan kristaller
ultrasonik banyoda deiyonize suyla 3 dakika yikanmistir [32]. Boylece fiziksel
olarak tutunan molekullerin kristal yuzeyinden ayrilmasi saglanmigtir. Fiziksel
olarak adsorbe olan molekullerin kristal ylzeyinden elimine edilmesi sonrasi
kristaller etivde 37 °C’de yaklasik 30 dakika kurutulmustur. Kurutma islemi

sonrasi kuartz kristallerin frekans degisimleri dlgulmustar.

3.2.3 Glutaraldehit immobilizasyonu

Sistamin immobilize edilmis kuartz kristallerin Gzerine uzatma kolu (spacer arm)
takilmasi amaciyla bifonksiyonel 06zellige sahip glutaraldehit kullaniimistir.
Sistaminin serbest olan amin ucu ile glutaraldehidin aldehit uglarinin reaksiyona

girmesi ile kovalent olarak baglanmasi saglanmistir.

Ligand immobilizasyonu sirasinda, ligand molekullerinin aktif uclarinin kristal
yuzeyinden disari bakmasi, bdylece anilat molekulleri ile spesifik olarak, yeteri
kadar hizli etkilesmesini saglayacak sekilde gerceklestiriimesidir. Uzatma kolu
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kullanilarak immobilizasyonun gergeklestiriimesi, ligand-anilat etkilesmesinde
ortaya c¢ikabilecek sterik engellemeleri ortadan kaldiracagdi igin Onerilen bir
yaklasimdir. [26]

Sistamin immobilize edilmis kristaller glutaraldehit etkilesimi igcin sodyum
tetraborat/HCI tamponuna (pH: 8.2) karanlik ortamda reaksiyona sokulmustur
(Sekil 3.7). Yikama isleminden sonra kurutulup frekans degerleri olgullp
kaydedilmistir. Bunun igin sistamin immobilize kuartz kristaller degisen
glutaraldehit derisimlerinde (%1 ve 5) sodyum tetraborat/HCI tamponuna (pH: 8.2)
karanlik ortamda belirli bir sure 30 dakika bekletilerek reaksiyona sokulmustur.
Sure sonunda kristaller deiyonize suyla 30 dakika boyunca yikanmis ve yikama
isleminden sonra kurutulup frekans degerleri  Olgliimustir.  Sistamin
immobilizasyonundan sonra %1 ve %5 glutaraldehit yapildidinda elde edilen
frekans degisimi karsilastirildiginda %5 ile yapilan immobilizasyon daha basarili
olmustur. %5 glutaraldehit kristalde %1’e gore daha fazla frekans dusltslne neden
olmustur. (Sekil 3.8)

Sekil 3.7 Sistamin ve glutaraldehit immobilizasyonu igin kristallere karanlik ortam

saglanmasi
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Farkli Glutaraldehit Derisiminin

Yarattigi Frekans Degisimi

3.999.800
3.899.600
3.999.400
3.999.200
3.999.000 -
3.998.800 -
3.998.600 -

m Sistamin

Frekans Degisimi

W Glutaraldehit

Yapilan islem
1-Sistamin sonrast %1 Glutaraldehit
2-Sistamin sonrasi %5 Glutaraldehit

Sekil 3.8 Farkh glutaraldehit derisiminin yarattigi frekans degisimi

lleri deneylerde %5 glutaraldehit ile karanlik ortamda 30 dakika tutulan kristaller
ultrasonik banyoda deiyonize suyla 3 dakika yikanmigtir. Boylece fiziksel olarak
tutunan molekdllerin kristal ylzeyinden ayriimasi saglanmistir. Fiziksel olarak
adsorbe olan molekillerin kristal ylzeyinden elimine edilmesi sonrasi kristaller
etlvde 37 °C'de yaklasik 30 dakika kurutulmustur. Kurutma iglemi sonrasi kuartz

kristallerin frekans degisimleri dlgUimustar.

3.2.4 Protamin immobilizasyonu

immobilizasyonda, en eski immobilizasyon ydéntemi olan kovalent baglama
uygulanmigtir. pH:7 fosfat tamponunda hazirlanmis 1.0 mg/ml protamin
immobilizasyon suresi 30 dakika olarak oda sicakliginda uygulanmistir. Protamin
immobilizasyonundan sonra kristaller 3 dakika deiyonize su ile ultrasonik banyoda

yikanmis ve olgimler alinmigtir.
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3.2.5 Heparin Olgiim Deneyleri

Protamin immobilizasyonundan sonra kristaller fosfat tamponu ile hazirlanmig olan
0.2, 0.5, 0.7, 1, 2, 2.5, 3, 4 U\ml heparin ile 30 dakika etkilestiriimis kurutma

isleminden sonra olgumler alinmistir.

3.2.6 Deneysel Sonuglar

Saf aseton ve %95 metanol ile temizleme yapilmasinin daha iyi sonug¢ verdigine
karar verilmigtir. 0.5 M NaOH ile hidrofilik yluzeyin olusturulmasiyla ve 20 mM
sistamin ile %5 glutaraldehit yapiimasiyla ve yikama islemlerinin 3 dakika
ultrasonik banyoda deiyonize su ile yapilan deneylerde, her asamada alinan
frekans dlgumleri sonucunda frekanslarin dustigu tespit edilmigtir. Bundan sonra
ilk frekans olcumuU kristallerin metal bashklari ¢ikartildiktan sonra ve 2. Olgim
protamin immobilizasyonundan sonra, 3. d6lgim ise heparin 6lgiminden sonra

alinmigtir.

Yapilan iglemlerin arkasindan QCM ile frekans degerleri okunmustur. Eger
frekansta dugsme var ise bu; ylzeye kitlenin tutundugunu, frekansta artis var ise

yuzeydeki kutlede kopmalar oldugu anlamina gelmektedir.

Kristallerin kalitesinden ileri gelen problemi gidermek igin, 4 MHZ'lik kristallerden
sonra TIC marka 12 MHZ'lik kristaller kullaniimistir. Bu kristallerin kullaniimasina
ragmen metal basliklar cikartildiktan sonra elektrotlarin tam birbirine denk
olmadigi gbézlenmis bazilarinda lekeler tespit edilmistir.

Deneyler esnasinda kullanilan beherlerin kaynar suyla ve saf suyla da ayrica

yikanmasi onemli oldugu saptanmigtir.

Temizleme igleminin saf aseton ve %95 metanol ile yeterli sekilde saglandigi

gozlenmisgtir.
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Ultrasonik banyoda deiyonize su ile yapilan yikama isleminin siresi arttirildiginda
kristallerin yuzeyinde asinma ve delikler tespit edildiginden optimum deger olarak

3 dakika uygulanmistir.

Tutunmanin saglandigi kristallerde protamin immobilizasyonu islemi yapilmigtir.
pH 7’de hazirlanmis olan fosfat tamponu ile 1 mg/ml derisimindeki protamin ile 30
dakika sureyle reaksiyona maruz birakilmistir. Bazi kristallerde, protamin
isleminden sonra yikama iglemi gergeklestiriimemis, bazilarinda ise uygulanan
yikama iglemiyle frekans degisimi gézlemlenmistir (Sekil 3.9). Yikama ve 37 °C'de
kurutma iglemi gerceklestiriimis olan kristallerle heparin dlcimua yapildiginda
heparinin yluzeye tutundugu saptanmistir. Ancak yikama igleminin yapiimadigi

kristallerle yapilan heparin élgimuinde protamin kopmalari olmustur (Sekil 3.9).

Protamin Sonrasi Yikama isleminin
Heparin Ol¢iimiine Etkisi

3.998.000
3.996.000
3.994.000
3.992.000
3.990.000
3.988.000

M Protamin

Frekans Degimi

B Heparin

Yapilan islem
1-Protamin sonrasi Heparin
2-Protamin ve Yikama sonrasi Heparin

Sekil 3.9 Protamin sonrasi yikama igleminin heparin 6lgimune etkisi

Protamin immobilize olmus kristallerle yapilan heparin dlgumlerinde 0.2, 0.5, 0.7,
1, 2, 2.5, 3, 4 U\ml degerler denenmistir. Heparin derisimi artikga frekansta azalma
(Sekil 3.10), dolayisiyla protamine tutunmada da artis gézlenmigstir. Bu degisim,
Sauerbrey denklemine goére hesaplandiginda Sekil 3.11°de goéruldugu gibi kitle
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degisimi gbdzlenmigtir. Ancak bir asamadan sonra protaminin (tespit edebilecegi)
tutabilecedi heparin degerinde, heparin derisimi arttikca azalma olacaktir.
Protaminin heparine doygunlugu artmaya baglayinca frekansta artis olmaya

baslayacak ve kristalin ylizeyine tutunan kitlede azalma baglayacaktir.

Farkli Derisimdeki Heparinin Protaminile
Etkilesmesi

11.993.000
11892500 -+

11892000 -
11.891 500 -

Hz

11.891.000

11960500 - B Farkli derisimdeki Heparinin

Kristalde Frekans Degisimi

Frekans Degigimi

11.850.000 -
11.888.500 -

02 05 07 1U/ml2U/ml 25 3U/ml 4U/ml
Uiml Ufml  Ufml L/l

Heparin Derigimi

Sekil 3.10 Farkli derigsimdeki heparinin protamin ile etkilesmesi
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Farkli Derisimdeki Heparinin Kristalde Kiitle Degisimi

3000

2500

2000

1500
B Kristaldeki kiitle degisimi
1000 A
500
0 -

02U/ml 05U/ml O7U/ml 1W/ml 2W0ml 25U/ml 3U/ml 4 Ufml

Kiitke Degikimi
ng

Heparin Derigimi

Sekil 3.11 Farkli derisimdeki heparinin kristalde kutle degisimi

3.2.7 AFM Goriuntileri

AFM analizleri NanoSurf Atomik Kuvvet Mikroskobu tarafindan 10 mikrometrelik
tarama kafasiyla yapilmistir. Goruntileme teknigi olarak Temassiz Mod

uygulanmistir.

Tdm AFM goruntulerinde degisen yukseklik farklarina bagl derecelendirme
sekillere ekli halde bulunmaktadir. Adim adim ilerleyen deney asamalarinda
degisken olarak goézlemlenen kalinlk farki ve ylzey topografyasi ile
immobilizasyon goruntulenmistir. Sekil 3.12°de bos kuartz kristal yluzeyinin AFM
goruntusu gorulmektedir. Fabrikasyon gimus yuzeyinin olusturulmasi asamasinda
olusan yuzey puruzliligunden dolayi yaklasik 2 nm miktarinda bir yukseklik farki
gbzlenmigtir. Sistamin immobilizasyonundan sonra ylizey morfolojisindeki degisim
yigiimalar seklinde olup, ortalama yukseklik degisimi 5 nm civarindadir (Sekil
3.13). Protamin immobilizasyon ile yuzey morfolojisi daha muntazam

gbzlemlenmekte olup, adacik géruntisu yerini dizenli bir topografyaya birakmistir.
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Kalinlik farki protamin immobilizasyonu sonucunda bu katmanda 7 nm kadar
bulunmustur (Sekil 3.14). Heparin immobilizasyonu sonucu yuzeydeki yigiima
adaciklari yer yer gozlenmekte olup, doluluk miktarindaki artis AFM
goruntilerinde de gozlenmektedir. Heparin immobilizasyonu sonucunda
tabakadaki kalinlk farki yaklagik 9 nm olup Sekil 3.15te gorulmektedir. [31]
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Sekil 3.12 Uygulama oncesi kuartz kristal yuzeyi

Topography - Scan forward

Derived data 5.03nm

Topography range

Opm X 31 8um

Sekil 3.13 Sistamin immobilizasyonu sonrasi kuartz kristal ylzeyi
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Topography - Scan forward

Derived data 7.56nm

Topography range

Derived data 8.25nm

Topography range

Sekil 3.15 Heparin immobilizasyonu sonrasi kuartz kristal ylzeyi
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SONUG ve ONERILER

Kanin pihtilagsmasini 6nlemek amaci ile heparin kullaniimaktadir. Heparinin
antidotu olarak da protamin kullanilabilir. Protamin heparinin antikoagulan gorevini

inhibe eder ve pihtilasmayi tekrar saglar.

Yapilan galismada; kuartz kristal ylzeyine protamin immobilize ederek, frekans
degisimyle heparin tayini yapilabilmistir. immobilizasyon islemleri igin en uygun
parametreler cesitli literatlir arastirmasi yapilarak elde edilmistir. immobilizasyon
yapilip yapilamadidi ise yuzeydeki kutle degisimine bagl olarak frekans degisimi

ile cevap veren QCM ile belirlenmisgtir.

Yikama iglemi ultrasonik banyoda deiyonize suyla yapildiginda gimus kristal
yuzeyindeki fiziksel olarak tutunmayi daha iyi arittigi saptanmistir. Fakat ultrasonik
banyoda yikama suresi arttirildiginda kristallerin yizeylerinde asinma ve deliklerin
olustugu godzlenmistir, bu nedenden dolayr yikama islemi 3 dakika ile

sinirlandiriimigtir.

Uzun soluklu deneysel galismalar sonunda Heparinin derisimi arttiginda frekansta
disme ve Sauerbrey denklemine gore kutlede artis oldugu tespit edilmistir. Ancak
bir agsamadan sonra heparin derigimi arttikga protaminin tespit edebilecedi heparin
degerinde, azalma olacaktir. Protaminin heparine doygunlugu artmaya baslayinca
frekansta artis olmaya bagslayacak ve kristalin ylzeyine tutunan kitlede azalma

bagslayacaktir.

Yapilan deneylerde kullanilan kristaller elektronik sanayiinde kullanilan ticari
urinlerdir. Bunlar biyolojik ve kimyasal amagh udretiimediklerinden dolayi
gelecekteki calismalarda daha iyi sonuclar alinmasi agisindan altin (Au) kaph

kristallerin kullanilmasi onerilmektedir.
Ayrica,

a. Olglimleri plazmadan yapmak,

b. Gelistirilen sensoérun tekrar kullanilabilirligini denemek,

47



c. Heparinle etkilestirdikten sonra suyla ya da zayif asit ve ¢ozeltileriyle yikayarak
heparini protaminden ayirip tekrar heparinle etkilestirmek,
d. Hazirlanan biyosensdrleri akis hicresine yerlestirip dlgimler yapmak

daha sonraki adimlar olarak siralanmaktadir.
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EKLER

EK-1 Heparin veya protamin dozaj kontrol teknigi [17]
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53



