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QCM HEPARIN BiYOSENSOR TASARIMI ve URETIMi
Erhan ERMEK
Baskent Universitesi Fen Bilimleri Enstitlsi

Biyomedikal Muhendisligi Anabilim Dal

Kandaki heparin miktarinin izlenmesine olanak saglayan direk olgcum yontemi
bulunmamaktadir. Heparin; ekstrakorporal uygulamalarda pihtilagsmanin
Oonlenmesi icin kullanilan sulfath polisakkarit molekulidir. Sunulan tez galismasi
kapsaminda kuvars kristallerin yuzeyine kimyasal immobilize afinite ligand ile
etkilesimin neden oldugu frekans degisimi ile bir akis hicresinde insan plazmadan
heparin ~ 6lgimU  yapilmasi  hedeflenmektedir.  Uygulanacak  kimyasal
immobilizasyon yontemi ile ligand molekulinun kristal yluzeyinde uzun sure
kalmasi ve tekrarlanarak kullanilmasi hedeflenmektedir. Sunulan tez calismasi
kapsaminda; 1 ) Elektromekanik ve Elektronik Tasarim 2) Sensor olusturulmasi 3)
Plazmadan heparin 0OlgimU gergeklestirilmistir. Kuvars kristal frekansinin
Olcllebilmesi icin elektronik devre ( osilatér devresi ve frekans sayici devresi 12
MHz. LCD gostergeli ) tasarlanmig ve uretilmigtir. Akis hicresi teflon malzemeden
tasarlanmis ve Uretilmistir. Kapali akis devresi olusturularak fosfat tamponundan

ve plazmadan heparin dlgimu sicaklik kontrolli ortamda gergeklestirilmistir.

ANAHTAR SOZCUKLER: polietilenimin (PEI), heparin, biyosensor, kuvars kristal
mikroterazi (QCM), kalp akciger makinesi, kardiyopulmoner baypas, osilator,

frekans sayici, akis hicresi, plazma

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

Muhendisligi Boluma.



ABSTRACT

QCM HEPARIN BIOSENSOR DESIGN and PRODUCTION
Erhan ERMEK
Baskent University Institute of Science

Department of Biomedical Engineering

Direct measurement method does not exist that allows observation of amount of
heparin in the blood. Heparin, is a sulfated polysaccharide molecule used for
prevention of clots in extracorporeal applications. Under the presented thesis
chemicals with immobilized affinity ligand-induced change in the frequency of
interaction with in a flow cell to the surface of quartz crystal is targeted from the
human plasma heparin measurements. Chemical immobilization methods to be
applied with the ligand molecules on the surface of the crystals used for long
duration and is aimed to be repeated. Offered as part of the thesis: 1)
Electromechanical and Electronic Design 2) the sensor creation 3) heparin
measurements from plasma. To measure the frequency of quartz crystals (12 MHz
oscillator circuit and frequency counter circuit with LCD indicator) electronic circuit
were designed and manufactured. Teflon flow cell were designed and produced.
Determination of heparin were held by creating a closed circuit flow of phosphate

buffer and plasma under temperature-controlled environment.

KEYWORDS: polyethyleneimine (PEI), heparin, biosensor, quartz crystal
microbalance (QCM), heart-lung machine, cardiopulmonary bypass, oscillator,

frequency counter, flow cell, plasma
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1. GIRIS

Acik kalp ameliyati, diyaliz, hemaperflizyon gibi ekstrakorporeal uygulamalarda
pthtilasmanin  6nlenmesi igin sulfatli polisakkarit molekuli olan heparin
kullaniimaktadir. Gunumuzde kandaki heparin miktarinin izlenmesi dolayh bir
Olcim olan pihtilasma zamaninin Olgulmesi ile olmaktadir. Sunulan tez
kapsaminda akig hucresi icinde kuvars kristallerin yuzeyine kimyasal immobilize
polietilenimin (PEI) ile etkilesimin neden oldugu frekans degisimiyle plazma

icerisinde heparin 6lgimu yapilmasi hedeflenmistir.

1.1 Caligmanin Amaci ve Kapsami

Yapilan ¢alismanin amaci elektronik bir malzeme olan ve kolayca temin edilebilen
kuvars kristalin elektrot yuzeylerine heparine karsi ilgisi ve segiciligi bulunan
polietilenimin polimeri immobilizasyonu yapilarak, heparin miktarinin, akis
sirasinda dl¢tlmesidir. Heparin miktarinin, akis sirasinda olctlebilmesi igin heparin
sensorl, akis hucresinin yaninda kuvars kristal mikroterazinin (QCM) sivi iginde
calismaya devam etmesini saglayacak osilator devresi ve pic mikrodenetleyici ile
yapilan frekans sayici devresi bu galisma kapsaminda yapilmistir. QCM cihazi;
kUtle degisimine gore frekans degdisimi vermektedir. Ters orantili olan bu degisim,
kristal ylzeyinde kutle miktari artisinda frekans dusumine, kutlede azalma
oldugunda frekans artigsina sebep olmaktadir. Calismada bu ilkeden yararlanarak
kristal gumus elektrot ylUzeyinin modifikasyonu ile heparin miktari tespit

edilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Kalp Akciger Makinasi

Kardiyopulmoner baypasin (K.P.B.) temel goérevi, kalbe gelen tim ven6z kanin
K.P.B. devresinde toplanarak sistemik arteryel ile dolasima geri verilmesidir.
Bundan dolayl, gaz degdisimi igin akcigerin, kan dolasimina gerekli enerijiyi

saglamak igin de kalbin fonksiyonunu yerine getirebilmelidir.

Temelde kalp-akciger makinesi veya K.P.B. kalp ve akcigerin fonksiyonu olan

kanin pompalanmasi ve ventilasyon gorevini gegici olarak yapan aygitlardir [1,2].

2.1.1 Kalp-Akciger makinesi bilesenleri

Kalp-akciger makinesinin temel bilesenleri: Bir veya birden fazla ven6z kanl,
vendz rezervuar, oksijenator, I1s1 degistirici, pompa, arteryel hat filtresi ve arteryel
kanuldir. Makine ve makinede kullanilan malzemeler sentetik, polikarbonat,
polivinilklorid, teflon, polietilen, paslanmaz celik, silikon ve politiretan gibi toksik

etkisi olmayan malzemelerden yapilir.

2.1.1.1 Venoz kaniiller

Vendz kanduller kani, hastadan vicut digi dolasima seviye farki veya pompa-
oksijenator sistemi ile tagirlar. Aort kapak ameliyatlari, sol ventrikul ¢ikis yolu
ameliyatlari, ¢gikan aorta ameliyatlari ve koroner baypas cerrahisi ameliyatlarinda
tek kanul kullanilir. Sag atriyum veya sag ventrikil iginde ¢alisilacagi durumda iki
kanul kullanilir. Vendz kanduller juguler ven, iliak ven, femoral ven ve vena kavalara
direk olarak da konulabilir. Kanulin ucu buyuk venlerin yarigapinin yarisindan
buyukse kanul etrafinda venin zayiflamasindan dolayi akis sinirlanir, bu durumda
sag atriyuma ulasan uzun kateter tercih edilmelidir. Direk olarak veya kilavuz ile
sag atriyuma ulasilabilir. Uzun sireli dolagsim destegdi veya solunum destegine
ihtiyag oldugu durumda da periferik kanulasyon teknigi kullanilir. Perflizyon
sirasinda, santral vendz basing 15 mmHg'nin altinda olmali, ince duvarli venler

yigiima olusturup akimi sinirlayabileceginden negatif basing olusturulmamalidir.
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Sekil 2.1 Vicut disi (ekstrakorporal) dolasim [3].



2.1.1.2. VenoOz rezervuar

Kan vendz hattan oksijenator sistemine gegerken polimeriik bir malzeme olan
veno rezervuarda toplanir. Vendz rezervuar torba ve sert vendz rezervuar olmak

uzere iki temel tipte bulunur [4].

2.1.1.3 Oksijenator
Oksijenator, akciger gibi oksijen ve karbondioksit degisimi yapan cihazlardir.

Bubble ve membran oksijenator olmak Uzere iki tip oksijenator vardir. Bubble
oksijenatorlerde oksijen direkt olarak sistemik vendz kanla diflizyon sahasinda
karsilasir. Difizyon sahasinda kanin iginde binlerce kiglk oksijen kabarciklari
olusur. Gaz degisimi hava kabarciklari etrafinda olusan ince film tabakasinda
meydana gelir. Karbondioksit kabarcik icine diffize olur oksijen ise kana gecger.

Karbondioksit, oksijene gore plazmaya 20 kez daha hizl difize olur [5].

Membran oksijenatorlerde ise gaz, kan ile direk temas etmez. Silikon veya

poliprolen fiberler vasitasiyla kanda gaz degigimi yapilir.

Membran oksijenatorlerde kana verilen dakikadaki oksijen miktari yaklagik 400 ml.
iken; akcigerde bu deger 2 litredir. Kandan CO; alma hizi bubble ve membran

oksijenatorde yaklasik 350 ml. iken; bu deger akciger igin 1,6 litredir.

Gunumuzde yaygin olarak membran oksijenatorler kullaniimakta ve bubble
oksijenatorler artik kullaniimamaktadir. 100 m2 olan akcigerin kan-gaz degisim
alanina ne kadar yaklasilabilirse membran oksijenatorlerdeki kan-gaz degisiminde
basing azalacak, kan travmasi ve diger komplikasyonlar minimuma
indirilebilecektir [6].

2.1.1.4 Is1 degqistirici

Kardiyopulmoner baypas sirasinda vucut isisinin kontroli 1s1 degistirici ile
yapilmaktadir. Isi degistiricinin iginde 1°C ile 42°C arasinda su dolagmaktadir. Kan
42°C nin Uzerine isitilirsa kan proteinleri hasar goérur. Kanin hastadan ayrildigi ve
girdigi yerdeki 1s1 farkindan dolayi soguma genelde isinmadan hizli olur.
Yetigkinde soguma sirasinda 1si dakikada 0,7-1,5°C azalir. Isinma sirasinda ise
dakikada 0,2-0,5°C arasinda artar [7].



2.1.1.5 Pompalar
Kardiyopulmoner baypasta roller ve santrifij pompa olmak utzere iki tip pompa

kullanilir. Roller pompalar 180 mmHg basinca kadar kani hattan atabilir. Bdylece
devamli kan akisi saglanir. Roller pompalar guvenli, ucuz ve kullanimlari kolaydir.

Cikis hattinda direng olusmadigi surece kan akisi etkilenmez [5,7].

Santrifij pompalar hizli dénen koni seklinde bir ¢ark igerir, bu ¢ark kani yuksek
hizla gevirir ve kan pompanin ¢ikisina ulasir (Sekil 2.2). Santrifij pompalarla roller

pompalar karsilaltirilirsa:
1.Santriflj pompalarda gegici tikaniklik olsa bile yuksek geri basing olusmaz.

2.Santriflj pompalarda tip basinci olsa bile genis gaz embolileri olusmaz.

Kardiyoplejik solusyon vermek igin roller tip pompalar kullanilir.

Sekil 2.2 Santriflij Pompa

2.1.1.6 Filtreler

Kan filtreleri, partikllleri ve gaz embolilerini engeller. Arteryel hat filtreleri bubble
oksijenator sisteminde kullaniimalidir. Arteryel filtreler naylon veya polyesterden
yapilan, 25-40um. gozenek blyukligli, 600-800 cm? yiizey alani olan filtrelerdir.
200 ml 6n hacim gerektiren filtrelerin akis miktari 7 It/dk, filtre icindeki basing farki
30 mmHg’dan azdir.

2.1.1.7 Kaniiller

Kanduller, perfizyon sistemi ile hasta arasinda baglantiyi sadlarlar. Perflizyon
devresinde kullanilan kanuller, arteryel, ven6z, antegrad kardiopleji ve retrograde
kardioplejiyi kapsar. [3]



2.1.1.8 Kardiyotomi aspirator sistemi

iki sukker, konneksiyon tupu, roller pompa, filire ve rezervuar Unitesi kullanilir,
operasyon sahasindaki kanin tekrar dolasima katilmasi saglanir. Hava-kan temasi
ve aspirasyon sistemindeki turbulansdan dolayr hemoliz olugur. Aspirasyon

esnasinda debrisler olusacagindan filtre kullanmak zorunludur [8].

2.1.2 Kalp-Akciger makinesinin kurulmasi

Baypas baslamadan 30-45 dk. once kalp-akciger makinesi kurulur. Sistem
kristaloid solUsyonla doldurulur. Birkag dakika sirkule edilir ve sistemdeki havalar
cikarilir. Solisyon dolasimi sirasinda, sistem kacaklari, monitorler ve olusabilecek

problemler kontrol edilir.

2.1.2.1 Onhacim
Yetiskinlerde, vucutdigi dolagim sirasinda yaklasik olarak iki litre Onhacim
gereklidir. Hematokrit (Htc) %20-25 arasinda tutulur. Bazi cerrahlar tarafindan

daha dusuk i1sida, daha dusuk hematokrit tercih edilir.

Yenidogan ve klguk cocuklarda oransal olarak dnhacim miktari fazla oldugundan
siklikla dnhacime kan ilave edilir. Yenidoganda minimum onhacim miktari yaklasik

800 ml. dir. Perfuzat pH‘1 7,4 olana kadar bikarbonat ilave edilir.

Kardiyopulmoner baypas sirasinda dusuk hemodilisyonun avantajlari:
1. Operasyon i¢in daha az kana ihtiya¢g duyulmasi sonucu serum hepatit ve viral
patojenlerin bulasma riski oransal olarak azalir.

2. Dolasimda daha az kan oldugundan kan hicresi ve kan proteinlerinin travmasi
azalr.

3. Hemodilusyon idrar volumunu ve Na, K ve kreatinin klirensini artirir, oliguri ve
akut tubuler nekroz insidansi hemodilisyonda daha azdr.

4. Kanin viskozitesi azalinca kismen daralan damardan arteriollere ve kapillere

gecis kolaylasir.

2.1.3 Antikoagiilasyon
Kardiyopulmoner baypas kuvvetli bir trombotik stimulustur. Heparin, koagtlasyon

dongusunun sonlarina yakin etki gosterir ve herhangi bir basamakta artan
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enzimatik reaksiyon serisini bastirmakta yetersizdir. Bu inhibisyon yetersizligi

kardiyopulmoner baypas sirasinda kuvvetli, serin-proteaz Uretimine neden olur [9].

Heparin AT-II'G aktive eder, AT-Ill de trombini inhibe eder ve pihtilasma oOnlenir.
Heparin, subkiitan veya intravendz (IV) olarak verilir. intravendz injeksiyondan

sonra yarilanma émru 60-90 dk’dir.

Heparin, protaminle birlesince kompleman aktivasyonu i¢in dnemli bir uyarandir.
Protamin reaksiyonu olarak degerlendirilen kan basincinin dismesi ve sag kalp

basinglarinin yukselmesinin temel sebebi budur [10].

Aktiflsmis pihtilasma zamani (ACT) en yaygin kullanilan takip testidir. ilk doz
heparinden (300U/kg) sonra genelde ACT bakilir. Kardiyopulmoner baypasa ACT
degeri 400 sn Uzerine ¢ikmadan baslaniimaz. Her 30 dakikada bir ACT degeri
kontrol edilir, gerekirse heparin ilave edilir.

2.1.3.1 Heparin
Heparin, bobrek diyalizi gibi cihazlarda kanin vucut disi dolasimi sirasinda, diyaliz

membrani gibi yabanci yuzeylere temas sonucu kanin pihtilagsmasini 6nlemek igin
kullanilir. Kanin cihaz igerisinde dolasimi sirasinda pihtilasmayi engelleyecek
dengede olmasi 6nemlidir ve asiri heparinizasyon ile uzun sureli kanama riskleri

hastada ortaya c¢ikabilir[11].

Heparin glikozaminoglikanlarin heterojen grubundan olusan bir antikoagulandir.
Heparin igerisindeki ana sekerler[12]:

. a-L-iduronik asit 2-sulfat,

. 2-deoksi-2-sulfamino-a-D-glukoz 6-sulfat,

. b-D-glukuronik asit,

. 2-asetamido-2-deoksi-a-D-glukoz,

. a-L-iduronik asit.

Heparin igerdigi kovalent baglh sulfat ve karboksil asit gruplari nedeniyle kuvvetli
bir sekilde asidiktir.
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Sekil 2.3 Tek bir Unitelik pargalanmamis heparinin kimyasal yapisi [13].

Heparin molekuler boyut ve farmakokinetik 6zellikleri agisindan heterojendir ve
sadece bir heparin molekulinun Ugte biri antikoagulan 6zelliklere sahiptir.
Heparinin, molekul agirligr 3000 ve 30000 arasinda degismektedir[14].
derin ven trombus tedavisinde standart tedavi olarak heparin kullaniimaktadir. [15].
Heparin ayni zamanda diyaliz sistemlerinde ve kan oksijenatorleri gibi

ekstrakorporeal tedavilerde kullanihir[16].

2.1.3.2 Protamin

Kardiyopulmoner baypas sonlandiriliktan sonra her 100 U heparin i¢cin 1 mg
protamin verilir ve heparin notralize edilir. Heparin-protamin kompleksi kompleman
aktivasyonuna neden olur, hastalarin yaklasik %30-40'inda gegici hipotansiyon
olur ve kardiyak output duser. Kompleman aktivasyonu, bazofil ve mast hicre
uyarimi kapiller permeabiliteyi artirarak vazodilatasyona, sonu¢ olarak da kardiyak

fonksiyon bozukluklarina sebep olur [11].

2.1.3.3 Akis miktari ve basinglar

Kardiyopulmoner baypas sirasinda, 37°C de anestezi almisg yetiskinlerde
metabolik asidozdan kaginmak ve yeterli metabolik ihtiyaglari karsilamak igin

dakikada mZ2 icin 2,2 litrelik akis miktar yeterli olur.

Mikrosirkilasyon perfiizyonu igin glvenli sinir 37°C de akis miktari 2.5 1/m2/dk
olarak kullanilir.

Ortalama arteryel basing normotermik kardiyopulmoner baypasta genelde 50-70

mmHg arasinda tutulur. Ortalama basincin 45 mmHg’ nin altina inmesiyle nérolojik



problemler arasinda dogru oranti bulunmustur. Orta derecede hipotermide
ortalama kan basinci 35 mmHg'nin Uzerinde olmasi yeterlidir. Kardiyopulmoner
baypas sirasinda ortalama kan basincinin arttirnlmasi akis miktarinin

arttirilmasiyla da saglanabilir ve dakikada m2 basina 2,2 litrenin tzerine gikilabilir.

21.341si

DuslUk vicut 1sisinda, metabolik aktivite ve O, tiketimi azalir. Vicut 1sisinda
10°C’lik azalma O, tuketimini %50 azaltmaktadir. Kardiyopulmoner baypas
sirasinda orta derecede hipoterminin avantajlari vardir. Oksijen tuketimi azalr,
laktat Uretimi ve metabolik asidoz olmadan akis miktari azaltilabilir. 28°C’nin
altinda akis miktari dakikada m2 basina 1,6 litre olarak 2 saatten fazla glvenle
kullanilir [10].

2.1.3.5 Acik kalp ameliyatlarinda heparin-protamin miktarinin 6nemi

Antikoagulasyon, agik kalp cerrahisi agisindan son derece dnemlidir. Heparinin
kesfi ve klinik uygulamaya girmesi kardiyopulmoner baypas teknolojisini
uygulanabilir hale getirerek modern kalp cerrahisinin baslamasini saglamigtir [17].
Boylece yabanci yuzeyle temas eden kanda pihti olusmasi dnlenebilmigtir.
Heparin, etkileri kontrol edilmesi gereken antikoagulan bir ajandir ve cerrahi iglem

bittiginde bu antikoagulan etkinin notralize edilmesi gerekmektedir.

Heparin dozunun ve antikoagulan etkinliginin ayarlanmasi kigiden kisiye buyuk
farklihklar gosterebildiginden genelde problem olmustur. Zira heparinin bircok
pihtilasma faktorleri, plazma proteinleri, plateletler ile etkilesmesi, kardiyopulmoner
baypasin ve isI degisikliklerinin de bu sistemler Uzerine etkilerinden dolayl henlz
tam olarak acgiklanamayan noktalar bulunmaktadir. Heparinin vicuttan

eliminasyonu da duzenli bir olay dedgildir.

Uzun yillar heparinin vicuttaki antikoagulan etkilerini belirlemede aktif pihtilasma
zamani (ACT) ve tam kan pihtilagsma zamani kullanmistir. Ancak bunlar her
zaman guvenli sonu¢ vermemiglerdir. Son yillarda ise kan heparin duzeylerinin
Olcimu, bu dizeyin pompa slresince idame ettirilmesi ve heparin
noétralizasyonunda heparin/protamin titrasyonu klinik uygulamaya girmeye

baglamigtir.



Heparin etkilerini notralize etmede kullanilan, protamin uygulamasinin beraberinde
getirdigi birgok riski vardir ve agik kalp cerrahisinin en tehlikeli devresi olarak
protamin uygulamasi gorilmektedir [18,19]. Ayrica ylksek protamin dozunun da

antikoagulan etkisi vardir [20].

Kardiyopulmoner baypas, kanin damar diginda yabanci ylzeylerle temas
etmesinden dolayr kuvvetli bir trombotik etki yaratir, bu nedenle yeterli

antikoagulasyon saglanmadan uygulanmasi mumkun degildir.

Heparinin antikoagllan etkinligini degerlendirmede halen en sik olarak ACT
kullaniimaktadir. Heparin sensitivitesi kisiler arasinda degisiklikler gosterebilir [20].
Bu nedenle heparinin antikoagulan etkinligini degerlendirmede ACT'den
yararlanilir. ACT dederi birgok gevresel faktdérden etkilenebilmektedir, bu nedenle
her zaman dogru sonuclar vermeyebilir. Ge¢cmis yillarda pompaya baslamak igin
ACT degerinin 500 sn. Uzerine gikariimasi onerilmesine ragmen bugun 400 sn.
uzeri yeterli goérulmektedir. Boylece hem uygulanan heparin ve protamin dozlari
azalmig, hem de bunlarin neden olabildigi yan etkilerde azalma saglanmistir. ACT

degerini 400 sn. altina dustugu durumlarda heparin ilave edilmesi gerekmektedir.

Son yillarda heparinle saglanan antikoagulasyonun degerlendiriimesinde ACT ile
birlikte plazma heparin duzeylerinin  6lgiminin daha guvenli oldugu
bildiriimektedir. Bu ydontemle hastanin boyu, kilosu ve istenen ACT degeri cihaza
girilerek bu degeri saglamak igin gerekli plazma heparin duzeyi ve ne kadar
heparin yapilmasi gerektigi belirlenmektedir. Boylece geredinden fazla heparin

yapilmasi édnlenmektedir.

Pompa sonrasi kan alinarak kandaki heparin duzeyi belirlenerek bunu noétralize
etmek igin gerekli protamin dozu hesaplanarak uygulanmaktadir. Vertress ve
arkadaslari, Hill ve arkadaslari yaptiklari ¢calismalarinda bu yontemle uygulanan
heparin dozlarinda belirgin farklihk olmadigi halde bunu nétralize etmek igin

kullanilan protamin dozlarinda belirgin azalma saglandigini bildirmiglerdir [20-23].

Protamin uygulamasi sonucu heparin-protamin kompleksleri olusmakta ve bu

kompleksler, kompleman sistemini  aktive  edebilmektedirler.  Bodylece
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vazodilatasyon, hipotansiyon, kardiyak disfonksiyon, kapiller permeabilite artigi ve
histamin salinimi olmaktadir [24, 25]. Nadir de olsa bazi vakalarda protamin,
plateletlerden tromboksan A2 salinimina neden olarak siddetli pulmoner
vazokonstriksiyona neden olur. Bu durumda reheparinizasyon uygulanarak tekrar
KPB destegi gerekebilir [26].

Heparin, dolasimda protamine gore daha yavas elimine olmasi nedeniyle protamin
uygulamasindan sonra "heparin rebound" denilen antikoagulasyon durumu
gelisebilir. Bu etki genelde ilave doz protaminle dnlenir. Yiuksek dozlarda protamin
uygulamasinin kendisi de antitrombotik etki yaratabileceginden postoperatif
gelisen kanamalarda akla gelmelidir [20]. Protaminin fazla uygulanmasi ameliyat

sonrasi donemde daha fazla kan ve kan Urunleri kullanimi gerektirebilmektedir.

Sonug olarak KPB sirasinda heparinin antikoagulan etkinligini degerlendirmede
heparin doz cevap egrisinin belirlenerek buna gore heparin yapilmasiyla hem
yetersiz antikoagulasyon gelismesi, hem de asirni dozda heparin yapilmasi
onlenebilmektedir. Pompa sonrasinda Heparin/Protamin titrasyonuyla gerekli
protamin dozlarinin hesaplanarak yavas inflizyon seklinde verilmesi protamin

uygulamasinin yol agabildigi birgok istenmeyen etkiyi ortadan kaldirabilecektir.

Tez kapsaminda tasarlanan ve deneylerde kullanilan akis hicresi ve kuvars kristal
mikterazi heparin biyosensor ile akis aninda heparin olgimu yapilmasi mumkun
olacaktir yani hastadan alinan hasta kaninin tekrar bir cihaza yerlestirimesine ya
da manuel islemlere gerek kalmadan heparin dlgumu yapilabilecektir. Bu yontem
ile dolayli bir yol olan ACT o6lgumunden daha hizli ve direk heparin dlgimuine

yonelik sonug elde edilmektedir.
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2.2 BIYOSENSORLER

Biyosensorler, enzimler, antibadiler, nukleik asitler, dokular, mikroorganizmalar,
organeller, hlcre reseptorleri gibi biyolojik bir materyal ile biyolojik olarak elde
edilmis malzemeler veya biyomimetik malzeme ile birlegtiriimis veya beraber

calisan fizikokimyasal donusturtcu veya mikrosistem analitik cihazlardir [27].

Hedef Transduser
Analit

=
SN | e

Biyolojik
Reseptér

Sekil 2.4 Biyosensor genel gosterimi [28].

Biyosensorler, ilag, ¢cevre, gida, guvenlik ve savunma sanayi gibi ¢ok ¢esitli analitik
problemlere uygulanmistir. Ginimuzde, terérle mucadelede, ylksek hassasiyette

ve hizda patlayici maddelerin algilanmasina yonelik yapilan galismalar vardir.

Genel olarak dogal su, kan, idrar vb. karmasik analitiklerin icinde son derece segici
molekuler tanimaya ulasabilmek icin analit igindeki birgok molekil ile rekakabet
edebilmek gerekir. Bu durumda biyolojik malzeme ile molekuler tanimada segicilik

anahtar-kilit modeli ile saglanir.

Hedef analitin, molekuler tanimindan sonra optik, elektrokimyasal, piezoelektrik
(akustik), termometrik veya manyetik bir donustiracu ile sinyalin olusturulmasi
gerekir. Elektrokimyasal donustiuriculer, elektrotlarindaki bu biyokimyasal bilgileri

kimyasal reaksiyonlar ile elektrik sinyaline donustartlir (Sekil 2.4) [29].
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Bir biyosensorun duyarliligi, donusturucu ve sinyalin yukseltme katina, algilama
sinirina, sinyal-gurultd oranina baglidir. Molekuler tanimlamanin dogasina bagl
olarak, biyosensoarler:

1.Antijen/antikor (immunolojik)

2.Enzim/ substrat (enzim)

3.Reseptor/hormon

4.S-DNA hibridizasyon (genomik)

5. Algilama katmaninda etkilegsim.

Biyosensorler genellikle, karmasik bir ornek matris iginden belirli bir analit veya bir

grup analitin konsantrasyonu ile orantili bir dijital elektronik sinyal Uretir.

2.2.1 Heparin biyosensorler

lyon duyarl alan etkili transistorler (ISFET) iyon-basamak yéntemiyle protamin
affinite ligandi heparin konsantrasyon probu olarak endirek kullaniimistir. Bu
sensorun kullanim arahgi 0,1 ile 2.0 U/ml. ve élgim dogrulugu 0.08 U/ml. idi. Fakat

immobilize protamin TagOs-ISFET ylzeyini tamamen kaplamiyordu ve kan
plazmasi TaoOg vyuzeyi icin affinite goOsteriyordu, ylzeye tanimlanamayan

tutunmalar engellenemedi ve en dusuik limit heparin tanimlamasi 0.25 U/ml. olarak
kalmistir [30]. Yuzey Plasmon Resonans (SPR) temelli protamin veya
polietilenimin  ile  kaplanmig  heparin  biyosensorleri  yakin  geg¢miste
gerceklestiriimistir  [31]. Gergeklestirilen sistemin 6lgum arahg 0.1-2  U/ml
aralidinda, %11 hata ile ve 0.05 U/ml. dogruluk ile dlgim yapmaktadir. Lewinsk,
bakir oksit ile modifiye amperometrik sensér ile heparin miktar tayini yapmistir.
Tepki suresi oldukga hizlidir ve olgim araligi gereksinimi karsilamaktadir fakat
fizyolojik Ph da dlgim yapamamaktadir. Yakin gegmiste yapilan bir calismada iyon
kanal temelli elektrokimyasal sensor gelistiriimistir. Olgiim araligi 0.0025-0.375
U/ml arasindadir [32] Direk heparin miktar tayini modifiye membranlarda iyon
secici elektrodlar kullanilarak gergeklestiriimistir fakat bu yontemde olgum araligi
1.0-9.8 U\ml araligindadir [33-34]. Klinik kullanimdaki uygulamalarda tedavi edici
doz 0.2-0.7 U\ml olmasi nedeniyle kullaniimasi mumkun degildir. Bilimsel katkilar
disinda gunumuize kadar yapilan c¢alismalar klinik kullanima yeterince katki
saglamamistir dolayisiyla tam kandan surekli ve gergcek zamanl heparin Olgebilen

sensorlerin geligtiriimesine yonelik gereksinim oldukga fazladir.
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2.2.2 Piezoelektrik etki

Piezoelektrik kelimesi Yunanca’ da, "basing ile elde edilen elektrik” anlamina
gelmektedir[35]. Bu isim 1881 yilinda Hankel tarafindan Pierre ve Jacques Curie
kardeslerin bulusundan bir sene 6nce Onerilmistir [36]. Cruie kardesler kristalin
farkh yonlere bukuldiglu zaman, onceki simetri durumuna goére kristal yilzeyinin

cesitli bolimlerinde pozitif ve negatif yukler olustugunu gorduler.

Sekil 2.5a’ da malzeme Uzerine uygulanan kuvvetin sonucu olarak bir elektriksel
yuk olusumunun agiklandigi basit bir kristal molekil modeli gértilmektedir. Kristale
kuvvet uygulanmadan ©Once, her bir molekllin negatif ve pozitif yuklerinin
merkezleri dengededir. Bu nedenle, negatif ve pozitif yuklerin dis kuvvetleri
karsilikli olarak iptal edilir. Sonu¢ olarak, bir elektriksel noétr molekal gorinur.
Malzemeye kuvvet uygulandiginda, i¢ yapisi deforme olur ve molekillerin pozitif
ve negatif agirhk merkezleri ayrilarak kiguk dipoller (Sekil 2.5b) olusur. Malzeme
icinde karsilikh bakan kutuplar iptal edililerek malzemenin yuzeyinde ($ekil 2.5¢)
baglantih  bir yuk dagilimi gorundr. Yani, malzeme polarize olmustur. Bu
polarizasyon bir elektrik alani olusturur. Mekanik enerji, malzemenin

deformasyonuna baglh olarak elektrik enerjisine dontsturalir.

FEESFESFEED
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Sekil 2.5 (a) Piezoelektrik etkiyi agiklayan basit bir molekul modeli, (b) dis kuvvet
uygulanan molekdl, (¢) polarizasyon etkisi.

Piezoelektrik malzeme Sekil 2.6’de gorulmektedir. Yuzey Uzerinde iki metal plaka

elektrot olarak, ters isaretli yuklerin baglanmasi icin kullanihr. Bu elektrotlara
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disaridan bir tel araciligiyla kisa devre yapildigi ve bir galvanometre baglandigi
kabul edilirse, piezoelektirik malzemeye kuvvet uygulandiginda, elektrotlar ile
temas eden kristal yuzeylerinde baglantili bir yik yogunlugu olustugu gorultr. Bu
polarizasyon, iletkende elektrik akimina sebep olan bir elektrik alani olugturur.
Bunlarin isaretine bagl olarak serbest yukler kristalin kutuplasmasi ile Uretilen
yukler, ters isarete dogru hareket ederler. Serbest yuklerin bu akisi, (Sekil 2.6a)
polarizasyon etkisi serbest yukler tarafindan notralize olana kadar devam eder.
Kristal Uzerindeki baski durdugu zaman, polarizasyon kaybolur ve serbest yuklerin
akisi ilk baslangi¢c durumuna dénene kadar ters yonde devam eder.(Sekil 2.6b).
Bu sure¢ galvanometre ile takip edilebilir. Eger kisa devre yerine bir direng
baglanir ve degisen basing uygulanirsa, akim direng Uzerinden gectiginde

mekanik enerji elektrik enerjisine donusturalmus olacaktir.
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Sekil 2.6 (a) Disaridan bir etki uygulandiginda kisa devre araciliiyla nétralize
akimi, (b) bir basin¢ uygulanmadigi durumda akim gegisi gortilmeyecektir.

Curie kardeslerin bu bulusundan sonra Lippmann tarafindan tersine strecin varhgi
bir yil sonra (1881) dogrulanmigtir [37]. Yani, piezoelektrik etki elektrik yuklerin
uretimine ve bunun sonucu olarak strese ve yasalara belirli malzemelerde bagh
kalarak bir elektrik alaninin benzer sartlarda uygulanmasiyla bu malzeme Uzerinde
sekil degisikligine sebep olacaktir. Bu anlamda, piezoelektrik malzeme elektrotlari

arasina gerilim uygulandiginda mekanik bir deformasyon olusacaktir.
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2.2.2.1 Kuvars kristal mikroterazi biyosensorler ve ozellikleri

Karsihkh
kenarlarda metal
elektrotlar

Kuvars tabaka

Tutucu baldm

Badlanti

»

Sekil 2.7 Piezoelektrik kuvars kristal ve sematik goserimi [38].

Kltle hassas o6zellikleri kuvars kristal mikroterazileri, kimyasal algilamada gugli
hale getirmektedir. Kesme agisi (AT-kesim) frekansin, sicakhida bagimliligini
optimize etmek igin dnemlidir. Gaz fazinda bu kosul saglanmaktadir. Ancak sivi
fazda biraz daha farkli bir gorantu vardir: Sauerbrey denklemi sadece elektrot
yuzeyinde ideal sonsuz ince, sert bir film tabakasi icin gecerlidir. Gaz fazinda,
gercek sistemde ideal olandan sapmalar, genellikle ihmal edilebilir. Ancak
sivilarda, viskozite nedeniyle daha farkh igslem yapmak gerekmektedir. Bunun bir
nedeni Sekil 5’ te, her iki ylzunde elektrot bulunan 10 MHz QCM suya batirilir ve
elektrot sinyalleri 15-20°C sicaklik degisimi igin gosterilmistir. Grafikte, her 1°C
sicaklik degisimi icin ortalama 40 Hz. frekans kaymasina neden olmaktadir. Bu
deger gaz fazi olgumlerinde beklenenin ¢ok daha Uzerindedir. Bu durumun temel
etkisi sivi viskozitesinin yuksek sicaklik bagimhihigindan kaynaklanmakatdir: kuvars
kismen cevresindeki sivi tabaka ile etkilesimdedir ve salinim sirasinda siviyi
beraberinde surukler. Bu nedenle rezonans, malzeme igine yayilir ve hareket eden
kuvars yuzeyi elastik olarak yavaslar bu durum viskoz ortamin igerisinde hareket

eden herhangi bir nesne i¢in d6nceden beklendigi gibidir.
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Gizelge 2.1 iki elektrotlu sistemde tek ylizeyleri sivi ile etkilestirilen kuvars kristal
mikroterazilerin 15-20° C arasinda frekans degisimleri.
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Bu durumda frekans kaymasi ve elektronik sonimde degisim ile sonuglanir:
yuksek viskozite, daha buylk negatif frekans degisimi ve kuvars uUzerinde
sdnumleme olur. Son olarak, bu durum sivi fazda QCM igin sicaklik bagimlihginin

¢ok belirgin nedenidir [39].

2.2.2.2 Sauerbrey Denklemi

Sauerbrey esitligi 1959 yilinda G. Sauerbrey tarafindan piezoelektrik kristallarin

uzerine baglanan kutlenin degisimini osilasyon frekansi ile korele etmek amaciyla

olusturulmustur. [40]

Sauerbrey denklemi:

2
Af—f —f —_ 2T AM 21)

T M)

fC = Kuvars kristal ve ylzeyde olusan film tabakasi ile birlikte osilasyon frekansi,
f0 =Kuvars kristal rezonans frekansi,
AM =Eklenen kiitle,
Pq=2,648 glcm™ kuvars kristal yogunlugu,
Hq = 2.947x10E11 g/cm.s? AT kesim kuvars kristal igin shear modulus katsayisi

Af = f_- f_ =frekans degisimi
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A =Kuvars kristal ylzey alani

Sauerbrey denklemi; K bir sabit sayi olacak sekilde yazilirsa,
Am= -K_Af,
Afzfc' o, iQin

Am= Kx(fo-f;) olacaktir,

Katle artis1 (Am) durumunda, esitligin her iki tarafinin bozulmamasi igin (f,, sabit),
fo frekans degerinin azalmasi gerekmektedir. Dolayisiyla kutle artisina gore

frekansta azalma gorulecektir.

Sauerbrey denkleminin kuvars krital sensorlerde uygulanabilmesi igin G¢ sartin
saglanmasi gerekmektedir.

1- Olglimi yapilacak kitle kati oimalidir,

2- Kuvars kristal yuzeyinde homojen olarak dagiimig olmalidir,

3- Frekans degisimi, Af/ f< 0.02 olmalidir.

2.2.2.3 Frekans o6lcumu icin izlenen yontem

Kuvar kristallerin frekans olgiminde ucuz ve kolay temin edilebilir olmalarindan

dolayi kristal osilator devreleri kullaniimaktadir.

2.2.2.3.i Piezoelektrik kristal osilator devreleri

QCM sensor arayuz uygulamalari i¢in osilator devrelerinin kullanimi en yaygin
yontemdir. Kuvars kristal bir rezonans elemani oldugundan, oldukga basit
devrelerle kararli osilasyon elde edilebilir. Osilatér devreleri, dijital sistemlerde
frekansi kolayca islenebilen analog c¢ikis sinyali verirler. Iki osilasyon kosulu,
yaklasik dogrusal davranis kabuli ve oOn-salinim slreci g6z ©Onlnde

bulundurulmadan formtle edilebilir:

Genlik durumu: |KA| = 1

Faz durumu: @ =0, 2m, ..., n2m
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A acik kazang ve k ise geri besleme faktértudir. Elektronik devre osilasyonun
sonumunu engellemek igin tekrar uyartt saglamahdir. Stabil osilasyon elde

edebilmek icin osilator devresi keskin faz egimi olustugunda kuvars kristali

uyarmalidir.
90° | 90° | 180° | 0° | -90° ]
! kuvars kristal r | | Rz [
L:F—”— —{ > [
R1
T T == e G W

c)

Sekil 2.8 (a) Eviren yuUkseltegli osilatér devresi, (b) colpitts osilatér, (c) evirmeyen
yukselteg devresi.

Sekil 2.8’de iki basit osilator prensibi gorulmektedir. Sekil 2.8(a)'da Pierce osilator
eviren yulkselte¢c olarak kullaniimaktadir bu durumda 180° faz geri beslemesi,
geribesleme devresi (R1, C1 and quartz crystal, C2) tarafindan faz durumunu
tamamlamak amaciyla 360° ye kaydiriimalidir. Sekil 2.8(b), Colpitts osilator gibi bir
calisma prensibi ile yluksek kaliteli endiktans gibi davranan kuvars kristal (¢ nokta
arasinda bir kapasitif baglanti olusturur. Osilatér prensibinde, enduktif davranan
kuvars genellikle paralel rezonans osilatord adini alr. Sekil 2.8(c), osilator
devresinde evirmeyen yukselteg gibi davranan osilator faz kosulunu yerine getiren

seri rezonans osilatoru gibi davranir [41].

Kuvars kristal mikroterazide kutle degisimi ile olusan frekans degisiminin
gorulebilmesi amaciyla birgok osilator devresi denenmis fakat akis hucresi
icerisinde tek elektrot sivi ile temas halindeyken sadece colpitts osilator ile basaril
sonu¢ alinmigtir. Bu durumda 12 MHz. lik colpitts osilator devresi kurularak
daldirma ve kurutma yonteminde, havada alinan Olgumlerde ve akis hucresi

deneylerinde kullaniimigtir.

2.2.3 immobilizasyon yéntemleri
Kuvar kristaller Uzerinde her hangi bir iglem yapabilmek veya bir ligand

immobilizasyon iglemine tabi tutabilmek igin 6ncelikle kuvars kristallerin elektrotlari
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Uzerinde temizleme, aktivasyon ve fonksiyonel gruplarin immobilizasyonu
gerceklestiriimelidir. immobilizasyon yéntemleri bu bélimde non-kovalent (zayif

baglar) yontemler ve kovalent yontemler olarak incelenmisgtir.

2.2.3.1 Non-Kovalent (zayif baglar) yontemler

Antikor immobilizasyonunda en kolay yontem fiziksel adsorpsiyondur. Bu,
antikorun yuzeye basitce eklenmesi ve adsorbsiyonu igin beklenilmesi ile
gerceklesir. Antikorlar yuzeye, van der Waals, hidrojen baglari ve hidrofobik
etkilesimler yoluyla baglanirlar. Kikurt uglar ile tiyol-altin etkilesimleri antikorlar
Uzerinde 6nemli bir roli bulunmaktadir. Bu yontemin protein tanim/bicim ile ilgisi
yoktur fakat bazi 6zellikleri rastgele yonelim nedeniyle kaybolmaktadir. Yuzeyden
protein kaybinin hizi blyuk o6lgude pH ve sicaklik degisimlerine baghdir. Bu
sebeple antikor yuzeyinin tekrar olusturulmasi mumkin olmadidindan, yuzeyin

yeniden kullaniimasi ve kaotropi olusturulmasi mumkun degildir.

Makromolekullerin molekuler agirliklari genellikle yaklasik 10.000 ve 1 milyon
arasindadir. Kiguk bir molekul olan su, hicre toplam katlesinin %70’ini olusturur;

neredeyse geriye kalan hucre kutlesi makromolekullerden olusmaktadir.

Bir makromolekul, tekrar eden ug¢ uca baglanmis dusuk molekal agirlikli zincir gibi
polimer alt birimlerden olusur. Genellikle alt birimden sadece bir aile, bir zincir
olusturmak icin kullanilir: amino asitler diger amino asitlere protein olusturmak
uzere baglanir, nikleotidler diger nikleotidlere, nikleik asit olusturmak igin ve
sekerler diger sekerlere polisakkarit olusturmak igin baglanir. Altbirimlerin diziligi
makromolekulin fonksiyonu i¢in 6nemli oldugundan, dogru alt Unitenin polimer

zincirinin herhangi bir pozisyonunda biyosentezi i¢in gereklidir [42].

Proteinler, polisakkariter, DNA ve RNA makromolekullerdir.  Lipidler
makromolekullerin bazi ozelliklerini tagimalarina ragmen; ornegin bircogu kuguk
molekullere dogrusal polimer olarak sentezlenirler (asetil CoA asetil grup), daha
blayUk yapilara doénusebilirler (membranlar) fakat genellikle makromolekul olarak
siniflandiriimazlar. Memeli ve bakteri hicrelerinin blylk bélimU su ve proteinden

olusur.
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2.2.3.2 Kovalent Baglama

Kovalent baglamanin, adsorpsiyona gore birgok avantaji vardir ancak
immobilizasyon prosedurleri daha karmasik ve daha uzun sirmektedir. Daha
istikrarli ve daha uzun antikor ylzeyi yasam suresi sik goézlenmektedir. YUuksek
iyonik guclu c¢ozeltilerde bile antikor yuzey kaybi minimal veya hig
gorulmemektedir. Bu genellikle baslangi¢c antikor/antijen kompleksinin hizli ve
kolay birlesmesini, ve antikor yuzeyinin tekrarlanabilir rejenerasyonunu saglar,
genelde hicbir antikor kaybolmaz. Ticari Urun elde edilmek isteniyorsa,
immobilizasyon yontemlerinin seri Uretime dokulmesi yeterlidir, bdylece dusik
maliyetli ve istikrarli bir biyomolekil ylzey formu elde edilebilir. Bir cok kovalent
baglama yontemleri bu gereksinimleri kargilamaktadir ancak bazen karmagsik
prosedurlere ihtiya¢ duyulabilir. Ancak tum bunlara ragmen, uretilen her bir sensoér
antikor kaplh ylUzeyinin istikrari ticari potansiyeli belirleyecektir. Birka¢ aylik raf
omrune sahip olmasi biyosensorin minimum gereksinimidir ve istikrarli bir
sensorun uzun bir raf dmrune sahip olmasi daha guvenilir sirimunden daha
bayuk ticari ilgi cekecektir. Genel olarak, immobilizasyon iglemi, antikorlarin
etkinligine bir etkisi olmamasi amaciyla fonksiyonel gruplarin aracihigiyla yapilmak
istenir. Yluzey fonksiyonelligi tiyol veya siilfitlerin, organik polimer tabakalarinin
veya ince inorganik polimer tabakalarin kendini altin yuzeylere kolayca monte
etmesi ile gergeklesir. Kovalent baglanma genellikle protein Gzerindeki nukleofilik
gruplarin (- SH, - NH ve-OH) karbonil tipte reaksiyonlar olugsmasi ve fonksiyonel

yuzeye baganmasi ile gerceklesir.

Organik  polimer katmanlara kovalent immobilizasyon yaygin  olarak
uygulanmaktadir. En yaygin kullanilan polimer polietilenimindir (PEI), fakat
polisitren, poliakrilamid ve c¢esitli metakrilatlar dahil edilmistir. Polimerlerin asil
avantaji ¢ok yonlu olmalarindan kaynaklanmaktadir. Hazirlanmalari kolay, ¢ok
bayUk bir potansiyel uygulama alanlari mevcut ve herhangi bir kullanim igin
uyarlanabilirler. Ko-polimerler, genellikle metakrilatlar, ihtiyaglari karsilamak igin
kolayca modifiye edilebilir ve aktiflenebilirler. Uretilen ylizeyin tekrarlanabilirliligini
etkileyebilecek olan filmin kalinligini ve homojenizasyonunu kontrol altinda tutmak
zordur. Polimer ve yuzey arasindaki zayif tutma kuvveti de bir sorun olabilir.

Plazma polimerizasyon ve elektropolimerizasyon gibi yontemler bu sorunlarin
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ustesinden gelmek ve tabaka parametreleri Uzerinde daha fazla kontrol saglamak

icin geligtirilmigtir [43].

Kuartz kristallerin en yaygin elektrot turleri altin, gimuas, aluminyum ve platin
olanlardir. Altin elektrotlu olan kristaller dogrudan, gumus elektrotlu kristaller
yumusak asitler olarak (Au+, Ag+) ditiyo (tiyoller) ile (yumusak bazlar olarak: SH-)
yumusak asitler ve bazlar teorisine dayanarak (HSAB; HARD-SOFT ACID BASE)
kovalent bag yapmaktadirlar (Surface-Grafted Polyglutamate Films With Reaction-
Induced Polar Order Wieringa, R.H.); (Paul E.
Laibinis, 1991). Bu iki grup bilesikleriyle fonksiyonel gruplar olusturulmaktadir.

2.2.3.2.i Sistamin ve glutaraldehit (COH(CH,)3COH)’in kovalent baglanmasi

Glutaraldehit, ginimuzde kullanilan en populer bis-aldehit homobifonksiyonel

capraz baglayicidir[44].

Bistamin
. N
S f"--\\xf HZ i 5 WNHZ
lﬁm NH, 5 .:-"%’NHZ
> - NHp
mmpm 5
/ i N
OHC CHO
Zlutaraldehit
,/xfm-cnf‘“ﬁa CHO
8 f\fm—cnﬁ-ﬂ CHO
S - N=CHT "~ CHO
e 5

Sekil 2.9 Sistamin ve glutaraldehitin kovalent baglanmasi. [45]
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2.2.3.2.ii Polietilenimin immobilizasyonu

Son zamanlarda, yuksek enzim aktivitesi ve reaktor verimliligi saglayan, basit bir
adsorpsiyon yontemi olan, fibroz matrisler Gzerinde aspergillus oryzae laktazi
baylk miktarlarda immobilize etmek icin polietilenimin (PEI) kullaniimigtir [46].
PEI, negatif yUkleri elektrostatik etkilesim ile cekme 6zelliginden dolayi nikleotit,
protein ve hucre immobilizasyonunda yaygin olarak kullanilan polimerdir. PEI
nispeten ucuz, kolay ulasilabilir, kanserojen olmamasi ve c¢evre igin bir tehdit

olusturmamasindan dolayi tercih edilir.

CH,0R 00 CH,OR
0, Q, 0,
F r;: i J 0 F o >[ [< OH ; o < CR a
R MH OH Iu
‘L" I X
R=Hors03 R=801 orCOCH 3

Sekil 2.10 Heparinin temel yapisi.

Heparin degisken sayida sulfat, karboksil ve asetil artiklari igceren glukozamin-N-
sulfat ve Uronik asit grubundan heteropolisakkaritlerin sodyum tuzudur (Sekil
2.11). Heparinin bagh bulundugu farmakolojik grup anti-koagullanlar olarak
adlandiriimaktadir. Heparin aktivitesi, uluslararasi standart olan uluslararasi birim
(IU) miktan ile ifade edilir. Heparin miktarinin belirlenmesi biyolojik yontemlerle
yapilmaktadir [47].

2.2.3.3 Heparin-PEIl etkilesimi

Polietilenimin (PEI), ylksek performans kromatografisinde bir anyon degisim

polimeri olarak kullanilir [48-50]. Polimerizasyondan sonra PEI ikincil amin
gruplarindan dolayi temel polimerdir. Bir ylzey Uzerine yerlestirildiginde, her bir
PEI zincirinin bir kismi su fazinda ¢6zulur (su ile temasinda) ve serbestge polimer
yuzeyine g¢ikar. PEI zincirlerinin iyonik etkilesim bolgeleri bu nedenle, gelen protein
veya analitin veya bunlarin iyonik bdlgelerinin durumuna goére degisebilir. Kati
(polimer) / su (sivi) araylzunde (olarak net bir sinir olmayan bu tur dinamik yuzey

dizenlemeleri) tipik olarak c¢ok duslUk bir serbest enerjiye sahip bir ylksek
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hidrofiliklik ve yuksek aktif baglama kapasitesi sunar. PEI icin baglama kapasitesi

35-50 mg protein / ml jel arasinda oldugu bildirilmistir (Sekil 2.12) [50].

Uzun PEI zincirinin esnekligi ve yuku yapisal heterojenligine ragmen heparin
molekullerini baglamak igin yeterli olmaktadir. PEl ve heparin arasindaki
etkilesimin elektrostatik dogasi geredi heparin adsorpsiyonunun, heparin
etkinliginden bagimsiz olmasini saglamahdir [51].
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Sekil 2.12 Heparin molekulinan PEI1800 molekull ile kovalent baglanmasi [52].

2.2.4 Sivifazda olgiim

Piezoelektrik immunosensor analizi temel olarak sivi fazda gergeklestirilir.
Olglimler iki farkh sekilde, daldirma ve kurutma seklinde ya da dogrudan c¢ozelti
icerisinden yapilabilir. Daldirma ve kurutma isleminde, frekans okuma islemi,

kristal kuru oldugu durumda gerceklestirilir.

Molekulin baglanmasi ya da immobilizasyonu tamamlanmasi igin yeterli sure

gectikten sonra kristal yikanir ve kurutulur. Frekans tekrar havada kuruduktan
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sonra kaydedilir. Modifikasyondan 6nceki ve sonraki kutle farki ylizeye immobilize
olan molekul kutlesi ile dogru orantihidir. Daldirma ve kurutma yontemi kristal
elektrotlarinin her ikiside kullanildigindan artan kitle miktari fazla olacak ve
dolayisiyla hassasiyet artacaktir. Ayrica viskozite vb. nedenlerle ¢dzeltinin etkileri
ortadan kalkacaktir. Kristalin bir sure igin ornek igine batiriimasi ile sonrasinda
hizli bir yikama ve durulama ile hizli sonuglar elde edilebilir. Bu metodun hassas
olmasini saglayan sebepler ayni zamanda kristalin negatif yonunun bir pargasidir,

kristal gevresel etkilesimler 6zellikle nem faktorinden etkilenir.

Tekrarlanabilirlik ve tekrar elde edilebilirlik genellikle daldirma ve kurutma tipinde
sensorlerin gelismesini engelleyen temel sebeplerdir. Bir referans kristal kullanimi
ile ortam sartlarin Ustesinden gelinebilir. Dogrudan sivi igerisinde alinan dlgumler
cevresel sarlardan daha az etkilenirler ve bu yéntem ile tekrarlanabilir sonuglar ve
tekrar uretilebilirlik elde edilebilir. Ancak bu durum, sivi igerisinde sonumleme
etkisi nedeniyle sensor duyarliigini azaltabilir. Ayrica sivi igerisinde Kkristal
davranisi direk yuzeyine baglanan kutle miktarina bagl olmayabilir. Sivi
icerisindeki kristalin frekans cevabi, viskozite, sivi sicakhigi ve immobilize
tabakanin kalinhgi ve sertligi gibi birgok faktore baghdir. Analizler genellikle 6zel

olarak tasarlanmig akis hucreleri (Sekil 2.13) icerisinde gergeklestirilir.

Ayarlanabilir
L' vida
N ™ Statik Cember
N N 0-ring
= = If/ J
' 4 Kristal
N - ~f,ﬂ,; rista
I ~ U
= — £ Dinamik Akig Hiicresi
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Sekil 2.12 Cozelti analizinde kullanilan temel bir akis hicresi. Hlcrede kristalin bir
yuzu dinamik ¢ozelti ile etkilesimdedir.

Akis hucreleri kuvars kristalin bir ylzeyinin siviyla ve diger yuzyinin havayla

etkilesmesine olanak verirler. Analizler statik veya dinamik ¢ozeltide yapilabilir
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[53]. Akis hucresi iginde, kuvar kristal mikroterazi ile kutle dlgumu Kanazawa

esitligi ile yapiimaktadir.

2.2.4.1 Kanazawa denklemi

Af :—f 3/2( IOL77L )1/2
Pt
Af = fc- f (2.3)

(2.2)

Af =frekans degigimi
f = Kuvars kristal ve ylizeyde olusan film tabakasi ile birlikte osilasyon frekansi,

f =Kuvars kristal rezonans frekansi,

Pq=2,648 g/ecm™ kuvars kristal yogunlugu,
Hq =2.947x10"" g/cm.s? AT kesim kuvars kristal icin shear modulus katsayisi
7, = s viskozitesi

P =svi yogunlugu [54]

Plazma viskozitesi, Numanoglu ve arkadaslarinin yaptigi calismaya gore 56

hastanin ortalamasi olan 1,43+£0,12 mPa.s’dir [55].

Akis hucresinde yapilan deneylerde alinan frekans degisimi sonuglarindan
Kanazawa egitligine gore kutle miktari hesabi yapilamamigtir. QCM ile akis
hicresinde yapilan yayinlar incelendiginde, bu yayinlarin akis hicresinde alinan
frekans degisiminden sonra Kanazawa esitligini kullanmadiklari ve frekans kiitle

donusumua yapmadiklari gorulmuagtur.

2.2.5 Piezoelektrik temelli sistemlerin avantaj ve dezavantajlari
Diger transduser teknolojileri ile karsilastirildiginda piezoelektrik sensorlerin birgok
avantajl bulunmaktadir:

— Kuvars kristal mikrodengeleyici sensorlerin Uretim 6zellikleri iyi bilinmektedir.
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— Sensor yuzeyinde, molekiler baglanma olaylari dogrudan (ek isaret¢i olmadan-
etiketsiz) 6lgim sinyali Uretir.

— Cok sayida bagimsiz sensor, bir sensor dizisi olusturmak igin dizenlenebilir.
—Elektrot bdlgesi ince bir tabakadan olusur. Boylece iyi bilinen "tiyol ylzey

kimyas!" uygulanabilir. [56]

Bu avantajlara ragmen piezoelektrik biyosensorlerin birtakim dezavantajlar
bulunaktadir:

— Sadece makroboyuttaki molekillerden direk 6lgiim sinyali elde edilebilmektedir.
— Sicaklik veya viskozite degisimleri ¢ikis sinyalinde hatalara sebep olmaktadir
[57].

2.2.6 Yuzey karakterizasyonu
2.2.6.1 Atomik kuvvet mikroskobu (AKM)

AKM goruntuleri yuzey ozellikleri hakkinda net bir sekilde dnemli bilgileri sunar.

AKM ile herhangi bir sert ylzey, hava ya da 6rnek bir sivi i¢cinde incelenebilir.
Gorintu alani atomik ve molekuler dlgekte 125 um kadar olabilir ve elde edilen
veri, diger dusuk ¢ozunurluklu bilgiler ile mukayese edilebilir. AKM de kaba
yuzeylerde incelenebilir giinkd dikey olgim arahidi 8-10 um ye kadar olabilir. BuyUk
numuneler kesilmeden dogrudan mikroskopta incelenebilir. Optik mikroskoplara
gOre Ustun ¢ozunurluk ozelligine ek olarak, AKM elektron mikroskoplarina gore bu
onemli avantajlara sahiptir. Taramali elektron mikroskobu (SEM) ile
karsilagtinldiginda, AKM Ustun topografik kontrast, yluzey oOzelliklerinin yani sira,

sayisal yukseklik bilgisi saglamaktadir.

Ornegin, ylzeyin, elektriksel olarak iletken olmasinin énemi bulunmamaktadir.
Dolayisiyla, SEM de oldugu gibi 6rnegin dehidratasyonuna gerek yoktur, sivi
icerisinde ornekten sulu halde goéruntl alinabilmektedir. Sulu érnek igerisinden
elde edilen goruntulerde ve ekstraseluler polimerik maddeler icinde AKM

¢ozunurlugu geleneksel SEM den daha iyi olmaktadir.

Transmisyon elektron mikroskoplari ile karsilastirildiinda 3B AKM géruntulerinde
pahali numune hazirlama evresi olmadan 6rnek hazirlanir ve 2B profillerden kesit

numuneler alinabilir [58].

27



Prensip olarak: Yluzey ve kiguk bir ugta (r ~ 50 nm) dogrudan kuvvet 6lgimi
yapilabilir. Kantilever degisim bilgisi (kuvvet-Olgum yayi<1N/m) yansiyan lazerden
elde edilebilir. Normal (konsol ¢okme) ve (konsol torsiyon) yanal kuvvetleri dort
segment fotodiyot kullanarak tespit edilebilir. Pl geri besleme déngusitnde dikay ug
pozisyonunu kontrol i¢in normal kuvvet sinyali kullaniimak istendiginde, sabit
kuvvette ucu yanal olarak tarama yapmak mumkundur. Bilgisayar yardimiyla sabit
ug-yuzey etkilesimi ile topoloji bilgisi elde edilebilir, iki boyutlu gosterimi yapilabilir.
SFA da oldugu gibi, ug-yuzey etkilesimleri, Van-der-Waals kuvvetleri, elektrostatik
etkilegsimler, belirli etkilegimler ve kilcal kuvvetleri igerebilir. AFM teknigin birgok
farkh tarevleri 1990'larin basindan beri gelistiriimistir. Biyolojik yuzeyler icin en
uygun mod kantileverin dikey pozisyonda yuksek rezonans frekansinda modile
edildigi AC modudur. Rezonans frekansi ve faz (ug-yuzey etkilesim) nedeniyle
kaymalar, yuzeyden ek bilgi almak icin kullanilir. Faz ve rezonans frekansi
kaymasiyla (ug-yuzey etkilesimiyle) ylzeye ait bilgiler elde edilir.. Yanal ve dikey
¢ozunurlugu yaklagik 0,1 nm.dir. Topografi ve ug-yanal kuvvetler bilgisi oncelikli
temin edilebilmektedir. Ayrica malzemenin mekaniksel ve surtinme Ozellikleri de
temin edilebilir [59].
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3. DENEY ASAMASI

Tez kapsaminda sunulan deney asamasindaki c¢alismalar, dort bdlimde

degerlendirilmis ve asagida 6zetlenmistir.

Osilator ve frekans sayici sisteminin kurulmasi: Sistemde kullanilan piezoelektrik
sensoOr igin osilator ve frekans Olgum devresinin kurulumu ve c¢alistiriimasi
gerceklestirilmistir. Olglim devresi osilatér ve frekans sayici devrelerinden

olusmaktadir.

Antijene duyarli piezoelektrik kristalli sensor hazirlanmasi: Tezin bu boélumunde
antijen Olgumu igin bir piezoelektrik kristal yUzeyine antijene 06zgu antikor
baglanmasi ile bir biyosensor hazirlanmistir. Bu amagla kuvars kristal ylzeyinde

uc¢ asamall immobilizasyon yapilmistir.

Sistamin immobilizasyonu
Glutaraldehit immobilizasyonu

Polietilenimin immobilizasyonu

Ligand—Analit etkilesimi: Hazirlanan polietilenimin bagl piezoelektrik kristalin
degisik konsantrasyonlarda heparin ile etkilestirimesi sonucunda ligand-analit
birlesmesine bagl olarak analit testi beher ve akis hucesinde gergeklestirilmigtir.

Yuzey analizi: Calismanin son bolimuinde kutle degisimlerinin frekans dlguma ile
izlenmesine paralel olarak sensor hazirlama asamasinda kristal ylzeyinde yapilan

modifikasyonlarin tanimlanmasi icin AKM gorintileri alinmistir.,

3.1 Deneyde Kullanilan Cihazlar, Malzemeler ve Kimyasallar

Deneyler sirasinda kullanilan cihazlar; QCM cihazi (SRS QCM Quartz Crystal
Microbalance, isveg), manyetik karistirici (IKA, Almanya), pH metre ve hassas
terazi (Sartorius, Almanya), ultrasonik banyo (Bandelin Sonorex, Almanya), kuvars
kristallerdeki metal kiliflari kesmekte kullanilan Dremel Lithium lon (Dremel,
Almanya) el aleti ve etlivdir (Termal, Istanbul). 12 MHZ'lik kristallerin frekanslarini

Olcmek icin Escort EFC-3201 (Hong Kong) frekans sayici, osialtor ve frekans
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sayici devreleri kullaniimistir. AKM (atomik kuvvet mikroskobu) ve TEM (taramali
elektron mikroskobu) gérintileri Bilkent Universitesi Ulusal Nanoteknoloji
Merkezi'nde (UNAM) alinmigtir.

Deneyde; 12 MHZ'lik (TIC) kuvar kristaller, manyetik karistirici, manyetik balik, 10,
1000 plt. pipetler, termometre, balon joje ve beherler kullaniimistir.

Deneysel calismada 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 NaH2PO4
ve Na2HPO4 tuzlari (SIGMA Aldrich, ABD), fosfat tamponu tuzu (PBS) (Amresco,
Kanada), borik asit tuzu (Aklar Kimya, Ankara), sodyum tetraborat/HCI tamponu,
polietilenimin (SIGMA Aldrich, ABD), etanolamin (Merck, Almanya), heparin
(Nevparin Heparin Sodyum 25000 1.U/5 ml i.v.), insan plazma (Turk Kizilayi
Ankara Kan Merkezi, Ankara), saf su Aklar Kimya’ dan temin edilmigtir.

3.2 Deneyin Yapihisi

Sunulan arastirma kapsaminda kuartz kristallerin yizeyine kimyasal immobilize
polietilenilemin ile kutle tutunmasinin neden oldugu frekans degisimi ile heparin
dlcimii yapiimasi hedeflenmektedir. Oncelikle deneyler sirasinda kullanilacak Ag
elektrotlu kuartz kristallerin, (12 MHz) Uzerindeki metal kiliflar kesilerek kristal
elektrotlari ve kuartz yluzey ortaya cikariimistir. (Sekil 3.1). Kuvars kristallerin
sensor olarak kullanilabilmesi igin metal kiliflar ¢ikarilirken yuzeyde toplanan kir
ve metal tozlarinin temizlenmesi gerekmektedir. Yuzey temizligi igsleminden sonra
elektrot yuzeyinin sistamin ve glutaraldehit ile aktivasyonu, polietilenimin
immobilizasyonu asamalarinin tamamlanmasi gerekmektedir. Bu asamalardan

sonra beherde ve akis hucresinde heparin 6lgumu yapilmistir.
3.2.1 Osilator ve frekans sayici devreleri

Sensor gelistirme asamalarinda ve sivi akis hicresinde bilgi alabilmek amaciyla

osilator devresi ve frekans sayici devreleri yapilmigtir.
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QCcM KUVARS KRISTAL
Rl hl

—=
Colpitts SEgici 1GESTT
_:..

Osilator SAYICI

T LCD
MIKRODEMETLEYICI

Frekans Savyici Devresi

Sekil 3.1 Kuvars kristal mikroterazi osilatér ve sensoér frekans okuyucu blok
diyagrami

Devrede sivi sistemi igerisinde gerekli olgimu alabilmek amaciyla 12 MHz lik

colpitts osilator devresi kurulmus ve gahlstiriimigtir.

3.2.1.1 Colpitts Osilator

Colpitts osiator devresi akis hucresi icerisinde tek elektrotu sivi ile

etkilegtirildiginde osilator sinyalinin sivi igerisinde sonumlenmesini engelleyerek
Olcim sonuglarimizi almamizi saglamaktadir. Bu nedenle tez kapsaminda

kullanimi tercih edilmis ve devresi kurularak kullaniimigtir.

Cy
2.

Sekil 3.2 Temel Colpitts osilator devresi
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Sekil 3.2’de, Colpitts osilator temel devresi gosteriimektedir. Fiziksel olarak devre
¢ok basit olmasina ragmen analitik olarak karmasiktir. Osilatorin Gg¢ farkli gcalisma

evresi vardir.

Yukseltici emiter takipgisi olarak caligmaktadir ve kazanci 1 dir. Transistor her bir
osilasyon dongusunun sadece yaklasik %15-20 lik kisminda akimi iletmektedir.
Transistor, beyzi sinisin en pozitif tepesini yapmadan hemen once iletken
duruma gecger ve maksimum tepe geriliminden hemen sonra iletken durumu
sonlandirir. pozitif alternansta, transistor saturasyondadir ve dogru polarmali beyz-
kollektor birlesmesinde kristali klampler. Osilasyon déngisunin %5-10 u kadar
pozitif alternans saturasyonu surer. Transistor, geriye kalan (%80-85) bdlumde
kapanir ve yalitkan duruma gecer. Devrenin bu U¢ durumu her bir periyotta
gerceklesir: kisa bir sure i¢in (%10) transistor iletimdedir ve emiter takipgi olarak
calisir, Transistorun saturasyonda ve kristali besleme gerilimine kisa devre yaptigi
(%5-10) kisa zaman dilimi; tGguncu olarak (%80-85) transistorin acgik devre oldugu

surec.

Transistorun agik ve normal olarak iletken oldugu kisa zamanda devre kristale seri
durumda olan C, ile osilasyondadir. C,, kristalin i¢ kapasitansi ile (motional
kapasite) seri durumdadir. bu durum donglinin net kapasitesini duslrerek
osilasyon frekansini arttirir. Bu yuksek osilasyon frekansinda kristal enduktiftir ve
C, ile birlikte emiterden beyze bir faz aktarir. Ry ve emiter ¢ikis direnci olan Ryt ve
C4 in paralel toplami ile egit fakat ters RC faz gecikmesi ile toplamda yukseltme
dongusunde emiterden beyze sifir faz kaymasi gergeklesir. C, ve kristal induktansi
arasindaki parcgall seri rezonans devresinden emiterden beyze bir gerilim kazanci

elde edilir.

Transistorun kapandigr uzun donemde C4 Uzerindeki gerilim, Ry C4 sabiti ile

belirlenen oran ile sdbnumlenir. Kristalin Q duyarlligi R4 C4 zaman sabitine baghdir.

C4, Co, Ry ve Ruias igin kristal Uzerindeki gerilimi maksimum yapacak degerler
kullaniimahdir. En buyuk faktor kristal bacaklari arasindaki dig paralel direngtir,bu
faktor devrenin en duslk osilasyon frekansini belirleyen. guglt bir faktordar. Bu

paralel diren¢ Rbias ve transistor giris direnclerinin toplamidir. Transistor girig
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direnci transistorun kazanci ve emiter yuk direnci R4 ile belirlenir. Emiter takipgisi
icin yuksek kazangl transistor kullanimi kristal Uzerindeki paralel direncin

artmasina yardimci olur.

Kristalin osilasyon yapmayacagi bir minimum kristal paralel direnci mevcuttur. Bu
minimum sont direng degeri, kristalin i¢ seri direnci ile degisir, freakans ile ters

olarak degisir.

Kristalin osilasyon yapmadigi minimum kristal sént direnci vardir. Bu en dusuk
sOnt direng degeri, kristal i¢ seri direng degeri Ry ile dogrudan ve frekans ile ters

olarak degisir.

Colpitts devrelerinde bazi devre elemanlarinin degerleri frekans ile degisirken
bazilarinin ki degismez. Bir transistér devresinde C, dederi osilasyon frekansindan
bagimsiz olarak 40-70pF arasinda bir degere sabitlenmelidir. Osilasyon frekansi
C, degerine oldukga hassastir fakat C degerine degildir. R1 C4 zaman sabiti

osilasyon frekansi ile ters orantilidir.
R1C=05/f (3.1)

R+ (ohm), C4 (F), ve f (MHz.), C4 ve C; arasinda 6zel bir baglanti yoktur.

Kristal sént direnci frekans dismesi ile artacagindan R4 direng degerini arttirmak
kristalin sont direncini arttirmaya yardimci olur, gunku emiter takip devresinin giris
direncinin arttirilmasi ile Ryias direncinin degeri arttirilmis olur. R4 diren¢ degerinin

degistirilip C1 degerinin sabit tutulmasi ile pratikte iyi sonuglar alinabilir [60].

3.2.1.2 Frekans sayici devresi

Osilator devresi ile frekans bilgisi elde edilen kuvars kristal frekansinin dijital olarak
gorulebilmesi amaciyla frekans sayici devresi ve LCD surucu devresi PIC16F877A
mikrokontrolora ile gergeklestiriimistir. Osilatdr ¢ikisindaki frekans bilgisi 1 Hz.

¢ozunurlukle okunmaktadir.

Frekans sayici acgik devre semasi, baski devre semasi, devre elemanlari degerleri

ve PIC mikrokontroller kodu ek bdliminde (Ek-1) verilmigtir.
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Sekil 3.3 Frekans sayici devresi ile sinyal jeneratorl validasyonu.

Yapilan frekans sayici devresinin dogru sonug verdigi 11MHz, 12MHz., ve 13MHz.
frekanslarinda, sinls dalga sinyal Ureteci ile kontrol edilmigtir. 12 MHz.
frekansinda, frekans sayici devresinde okunan sonug¢ 32 Hz. kadar daha fazladir.
Bunun sebebi mikrokontrolor osilatér frekansini ayarlayan kuvars kristalden

kaynaklanmaktadir. Bu deger kabul edilebilir limitler icerisindedir.

3.2.2 Kuvars kristal biyosensor ylizeyinin olusturulmasi

3.2.2.1 Kuvars Kristal Yiizey Temizliqgi

Metal kiliflari ¢ikarilan kuvars kristaller (Sekil 3.4 ve Sekil 3.5), ylzeyde bulunan
kir ve metal tozlar temizliginin yapiimasi amaciyla manyetik karistiricida, 5 ml. lik
beherler igerisinde sirasiyla aseton, metanol ve NaOH ile otuzar dakika
etkilestirilmislerdir (Sekil 3.6). Bu basamaklardan sonra kuvars kristaller ultrasonik
banyoda 5 dakika yikanip, etlv igerisinde, ortam sicakhiginda 15 dakika
kurutulduktan sonra frekans olcimleri alinmistir. Bu 6lgimlerden sonra frekans
sayicidaki okunan degerin kristalin yuzey temizliginden onceki degerinden daha
yuksek oldugu goérlilmus ve yuzey temizleme isleminin basarih oldugu tespit

edilmigtir.
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Sekil 3.4 Kuvars kristal metal kiliflarinin kesici el aletiyle gikariimasi

Sekil 3.5 Kuvars kristal metal kiliflari gikarildiktan sonra kristal ve elektrot
yuzeyleri gortulmektedir.
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Sekil 3.6 Kuvars kristallerin manyetik karistiricida ¢ozelti ile etkilestiriimesi

3.2.2.2 Kuvars kristal yiizey aktivasyonu

Kuvars kristal sensor ile heparin 6lgumunun yapilabilmesi igcin dncesinde heparine
karg! segiciligi ve afinitesi olan PEI polimerinin immobilize edilmesi gerekmektedir.
PEI polimeri tutuklanmasi igin gimus elektrot ylzeylerinin sistamin ve glutaraldehit
immobilizasyonlari ile polietilenimin tutuklanmasina hazir hale getiriimesi

gerekmektedir.

3.2.2.2.i Sistamin immobilizasyonu

Kullanilan gimus elektrotlu kristallere, ylzey temizliklerinin yapilmasindan sonra
(Sekil 3.7) tiyol (SH) ve amin (NH2) iceren bifonksiyonel 6zellige sahip sistamin
molekull immobilizasyonuyla ylzeyde yeni fonksiyonel gruplar olusturulmustur.
Molekulin bu 6zelliginden yararlanilarak tiyol ucundan kristal yuzeyine tutunmasi
saglanmistir. Bu amagla 20mM derisiminde sistamin, fosfat tamponunda (0.1 M
pH: 7) ¢ézulmustir. Kristaller hazirlanan ¢ozelti icinde 30 dakika karanlik ortamda
bekletilerek reaksiyona sokulmustur (Sekil 3.8).
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Sekil 3.7 Kuvars kristallerin ultrasonik banyoda deiyonize su ile yikanmasi

3.2.2.2.ii Glutaraldehit immobilizasyonu

Ligand immobilizasyonu sirasinda, ligand molekullerinin aktif uglarinin kristal
yuzeyinden disari bakmasi, bdylece anilat molekilleri ile spesifik olarak, yeteri
kadar hizli etkilesmesini saglayacak sekilde gerceklestiriimesidir. Uzatma kolu
kullanilarak immobilizasyonun gercgeklestiriimesi amacglanmig, bu yaklasim ligand-
anilat etkilesmesinde ortaya cikabilecek sterik engellemeleri ortadan kaldiracagi
icin Onerilen bir yaklagimdir. [61].

Sistamin immobilize edilmis kuartz kristallerin Gzerine uzatma kolu (spacer arm)
takilmasi amaciyla bifonksiyonel 6zellie sahip glutaraldehit kullaniimigtir.
Sistaminin serbest olan amin ucu ile glutaraldehidin aldehit uglarinin reaksiyona

girerek kovalent olarak baglanmasi saglanmistir.

Sistamin immobilize edilmis kristaller glutaraldehit etkilesimi i¢in sodyum
tetraborat/HCI tamponu ile (pH: 8.2) karanlik ortamda reaksiyona sokulmustur
(Sekil 3.8). Yikama isleminden sonra kurutulup frekans degerleri Olgllerek
kaydedilmistir. Bunun igin sistamin immobilize kuartz kristaller %5 glutaraldehit

derisiminde sodyum tetraborat/HCI tamponuna karanlik ortamda 30 dakika
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bekletilerek reaksiyona sokulmustur. Sire sonunda kristaller deiyonize suyla
ultrasonik yikayicida 5 dakika boyunca yilkanmig ve yikama isleminden sonra

kurutularak frekans degerleri dlguimustar.

Sekil 3.8 Sistamin ve glutaraldehit immobilizasyonlari i¢in karanlik ortam eldesi

3.2.2.2.iii PEl immobilizasyonu

Glutaraldehit immobilizasyonundan sonra heparine ilgisi (afinitesi) ve segiciligi olan
polietilenimin polimerinin immobilizasyonu ig¢in kuvars kristaller yatay
konumlandirilarak gumus elektrotlarin yuzeylerine %2,5 polietilenimin her bir
yuzey igin 30 plt. damlatilarak 30 dakika beklenmistir (Sekil 3.9). Stre sonunda
elektrotlar ultrasonik yikayicida saf su ile temizlenerek kurutulmus ayni
basamaklar diger ylzey ic¢in uygulandiktan sonra frekans degisimleri

kaydedilmigtir.
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30 pl. PEI

Sekil 3.9 Polietilenimin immobilizasyonu igin gereken kosullarin saglanmasi.

3.2.2.2.iv islem basamaklari sonrasinda dlgiilen frekans degisimleri

QCM ile heparin dlgimu dncesinde yapilan temizlik, sistamin ve glutaraldehit ile
yuzey aktivasyonu ve polietilenimin immobilizasyonu ile kuvars kristal, heparin
Olcumu yapacak segicilige sahip olmaktadir. Asagidaki grafikte temizlik, yluzey
aktivasyonu ve PEI immobilizasyonu iglemlerinin sonrasinda frekans degisimleri
gorulmektedir altmis adet kuvars kristal igin dizenlenen bu grafik ile heparin
Olcuml 6ncesinde yapilan islemlerde kuvars kristal ylzeyinde frekans degisimi ile
orantili kutle degisiminin oldugu dolayisiyla yapilan immobilizasyon iglemlerinin

basarili oldugu goériimektedir.

Cizelge 3.1 Yizey temizligi ve ylzey aktivasyon basamaklarinin olusturdugu
frekans degisimleri. A: Metal kilif ile alinan frekans Olgimu, B Metal kilif
cikarildiktan sonra Alinan frekan, C: Yizey temizligi, D: Sistamin ve glutaraldehit
immobilizasyonlari, E: Polietilenimin immobilizasyonu.

Yiizey Temizligi veYiizey Aktivasyonu
Basamaklarinin Olusturdugu Frekans

Degisimleri
9999000
Z 9998000 . . ' 9997478,032
2 9997000 t | 9997146,58
S 9996000 9996815,128
- A B c D E

islem Basamaklari
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3.2.3 Heparin ol¢giimi

0, 0,125, 0,25, 0,5, 0,75, 1, 1,5, 2, 3 U/ml heparin degerleri fosfat tamponu (pH
7.0) icinde kuvars kristal ile 5ml lik beher icinde 30 dakika etkilestirilmis, islem
sonunda deiyonize su ile ultrasonik yikayicida 5 dakika yikandiktan sonra

kurutularak alinan frekans degerleri grafikte gosterilmistir.

3.2.3.1 Fosfat tamponunda heparin dlcimu
Asagidaki grafikte fosfat tamponu igerisinde 0, 0,125, 0,25, 0,5, 1, 2, 3 U/ml

heparin degerleri icin frekans grafigi gorulmektedir. Bu grafikte heparin

konsantrasyonlari ile dogru orantii olarak frekans degisiminin oldugu
gozlemlenmistir. Olusturulan bu grafik plazma igerisinde ve akis hucresinde
yapilacak heparin olgumleri icin dnem arz etmektedir. Sadece fosfat tamponu
icerisinde yapilan olgum ile 0,125 U/ml heparin i¢in yapilan o6lgim degerleri
birbirlerine ¢ok yakin ¢ikmistir. Bunun sebebi 0,125 U/ml heparin dederi ¢ok klguk
bir deger olmasindan kaynaklanmaktadir. Gorulmek istenen heparin aralik 0,2
U/ml ile 3 U/ml degerleri arasindadir, 0,125 U/ml deg@er bilgi veriimesi amaciyla
grafige eklenmistir. Fosfat tamponu igerisinde heparin biyosensoér, grafikte
goéruldigu Uzere beklenildigi gibi cevap dogrusuna sahiptir. Dogru grafigi
y = 68,52x - 51,275 olarak grafik tGzerinde belirtilmistir.

Fosfat Tamponunda Heparin Olgiimii
__ 700 620,0993
I 600 y=ms,34x—:>1,4/bI 580,85
‘s 500 t
4] 520,2354
£ 400 -
3 300 _—t
§ 200 /i//{/
< 100 — .
o

0\5\ f\?\)\ qf?)\ C)\)\ <’)0\ \9\ <9\5\ %0\ 0)0\
N (\)) O A M
o o
Heparin Konsantrasyonu (U/ml)

Sekil 3.10 Farkh heparin konsantrasyonlarinda sensoér frekans cevap grafigi.

40



Grafiklerde heparin 6lcimi sonrasinda alinan frekans degisimlerine bakilarak
olusturulan  biyosensorun, heparin  biyosensor olarak  kullanilabilecegi

goOrulmektedir.

3.2.3.1.i Sauerbrey denklemi ile frekans-kiitle iliskisi

Bu asamada, 5mm c¢apinda, gumus elektrota sahip kuvars kristal heparin sensor
yuzeyine ne kadar heparin tutundugu, Sauerbrey denklemi ile hesaplanmigtir.

Cizelge 3.2 Hesaplama sonuglari ve Sauerbrey denklemi kullanilarak hesaplanan
kutle donugumleri.

Heparin Sauerbrey
U/ml. Hesaplama(gr.)| Esitligi (gr.)
0 Opgr. Ongr.

0,125 1,25ugr. 0,072ugr
0,25 2,5ugr. 0,168ugr.

0,5 5ugr. 0,264 ugr.

0,75 7,5ugr. 0,337ugr.

1 10ugr. 0,421pgr.

1,5 15ugr. 0,529ugr.

2 20pgr. 0,614pgr.

3 30ugr. 0,722ugr.

Tabloda, heparin olgumleri yapilan kuvars kristallerin Sauerbrey denklemi ve
hesaplama yoluyla olmasi gereken kitle miktarlari tespit edilmeye c¢alisiimistir. Bu
cizelgede fosfat tamponu igerisine eklenen heparin miktari ile Sauerbrey denklemi
kullanilarak bulunan heparin miktarlari arasinda yaklasik 30 kat fark oldugu
gorulmektedir. Bu durum, Sauerbrey denkleminin kuvars kristal elektrot yuzeyine
ince bir film halinde tutunan antijen igin gecerlidir ve igerisinde homojen olarak
bulunan heparinin tamami elektrot yuzeyinde toplanmayacaktir ve elektrot
yuzeyinde bos alanlarin kalmasi durumlari ile ve analit igerisinde heparin miktari
azaldikca degisecek olan pozitif ve negatif yukler arasindaki itme ve c¢ekme

kuvvetleri ile aciklanabilir.
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Cizelge 3.3 Heparin konsantrasyonuna baglh frekans degisimi ve Sauerbrey

denklemi kullanilarak hesaplanan katle donuagsumleri.

Heparin Olgiilen Sauerbrey
Derigimi Frekans esitligi (gr.)
(U/ml.) Farki Af (Hz.)

0 66 Hz. 0,65ugr.
0,125 70,4 Hz. 0,072pgr
0,25 139,83 Hz. 0,168ugr.
0,5 203,83 Hz. 0,264ugr.
0,75 275,5 Hz. 0,337pgr.
1 344,38 Hz. 0,421pgr.
1,5 420,34 Hz. 0,529ugr.
2 520,32 Hz. | 0,614ugr.

3 580,85 Hz. 0,722ugr.

Kalibrasyon egrisini olusturmak igin fosfat tamponu igerisinde heparin baglanmasi
ile elde edilen frekans dususu-kutle degisim grafigi verilmistir (Cizelge 3.3).

3.2.3.1.ii Heparin Olciimii Sonrasinda Sensoériin Tekrar Kullanilabilirliligi

Deneylerde, 0,5 U/ml konsantrasyonunda heparin ile etkilestirilen sensorler tekrar
kullanilabilirligin gorilmesi amaciyla, Liu ve arkadaslan [62] yaptigi yontemle
iyonik bagl heparin molekilinin uzaklastirimasi icin 0,1M NaOH c¢ozeltisi
kullaniimis ve frekans oOlgiminden sonra sensorun heparin oncesi durumuna

geldigi tespit edilmistir bu islem grafikte goriimektedir.
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Cizelge 3.4 Ylzey temizligi ve ylzey aktivasyon basamaklarinin olusturdugu
frekans degisimleri. E: Polietilenimin immobilizasyonu, F: Heparin olguma,
G:NaOH ile yikama iglemi.

Sensor Tekrar Kullanilabilirligi
9997600

9997400

9997200

9997000

Frekans (Hz)

9996800

9996600

E F G F G F

islem Basamaklari

Ayni  konsantrasyonlarda, tekrar edilen heparin OlgUimlerinde, heparin
konsantrasyonuna bagli frekans degisiminin ayni kaldigi tekrarlanan 6lcimlerde

gOrulmektedir.

3.2.3.2 Plazmadan Heparin Olciimii

Plazmadan heparin olgumleri icin serum fizyolojik, insan serumu ve heparin
kullaniimistir (Sekil 3.10). Daldirma ve kurutma ile alinan dlgimler 4ml. ¢ozeltiler
icinde hazirlanmisgtir. Bu c¢ozelti %50 plazma, %50 serum ve heparinden
olusmaktadir. Plazmadan alinan Olgumler igin ligand olarak kullanilan
polietilenimin icin 0,125-3U/ml deger araliklarinda olgumler alinmis ve grafik

Uzerinde gosterilmigtir.
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Sekil 3.11 %50 plazma iginden kuvars kristallerin heparin ile etkilestiriimeleri

Plazmadan Heparin Olgimii
1600 1351,6
3
a 1000 — —— 11884
2 800 P——
€ 600 e
< 400 —
s 200
0
N N N N N N N N N
\(0 \@ <& <& <& <& \@ \6\ \é\
S @)\ SN S R N o
Q"\ Q\ Q\
Heparin Konsantrayonu

Sekil 3.12 Plazma igerisinden yapilan, degisik heparin konsantrasyonlarinda
alinan 6lgum sonuglari.

Polietilenimin ligand olarak kullaniimasi ile plazma igerisinden alinan dlgumlerde,
fosfat tamponu icinden heparin dlglimiine gére farkliliklar bulunmaktadir. Oncelikle
fosfat tamponu icindeki gibi bir standart sapma elde edilememistir. Bunun sebebi
olarak plazma proteinlerinin gimuls elektrot ylzeyinde unspesifik olarak
baglanmalarindan kaynaklanmaktadir. Bu durum AKM ile goruntulenmig ve kuvars
kristal biyosensor karakterizasyon bolimunde (3.2.4.) belirtiimistir. Dogru denklemi
y = 107,83x + 251,28 olarak grafikte goérulmektedir.
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3.2.3.3 Akis hiicresinde olgciimler

Penstaluk
Pompa Giris Ciks
LCD Ekran
| _ '
OSIIZIt(")l‘ Frekans
Devresi [ Saya
Cozelt
O-ring QCM
Akis Hucresi

Sekil 3.13 Kurulan akis sistemi blok diyagrami

Kurulan akis hucresi sisteminde, akis hicresi, peristaltik pompa, manyetik
karistirici, osilator devresi ve frekans sayici devresi kullanilmigtir. Akis hicresi kan
uyumlu olan teflon malzemeden kuvar kristal bacaklari disarida kalacak sekilde,
kristal &lgulerine uygun olarak imal edilmistir (Sekil 3.11).
kurulduktan sonra beher igerisine koyulan fosfat tamponu sistemde peristaltik
pompa kullanilarak, kuvars kristal frekans degisimi 2-4 Hz. arasinda olana kadar

beklenir, bu arada frekans degdisiminin sabitlenmesi amaciyla akis hlcresi vidalari

sikilarak frekans stabilitesi saglanir.

Sekil 3.14 Akis hlcresi ile olusturulan deney dizenegdi gortulmektedir
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Cizelge 3.5 Akis hicresinde ypilan islem basamaklarina gore frekans degdisimi. A:
Kuvars kristal yuzeyi fonksiyonel yapildiktan sonra havada alinan o6lgim, B:
Kuvars Kristal Akis hlcresine yerlestirildiktan sonra, C: Sistemde fosfat tamponu
ile dlgim alinmasi, D:Fosfat tamponuna heparin eklenmesi ile alinan sonug.

Akis Hiicresinde Frekans Degisimleri

11997000

11996000 ‘ !

11995000

11994000 '

11993199
11993000 !
11992821

Frekans (Hz.)

11992000

11991000

A B C D

islem Basamaklan

3.2.3.3.i Akis hiicresinde heparin dlciimu

Akis hulcresinde fosfat tamponu igerisinde heparin deneyleri gergeklestiriimesi

sirasinda belirtilen prosedure uyulmus ve iglem basamaklari dikkatli bir sekilde

yerine getirilmigtir.

1.

Kuvars kristal heparin dlgimu igin akis hucresine yerlestirimeden 6nce
batin immobilizasyon islemleri tamamlanmis ve havada kuvars kristal

frekansi olgtimuastar.

. Kuvars kristal akig hucresine yerlestirildikten sonra yaklasik olarak 200 Hz.

lik bir fark okunmasina dikkat edilmistir. Bu durum sisteme fosfat tamponu
verildiginde okumanin sabitlenmesini kolaylastirmaktadir.

Sisteme fosfat tamponu verilir ve frekans sayicida, akistan kaynaklanan
frekans degisimi sabit olana kadar akis hicresinin kuvars kristale uyguladigi
baski, vida gevsetilip sikilarak ayarlanir.

Sisteme heparin verilerek heparinden kaynaklanan frekans degisimi not
edilir. Bu slre yaklasik olarak 4 dakikada ust limitine ulagsmaktadir.

Kuvars kristal hicreden ¢ikarilarak kurumasi beklenir, kuruduktan sonra
tekrar 6lcum yapilirsa, 1 adim ile olan frekans farkinin konsantrasyona gore

degistigi gorulur ve bu fark dnceki dlgimlerle kiyaslanarak kontrol edilir.
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Fosfat Tamponunda Heparin Ol¢iimii
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Sekil 3.15 Akis hucresinde fosfat tamponundan heparin dlgimU. Sensér cevabi
y = 335,27x - 270,2 dogrusu ile belirtilmistir.

3.2.3.3.ii Akis hiicresinde plazmadan heparin olciimii

Akis hiicresinde plazmadan alinan sonuglar grafige dékuldiginde fosfat tamponu
icersinde alinan degerlere gore, standart sapmanin plazma vizkositesi nedeniyle

arttigi gézlemlenmistir. Dogru grafigi y = 333,45x + 769,8 olarak grafik Uzerinde

belirtilmistir.
Akis Hiicresinde Plazmadan Heparin
Olciimii
>000 4378

E 4000 y=333,45x+769,8 | 4223
g . 4048
g 3000 .
S 2000 / s
c [
‘s 1000 :

0

0 0125 025 05 075 1 15 2 25 3
Heparin (U/ml.)

Sekil 3.16 Akis hicresinde plazmadan heparin 6lgimu.
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3.2.4 Kuvars kristal biyosensor ylizey karakterizasyonu
Kuvars kristal heparin biyosensor atomik kuvvet mikroskobu (AKM) goruntuleri

Bilkent Universitesi Ulusal Nanoteknoloji Merkezi’'nde (UNAM) alinmistir.

3.2.4.1 AKM goriintiileri

Atomik kuvvet mikroskobu gériintileri, kontak modda ve 10 pm? lik yiizey alaninda

alinmigtir. AKM goruntuleri, bos kuvars kristalde, sistamin, glutaraldehit ve PEI
immobilizasyonlari yapildiktan sonra ve plazma igerisinde 0,25U/ml. heparin

konsantrasyonunda olgum alindiktan sonra temin edilmigtir.

3.2.4.1.i Bos kuvars kristal elektrot ylizeyi

BT o mrm b AR
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I
Wl

L

-400

Sekil 3.17 Bos kuvars kristal elektrot yuzeyi AKM goruntusu

Kuvars kristallerin metal kiliflari ¢ikarildiktan sonra alinan AKM géruntust Sekil

3.5. de gosterilmektedir. Yluzey Uzerinde bir ¢ok partikil oldugu gortulmektedir.
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3.241.i Y

uzey aktivasyonu sonrasinda viizey goruntusu

=
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-400

Sekil 3.18 PEl immobilizasyonu sonrasi kuvars kristal yuzeyi

3.2.4.1.iii Heparin olciimii sonrasi AKM qgoriintiisii
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Sekil 3.19
goruntusu.

Qanrsa Tananaranhu

Source Tepography
DataWidth 256 (pxl)

Data Height 256 (px1)

X ScanSize 10 (pm)

Y ScanSize 10 (pm)

Sean Rate 085 (H2)

Set Point 0.75 (nN)

Daia Gain -108.51E-6 (umistep) |

Plazma iginden heparin dlgima sonrasi kuvars kristal yluzeyi AKM



Polietilenimin goruntusu ile karsilastirildiginda, plazma iginden heparin olgumu
sonrasinda plazma kaynakli yuzey puruzlualigunan arttigr ve buna bagh olarak non
spesifik plazma proteinlerinin heparin ile birlikte gumis yuzeye baglandigi

gOrulmektedir.
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SONUGC ve ONERILER

Heparin biyosensor tasarimi ve Uretimine yonelik sunulan tez kapsaminda, sensor
taniyici tabakasinin olusturulmasi, sivi fazda olgumlerin alinabilmesi i¢in osilator
devresi, akis hicresi tasarimi, Uretimi, yuzeyde tutuklanan molekullerin katlelerinin
bulunmasi 24 bitlik PIC mikrodenetleyici ile frekans sayici devresi ve ihtiyag

duyulan kimyasal ve biyolojik malzemeler temin edilerek hazirlanmistir.

Sensor yuzeyi olusturulduktan sonra beher igerisinde fosfat tamponu ile alinan
Olcimlerde 0,125-3U/ml heparin degerleri arasinda beklenen grafik elde edilmis ve
buradan Sauerbrey denklemine gore kutle dénisimi yapilmistir. Heparin
Olcimunde polietilenimin polimeri ile farkli heparin konsantrasyonlari igin dlgimler
alinmigtir. Bu dlgimlere dayanarak %50 insan plazma igerisinde heparin dlgumleri
yapilmis ve AKM géruntulerinden da anlasilacagi Uzere plazmalarin yuzeyde daha
¢ok alanda toplandigi gorulmustir. Bu durum sadece plazma ve serum igeren
¢ozeltide (OU/ml heparin igin) frekans duasusunin yaklasik 600 Hz. olmasini
saglamis fakat bu durum eklenen heparin degerlerinde dogrusala yakin sonuglar

elde edilmistir

Olusturulan kuvars kristal biyosensorlerin tekrar kullanilabilirliine bakilmis ve
yuzeylerin 0.1 molar NaOH ile temizlendikten sonra frekansin tekrar heparin

OlcUmu oncesine geri dondugu tekrar eden heparin olgimlerinde gorulmustur.

Beher icinde heparin 6lgimu ile alinan sonuglarda Saurbrey denklemi ile kutlede
farkhliklar oldugu goérulmustir. Bu fark beherde sivi icinde homojen olarak bulunan
ve surekli manyetik karistiricida homojen dagilim gosteren heparinin %3,3’lUk

oraninin sensor yuzeyine tutunmasindan ileri gelmektedir.

Akis hicresi iginde fosfat tamponu ile alinan dlgimlerde kuvars kristal sensorin
akis hucresine yerlesimi sirasinda zorlaniimig, sensoér yuzeyinde deformasyonlar
olusmustur fakat bu durum aligkanhgi ile ortadan kaldiriimistir. Akis hlcresinde
Olcim sirasinda viskozite kaynakl frekans kaymalari gézlemlenmis ve bu durum

standart sapmalarin yiksek ¢ikmasina sebep olmustur.

Alinan deney sonuglarindan polietilenimin immobilize kuvars kristallerin, gelecekte

heparin biyosensor kullanimina yonelik kullanilabilecegi gorulmektedir.
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PIC mikrokontroloér yaziliminda yapilabilecek bir degisiklik ile frekans sayici
devresinde kuvars kristal biyosensor yuzeyindeki kutle degisimi Sauerbrey

denklemi yardimiyla kutle olarak LCD ekraninda gorulmesi saglanabilir.
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EK-1 Colpitts Osilator........
EK-2 Frekans Sayici Devresi

58



EK-1 Colpitts Osilator

it

Il

Rb1 |

Rb2

Re2 =

Sekil Colpitts Osilator agik devre semasi

Devrede kullanilan elektronik devre elemanlari

Cizelge Direnc degerleri

Referans Deger Adet
Rb1 1k 1
Rb2 8,2k 1
Re1 1k 1
Re2 10k 1
Cizelge Kondansator degerleri
Referans Deger Adet
C1 22pF 1
Cc2 330pF 1
Cs 22pF 2
Cizelge Transistor degerleri
Referans Deger Adet
Q1, Q2 BF255 2
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Mikrobasic programi ile yazilan 24 bitlik frekans sayici

program frekans_sayici
dim text as string[11]
dim I, X, Y as longint
dim X1, X3 as byte

dim X2 as word

main:
TRISA=0
TRISC=0
TRISE=0
TRISB=255

PORTA=0

Lcd_Config(PORTD,7,6,5,4,PORTD,1,3,0) 'Lcd_Init_ EP5, see Autocomplete

LCD_Cmd(LCD_CLEAR) ' Clear display

LCD_Cmd(LCD_CURSOR_OFF) " Turn cursor off

LCD_Out(1,4, text) ' Print text to LCD, 1st row, 1st
column

ANA:

X=0

=0

Y=0

X1=0

X2=0

PORTE.2=1

PORTE.O0=0

Delay_ms(1)

PORTE.2=0

PORTE.O0=1

FOR I=1 TO 100000

Y=I

NEXT |

PORTE.O0=0

'LATCH DE 3. 8 bitlik data GIRIiSI ICIN SECIM YAP

PORTC.0=0

PORTC.1=1

X1=0

X=0

X2=0

X3=0

X3=PORTB

X=X3

X=X<<16

'LATCH DE 2. 8 bitlik data GIRIiSI ICIN SECIM YAP

PORTC.0=1

PORTC.1=0

X2 = PORTB
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X2=X2<<8
X=X+X2
'LATCH DE 1. 8 bitlik data GIRIiSi ICIN SECIM YAP
PORTC.0=0
PORTC.1=0
X1=0
X1=PORTB
X=X+X1
PORTC.0 =1
PORTC.1 =1
'INTEGER TO TEXT DONUSUMU
Y=X"'FORMUL EKLENECEK
'INTEGER TO TEXT DONUSUMU
LongintToStr(Y,text)
LCD_Out(1,1,text)
GOTO ANA

end.
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Sekil Baski devre ustten gorunim
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Sekil Baski devre alttan gérinim

Devrede kullanilan elektronik devre elemanlari

Cizelge Direng Degerleri

Referans Deger Adet
R3 1k 1
R8, R9 10k 2
Cizelge Entegreler
Referans Deger Adet
U1 PIC16F877A 1
U2 4011 1
U3, U5 4040 2
ue 74HC133 1
U7, U8, u11 74HC373 3
u10 4556 1
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Cizelge Kondansatorler

Referans

Deger

Adet

C3,C4

22pF

Cizelge Cesitli devre elemanlari

Referans Deger Adet
J1-J3 CONN-H2 3
LCD1 LMO16L 1

RP1, RP2 RESPACK-8 2

RV2 RES-VAR-PCB 1
X1 CRYSTAL 1
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