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ANTI-CD62P BiYOSENSOR iLE PLATELET AKTIVASYONUNUN OLGULMESI
MUNIRE SARAL
Baskent Universitesi Fen Bilimleri Enstitlis(i

Biyomedikal Muhendisligi Anabilim Dal

Bu calismanin amaci platelet aktivasyonunun kuvars kristal mikroterazi sistemlerle
(QCM) daha hizli, uygulamasi kolay, hassas ve etkin bir sekilde Olgulmesidir.
Gergek zamanl algilama 6zelligi ile anlik veri alinmasi mimkun hale gelmektedir.
QCM’in Klinik teshiste son yillarda kullanimi artarak devam etmektedir ve bu

calisma ile platelet aktivasyonunun dlgimune alternatif bir ydontem gelistirilmistir.

Calismanin ilk asamasinda gumus elektrotlu piezoelektrik kristal yUtzeylerin
modifikasyonu gerceklestiriimistir.  Kristal ylUzeyinin temizlenmesi isleminin
ardindan ylzeye sistamin immobilizasyonu yapilmistir. Bu islemlerden sonra

sistamin Uzerine bifonksiyonel gluteraldehit baglanmasi gerceklestiriimistir.

Calismanin ikinci asamasinda gluteraldehit baglanmis ylzeylere platelet
aktivasyonunu taniyan ligand baglanmasi saglanmistir. Hazirlanan kan ornekleri
kullanilarak platelet aktivasyonunun varligi anti-CD62P immobilize edilmig kuvars
kristaller ile belirlenmistir. Bu sekilde, tasarlanan kristalin biyosensér olarak

kullaniimasi ile platelet aktivasyonunu taniyan yeni bir yontem geligtiriimistir.

ANAHTAR SOZCUKLER: biyosensor, kuvars kristal, anti-CD62P, platelet
aktivasyonu.

Danigman: Dog.Dr. Mustafa Kocakulak, Baskent Universitesi, Biyomedikal
Muhendisligi Anabilimi Dali.



ABSTRACT

MEASUREMENT OF PLATELET ACTIVATION WITH ANTI-CD62P BIOSENSOR
MUNIRE SARAL
Bagkent University Instute Of Science And Engineering

The Department Of Biomedical Engineering

The aim of this study is measurement of platelet activation faster, more accurately,
more effectively and easily applicable by using quartz crystal microbalance
systems (QCM). The real-time detection makes the instantaneous data acqusation
possible. The usage of QCM increases in clinical diagnosis recent years and in
this study an alternative method to the measurement of platelet activation is

developed.

In the first phase of the study, the modification of the silver electrode piezoelectric
crystal surface is performed. Clearence of the crystal surface and cystamine
immobilization to this surface is carried out respectively. After these processes,
bindind of bifunctional glutaraldehyde to cysteamine is done.

In the second phase of the study, binding of platelet activation sensitive ligands to
glutaraldehyde bonded surfaces are perfomed. The presence of platelet activation
is determined by using blood samples with anti-CD62P immobilized quartz
crystals. By using this designed crystal as a biosensor a new method to recognize

the activation of platelets is developed.

KEYWORDS: biosensor, quartz crystal, anti-CD62P, platelet activation.
Advisor: Assoc. Prof. Dr. Mustafa Kocakulak, Baskent University, The

Department of Biomedical Engineering.
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1. GIRIS

Plateletler kan pihtilarinin olusumunda goérev alan hlcre parcalaridir [1].
Gunumuzde cesitli yontemlerle platelet aktivasyonu belirlenebilmektedir. Fakat
gunumuzde kullanilan bu yodntemler karmasik sistemler igermektedir. Modern
teknolojilerin kullanildigr mevcut cihazlarda bile minumum test suresi 30 dakika
kadarken, tasarlanan biyosensor ile anlik 6lgim gergeklestirilebilmektedir. Sunulan
tez kapsaminda kuvars kristallerin ylzeyine kimyasal immobilizasyon yapilarak
frekans degisimiyle platalet aktivasyonunun varligi tespit edilmis ve kullanilan
geleneksel sistemlere alternatif bir yontem gelistirilmistir. Tasarlanan sistemin
maliyetinin ucuz olmasi, kisa surede iglemlerin tekrarlanabilir 6zellikte olugu en

buyuk ve dnemli avantajlarini olusturmaktadir.

2. GENEL BILGILER

2.1 Platelet

Plateletler 7+ 4,8 ym?® (femtolitre, fL) hacminde c¢ekirdeksiz kan hucreleri olup
normal hemostazda énemli rolleri vardir. Bunun igin periferik kanda uygun sayida
olmalart  (140000/ uL - 400000/uL) ve fonksiyonlarinin normal olmasi
gerekmektedir [2]. Platelet sayi ve islevlerindeki degisiklikler ciddi klinik sonuglara
neden olabilmektedir. Ornegin; bu hiicrelerin sayl ve islevlerinde azalma
oldugunda kanamalar ortaya c¢ikarken, bazi trombositozlu hastalarda siddetli
tromboembolik ataklar gorulebilmektedir. Yasadigimiz ¢agda en onemli olum
nedeni olan koroner arter hastaliklarinin patogenezinde asiri trombosit aktivasyon,

adezyon ve agregasyonunun onemli bir rol oynadigi kabul edilmektedir [3].

2.1.1 Plateletin tanimi ve anatomisi

Plateletler ¢ok sayida granil ihtiva eden renksiz hucre pargalaridir. Caplari
ortalama <1.5-2.5 ym’dir ve eritrosit buyukligunun yaklagik dortte biri bayukluge
sahiptirler. Periferik kandaki en kuguk hucreler oldugu igin kan pulcuklari adi ile de

anilan ¢ok fonksiyonlu hucrelerdir [4]. Plateletler kemik iliginde megakaryositler



tarafindan uretilirler. Pasif durumdayken diskoid sekle sahiptirler, aktiflendikten
sonra ise dalak tarafindan temizlenmektedir [5]. Plateletlerin ¢ekirdegi olmadigi
halde, hicre icerisinde bulunan aminoasitleri mMRNA kullanarak sentezleyebilirler.
Protein sentezinin mitokondrial nUkleik asitler sayesinde gergeklestigi

dugunulmektedir [4].

Elektron mikroskobu tarafindan da aciga c¢ikariimig oldugu gibi plateletlerin

morfolojik siniflamasi Ug¢ baslik altinda incelenmektedir:

e Periferik Bolum: Bu bdlim plazma membrani ve agik kanallar sisteminden
(OCS, open canalicular system) olugsmaktadir. Adezyon ve agresyonun
gerceklesmesin sorumludur.

Yapisinda glikoproteinler, glikolipitler, mukopolisakkaritler, adsorbe edilmis
plazma proteinleri ve integrinler bulunmaktadir.

e Sol-gel Bolumi: Mikrotibdll sistemi destekleyen , buzilme ve bir araya
gelme gibi fiziksel aktiviteleri iceren kisimdir. Agik kanuler sistem seklinde
tanimlanan baglanti sistemini icermektedir.

e Organeller Boluma: Bu bolim platelet fonksiyonlarinin galigsabilmesi igin
aktif molekullere sahip farkli tipteki sitoplazmik organelleri igeren bolumdur.
Bunlarin igeriginde: yogun granuller (yuksek konsantrasyonlarda adenin
nikleotidleri), alfa grantlleri (biylume faktorleri ve sitokin benzeri proteinleri
ihtiva eden grandiller), lizozomal grandller (6rnegdin sindirim enzimleri;
proteazlar, bakterisidal aktiviteyi saglayan katyonik proteinler), mitokondri

ve glikojen granulleri bulunmaktadir [4].



a Granul

Glikojen

Yogun grandller

Yogun

Mitokondri tubiler sistem

Acik kandler sistem

Sekil 2.1 Plateletin analitik yapisi [4]

2.1.2 Platelet grantiilleri

Eksositozun en o6nemli asamalart U¢ tip salgr granili tarafindan
gerceklestiriimektedir. Bunlar alfa granulleri, lizozom ve dense granulleridir [6].
Platelet lizozomlari: Lizozomlar, megakaryositler olgunluga erismeden 6nce, hatta
alfa granuller de tam anlamiyla olusumunu tamamlamadan énce sekillenirler. Tipik
bir platelet lizozomu 175-250 nm c¢apa sahiptir. Alfa ve yodun granullere goére
daha heterojen bir yapilarn vardir. Ubikuitéz lizozomal membran proteinlerine
sahiptirler; LAMP-1, LAMP-2, ve CD63 (LAMP-3) [7].

Dense grandulleri: ADP, ATP, kalsiyum iyonlari, pirofosfat ve serotonin (plazmadaki
serotonini alarak depolarlar) iceren, 250-300 nm c¢apindaki granullerdir. Saglikli
insan plateleti, platelet basina luminal pH 6.1'de 3-8 arasinda dense granuli
icermektedir. Elektron mikroskobu ile bakildiginda granullerin yuksek osmofilik
degere sahip oldugu gorulebilmektedir. Dense grantlleri serotonin, nonmetabolik

ATP ve ADP, kalsiyum ve pirofosfat icermektedir [8].

Alfa grandlleri: Fibrinojen, faktér V, vitronektin, trombospondin ve von Willebrand
faktord iceren granullerdir. Bu hicreler platelet fonksiyonlarinin normal bir sekilde
gerceklesmesini saglayan salgi grantlleri ile doludurlar. Plateletlerin sahip oldugu
Uc salgl granuli arasinda -alfa grandlleri, dense grantilleri ve lizozomlar- en bol

bulunani alfa granulleridir. Yaklagik olarak her platelette 50-80 adet alfa granuli

3
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bulunmaktadir. Boyutlari 200-500 nm arasinda degigkenlik gostermektedir.
Platelet hacminin yaklasik %10’'unu olusturmaktadirlar. Dense granullerine gore on
kat daha fazla hacme sahiptirler. Toplam alfa membran granil ylzeyi her platelet

icin 14 Im2 ‘dir ve bu da dense grandllerine gore 8 kat daha fazladirlar [6].

Lizozom, alfa ve dense granullerinin morfolojik ve fonksiyonel olarak organellerden
tamamen farkh olduguna dair guclu kanitlar vardir. Ayrica organizmalarinin ortaya
cikigl da tamamen organellerden farklidir. Ayrica platelet grandlleri icin, 6zellikle
de alfa grandlleri igin, trans golgi agindan biyosentetik yolla Uretildigine dair

oldukga fazla veri bulunmaktadir [7].

Cizelge 2.1 Platelet granullerinin icerigi [8]

Alfa Graniiller Yogun Graniiller Lizozomal Graniiller
Alblmin Serotonin Katepsin D

Fibrinojen ATP Katepsin E

Fibronektin ADP Karboksipeptidaz A
Vitronektin Kalsiyum Karboksipeptidaz B
Osteonektin Pirofosfat B- N -asetil- D- heksozaminidaz
von Willebrand faktor B-D-glukuronidaz

von Willebrand antijen Il B-D-galaktosidaz
Trombospondin a-D-mannosidaz
Platelet faktor 4 a-L-arabinofuranosidaz
I1gG, IgA, IgM a-D-galaktosidaz
Clinhibitor a-L-fukosidaz
Plazminojen B-D-fukosidaz
Plazminojen aktivator inhibitor-1 B-D-glukosidaz
Plateletten ayrilmis kollejenaz inhibitoriu a-D-glukosidaz

Yuksek molekiler agoirlikli kininojen Asit fosfataz

Protein S Arilsilfataz

a2-antitripisin

a2-makroglobulin

a2-antiplazmin

Multimerin

Basit platelet proteini
B-tromboglobulin

Histidince zengin glikoprotein

Doku baglayici- aktive edici protein IlI
Notrofil aktive edici protein |l
Plateletten ayrilmis baylime faktori
Donustirict biyume faktori B-
Endotel hiicreli blyime faktori
Pihtilastirici faktor V

Pihtilastirici faktor VIl




2.1.3 Platelet yapimi

Plateletler, kemik iliginin en blyuk hicresi olan megakaryositler tarafindan Uretilir
[9]. Megakoryositlerin yasam déngiisi 8-9 giindir. Uretilen plateletlerin yasam
dongusundeki yari dmdarleri toplam platelet sayisi, hematokrit ve toplam kan hacmi
uzerinden hesaplanabilmektedir.

Ortalama saglikli  bir insan giinlitk 1 x 10 platelet Uretebilir. Eriskin

megakaryositler 1-3 x 103 adet platet tretimini gergeklestirebilmektedirler [10].

2.1.4 Plateletin dolagimdaki yeri

Pihti olusumuna katilip tiketilmedigi surece plateletlerin dolasimdaki émri 9-10
glndur [11]. Daha sonra dalakta ayristirilir. Hipersplenizm (dalagin fonksiyonunda
azalma veya yok olma) yuksek platelet sayimlarina, hiperslepnizm (dalagin

aktivitesinde anormal artig) dusik platelet sayimlarina neden olabilir [12].

2.1.5 Platelet aktivasyonu

1964 yilinda Davie ve Ratnoff ilk kez kan koagulasyonunu tanimlayan kaskad
teoriyi ortaya atmisg ve koagulasyon prosesini u¢ faza ayirmistir; baglama fazi,
cogalma fazi ve ilerleme fazi. Bu teoriden sonra kan koagllasyonu tamamen

badimsiz bir biyokimyasal sistem olarak degerlendiriimeye baslanmistir [13].

Platelet aktivasyonunun G¢ asamada gergeklestigi kabul edilir;

a) Baslama Fazi: Bu fazda genellikle agonistlerin ortaya ¢ikmasina yol acarak
platelet aktivasyonuna neden olan bir olay vardir. Agonistlerin plateletlere
baglanmasi bu hicrenin aktivasyonunu baslatir [13].

b) Cogalma Fazi: Hucre igindeki ikincil mesajcilar uyariyi iletirler [13].

c) ilerleme Fazi: Platelet iskelet yapisinin degismesi (Plateletin sekil
degistirmesi), plateletlerin fibrinojen araciligi ile yapisip kiime olusturmalari

ve granul sekresyondur [13].
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Sekil 2.2 Platelet aktivasyonunun basamaklari [14]

Platelet aktivasyonunu baslatan agonistler zayif ve gugll olarak siniflandirilirlar.
Guclu agonistler (kollajen, trombin vb.) agregasyonun engellendigi sartlarda dahi
(6rnegin; Glanzman trombasteni) granul sekresyonunu uyarabilirler. Zayif
agonistler (ADP, epinefrin vb.) ise yalniz baslarina granil sekresyonunu
uyaramazlar; ancak agregasyonu uyarabilirler. Agregasyon neticesinde sekresyon

gerceklesenbilir.

Plateletlerin ana vazifeleri kanamanin durdurulmasi ve pihti tesekkiltdur. Platelet
adezyonu ve kumelenmesi vaskiler yaralanma, zedelenme gibi durumlarda
hasarli bolgeye plateletlerin gitmesi ile gerceklesir [15]. Son derece kuguk olan bu
kan hacreleri pek ¢cok maddeleri ihtiva ederler. Vazokostruktor adi verilen maddeyi
salgilarlar ve zedelenen damarin bulzlilmesinde vazife alirlar. Yine serotonin
maddesi de kanda plateletlere tasinir. Pihtlasma mekanizmasinin igslemeye
basladigi durumlarda seruma verilirler. Yine plateletler histamin, epinefrin,
norepinefrin baglayabilirler [15]. Plateletlerin igerigindeki ADP, GPIb-1X-V complex,
VWF-AL1 gibi onlarca haberci hucre gelismis bir sinyalizasyon agi sayesinde

haberlesir.
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Sekil 2.3 Vaskuler yaralanmada platelet tikaci olusumu [16]

Plateletler, damar duvar hasarinda homeostaz igin kritik 6neme sahip hucrelerdir.
Platelet reseptorleri belirli bir siraya gore aktif olmaktadirlar. Bu sira kollajen ile
temas eden ilk uyaricidan GPIb/von Willebrand hicresine ulasincaya kadarki
asamalari kapsamaktadirlar. GPIb/von Willebrand faktoru ile temas beraberinde
hucrelerin ihtiva ettikleri grandllerin, integrinlerin ortaya cikarilarak aktif olmasini

saglamaktadir [17].

Plateletler kollajen ile temas ettiklerinde aktive olurlar. Damarin igindeki endotel bir
sekilde hasar gordugunde altindaki kollajen (bag dokusu) agiga cikar ve aktive
olan plateletler kollajene baglanir. Hasarli bdlge Uzerine plateletler kimelenir ve
trombotik tikag olustururlar. Bunun (olusan tikacin) sonucu olarak da ihtiva ettikleri
grandllerin igerigini ortama bosaltirlar. Ortama bosaltilan bazi maddeler ytziinden
plateletler birbirlerine baglanirlar, yeni gelen plateletler hasarli yizeye baglanmis

plateletlere baglanir.

Ayrica granullerin icerigi ortama bosaldiginda ortaya c¢ikan serotonin salinimi
damar duvarindaki diz kaslarin kasiimasina neden olarak hasarlanmig boliumden

kan akimini engeller. Bunun nedeni serotonininin vazokonstriktor olmasidir.
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Ayrica agregasyon sirasinda plateletlerde yuksek oranda bulunan miyozin ve aktin
filamentleri kasilarak olusan tikaci gugclendirirler. Plateletler plazmada bulunan
fibrinojene ilave olarak fibrinojen salgilar. Bunun sonucu olarak pihtilasma
sirasinda daha cok fibrinojen fibrine donusurek, daha ¢ok (platelet ve diger) kan

hucrelerinin tutunacagi fibroz ag olusturur [17].

Von Willebrand faktdéri homeostazin saglanmasinda en oOnemli katkiyi
saglamaktadir [17]. Hasarli damar duvarina yapisarak plateletlerin buraya
tutunmasini kolaylastirir. Bu nedenle koagulasyon igin 6nemlidir ve von Willebrand

faktora eksikligi veya bozuklugunda koagulasyon bozukluklari gorulebilmektedir.
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Sekil 2.4 Platelet tikag formu [18]

Son yillarda platelet aktivasyonunu daha iyi anlagiimasini saglayabilecek sinyal
akisini agiklayici ¢galismalar gergeklesmektedir. Boylece kompleks sinyal analizini
plateletler ve etrafindaki hicreler igin gergeklestirebilmistir. Bu gelismeler platelet
aktivasyonu Uzerinde daha kolay caligsmalar yapilmasini saglamistir. Sinyal

yollarinin iyi anlasiimasiyla gelistirilebilecek inhibitérler Uzerinde calismalar
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yapilabilecektir. Sinyal yollari, integrin baglantilari, hlicre baglanmalari gibi bir cok
noktanin ¢dézimlenmesi beraberinde hemeostaz direncinin arttirilabilmesini
saglayacaktir. Bu da dolayl olarak bagigiklik hastaliklari, ateroskleroz ve kanser

gibi hastaliklar igin alternatif tedavi yontemlerinin gelistiriimesini saglayacaktir [19].

2.1.6 Platelet fonksiyon testleri

Normal sartlar altinda, plateletler ve koagtlasyon faktoérleri inaktif durumdayken,
kan damar icinde serbest olarak akar. Ancak vaskuler hasar oldugunda, genel
olarak primer ve sekonder olarak ayrilabilecek olan hemostatik sistem aktive olur.
Platelet sayisi normal iken kanama zamaninin uzun olmasi platelet
fonksiyonlarinda bir problemi gdsterir. Platelet zengin plazmada veya tam kanda
calisilabilir. Kullanilan agonistler genellikle kollajen, ADP, epinefrin, arasidonik asit

ve ristosetindir [11].

Platelet fonksiyonlarini degerlendiriimesinde birgok yontem ve test vardir. Ancak
bu testler hem pahali hem de zahmetli testler olup, en basit ve ucuzundan

baslanarak en komplike olana dogru tercih edilmelidirler.

Pihtilasma testleri yapilirken test sonuglarini olumlu ya da olumsuz yénde
etkileyen birgok faktor vardir. Antikoagulan tip ve miktari, bilesenlerin

pH’si, I1sisI, tuplerin cam ya da plastik olmasi, aggrogometrideki donme hizi,
platelet sayisi ve yogunlugu, fibrinojen diizeyi, hemoliz varligi ve eritrosit
kontaminasyonu, vendz kan alim yontemleri bunlardan birkagidir. Saglikli bir tani
icin kan alma, tip Ozellikleri, alinan kanin transferinin istenilen sartlari

sagladigindan emin olunmali en ufak bir siphede test mutlaka tekrarlanmalidir.

Baslica klasik cihazlar;

% Kanama Zamani Testi: Kanama zamani testi, ilk defa in vivo olarak platelet
fonksiyonunu élgebilen yéntemdir. 1910 yilinda Duke tarafindan geligtiriimis
ve 1990’larin basina kadar en yararl test olarak kabul edilmigtir. Genellikle
on kol anterior yuzeyde deride agilan bir kesiden kanama duruncaya kadar

gecen zaman kanama zamani olarak hesaplanarak test gercgeklestirilir.



Normal sure genellikle 2-10 dakika arasinda degerlendiriimektedir. Fakat
dusuk platelet sayisina sahip hastalarda bu sire 30 dakikadan fazla
olabilmektedir. Bu test yontemi zaman tlketimi, tekrarlanabilirligi, invaziv
girisim gerektirmesi gibi cesitli sebeplerden o6turt zayif kalmistir [11].
Platelet fonksiyonlarini etkileyen ilag kullaniminda da kanama zamani
uzayabilir. Yine cilt ve damar yapisindaki bozukluklar da test sonucunu
olumsuz olarak etkileyebilir. Test yapilig teknigi, platelet sayisi, yakin
zamanda kullanilan ilaglar gibi birgok faktdrden etkilenir. Bunun yani sira
sonlanim noktasi kesin degildir. invaziv bir test olmasi kullanilabilirligini ve

tekrarlanabilirligini kisitlayan unsurlardir.

« Agregometreler: Plateletten zengin sitrath plazma ya da sitratli tam kan
orneklerine platelet agregasyonunu uyaran bir reaktif eklendiginde
agregasyon surecini Olgcen cihazlardir. Bu cihazlar platelet agregasyonu
yanisira, platelet ATP sekresyonu ve ristosetin koafaktor aktivitesi (von
Willebrand faktéru aktivitesi) 6lcmeye de yararlar. 1960 yillarinda gelistirilen
cihazin kullanimi hala ¢ok yaygindir ve platelet fonksiyon analizi i¢in ‘altin

standart’ olarak nitelendirilen Olgim yontemine sahiptir. Fakat bu yontem

Olcum suresinin yaklasik 2 saat olusu gibi bir cok dezavantaja da sahiptir
[11].

Sekil 2.5 Bes kanalli agrometre cihazi [20]
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Baslica yeni cihazlar/testler;

«» PFA-100 ile in vitro kanama zamani: Kanama zamaninin in vitro sartlarda
taklit edilmesi mantigiyla gelistirilen bir cihazdir. Kollajen/ADP ya da
kollajen/epinefrin emdirilmis kartuslarin iginden gecen sitratll kandaki
plateletlerin ne kadar surede kartustan kan akimini bloke edecek sekilde
pihti olusturduklari oélgtlir [21]. PFA-100 platelet fonksiyonunu etkileyen
platelet sayisi, hematokrit, uyusturucu kullanimi, von Willebrand hastaligi,
platelet resopter bozukluklari gibi ¢esitli anormalliklerin taranmasinda

yuksek duyarliligi olan bir testtir [11].

Sekil 2.6 PFA 100 cihazi [22]

s Akis Sitometri: Platelet fonksiyon analizi icin slUphesiz en Onemli
gelismelerden biri akis sitometri cihazinin kullanima baglanmasi olmustur.
Fakat bu cihaz hem pahali gerecleri hem de 6zel egitimlerin alinmasini
gerektirmektedir. Cok kuguk miktarlarda kan oOrnekleri ile galigilabilen bir
tekniktir. Farkh kliniklerde farkli platelet aktivasyon markerlari ile galismalar
yapilmis ve hassasiyetinin son derece ylksek oldugu gosterilmistir. Klasik
platelet agonisitleri kullanilarak in vitro olarak platelet aktivasyon cevabinin
Olculebilmesine ragmen, akig sitometri yeni bir yontem olarak kullanicilar

tarafindan tercih edilir hale gelmis bir yontemdir [11].
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Sekil 2.7 Akis Sitometri Cihazi [23]

s Tromboelastografi: Bu cihazlar pihti olusumu sirasindaki viskoelastik
degisiklikleri dlgerler. Pihtilagma surecinin hangi fazinda bozukluk oldugunu
(pihtilagsma, platelet, fibrinoliz, vb.) degerlendirmeye olanak saglamaktadir.
Tromboelastografi platelet haritalama sistemidir ve nicel olarak platelet
fonksiyon analizi yapmaktadir. Bu yontemin analatik varyasyonlar gézénune
alindiginda guvenilirliginin dasik oldugu gosterilmigtir.

Fakat en onemli farklihgi ve avantaji bu yontem ile platelet fonksiyon
analizine ilave olarak, plateletin kanama gucune katkisi da
Olcllebilmektedir. Platelet fonksiyonu ve pihtilasma birbirinden farkli
kavramlar gibi gorinse de tamamen birbirinden bagimsiz degillerdir. Bu
yuzden bu iki faktorin de olgumuand  gercgeklestirebildigi icin
tromboelastografi avantajli olarak da degerlendirilebilir. Bu ydntemin bir

avantajl da tam kan ile galismanin mumkun olmasidir [24].
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2.2 Kuvars Kristal Mikroterazi Sistemler

2.2.1 Sensorler

Endustri, cevre muhendisligi ve ila¢c alanindaki gelismeler, her gecen gun yeni
yontemler ve yuksek hassasiyet gerektiren yontemlere olan ihtiyaci arttirmaktadir.
Bu yeni yontemlerden birisi de yuksek segicilige sahip sensorlerin kullaniimasidir.
Genel anlamda sensoérler; kimya, biyoloji, fizik, mihendislik gibi pek ¢ok bilim
alaninin bilgi birikiminden yararlanip, molekullerin veya sistemlerin sec¢imlilik
Ozellikleri ile modern elektronik tekniklerin birlestiriimesi ile gelistirilen analitik

cihazlar olarak tanimlanabilir [25].

Biyosensorler; bilgiyi algilayabilen, saklayabilen ve iletebilen biyolojik aliciya ve
fizikokimyasal ceviriciye sahip cihazlardir. Biyolojik alicilar; enzimler, dokular,
mikroorganizmalar, antikorlar, hucre reseptorleri gibi biyolojik tabanli
malzemelerden olusmaktadir. Bagka bir deyisle, biyomalzemeler biyolojik
malzemeleri taniyabilme 6zelligine sahip analitik cihazlardir. Bu tanima islemi
sonrasinda ise yapisinda bulunan c¢evirici mekanizma ile algilamis oldugu
malzemeyi biyokimyasal sinyale ya da elektrik sinyaline c¢evirme yetenegine

sahiptir.

Transduksiyon mekanizmasi sonucunda optik, elektokimyasal, piezoelektik,
termometrik, manyetik sinyaller analit analizinde kullanilmak Gzere sinyallere
cevirilebilirler. Bu gesitlilik sebebi ile ¢cok cesitli biyosensorler tasarlanabilir.

Teknolojik olarak biyosensorler biyolojik komponentler igin  kullanilabilir

malzemeler olarak tasarlanabilir.

Biyosensorler ¢ok gesitli sekillerde, boyutlarda tasarlanabilir [26]. Biyosensorler ile
anlik cevap alinabildigi icin taginabilir 6zellikte yiyeceklerdeki zararl toksinleri
taniyabilen, kimyasal ya da biyolojik ajanlari(enzimler, yag tabakalari vs.)
taniyabilen bir ¢cok farkli alanda farkli amaglar igin kullanilabilmektedirler. Ayrica
biyofizik, ilag sanayi gibi bir ¢ok alanda da arastirma amaglari igin de
kullanilabilmektedir. Biyosensorlerin en o6nemli avantaji, biyofizik teknikleri,
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floresan isaretleme, kimyasal yontemler gibi bir ¢ok yardimci teknige ihtiyag

duymadan 6l¢gim yapilabilen bir sistem olmasidir [27].

Biyosensorler son derece kuguk boyutlarda ve hassas olgum yapabilir 6zellikte
uretilebilirler. Ayrica uretim esnasinda steril edilebilir oluglar, tekrar edilebilir
Ozellikte malzemelerden olugmalari gibi Uretimi kolaylagtici 6zellikleri sayesinde
uretim maliyetlerinin de asagiya ¢cekilmesini saglayabilmektedirler [26].

Biyosensorlerin en onemli avantaji gercek zamanli analiz yapilmasina imkan

vermeleridir [23].

Piezoelektrik biyosensodrler virls, bakteri ve diger hlcrelerin, proteinlerin, nukleik
asitler ve ilaglarin, hormonlar gibi molekullerin belirlenmesi igin kullanilabilmektedir
[28].

immobilizasyon
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Sekil 2.8 Sensor yapisi [26]

2.2.2 Kristalin yapisi

Kristaller silika polimorflarinin bir araya gelmesiyle olusmaktadirlar. islenmis bu
silica polimorflar, partikillerin gegici piezoelektrik elektriksel bosalimlarin
gerceklestiriimesini saglar. Kristal ylzeyi ile atmosferik gazlarin siddetli reaksiyonu
ile yuzey bosalimlari olusur. Piezoelektrik Ozellik kristallerin Gzerine uygulanan
elektriksel yuklerin kristal Uzerinde gergeklestirdigi yuk bosalimlar ile

olugsmaktadir. Bu etki gesitli alanlarda ticari Urtnlerde de kullaniimaktadir [29].
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Optik Eksen

Sekil 2.9 Alfa kuvars kristal [30]

Sekil 2.10 Kuvars kristalin ti¢ boyutlu yapisi [31]

Kuvars kristaller kimyasal dogdasina, sekline, boyutuna ve kltlesine bagl olan
dogal bir titresim frekansina sahiptir. Kristalin kirilma seklinin rezonans frekansi
uzerinde bir etkisi vardir. Yuksek kaliteli mekaniksel ve piezoelektrik 6zelliginden
dolayr QCM uygulamalarinda alfa-kuvars kristalleri tercih edilmektedirler. Kristal

oryantasyonu ile birlikte kesilme agisi da salinimin seklini belirlemektedir [32].
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Sekil 2.11 Kuvars kristalin kesilmeden 6énceki yapisi [33]

Piezoelektrik uygulamalarinda kristal iki metal elektrot arasina sandvi¢ edilmistir.
Elektrotlarin bu sekilde yerlestiriimesi salinan elektrik alaninin kristal yuzeyine dik
yonde olmasini saglamaktadir. Olusan elektrik alani kristal yidin yapisinda
mekanik salinima yol acar. Mekanik salinim, elektrotlar birbirinin tam olarak
kargisina geldigi durumda en yuksektir. Mekanik salinimin yol actigi kayma ise

elektrotlara paralel yondedir [32].

Temel frekans ince plakanin kalinhgina, kimyasal yapisina, yogunluguna ve
sekline baghdir. Kristalin kesme modulisu, kalinligi, yogunlugu gibi bazi faktorler

salinim frekansini etkilemektedir [34].

Elektrotlar kristal ylzeyine metal buharlarinin depozite edilmesiyle hazirlanir.
Kristalin calisma frekans seviyesi depozite edilen metal miktariyla ayarlanir.
Piezoelektrik uygulamalarinda kullanilan kristaller 10-16 mm boyutlarinda, yaklasik

0.15 mm kalinhginda disk, kare veya dikdortgen seklindedir.
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Sekil 2.12 Metal kilifli ve kilifsiz kuvars kristal elektrot sekli

Ticari sistemler kitle 6lgum duyarlihidr minumum 1 ng cm? olan ve 100 mg’a kadar
Olcum alinabilmesini sagayan guvenilir duzenekler olarak tasarlanmiglardir.
Kristalin hazirlanmasinda en buyuk zorluk, istenilen Ozelliklerde kesmeye
calisirken kutle dedektériinin mikroterazi faktoérinia gozardi etmesidir. QCM’lerin
dusuk sicaklardan oda sicakligina kadar ¢ok genis bir sicaklik arahiginda
etkilesime girmemesi, ¢ok kuguk frekans degisimlerini algilayabilme o&zelliginde
olusu gibi sebepler ile AT kesim kuvars kristaller tercih edilmektedir. AT kesim
kristaller digerlerine gére ¢ok daha kararlidir ve sicaklik katsayilari 1 ppm/ °C’den
dusuk bir degerdir. Kristal yapinin karakteristik duzlemi ile kesme tabakasinin
arasindaki ag¢i AT ve BT kesmelerde sirasiyla z ekseninden 35° 15’ ve -49° 00’dIr.

AT kesim kristaller gok genis sicaklik c¢alisma araliginda calisma imkanina
sahiptirler [35]. Kristal diz ya da dalgali, temiz ya da bulanik bir ylzeye sahip
olabilir. Sivi fazlar i¢in optik olarak parlatiimis kristaller tercih edilir.

Kristal ¢caplari stabilite i¢cin dnemli rol oynamaktadirlar. Genellikle 0.5 in¢’lik ¢aplar
tercih edilirken, 1 in¢ ve daha yukarisi igin de krisaller bulunabilmektedir. Kristalin
kalinhdr rezonans frekansi igin etkilidir. Rezonans frekansi ise kutle agirliginin
duyarlihgini  dlgmek icin kullaniimaktadir. ince kristaller yiiksek rezonans

frekansina sahiptir ve daha duyarlidir. Fakat kirilgan bir yapiya sahiptirler [34].
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Genellikle rezonans frekanslar 5, 10 veya 12 MHz olan kuvars kristaller tercih
edilir. Metal elektrotlar altin, gumus, aliminyum veya nikel olabilir. Elektrot ¢aplari
genellikle 3-8 mm kalinliklari ise 0,3-1,0 nm araligindadir. Altin elektrotlar inert
olmalari nedeniyle birgok uygulamada tercih edilmektedir. Gimus elektrotlarin sulu
ortamlarda uzun sureli kararlihg1 dusuktur. Paladyum ile kaph olanlarda bu sorun
ortadan kalkmigtir. Anodik olarak okside edilmis (Ag/AgCle karsi 1.4 V'da)
paladyum elektrotlarda, modifiye edilmemis olanlara goére yuzey hidroksil

gruplarinda énemli bir artis s6z konusudur [34].

Kristal ve elektrotlari osilator devreleri igin feedback olarak kullanilabilir. Frekans
sayici bir devre yardimi ile frekans dederleri 6l¢llip, hassas dlgimler yapmak igin
kullanilabilirler [34].

2.2.3 Piezoelektrik etki

Teorik olarak piezoelektrikliligin kullanim énclsu 1885 yilinda yapti§i calismalar ile
Raleigh oldugu kabul edilmektedir. Fakat bu konuda ilk arastirmalar Jacques ve
Pierre Curie tarafindan 1880 yilinda gergeklestirilmistir [34].

Piezoelektrik kuvars kristaller dogal ya da sentetik malzemelerden levhalar halinde
kesilirler. QCM ince kuvars bir disk ve Uzerindeki elektrotlardan olugsmaktadir.
Kuvars kristalin igerisinde sahip oldugu dahili mekanik stres sayesinde harici
elektriksel potansiyel elde edilebilir. Kuvars kristaller dogru bir sekilde, uygun
kalinlikta ve kutlede kesildiginde sahip olduklari  akustik  dalgalar
kullanilabilmektedir [34].

Piezoelektrik etki merkeze gore simetrik etkiden bagimsiz olarak olugsmaktadir.
Kristal ylzeyine bir basing uygulandiginda, kristal Gzerinde olugan deformasyon ile
arti ve eksi kutuplar yer degistirirler. Bir ¢ok cesit kristal piezoelektrik etki
gOsterebilirken, elektirksel, kimyasal ve mekanik 6zellikeri analitik kullanimlar igin
QCM'i tercih edilir kilmistir.

Piezoelektrik kuvars tabakalar tek bir kristalden elde edilirler. Kiristal

fabrikasyonunda genelikle alfa kesim kristaller tercih edilir. Piezoelektrik kuvars
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kristaller genellikle altin ya da gimus iki elektrot arasina evaporizasyon yontemi ile
sandvic edilir. Elektrotlar arasidaki potansiyel farkhlik sebebi ile alternatif elektrik
alan olusturulabilir. Uygulanacak olan bir voltaj ile elde edilen elektrik akimda
kristal Gzerinde olusan deformasyon neticesinde salinimda farklihk meydana gelir.
Bu mekanik salinim ile ise frekansta farklilk meydana gelir. Salinim yonu kafes

gibi 6ralmus kuvars ile ayni dogrultudadir [35].

Piezoelektrik etki ilk defa 1880'de Jaques ve Pierre Curie tarafindan

Rochelle tuzunda kesfedilmistir. Temel olarak piezoelektrik etki, mekanik basing
altinda birakilan bazi yalitkan kristallerin bir ylztinde pozitif, karsi yuzinde ise
negatif elektrik yuklerinin ortaya ¢ikmasi seklinde tanimlanir. Piezoelektrik bir
kristalin ylzeyine fiziksel bir kuvvet uygulandiginda ylzeyler arasinda bir
elektriksel potansiyel farki olustugu goézlemlenmektedir. Olusan elektriksel
potansiyelin siddetinin, uygulanan fiziksel kuvvet ile dogru orantili oldugu bu etkiye
“Piezoelektrik Etki" adi verilmektedir. Bu durumun tersi de mumkindur, yani bir
kristalin iki ylzine bir potansiyel farki uygulanmasi sonucunda kristalde mekanik
bicim degisikligi gortlmektedir. Dolayisiyla, piezoelektrik kristalin ylzeyi Uzerine
yerlestirilen herhangi bir yabanci maddenin kutlesi ile rezonans frekansinin
degismesi, piezoelektrik dizeneginin ¢ok yuksek bir hassasiyetle kitle dlgimunde

kullanilabilmesi mimkin olmaktadir.

Kristal yuzeyinin secici bir biyolojik malzeme ile kaplanmasi durumunda

piezoelektrik kristal dizenegi biyosensor olarak kullanilabilmektedir.

4
‘ -
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Sekil 2.13 Kristaldeki boyut degistirme [36]
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Sekil 2.14 Elektriksel yuklenme sonrasi kristaldeki boyut degistirme [37]

Sekil 2.11’da piezoelektrik etkiye sahip kuvars kristalinin x-ekseni dogrultusunda
uygulanan itme veya g¢ekme Kkuvvetleri ile deformasyonu ve y-ekseni
dogrultusunda olusan yik degisimi gdsterilmistir. Kuvars kristallerin  bu
Ozelliginden pek c¢ok dogru ve duyarll analitk cihaz yapilmasinda

yararlaniimaktadir.

2.2.4 QCM’in galigma prensibi

QCM’de elektrotlar bir osilatére baglanir ve sisteme verilen bir AC akimi kristalin
titresim yapmasina izin verir. Bu sistem genis sicaklik araliklarinda dayanikh
oldudu i¢in stabil calismalara olanak saglar.

Piezoelektrik kuvars kristallerden sinyal Uretmenin iki yontemi bulunmaktadir. En
¢ok kullanilan ilk yontem kristalin bir osilator devre elemaninin pargasi gibi
kullanildigi secenektir. Bu yontemde kristal titresimleri kristal o6zelliklerinin
kontrollindedir. ikinci yontemde ise kristal harici bir enstriman gibi degisken
voltajin uygulandigi kristal Gzerinde cesitli frekanslarin olusturuldugu yontemdir.
Burada titresim frekansini kristal belirleyemez, kristalin faz ve genliginin elektriksel
uyarima cevabi Ol¢ulir ve monitorize edilir. Genellikle tercih edilen yontem,

kararlihgi ve kolayligi sebebi ile ilk se¢cenektekidir [35].

QCM, partikullerin dlgiminin uygulanmasi igin Gzerinde iki tane kristal barindirir.
Bunlardan bir tanesi havaya (yukari) dogru bulunur, digeri ise partikullerin
bulundugu ortamdan uzak bir yerde bulunur. Havaya dogru yer alan kristal ince bir
yapiskan tabaka ile kaplidir ve bu tabaka partikullerin kristal Gzerine yapismasini
saglar. Bu iki kristal karakteristik rezonans frekanslarina gére karsilastirilir. Kuvars
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kristal mikroterazi, bu iki kristalin aralarindaki frekans degisimini ortaya
cikarmaktadir. Uzerinde partikll biriken kristalin zamanla rezonans frekansi
dusecek, buna bagl olarak ise iki kristal arasindaki frekans farki artacaktir. QCM
kristalleri sivi ve gaz fazda, vakumlu ve viskoelastik ortamlarda 6lgim yapabilme
imkani verirler. QCM, yuksek duyarlilikla kutle dlgimlerini yapabilen akustik dalga
mikrosensorlerinin  bir ¢esididir. Uygun kosullar altinda, tipik bir QCM 0,1-1
ng/cm?lik bir kitle degisimini dlgebilir. QCM ylksek frekanstaki AC elektrik

alaninin etkisi altinda salinmaktadir [35].

2.2.5 Sauerbrey esitligi

Piezoelektrik kristallerin kimyasal sensorlerde kullaniimasi ilk kez 1959 yilinda
Sauerbrey tarafindan ortaya g¢ikartilmistir. Sauerbrey kuvars kristal bir rezonatorin
frekans boglugunun eklenen kutle ile direkt orantili oldugunu gostermigtir.
Sauerbrey’in calismasi genel olarak bilimde buylk bir bulus ve ¢ok kiguk
kitlelerin dl¢iimesinde yeni bir nicel arag¢ olarak kabul edilmistir. Kuvars plaka

katlesindeki bir artig, rezonans frekansinda bir diguse neden olmaktadir [38].

Sauerbrey tarafindan 1959°da piezoleltrik kristallerin AT-kesim kuvars plakalarinin

karakteristik bir rezonans 6zelliklere sahip olduklari ortaya ¢ikariimistir [38].

Cift tarafta bulunan
elektrotiar

- Kuvars plaka

Sekil 2.15 Kuvars kristal mikroterazi sistemin modeli [28]
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Bir kuvars kristalde kalinlik (Ax) ile rezonans frekansi (f) arasindaki iliski asagida
verilmigtir. Burada “N” frekans katsayisi olup, AT-kesme kuvars kristallerde degeri
1,67x105 cm HZ’ dir.

Ax=N/f (2.2)
Kalinlik ayni zamanda kutlesi ile de agagidaki gibi iligkilidir;
Ax=m/A.Aq (2.2)

Burada,
m: kristal katlesi (g);
A: kristal Gizerindeki elektrotun altinda kalan alan (cm?);

Aqg: kristal yogunlugu (kuvars igin: 2,65 g/cm?) dur.

Yukaridaki iki denklem birlestirilir ve yeniden dizenlenirse asagidaki sekle gelir;

f=Aq.N.A/m (2.3)

Eger kristal elektrodlardan birinin yuzeyine Am kadar kutle ilave edilirse bu bir

frekans kaymasina (Af) neden olur, ki bu da asagidaki gibi ifade edilebilir.
Af=-(f/Ag.N.A)(Am/ 1+ Am /m) (2.4)
Bu ifade, kuvars kristaller icin, ilgili sabitler yerine konulursa su sekli alir:
Af=-226x10°f Am/A (2.5)
Burada goéruldugu gibi; Kristal Gzerine ilave edilen katle (Am), kristalin salinim
frekansinda kaymaya neden olur (Af), bu kayma olgllebilirse kitle artisi yukaridaki
basit ifadeyle hesaplanabilir [39; 40].

2.2.6 Kuvars kristal mikroterazi sistemlerin kullanim alanlari

QCM sistemler ylksek hassasiyete sahip olmasi, kullanim kolayligi, spesifiklidi,

ucuz olmasi, dogrudan cevap vermesi gibi avantajlara sahip oldugundan hastalik
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teshisi, antijen/antikor etkilesimi, ilag analizleri, gaz sensoru olarak ve spesifik
molekul tayinlerinde kullanimi son zamanlarda oldukga artmistir. Kristalin
ylzeyinin analizlenecek analite gore spesifik olarak tasarimi hassasiyeti arttiran bir
etkendir. Uygulamalar, biyomolekilleri (proteinler, DNA, antijen/antikor), lipidleri,
nanopartikulleri, polimerleri, polimer filmleri ve hlcreler/bakterileri icermektedir.

QCM teknigi ¢ok ince yuzey sinir tabakalarinin kutlesini belirler ve viskoelastik
Ozellikleri hakkinda bilgi verir. QCM teknigi yluzeyde bulunan makromolekillerle
calismak i¢in uygun bir tekniktir ve var olan teknikleri tamamlayici 6zellige sahiptir.
Yuksek duyarliigi ve es zamanh algilama o6zelligi ile QCM bir¢ok uygulamada

kullanilabilirlik agisindan cazip duruma gelmistir [41].

QCM Uygulama Alanlart;

Asagida QCM’in uygulama alanlarinin bazilari gosterilmistir.

e Biyoteknolojideki uygulamalar [34]

v" DNA ve RNA'nin tamamlayici iplikleri arasindaki etkilesimler

v Protein ligandlarinin immobilize reseptorler tarafindan 6zgll taninmasi ve
immunolojik reaksiyonlar
VirUs kapsitlerinin, bakterilerin, memeli hicrelerinin ortaya ¢ikartilmasi
Hucrelerin, lipozomlarin ve proteinlerin adezyonu

Yuzeylerin biyouyumlulugu

<N X X

Biyofilmlerin olusturulmasi

Fonksiyonel yuzeyler [34]
Segcici yuzeylerin yaratiimasi
Lipid membranlar

Polimer kiliflar

Reaktif yuzeyler

Gaz sensorleri

NN N N R

immunosensorler

ince film olusumu [34]
Langmuir ve Langmuir-Blodgett filmleri
Polielektrolit adsorpsiyonu

Doéner kaplama

AR NEENEEN

iki tabaka olusumu
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Yuzey aktif madde arastirmalari

Yuzeylerdeki yluzey aktif madde etkilesimleri

<

Yuzey aktif maddelerin etkinlikleri

Diger uygulama alanlari [41]

Redoks ve iletken polimer arastirmalari
Korozyon galigmalari

Yuzey oksidasyonu

DNA ve RNA hibridizasyon g¢aligmalari
Protein-Protein etkilesimleri

MEMSs nanomateryalleri

ilag Analizleri

AN N N N R RN

Akilli biyomateryaller

QCM uygulamalarina érnekler:

v' Gaz Faz Algilama; Piezoelektrik kristallerle ilk analitik uygulama King (1964)
tarafindan rapor edilmistir. King piezoelektrik detektor tasarlamis ve bunu
ticari hale getirmistir. Cihaz 0.1 ppm degerinde nem ol¢ebilmekte ve ksilen
gibi hidrokarbonlari 1 ppm’e kadar Olgebilme yetenegine sahiptir. King’in
tasarimindan sonraki yillarda yogunluklu olarak organik vapora sahip gaz
dedektorleri gelistiriimeye calisiimistir. ik faz immiinosensérii Guilbault ve
Ngeh-Ngwainbi (1988) tarafindan gelistiriimistir. PZ kristal ylzeyine
parathion antibadi’leri kaplanmistir [34].

v" DNA Biyosensorler; DNA'nin immobilize edilerek kullanildigi ilk biyosensor
ornedi 1988 yilinda gelistiriimigtir. DNA anti kuvars kristallere immobilize
edilmigtir ve hibridizasyondan sonra kutle degisimi Olgulmustur. Bu ¢alisma
sonrasinda DNA'nin bir biyosensor vasitasi ile algilanmasi yaklagimi
yayginlagsmistir. Bu ¢calismanin sonrasindaki 11 yil boyunca QCM kullanilan
DNA, RNA arastirmalari gergeklestiriimistir. I1to ve arkadaslari 1996 yilinda
QCM’i spesifik katt faz DNA hibridizasyon reaksiyonlarinin fizibilite
calismalarinda kullanmiglardir. Benzeri c¢alismalar gunumuze kadar

suregelmistir. Stregelen ¢alismalar neticesinde DNA biyosensorleri araciligi
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ile DNA molekulleri Uzerinde QCM ile ¢alismalar gergeklestirilebilmektedir
[34].

v llag Analizi; QCM ‘in 1990 sonrasi ilag ve farmasétik alanda kullanimi
literatlrlere heyecan verici olarak gec¢mistir. Calismalar bu yeni alanda
QCM uzerine spesifik ajanlari kaplayarak farmasotik ajanlar belirleyebilmek
seklinde gergeklesmektedir. Yapilan c¢alismalar neticesinde 0.015 mg'dan
daha dusuk kutlelerin dlgumlerinin  gergeklestirildigi  gozlemlenmigtir.
Genellikle sulfa etken maddesi (sulfanilanid, sulfasetamid, sulfadiazin ve
sulfametokszol), kortizol, atropin, fenitoin, klorfeninamin, vitamin iceren
calismalar yogunluktadir [34].

v immiinosensoérler; QCM uygulamalari icin en cok ilgi bu alan (zerinde
yogunlagsmistir. Kristal Uzerinde kaplanan antibadiler ile c¢ok cesitli
biyosegici sensorler elde edilebilmektedir. Bu antibadi kfapl kristaller QCM
tabanli immunosensérler olarak adlandinimaktadir. ik piezoelektrik
immunosensér 1972 yilinda Shons ve calisma arkadaslari tarafindan
geligtiriimigtir. Kristal nyebar C ve BSA ile kaplanmis ve BSA antibadilerini
tayin etmekte kullanilmigtir. Bu sensoérlerle ilgili en 6nemli dezavantajlar;
kristal ylzeyine antibadi immobilizasyonunun yeniden uretilebilir bir sistem
olmayisi ile ilgili zayifigi ve sivi fazda akisla ilgili karsilasilan sikintilardir.
ikinci soruna ait sorunlar ‘sivi icine batirma ve kurutma’ ydntemi ile
uygulama yapilmadan 6nce drnegin kuru halinin rezonans frekansini 6lgme
ve iglem sonrasinda yine kurutarak frekansini dlgme seklinde asilabilecegi

Uzerine galismalar yapilmistir [34].

2.3 immobilizasyon Yéntemleri

Immobilizasyon yéntemlerini fiziksel ve kimyasal olmak Uzere iki baslik altinda
toplayabiliriz. Kimyasal yontemle immobilizasyon saglam kovalent baglari
icerirken, fiziksel immobilizasyonda daha zayif baglarla tutunma s6z konusudur.

GunUumuzde henuz pek ¢ok biyokatalizor icin en uygun immobilizasyon yonteminin
tasariminda izlenecek sistematik bir yontem bulunmamaktadir. Optimizasyon su
an icin deneme-yanilima ydntemiyle yUritiimektedir. immobilizasyon tekniginin

secimi amaglanan sonu¢ esas alinarak ve biyokatalizérin, reaksiyonun ve
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reaktériin tipi gdéz éniinde bulundurularak yapilmalidir. immobilizasyon yapilirken
dikkat edilmesi gereken en onemli nokta; enzimin katalitik aktivitesinde kayba
neden olmayan, dogal yapisini ya da baglanma bdlgelerindeki reaktif gruplari
degistirmeyen en uygun yontemin segilmesidir. Diger bir deyigle baglanmasi

istenen maddeyi mumkun olan en az hasarla baglamaktir.

2.3.1 Tutuklama

Tutuklama yodnteminde immobilize edilmis partikil ve hicreler yuzeye
tutuklanarak, tasiyici bir matrikste ya da fiberler i¢cinde tutulmaktadir. Geriye donus
bu yontemde mumkin degildir [42]. Tutuklama yonteminin avantaji sadece tekil
enzimlerin degil, degisik tipte enzimlerin, organellerin ve hucrelerin hemen hemen
ayni prosedurle immobilize edilebilmeleridir. Bu ydontem membran ya da jele dogru
katle transferini sinirladi§i icin pratik kullanimdan uzaktir [43]. Ayrica yuksek
maliyetler, diflizyon sinirlamasi, immobilizasyon esnasinda deaktivitasyon, yuksek
molekul agirhgindaki substratlarin enzime zorlukla tutunabilmesi ve tasiyicilarin
yeniden elde edilememesi gibi problemler dezavantajlari olarak siralanabilir.
Matriks olarak alginat, korregenan, kollajen, poliakrilamid, jelatin, silikon kauguk,

polidretan, polivinil alkol kullanilabilmektedir [42].

2.3.2 Capraz baglama

Capraz baglama yontemi tersinmez, destek vyapisi gerektirmeyen bir
immobilizasyon yodntemidir. Destek yapi gerektirmeyisi biyokatalizorlerin
aktivasyon suresini, spesifik aktivetisini arttirirken ayni zamanda maliyetleri de
dugurdr. Capraz baglanmada iki ana yontem vardir. Birincisi Capraz Baglanma
Enzim Agregatlari (CLEA), ikincisi ise Capraz Baglanma Enzim Kristalleri (CLEC)
seklinde adlandiriimaktadir.

iki yéntemde 1960’li yillardan sonra gluteraldehit kullanimi ile gelistirilmistir.
Gluteraldehit protein yluzeydeki NH, gruplari ile reaksiyona girmektedir. O yillarda
bu yontemlerin ciddi anlamda dezavantajlari bulunmasina ragmen 0ornegin
mekanik dayanim, tekrar Uretim zorlugu, dusuk aktivasyon enerijisi vb., bu sikintilar
iyilestiriimis ve gelistirilmistir. ilk iyilestirme de gluteraldehitin kristalize enzimlerle
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kullaniligi olmustur. Geligtirilien CLEC yontemi ile ispat edilmistir ki sicaklik ve
organik ¢ozuculere karsi denaturasyon direnci ve proteinlerin par¢galanma direnci

artmistir.

Ayrica operasyon esnasindaki stabilite ve kolay geri donusin saglanabilmesi ciddi

avantajlari beraberinde getirmistir.

Tek ana dezavantaji yuksek saflikta enzimlere ve bu enzimlerin kristalize
edilmesine ihtiya¢c duymasidir. Protein ya da ligandlar, glutaraldehit ile aktive

edilmis tasiyiciya UglU bag olusturacak sekilde immobilize edilmektedirler [43].

2.3.3 Taslyici baglama

Tasiyicl baglama uygulanan en eski immobilizasyon yontemidir. Enzim proteinleri
kimyasal aktif gruplar iceren aminoasit parcalar, iyonik gruplar ve/veya hidrofobik
gruplar ile hidrofobik alanlar icermektedir. Bu gruplar kovalent bag, iyonik bag ya
da fiziksel adsorpsiyon yontemleriyle enzimlerin immobilizasyonunu saglarlar.
Taslyiclya baglanan enzimin miktari ve immobilizasyon sonrasi aktivitesi

tastyicinin dogasina baglidir.

Taslyicinin se¢imi enzimin yapisina bagl oldugu kadar asagidaki kriterlere de
baghdir:

e Partikul boyutu ve tasiyicinin yuzey alani,
¢ Hidrofilik ve hidrofobik gruplarin molar orani,
o Kimyasal yapi.

Genel olarak hidrofilik gruplarin  oranindaki ve baglanan enzimin
konsantrasyonundaki artis immobilize olan enzimin aktivitesinin daha ylksek
olmasini saglar. Enzim immobilizasyonunda en ¢ok kullanilan tagiyicilar; seluloz,
dekstran, agaroz, ve poliakrilamid jel gibi polisakkarit turevleridir. Baglanma turtne

gore tasiyici baglama yontemi alt siniflara ayrilabilir [14; 42].

Taslyici baglama yontemleri agagida gdsterildigi gibi siniflandiriimistir:
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iyonik Baglama; Bu yéntemde enzim ve destek malzeme arasindaki baglar
tuz yapisindadir. Bu baglanmada dogasi geregince sicaklik degdisimleri,
polarite ve iyonik guclerle reaksiyon geriye donebilir. Kromatografide
kullanilan protein - ligand etkilesimine benzer 6zelliklerdedir.

Bu yontem uygulanmasinin kolay olmasi, desteklerin yenilenebilir olmasi ve
enzimlerin modifiye olmamasi nedenleri ile tercih edilen bir yontemdir.
Enzimin tasiyiciya baglanmasi, kullanilan tampon, pH, iyonik kuvvetler ve

sicaklik gibi degiskenlerden etkilenmektedir [14].

Fiziksel Adsorpsiyon; En basit immobilizasyon yontemi nonspesifik olan
fiziksel adsorpsiyondur.

Enzimler matrikse van der Wals kuvvetleri ile hidrojen baglari ile veya
hidrofobik etkilesimle bagdlanirlar. Kolay bir sekilde tersine donebilir
baglantilardir. Ornegin sicaklik ya da cevresel kosullarda meydana getirilen
bir degisiklik baglantinin gergeklesmemesine sebep olabilir [37]. Fiziksel
adsorpsiyon gerceklestirmek igin c¢esitli inorganik destekler kullanilir.
Sentetik recineler ya da kitosan gibi dogal malzemeler de yuksek
adsorpsiyon kapasiteleri nedeniyle kullanilabilirler. Adsorpsiyonun ardindan
glutaraldehitle c¢apraz baglama immobilize enzimin aktivitesini stabilize
eder.

Uygun kosullarda destekler yeniden elde edilebilir. Yuksek aktivasyonun
gerekmeyisi, ucuz malzemelerle baglantilarin kurulabilmesi yontemi gekici
hale getirmektedir [14].

Kovalent Baglama; immobilizasyon icin en alisilagelmis yéntemdir. Enzimler
ve malzemeler arasinda dogrudan kovalent baglanmalar gergeklesir.
Kovalent baglar glcli ve kararhdir. immobilize edilecek enzimin, aktif
bdlgesinde ya da substratla baglanma bdlgesinde bulunmayan fonksiyonel
gruplarla gerceklestirilebilirler.

Genellikle baglanma enzimin nukleofilik gruplarinin, destek malzemesinin
fonksiyonel grubuyla reaksiyonu sonucu meydana gelir. Enzim Uzerindeki
aminohidroksil ve tiyol gruplari baglanmada rol alabilirler. Sistein, lisin,
tirozin ve histidin artiklari en aktif yapilar olarak degerlendirilebilir. Bu tir
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moleklller arasi baglar enzimin kullanim sdresinin genislemesini

saglayabilirler.

Kovalent bagla immobilize edilen enzimler su avantajlara sahiptir:

I.  Olusan siki bag sonucu, kullanim asamasinda sizinti ya da
parcalanmayla karsilagiimaz,

Il.  immobilize ediimis enzim substratla ¢ok kolay baglanti kurabilir,
cunku enzim destegin yuzeyinde tutturulmustur,

[ll.  Enzim molekilleriyle destek madde arasindaki gugcli etkilegim

nedeniyle cogunlukla i1si kararlihiginda bir ylkselis gorulebilir.

Diger yandan kovalent bagin dezavantajlari da vardir. Bunlar ise;

I.  Enzim molekullerinin aktif yapisi kismi modifikasyonlarla bozulabilir,
II. Enzim molekileriyle destek arasindaki kuvvetli etkilesimler, enzim
molekullerinin serbest hareketini engelleyebilir ve bu da enzim
aktivitesinde bir azalmaya yol acar,
ll.  immobilizasyonun optimum kosullarini bulmak zordur,
IV. Destekler genellikle yenilenebilir degildir. Bu nedenle bu ydntem
daha ¢ok kararlihgin kovalent baglanma yontemiyle arttigindan emin

olunan enzimler i¢in uygundur.

Tum bu dezavantajlarina ragmen, kovalent baglanma analitik amagli

immobilizasyonlarda kullanilir [14].

Yukarida bahsedilen tUm immobilizasyon yontemlerini bir arada degerlendirmek

gerekirse; adsorpsiyon kolay, ucuz ve efektiftir ancak ¢ogunlukla kararh degildir ve

geriye dénusum gdézlenir. Tutuklama yonteminde ise difizyon problemleri gdzlenir.

Enzimin kovalent baglanma ile bir tasiyiciya baglanmasi endustriyel agidan en

cazip yontem olarak 6ne ¢ikmaktadir. Clnku kovalent baglanma 6zellikle ¢apraz

baglanma ile birlikte uygulandiginda efektif ve kararlidir. Capraz baglama ajani

olarak da en iyi sonuglar glutaraldehit ile yapilan ¢alismalarda elde edilmigtir [43].
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

Tez igin gergeklestirilen deneyler Baskent Universitesi Kardiyovaskiler
Enstrimantasyon Laboratuvarinda c¢esitli cihaz ve sarf malzemeler kullanilarak
yapilmistir. SEM ve AFM gorintuleri UNAM’daki laboratuvarlar kullanilarak

alinmigtir.

3.1.1 Deneyde kullanilan cihaz ve malzemeler

Olglimler ve deney sirasinda kullanilan baglica cihaz ve malzemeler sunlardir;

e 10 MhZlik, 12 MhZ'lik, 5 MhZ’lik farkh marka kuvars kristaller,

¢ |IKA marka manyetik karigtirici,

e Sartorius marka terazi,

¢ Bandelin marka ultrasonik banyo,

e Kristal Uzerindeki metal kiliflari kesmek icin Dremel marka Lithium lon
kesici,

¢ NuUve marka laminer hava kabini,

o Manyetik karigtirici icin manyetik balik,

e Beher, balon, gesitli turlerde tupler,

e Merck marka Millipore model ultrasonik saf su cihazi,

e Frekansmetre ve osilator devresi.

3.1.2 Deneyde kullanilan kimyasallar

Olglimler ve deney sirasinda kullanilan baslica kimyasallar sunlardir;

e NaOH (Merck, Almanya),

e Saf aseton (Merck, Almanya),
¢ Metanol (Merck, Almanya),

e Sistamin (Sigma Aldrich, ABD),

30



e Glutaraldehit (Fluka, ABD),

e Fosfat tamponu igin NaH,PO, ve Na,HPO, tuzlari (Sigma Aldrich, ABD),
e Fosfat tamponu tuzu (Amresco, Kanada),

e Ultra saf su,

e Sodyum tetraborat/HCI tamponu kullaniimigtir.

» 0,05 M fosfat tampon ¢ozeltisinin hazirlanigi (pH:7,4) :

Fosfat Tamponu asagidaki formule gore hazirlanmigtir;

A: 3,628 g KH ;PO 4 (potasyum hidrojen fosfat) + 400 mL ultra saf su
B: 9,488 g Na,HPO, (disodyum hidrojen fosfat) + 800 mL ultra saf su

A ve B c¢ozeltileri 30 dakika manyetik karistirica karistirilmigtir. Sonrasinda A'dan
20 mL, B'den 80 mL alinmis ve 100 mL'lik 0,05 M fosfat tamponu hazirlanmigtir
[44].

Tam tampon c¢oOzeltilerin  hazirlaniginda ultra saf su kullaniimistir. Tampon
¢Ozeltiler hazirlandiktan sonra cam siselerde, buzdolabinda yaklasik 5°C sicaklikta

saklanmaktadir.

» %2,5 derisim de@erinde Gluteraldehit ¢ozeltisinin hazirlanisi:

%2,5 derisim degerinde gluteraldehit c¢ozeltisi asagidaki formule goére

hazirlanmistir;

A: 3,628 g KH ;PO 4 (potasyum hidrojen fosfat) + 400 mL ultra saf su
B: 9,488 g Na,HPO, (disodyum hidrojen fosfat) + 800 mL ultra saf su
A c¢ozeltisinde 92 mL ve B ¢ozeltisinde 8 mL alinarak, %25 oraninda seyreltiimis
saf gluteraldehit ile karistirlmistir. Son karisim 45 dakika manyetik karistiricida
tepkimeye sokulmus ve %2,5 derisim degerinde gluteraldehit c¢ozeltisi

hazirlanmistir.

31



Ayrica ayni formulizasyon uygulanarak %5 derisim degerinde de c¢ozelti

hazirlanmistir. Her iki derisim iginde deneyler gergeklestirilmistir.

» 0,5 M metanol ¢ozeltisinin hazirlanist:

Metanol 0,5 M olarak hazirlanmigtir. 16,02 g metanol 1 L ultra saf su ile 20 dakika

manyetik karigtiricida karigtiriimigtir.

» 0,5 M aseton ¢ozeltisinin hazirlanisi:

Aseton 0,5 M olarak hazirlanmigtir. 29,035 g aseton 1 L ultra saf su ile 20 dakika

manyetik karistiricida karistirilmigtir.

» 0,5 M NAOH c¢ozeltisinin hazirlanisi:

NaOH 0,5 M olarak hazirlanmigtir. 20 g NaOH 1 L ultra saf su ile 20 dakika

manyetik karistiricida karistirilmigtir.

3.2 Deneyin Yapihsi

Bu tezde kristalin yuzeyine vyapilan ligand immobilazasyonu ile platelet
aktivasyonun varligi tespit edilmek istenmektedir. Kuvars kristalin Gzerine madde
eklendikge frekansi dismekte ve aktivasyonun gergeklestigi bu yolla tespit

edilmektedir.

Deneyde yapilacak islemler sirasi ile yuzey temizligi ve hidrofilik yuzey eldesi,
sistamin, gluteraldehit ve antibadi immobilizasyonu ve kan c¢ozeltisi ile etkilesim
seklindedir. Frekans dlgumleri, SEM, AFM sonuglari ile deney basamaklari takip

edilerek deneyin ilerleyisi kontrol altinda tutulmustur.
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. Yizey Temizligi ve Hidrofilik Ylzey Eldesi
. Sistamin immobilizasyonu

. Gluteraldehit immobilizasyonu
. Antibadi immobilizasyonu
. Kan ile Etkilesim

Sekil 3.1 Deney basamaklarinin sematik goésterimi

3.2.1 Kuvars kristal yuzeyin temizlenmesi ve hidrofilik ylizey eldesi

Kuvars kristaller Uzerinde herhangi bir igslem yapabilmek veya bir immobilizasyon
islemine tabii tutabilmek igin oncelikle bu kristallerin ve kristallerin elektrotlarinin
uzerinde temizleme, aktivasyon ve fonksiyonel gruplarin immobilizasyonu

gerceklestiriimelidir.

Yuzey Uzerindeki oksitleri uzaklastirip, yeniden kullanilabilir bir ylzey elde
edilmesi igin gumus elektrotlarin ylzeylerinin tamamen temizlenmesi ve yuzeyin

tamamen kurutulmus olmasi gerekmektedir [45].

Deney baslangicinda yapilan ilk islem kristallerin frekanslarinin metal kiliflariyla
beraber oOlgliimesidir. Bu dlgim kristalin kullanilabilir yuzeyi ortaya c¢ikarildiginda
odlclilen frekans degeri ile karsilastirma yapabilmek igindir. Olglim sonrasinda
kristal Uzerindeki metal kilif kesilerek c¢ikartiimis ve yeniden kristalin frekansi

Olcllmustar.

Kristaller medikal kullanim amaci ile Uretilmedikleri igcin temiz bir ylzeyleri yoktur.

Uretim esnasinda etraftan gelmis ve yapismis olarak bulunan tozlar, kilif kesilirken
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kristalin Uzerine gelen metal pargaciklari gibi birgok dis etken sebebiyle kristalin
yuzeyinin temizlenmesi deneyin saglikli devam edebilmesi igin gereklidir. Kristal
Uzerindeki bizim istemedigimiz her yabanci madde frekansinda farklilik yaratmaya

sebep olacagi i¢in yuzeyin temizlenmesi gok dnemlidir.

Kristallerin yuzey temizleme iglemi sirasinda izlenilen yol asagidaki gibidir:

I. 0,5M Aseton ¢ozeltisi (30 dakika)
lI. 0,5M Metanol ¢ozeltisi (30 dakika)
lll.  0,5M NaOH ¢ozeltisi (30 dakika)

Aseton cok iyi bir ¢éziici oldudu icin ilk basamakta tercih edilmistir [46]. ikinci
asama olarak ise asetondan daha zayif bir etkiye sahip olan metanol kullaniimistir.
Aseton ile uzun muamele kristal ylzeyine zarar verecegi icin metanol kullaniimis
ve temizleme islemi tamamlanmistir. Kristaller hidrofilik ylizey elde etmek igcin 30
dakika 0,5 M NaOH’de tutulmustur [45].

Aseton, metanol, NaOH c¢ozeltileri ile 30’ar dakika manyetik karistirici kullanilarak
reaksiyona sokulan kristaller, her asama sonrasinda 3’er dakika ultra saf su ile
yikanmistir. Boylece fiziksel olarak tutunan molekullerin kristal ylzeyinden
ayrilmasi saglanmistir [47]. Fiziksel olarak adsorbe olan molekullerin kristal
yuzeyinden elimine edilmesi sonrasinda, kristaller laminer hava kabininde yaklasik
30 dakika bekletilerek kurutulmustur. Kristallerin tam kurumasi saglandiktan sonra

frekans sayici devre ile frekans degerleri 6lgtlmustur.

Ultra saf su kullaniimasi arintn kalitesi agisindan gereklidir. Ham suyla yikanan
artnlerin yuzeylerinde yikama sonrasi bir miktar su kalir. Bu sularin zamanla
buharlagsmasi sonucunda ham suyun igerisinde bulunan tuzlar Urinun yuzeyine
yapisirlar. Uriin Gzerinde olusan bu tuz lekeleri kristal tizerinde olumsuz bir etki
yapar. Kristal ylzeyinde kalan tuz lekeleri frekans degerinde de yanlhs okumalara

sebep olabilmektedir.
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Kuvars kristallerin frekans degisimleri islemler sirasinda her agsamada oOlgulerek
yapilan yuzey temizleme yontemi takip edilmigtir. Temizlik asamasinda her
adimda frekans de@erinin artmasi beklenmektedir. Clnkl kristal ylzeyinde var
olan istenmeyen maddelerin ve fiziksel tutunmalarin yapilan islemler sonrasi
uzaklagmasi gerekmektedir. Eger bu uzaklagsma saglanamiyorsa kristal yluzeyinde

yeterince temizlik saglanamamis demektir.

Yapilan bu islemler neticesinde hem kristallerin ylzeyleri temizlenmis hem de
NaOH ile kristallerde bulunan Ag elektrotlar uzerinde aktif OH fonksiyonel

gruplarinin olugsumu saglanmigtir.

3.2.2 Sistamin immobilizasyonu

Kuvars kristallerin yuzey temizleme asamasindan sonra kristal yuzeylerine
bifonksiyonel  bir molekdl olan sistamin (C,H/NS) immobilizasyonu
gerceklestiriimigtir. Sistamin molekuli bir tiyol (SH) ve bir de amin (NH,) olmak
Uzere iki fonksiyonel uca sahiptir. Yumusak bir baz olan sistamin molekulinin bu
Ozelliginden yararlanilarak tiyol ucundan zayif bir asit olan Ag kristal yuzeyine
tutturulmus ve diger amin ucu fonksiyonel olarak baska bag i¢in hazir tutulmustur
[48].

— S H
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Sekil 3.2 Sistaminin molekulinun kimyasal formula [48]

Bu amagla 20 derisimde sistamin, 0,05 M fosfat tamponunda (pH: 7,0)
¢Ozulmustlr. Bu reaksiyon 45 dakika manyetik karistiricida, hazirlanan karanlik

ortamda gergeklestiriimistir [49].
Kristaller ile ise yine 45 dakika manyetik karigtiricida ve karanhk ortamda

karistinimistir [44]. Sure sonunda kristaller ultra saf suyla 3 dakika yikanmis ve

yilkama igsleminden sonra kurutulup frekans degerleri dlgulmustar. Ultra saf su ile
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yilkama isleminde yuzeye fiziksel adsorbsiyon ile tutunan sistamin molekulleri de

uzaklastiriimigtir [50].

Sekil 3.3 Manyetik karistiricida karanlik ortamda sistamin immobilizasyonu

3.2.3 Glutaraldehit immobilizasyonu

Sistamin immobilize edilmis kuvars kristallerin Gzerine uzatma kolu (spacer arm)
takilmasi amaciyla bifonksiyonel 6zellige sahip glutaraldehit kullaniimistir. Burada
amac¢ sistaminin serbest olan amin ucu ile glutaraldehidin aldehit uglarinin
reaksiyona girmesi ile capraz baglanmanin saglanmasidir [51].

Sistamin immobilize edilmis kristaller %5 ve %2,5 derisimdeki glutaraldehit ile
karanlk ortamda 45 dakika, i1s1 da kullanilarak manyetik karistiricida reaksiyona
sokulmustur [52]. Sonrasinda 3 dakika ultra saf su ile yikanmistir. islem bittikten

sonra kurutulup frekans degeri dlgulmastur [49].

Deneyde %2,5 ve %5 derisimde iki farkli ¢ozelti hazirlanmistir. Fakat gluteraldehit
ile reaksiyon sonrasi Olgulen frekans de@erlerinde, %2,5’lik derisimle yapilan
deneylerde beklenen tutunmalarin gergeklesmedidi sonucuna frekans olgumleri
sonrasinda varilmistir. Ayni derisimlerdeki ¢ozeltilerle, ayni frekansa sahip
kristallerle ve ayni iglem sirasina gore gluteraldehit basamagina kadar olan
adimlar tekrar gerceklestiriimistir. Fakat %2,5’lik derisim yerine %5’lik derisim ile
hazirlanan gluteraldehit ¢ézeltisinde daha iyi sonug¢ elde edilmistir ve bu ylzden

deneyin sonraki asamalari i¢cin %5 derisime sahip gluteraldehit ¢ozeltisi tercih
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edilmistir. %5 derigsime sahip gluteraldehit ¢Ozeltisisi sonrasinda Olgulen frekans
degerleri %2,5 derisime sahip gluteraldehit derigimi ile yapilan deneylere gore

daha dusuktur. Bu da bize daha iyi tutunmalarin gerceklestigini gostermektedir.

®w u o
gﬂ
=
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QM Gluteraldehit

Sistamin

Sekil 3.4 QCM'’in sistamin ve gluteraldehit ile reaksiyonunu sonrasinda olusan
kimyasal baglar [53]

3.2.4 Antibadi immobilizasyonu

Plateletlerin yapisal ve fonksiyonel ozellikleri sebebi ile hazirlanmasi ve
saklanmasi esnasinda etkilendigi c¢esitli faktorler bulunmaktadir. Toplanma
sekilleri, kan alma yontemleri, dondrin bagdimsiz etkileri gibi bir ¢cok neden
plateletin sahip oldugu o6zellikleri de spesifiklestirmektedir. Plateletlerin sahip
oldugu bu metabolik ve morfolojik cesitlilikler onlarin saklanmasini ve deneysel
ortamda kullanilabilmesini kisittamaktadir. Bu konu uzerinde azimsanmayacak
derecede cok bilimsel efor sarfedilmesine ragmen henuz tam anlamiyla zarar
goérmeden nasil muhafaza edilecedine dair tam bir recete bulunmamaktadir. Fakat
celigkili bir sekilde ise plateletlerin gekirdegi olmadigi icin saklama esnasinda
hicre 6lumu gergeklesmektedir. Bu islem yUksek duyarliiga sahip plateletler igin
hassas bir g¢alisma yapilmasi gerektigi sonucunu g¢ikarmamizi saglamaktadir.
Plateletler diskoid ve kuresel sekiller arasinda yuzey gorunum seklini
degistirebilmektedir [54].
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Saklama isleminin bu kadar énemli ve zor olmasi sebebi ile 6zel membranlar
geligtiriimigtir. Gelistirlen bu membranlarin en iyi orneklerinden biri P-selektin
molekll adiyla da bilenen CD62P’dir. P selektin molekulli dinlenme halindeki
plateletlerin a-grandllerinde bulunmaktadir. Uyarilma sonrasinda bu molekultn yer
degistirmesi platelet aktivasyonu sirasinda ¢ok erken agsamada ortaya ¢ikmaktadir
[54].

Sahip oldugu bu o6zellikler sebebi ile kristal ylizeyine immobilize edilmek igin
kullanilan antibadi anti-CD62P’dir. Anti-CD62P insan kani ile reaktiftir. Akis
sitometri yonteminde rutin testlerde kullaniimakta ve oldukga iyi sonuglarin elde

edildigi gozlemlenmektedir.

Kristal ylzeyine immobilize edilen anti-CD62P u¢ farkli derisim halinde
hazirlanmis ve uygulanmistir. ilk derisim en yogun olan konsantrasyondur ve 1/10
derisiminde antibadi kullanimistir. ikinci ve Gglinci derisim pH=7,0 0,05 M fosfat

tamponu ile 1/100 ve 1/1000 olarak seyreltilmistir.

Bu farkli derisimlerden kristalin her iki yuzeyine 30’ar yL damlatiimistir. 30 dakika
immobilizasyon islemi igin bekletiimis ve sonrasinda ultra saf su ile ultrasonik

banyoda 3 dakika fiziksel adsorbsiyonlari gidermek icin yikama yapilmistir [50].

immobilizasyonun gerceklesip gerceklesmedigini anlamak igin  kristallerin

tamamen kurumasi saglandiktan sonra frekans 6lgimu yapilmistir.

3.2.5 Kan ile yapilan deneyler

Deneyin son asamasi olan platelet aktivasyonunun varliginin belirlenmesi kan ile
yapilmistir. insandan alinan kan ile platelet aktivasyonunun varliginin belirlenecegi
igin bazi parametreleri dikkat edilmesi 6nemlidir. Ornegin plateletlerin yapisinin
bozulmamasi igin kisa surede iglemlerin gergeklestiriimesi, c¢evre sicaklik
kosullarinin ¢cok yuksek olmamasi, nemden uzak ¢alisma alaninin saglanmasi gibi

gibi bir cok gevresel faktore dikkat edilmesi gerekmektedir [55].
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Enjektore kan alinmadan 6nce enjektor, platelet aktivasyonunun gergeklesmesinin
Onlenebilmesi icin 5 birim heparin ile yikanmigtir [51]. Enjektor hazirlandiktan
sonra saglikli venéz damardan 10 cm®lik perfizyon enjektore alinan kan

plateletce zengin tabakanin elde edilmesi i¢in santriflij edilmistir [56].

Platelet aktivasyonu baskilanmis olan 10 cm® kan 1.5 mL’lik santrif(ij tlplerine
koyulmustur. 3000 rpom’de 15 °C sicaklikta derecede 25 dakika kan santrifij
edilmistir. Santrifij isleminden sonra tlplerde beyaz bulutumsu tabakalar
olusmustur. Aktivasyonu baskilanmig plateletler bu beyaz bulutumsu tabakada
bulunmaktadir [57].

Sekil 3.5 Santriflj sonrasinda kandan elde edilen beyaz bulutumsu tabaka
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Sekil 3.6 Kandan santriflj sonrasinda elde edilen tabakalar [58]
Deneyde %2100, %90, %80, %70, %60 %50, %40, %30, %20, %10, luk

derisimlerde on farkh kan suspansiyonu hazirlanmigtir.  Hazirlanan
suspansiyonlardaki derigsimler 0,05 M fosfat tamponu ile seyreltiimistir ve 10
derisim icin de platelet sayisi dlgtimi Diizen Labaratuvarinda yaptiriimistir. Olgim

sonuglarina gore seyreltme orani ile platelet sayisi paralel olarak azalmigtir.

En yodun derisim icin, plateletler bu tabakadan pipet uglari ile alinmis ve Gzerine
pH=7,0 0,05 M fosfat tamponu eklenerek 10 mL’ye tamamlanmistir. Bu asamada
baskilanan platelet aktivasyonun tekrar gerceklesmesi icin 5 birim protamin
plateletin bulundugu suspansiyona ilave edilmistir. %90, %80, %70, %60 %50,
%40, %30, %20 ve %10’luk derisimler ise mevcut slispansiyonu seyrelterek elde
edilmistir [59; 60].

Son asama olarak farkll derigsimlerde antibadi immobilize edilmig kristal ylzeyleri
ile farkl derisimlerde hazirlanmig aktiflenmis plateletlere sahip suspansiyonlar
uygulanmigtir. Kristaller, 30 dakika manyetik karistirici ile sispanyonda reaksiyona
sokulmustur. Sonrasinda fiziksel tutunmalarin uzaklagmasini saglamak igin

3 dakika ultrasonik banyo ile yikanmigtir [49]. Kurutulduktan sonra frekanslari

OlculmUs ve frekanslardaki dususlerin derigsimle orantili oldugu gézlemlenmigtir.
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Sekil 3.7. Farkl derisimlerdeki kan stuspansiyonu

4. OLGUMLER

4.1 Frekans Olgiimleri

Calisilan 100 adet kristalde olusmasi beklenen frekans farkhili§i deneyin
basamaklari arasindaki her asamada ol¢ulmustir. Teorik olarak kristal Gzerindeki
kutleleri temizledikge frekansin artmasi gerekmektedir. Tam tersi olarak ise
uzerine kutle ilave edildiginde (sistamin, gluteraldehit vb. ) frekansin diusmesi
gerekmektedir. Olgiilen frekans degerleri Sekil 4.1’de frekans degisimi ise Cizelge

4.1’de gosterilmistir.

Kristal Gzerindeki metal kiliflar ¢ikarildiginda, metal kilifli haline kiyasla frekansta
disus gozlemlenmistir. Bu disusin sebebi kristal Gzerinde biriken metal tozlar ve

ortamdan gelen diger toz partikullerdir.

Temizleme sonrasinda ise kristalin Uzerinde bulunan partikuller kristal yuzeyinden
uzaklastirildigi igin frekansta artis olmustur. Frekans degeri temizlemenin her
asamasinda artmistir. ClnkU her asamada ylzey biraz daha temizlenmistir. NaOH

¢cozeltisi ile tepkimeye girdikten sonra ise frekansin dustugu goézlemlenmigtir.
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Bunun sebebi ise elde edilen hidrofilik ylzeydir. Ylzeyde olusmasi beklenen

serbest OH gruplari frekans degisiminin gergeklesmesine sebep olmustur.

Sistamin ve gluteradehit immobilizasyon isleminde de beklenilen frekansta
digusun olmasidir. Sistamin ve gluteraldehit ile yuzeyde baglanmalar

gerceklesmistir ve frekans dususune sebep olan bir kutle olugsmasi saglanmigtir.

Ortalama Frekans Degisimi

4999400
¥ 4999200 -
@ 4999000
()
& 4998800
o
€ 4998600 \
3
&+ 4998400
4998200
islem gérmemis Kihfsiz Kristal Yiizey temizligi 0.5 M NaOH Sistamin ve
kristal sonrasl ¢cOzeltisi Gluteraldehit

immobilizasyonu
Yiizey Modifikasyonu
=== Ortalama Frekans Degerleri

Sekil 4.1 Yizey modifikasyonu sonrasi dlgulmus frekans degerleri grafigi

Cizelge 4.1 Yizey modifikasyonu sonrasi frekans degisimi cizelgesi

0.5M
NaOH Sistamin ve
Yuzey Cozelti Gluteraldehit
Kihf Cikarma Temizligi | Uygulamasi | immobilizasyonu
Ortalama Frekans
Degisimi (Hz) -88 308 -270 -479

Ayni kan suspansiyonu ile tg¢ farkli derisimdeki antibadi kullanilarak hazirlanmis 5
MHZlik kristaller 30 dakika manyetik karigtiricida tepkimeye sokulmus ve
sonrasinda ultrasonik banyoda 3 dakika yikama iglemi yapilmistir. 6,25 ug/mL
konsantrasyonuna sahip BD marka antibadi kullanilarak seyreltme oranlar 1/10,
1/100, 1/1000 olan 3 farkli derisimde ¢o6zelti hazirlanmigtir. En yogun antibadi

derisiminde ortalama 1009 Hz'lik frekans disisu oldugu goérulmustar. Frekans
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dususlerin 2. derisimdeki delta degerlerinin ortlamasi 684 Hz ve 3. derisimdeki
delta ortalamasi 217 Hz'dir. Dogrusal ortalama frekans degerleri ile
kargilastirildigina frekans dususlinin U¢ derisimde de dogru orantili oldugu
gorulmustur. Kristal ylzeyine tutunmalar U¢ derisimde de ideal seviyededir.

Sonuclar Cizelge 4.2 ve Sekil 4.2'de gosterilmektedir.

Cizelge 4.2 %100 kan derisimi ve farkli antibadi derisimleri ile frekans degisim
cizelgesi

Ortalama
Antibadi | Platelet Sayisi | Frekans Degisimi | Ortalama
Derisimi | (K/mm°) (Hz) Frekans
0,1 250 -1009 4997283
0,01 250 -684 4997832
0,001 250 -217 4951530

Ortalama Frekans Degisimi

1200

1000
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600 /%
400

200 /

0
0,0001 0,001 0,01 0,1 1

Antibadi Derisimi (%)
Kullanilan antibadi konsantrasyonu 6.25ug/mL’dir.

Frekans Degisimi (-Hz)

Sekil 4.2 %100 kan derisimi ve farkl antibadi derisimleri ile frekans degisim grafigi

Kan suspansiyonu on farkli derisim halinde hazirlanmigtir. Farkli derigsim degerleri
ile yapilan galigmalarda ideal tutunmalarin gergeklestigi yogunluk tespit edilmeye
cahisilmigtir ve dogrusal calisma araligi tespit edilmigtir. Antibadi derigimleri ile

kristaller Uzerinde yapilan c¢alismalarda ideal derisim seviyesi tespit edildigi icin
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%100 derigsimdeki antibadi konsantrasyonu ile farkli oranlarda seyreltiimis kan

suspasiyonlarinin tepkimeye girmesi saglanmigtir.

Elde edilen degerler dogrusal grafik ile karsilastirildiinda ve sonuglar analiz
edildiginde %30-%80 kan derisimlerinin doygunluga ulasilan ideal derisim oldugu,
%30’luk kan derisimden daha seyreltik derisimler icin ise beklenen seviyede
dususun gerceklesmedigi dolayisi ile ideal baglanma derigiminden uzaklagildigi

tespit edilmigtir.

Cizelge 4.3 Kan derigsimlerinde oélgulen platelet sayisi ve ortalama frekans degisimi
cizelgesi

Ortalama
Frekans
Kan Platelet Sayisi Degigimi
Derigimi (K/mm®) (Hz)
100% 250 1009
90% 233 968
80% 203 911
70% 178 821
60% 153 689
50% 124 506
40% 100 293
30% 70 145
20% 52 82
10% 27 57

*Referans Aralidi: 130-400 K/mm?®
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Ortalama Frekans Degisimi
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Sekil 4.3 Ayni derisimdeki antibadi (%100) ve 10 farkli kan sispansiyonlari
uygulanmig kristallerin frekans degerleri grafigi

4.2 SEM Goruntuleri

Metal kilif gikarildiktan sonra ortamdaki partikiller, metal pargalari kristal ylzeyine
yapisacag! igin goruntulerde Kkirli bir yuzey beklenmektedir. Ayrica daha c¢ok
elektronik amagla Uretilen kristallerde bulutumsu lekelerde net bir sekilde
gorilmektedir. iglemlerin saglikli devam edebilmesi igin bu kirli ylizeyden
kurtulmak gerekmektedir. SEM goruntuleri ile tanimlanamayan metal parcgalar ya

da partikuller ile bulutumsu lekeler kimeler halinde gorulebilmislerdir.
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WD mag HvV spot| det HFW | 200 pm
10.6 mMmm |500 x| 3.00 kV | 3.0 |[ETD | 597 um [9:54:33 AM [ UNAM

Sekil 4.4 500x buylutmede SEM Kkirli ylzey goruntusu

Sekil 4.5 250x buylitmede SEM Kkirli ylzey goruntlsu

Temizleme ve hidrofilik ylzey elde islemi sonrasinda alinan goruntulerde hemen
hemen purizsiz bir ylzeyin varligi goérulebilmektedir. Bulutumsu lekeler yikama

islemi sonrasinda yuzeyden uzaklastiriimiglardir.
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Sekil 4.6 100x buyutmede SEM temiz ylzey goéruntisu

Sekil 4.7 1000x buyutmede SEM temiz yizey goruntisi

Temizleme isleminden sonra hemen hemen plrizsliz olan yuzeye antibadi
immobilizasyonu gergeklestiriimigtir.  Ylzeyin tamaminda immobilizasyonun

gerceklestigini alanin SEM goéruntuleri ile kanitlamaktadir.
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WD mag HV sSp det HFW — Y YY)
100 mMm 100 x| 3.00kV | 3 ETD|2.98 mm|9:37:16 AM UNAM

Sekil 4.8 100x buyltmede antibadi immobilizasyonu sonrasi SEM goértntusu

Sekil 4.9 400x buyltmede antibadi immobilizasyonu sonrasi SEM gortntusu

Kontrol kristali olarak temizlenmig bir kristal yluzeyi Uzerine uygulanmig platelet
cozeltisi SEM’de goruntilenmistir. Burada immobilizasyonun olmadidi hala temiz
hemen hemen plruzsiz bir yuzeyin oldugu goérilmektedir. Yuzeyde kimyasal
olarak bulunan yalnizca OH gruplaridir. Yuzeye sistamin ve gluteraldehit

uygulanmamistir ve bu ytzden de anti-CD62P tutunamamistir.
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Sekil 4.10 500x blUyutmede platelet ¢ozeltisi uygulanmis kontrol kristalinin SEM
goruntusu

Ug derisim halinde hazirlanmis anti-CD62P sollisyonunun %100’lik derigimdeki
kan c¢ozeltisi ile tepkime sonrasi alinmis SEM goéruntilerinde de orantisal
yogunlugun oldugu gézlemlenmistir. Ozellikle ayni biyitmede gériintiler alinarak

dogru bir karsilastirma yapilmasi saglanmistir.

Sekil 4.11 250x blyutmede birinci derisim uygulanmig ytzeyin SEM goérintisu
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Sekil 4.12 250x buyutmede ikinci derisim uygulanmis ytzeyin SEM goéruntlsu

Sekil 4.13 250x buyutmede Ugtincu derisim uygulanmis ylzeyin SEM gorintusu
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HV |spot|mag [J| det | it | WD |dwell| ————50ym——— |
1000 kv| 3.0 | 1600x |ETD|-0°|96mmlsops| — |

Sekil 4.14 1600x buyutmede aktiflenmis plateletin SEM gorintisu

Sekil 4.15 1600x buyutmede aktiflenmis plateletin SEM goruntisu

4.3 AFM Goriintileri

Kuvars kristaller icin temiz yuzey, kirli yizey ve antibadili AFM’de goruntuleme
yapiimigtir.

Kilifsiz kirli kristal ylUzeyinde cesitli partikillerin varligi SEM ve frekans

Olgimlerinde goruldugu gibi AFM goéruntulerinde de gortulmektedir.
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Sekil 4.15 10 ym x 10 ym boyutlu kirli gimus ytuzeyin AFM Goruntisu

Temizleme ve hidrofilik ylzey elde islemi sonrasi kristalden alinan AFM
goruntisunde ylzey hemen hemen purizstuzdir. Yluzeyde fonksiyonel OH

gruplari olusmustur.

nm

200

-200

4

um

X Size [um): 25
Y Size (um): [ 25

Equal Size

Execute Undo FRedo

Sekil 4.16 10 ym x 10 ym boyutlu temiz gumus yuzeyin AFM géruntisi
Bir dnceki asamada hemen hemen plrtizsiz olan ylzey antibadi immobilizasyonu

sonrasinda purizll bir yizey haline gelmistir. AntiCD62P antibadisinin de

icerisinde yer aldigi trombosit mikropartiktllerinin ortalama buyuklUkleri
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0.1-1 um’dir [61] AFM’'de de olgulen antibadi bayUkltigide referans olarak belirtilen
araliklardadir. Bu da bize yuzeyde tutunan antibadinin varligini gdstermektedir.

nm

o

-200

75 8
um

-400

X Size (pm): 25
Y Size [um): 25

Equal Size

Execute Undo  FRedo

Sekil 4.17 10 ym x 10 pm boyutlu antibadi immobilize edilmis kristalin AFM
goruntusu
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5. SONUG

Sunulan c¢alisma kapsaminda hedeflenen QCM’in biyosensor olarak kullanilarak
platelet aktivasyonunu taniyan yeni bir yéntem gelistiriimesidir. Geligtiriimesi
dusundlen yontem ile daha uygun maliyetlerle laboratuvar olgim cihazlar ile
kargilastirildiginda ayni sonucun alinmasi saglanmak istenmigtir. Yapilan ¢alisma
kapsaminda tasarlanan biyosensor ile daha hizli, daha az maliyetli ve hasta

konforunun yiksek oldugu bir ydntem gelistiriimesi hedeflenmisgtir.

Hasta konforunun ve 6lgum standartlarinin iyilestirilebilmesinin yanisira yapay kalp
basta olmak Uzere yapay organ uygulamalari, kan uyumlulugu testleri,
koagulasyon olgumu gerektiren uretim caligsmalari, implant ve diyaliz membrani
gibi dogrudan doku ile etkilesimi olan biyomedikal altyapisi altindaki tim uygulama
alanlarinda kullanilabilecek platelet miktarina bagh olarak dogrusal c¢alisan bir
sistem tasarlanmistir. Tasarlanan biyosensor ile biyomedikal cihaz Gretim
calismalarinda Grunlerin  biyouyumluluk testlerini de gerceklestirmek mumkin
olabilecektir. Uretilen yeni Griinlerin kan ile uyumlulugunu belirlemek son derece
onemlidir ve platelet aktivasyonunun oOlglilmesi standart bir kontrol olarak

gergeklestiriimelidir.

Piezoelektrik sensorlerin  gercek zamanli olarak algilama Ozelliliginden
yararlanilmigtir. Gergek zamanl algilama 6zelligi ile anlik veri alinmasi mumkun

hale gelmistir [62].

QCM mikroterazi 6zelligi ve islem yapilabilir 6zellikte bir ylizeye sahip oldugu igin
antibadiler ile spesifik molekulleri taniyabilen biyosensorler tasarlanabilmektedir.
Sunulan c¢alismada platelet aktivasyonunu belirlemek igin kristal yUzeyi anti-
CD62P ile kaplanmistir ve yuzeyin platelet aktivasyonunu tanimasi saglanmigtir.
Anti-CD62P  aktiflenmis olan plateletleri tutarak ylzeye yapigsmasini
saglanmaktadir. Yapilan iglemler dogrultusunda frekans degisimleri olusmus ve

kuvars kristalin mikroterazi 6zelliginden yararlaniimistir.

Kuvars kristal hem biyosensor igin iyi bir yuzey saglamigs hem de mikroterazi

Ozelligi ile katleler hakkinda bilgi vermigtir. Yapilan ¢alismanin her basamaginda
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frekans Olgumu gercgeklestirilerek kontrollu olarak ilerleme saglanmigtir. Ayrica
yuzey goruntuleri de SEM ve AFM ile alinmis ve frekans degerleri ile kargilastirma

yapilabilmistir.

Yapilan tezde kullanilan kontrol gruplar, farkh derigsimlerde yapilan
kargilagtirmalar, frekans Ol¢gumleri, AFM ve SEM goéruntuleri platelet
aktivasyonunun varligini taniyan bir ylzey elde edilerek biyosensor tasariminin
gerceklestirildigini gostermektedir. Piezoelektrik kristalin sahip oldugu mikroterazi

Ozelligi ile olusturulan taniyici yuzeyde kutle 6lcumu gergeklestirilebilmigtir.
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