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ÖZ 
 
 

 
KUARTZ KRĠSTAL YÜZEYĠNE PROTAMĠN ĠMMOBĠLĠZASYONU 

 

Ġrem AKAY 
 

BaĢkent Üniversitesi Fen Bilimleri Enstitüsü 
 

Biyomedikal Mühendisliği Anabilim Dalı 
 

 
 

Yapılan çalıĢmanın amacı kuartz kristal yüzeyine protamin immobilizasyonu yapıp, 

heparin miktarının kuartz kristal mikrobalans (QCM) ile ölçülmesidir. QCM cihazı; 

kütle değiĢimine göre frekans değiĢimi vermektedir. ÇalıĢma sırasında bu ilkeden 

yararlanarak immobilizasyon sırasında moleküllerin ne miktarda tutunduğu 

ölçülmüĢtür. 

 
 

Kristaller; farklı deriĢimlerde hazırlanmıĢ olan sistamin ve glutaraldehit çözeltilerinde 

etkileĢtirilmesiyle optimum deriĢim bulunmaya çalıĢılmıĢtır. Daha sonra sistamin ve 

glutaraldehit immobilizasyonunun  gerçekleĢtiği  kristallerde,  fosfat  tamponunda 

hazırlanmıĢ  olan protaminle immobilizasyon yapılmıĢtır. Protamin 

immobilizasyonundan sonra biyosensör oluĢturulması aĢamasında tedavi edici doz 

aralığında fosfat tamponu ile hazırlanmıĢ olan heparin ölçümü yapılmaya çalıĢılmıĢtır. 
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ABSTRACT 
 
 

 
IMMOBILIZATION OF PROTAMINE TO THE SURFACE OF QUARTZ CRYSTAL 

 

Ġrem AKAY 
 

Baskent University Institute of Science 
 

Department of Biomedical Engineering 
 

 
 

The purpose of this study is to measure of the quantity of heparine by quartz crystal 

microbalance(QCM) method, through protamine immobilization on quartz crystal 

surface. QCM device gives frequency chance response according to chance of mass. 

It was measured how much molecules of mass was held during the immobilization by 

using this principle. 

 
 

It was worked to find out the optimum concentration in cysteamine and 

glutaraldehyde solutions by making interaction. Then immobilization was performed 

by protamine that had already been prepared in phosphate buffer in crystals  in which 

cysteamine and glutaraldehyde immobilization had already been occured. It was 

worked to make heparine mesurements  which were prepared by phosphate buffer in 

dosage range for treatment after protamine immobilization and at the stage of the 

composing of biosensor. 

 
 

KEYWORDS: Protamine, heparin, biosensor, QCM, Heart Lung Machine, 

Cardiopulmonary bypass, activated clotting time 
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1. GĠRĠġ 
 

 
 

Heparin; açık  kalp  ameliyatı,  diyaliz,  hemaperfüzyon  gibi  ekstrakorporeal 

uygulamalarda  pıhtılaĢmanın önlenmesi için  kullanılan  sülfatlı polisakkarit 

molekülüdür. Günümüzde kandaki heparin miktarının izlenmesi   pıhtılaĢma 

zamanının ölçülmesi ile olmaktadır. Bu yöntem dolaylı bir ölçümdür ve hatalı 

sonuçlar verebilir. Sunulan araĢtırma kapsamında kuartz kristallerin yüzeyine 

kimyasal immobilize  protamin  ile  etkileĢimin  neden  olduğu  frekans  değiĢimiyle 

heparin ölçümü yapılması hedeflenmiĢtir. 

 
 

1.1 ÇalıĢmanın Amacı ve Kapsamı 
 
 

Yapılan çalıĢmanın amacı kuartz kristal yüzeyine protamin immobilizasyonu yapıp, 

heparin miktarının kuartz kristal mikrobalans (Quartz Crystal Microbalance- QCM ) 

ile ölçülmesidir. QCM cihazı; kütle değiĢimine göre frekans değiĢimi vermektedir. 

Eğer kristal yüzeyinde kütle artıĢı varsa frekans düĢecektir. Kristal yüzeyinde kütle 

azalması varsa  frekans  artacaktır.  ÇalıĢmada  bu  ilkeden  yararlanarak  heparin 

miktarı tespit edilmeye çalıĢılmıĢtır. 
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2. GENEL BĠLGĠLER 
 

 
 

2.1 Kan ve Kan Elemanları 
 

 
 

2.1.1 Kan 
 
 

Kan,  yaĢam  için  primer  bir  rol  oynayan,  yüksek  yapılı  hayvan  ve  insanda 

atardamar, toplardamar ve kılcal damarlarda dolaĢan ve akıcı bir bağ dokusudur. 

Dokuyu oluĢturan kan hücreleri, kan plazması denen bir sıvı içinde bulunur. 

Plazmanın bol sıvı oluĢu, kan hücrelerinin serbestçe hareket etmesini sağlar. 
 

 
Kanın ana iĢlevi besin maddelerinin ve yapısal elemanların sağlanması ve atık 

maddelerin (karbondioksit, laktik asit vs.) atılmasının sağlanmasıdır. Her bedende 

3.1 ile 5.2 litre arası kan bulunur. Bu miktar ortalama vücut ağırlığının %7-8'ini 

oluĢturur. Kanın yarısı, sıvı olan bölümden yani plazmadan gelir. Diğer yarısı ise 

kanın içinde çeĢitli görevler üstlenmiĢ olan hücreler veya moleküllerdir. 
 

 
 

Kan damardan alındıktan sonra bir süre bekletilirse pıhtılaĢır ve kan serumu adı 

verilen sarımtrak bir sıvı ayrılır. Serumda fibrinojen ve pıhtılaĢma ile ilgili diğer 

proteinler, pıhtılaĢmada kullanıldığı için yoktur. Plazma, fibrinojen ve serumdan 

oluĢur. Plazma kanın % 55'ini teĢkil eder. Kalan kısmı ise kan hücrelerini yani; 

alyuvarlar, akyuvarlar ve pıhtılaĢmada rol oynayan trombositlerden (kan pulcukları, 

platelet) meydana gelmiĢtir.  [1] 
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2.1.2 Plazma 
 

 
 

Plazma: Kan plazması, %91 su, %8 organik maddeler ve %1 inorganik 

maddelerden müteĢekkildir. Organik bileĢenlerin tamamına yakını, proteindir ve 

plazma için proteinlerin suda çözünmesiyle meydana gelir denir. Plazmanın üç 

temel  proteini  albumin,  globulin  ve  fibrinojendir.  100  mililitre  plazmada  4.5  gr 

albumin, 2.5 gr globulin ve 0.3 gr fibrinojen bulunur. 
 

 
 

Albumin: Proteinlerin en küçük moleküllü olanlarından biridir. Kanın osmotik 

basıncının dörtte üçünü albumin sağlar. Osmotik basınç sayesinde kan-plazma 

oranı   korunur. Albumin karaciğerde yapılır. Karaciğer bozukluğu olanlarda 

hipoalbuminemi denilen plazma albumin seviyesi düĢüklüğü ortaya çıkar. 
 

 
 

Globulin: Plazma globulinleri birçok değiĢik türdedir. Elektroforez metoduyla 

globulinler alfa, beta ve gamma parçalarına ayrılabilir. Alfa ve beta globulinler 

çeĢitli  proteinleri  bağlayarak,  çeĢitli  yerlere  taĢırlar.  Gama  globulinlerden  ise 

hastalıklarda bağıĢıklık sağlayan savunma maddeleri yapılır. 
 

 
 

Fibrinojen: Kan pıhtılaĢma mekanizmasının en son basamağını yapan proteindir. 

Fibrinojen molekülleri fibrin liflerine dönerek katılaĢırlar ve pıhtılaĢma meydana 

gelir. 
 

 
 

2.1.3 Kan Hücreleri 
 

 
 

Alyuvarlar (Eritrosit): Kırmızı kan hücreleri kanın hücre kısmının tamamına 

yakınını meydana getirirler. Kanın her milimetre kübünde yaklaĢık 4-5 milyon 

alyuvar bulunur. Mikroskopta bakıldığında alyuvarlar, ortası çökük tavla pulu 

Ģeklinde görülür. Ortalama çapları 7,5 mikron olup, merkezdeki kalınlıkları bir 

mikrondur. Her kırmızı kan hücresinde oksijen bağlama yeteneğindeki bir proteinli 

boya (pigment) olan hemoglobin bulunur. Oksijenle dolu olan hemoglobine 

oksihemoglobin denir. Bu, kana parlak kırmızı rengini verir. Dokulara oksijen 

getirdikten  sonra  bir  miktar  karbondioksiti  alarak  akciğerlere  getirir.  Buna  da 

karbaminohemoglobin denir.  [1] 
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Akyuvarlar (Lökosit): Alyuvarlardan ayrı olarak tam hücre özelliği gösterirler. Bir 

çekirdekleri ve diğer hücre organelleri vardır. 10-20 mikron çaplarıyla da 

alyuvarlardan daha büyüktür. Bir milimetreküp kanda yaklaĢık 7000 kadar akyuvar 

bulunur. Akyuvarlar; granülositler, lenfositler ve monositler  olarak ayrılır. 

Akyuvarların %  40-75'ini  granülositler, %  20-45'ini  lenfositler, %  2-10’unu  ise 

monositler  teĢkil  eder.  Granülositler  de  aralarında  nötrofil,  bazofil  ve  eozinofil 

olmak üzere üç çeĢide ayrılırlar. Bunların büyük çoğunluğunu nötrofiller oluĢturur. 

[1] [2] 
 

 
 

Trombositler (Kan pulcukları): Çapları sadece 1-2 mikron olan kanın en küçük 

hücreleri  olan  trombositler,  pıhtılaĢmada  önemli  rol  oynarlar.  Kırmızı  kemik 

iliğindeki dev hücrelerin (megakaryosit) parçalanmasıyla meydana gelen oval veya 

yuvarlak, renksiz ve çekirdeksiz parçacıklardır. Her milimetreküp kanda yaklaĢık 

150-400 bin trombosit bulunur. Damar yaralanmalarında, damarın iç yüzüne 

yapıĢarak tıkarlar. Salgıladıkları trombokinaz enzimiyle pıhtılaĢmada rol oynarlar. 

Pıhtı meydana geldiğinde kasılarak yaranın ağzını büzerler ve kanamayı 

durdururlar. Trombositlerin  pıhtılaĢmadaki çok önemli görevlerinin dıĢında 

serotonin, adrenalin, noradrenalin ve histamin maddelerini taĢıma görevleri de 

vardır. [1] [2] 
 

 
 

2.2 Kanamanın Durması ve Kan PıhtılaĢma Mekanizması 
 

 
 

Bir damar yaralandığı zaman bazı mekanizmalar sırasıyla iĢlerlik kazanarak 

kanama durdurulur. Kanamanın durması hemostaz, kanın pıhtılaĢması 

koagulasyondur. Hemostaz mekanizmaları; 

 
 

Vazokonstriksiyon veya vazospazm: Damar büzülmesi, damar 

yaralanmalarından sonra kanamayı durdurmak ve azaltmak için devreye giren ilk 

mekanizmadır. Serotonin salgılanması ile hasarlı damar büzülür. 
 

 

Trombosit tıkacının oluĢması: Trombositler yaralanmıĢ damar yapısı ile 

karĢılaĢınca yapıları değiĢime uğrar, yüzeylerinde ıĢınsal çıkıntılar oluĢur, ADP 

salgılanır ve tromboxan A2 oluĢur. Diğer trombositlerin aktivasyonu gerçekleĢir ve 

trombositler birbirine yapıĢır. Bunun sonucunda yaralı damar bölgesinde bir araya 
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toplanarak  bir  tıkaç  oluĢtururlar  ve  damar  duvarındaki  deliği  kan  akımını 
 

engellemeden tıkarlar. [2] 
 

 
 

Kanamanın durması için önemli olan üçüncü mekanizma pıhtı oluĢması yani 

koagulasyondur. 

 
 

a.Protrombin aktivatörünün oluĢması. Protrombin aktivatörü ekstrensek ve 

intrensek yollarla oluĢur. Ektrensek yol; Damar duvarı ve çevresindeki dokuların 

travmaya uğramasıyla baĢlar. Ġntrensek yol; kanın içindeki yapıların uyarılmasıyla 

baĢlar (ġekil 2.1) . Bu yolların her ikisinde de kan pıhtılaĢma faktörleri adı verilen 

ve birden onüçe kadar roma rakkamları ile gösterilen protein yapısındaki maddeler 

görev alır. (Çizelge 2.1) [3] 

 
 

b. OluĢan protrombin aktivatörünün Ca+2 iyonlarının beraberliğinde protrombinden 
 

(plazmada bulunan bir protein molekülü) trombin oluĢturması 
 

 

c. Trombinin fibrinojene etki ederek fibrin ipliklerini oluĢturması. Fibrin iplikleri kan 

hücrelerini ve plazmayı içine alarak bir kitle oluĢturur, buna pıhtı adı verilmektedir. 

(ġekil 2.2) 
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ġekil 2.1 Protrombin aktivatörünün oluĢması [4] 
 

 
 

 
 

ġekil 2.2 PıhtılaĢma mekanizması [3] 
 
 
 
 
 
 
 
 

6 



Çizelge 2.1 Kanda bulunan pıhtılaĢma faktörleri [3] 
 
 
 
 

PıhtılaĢma Faktörleri Ġsimleri  

Faktör I Fibrinojen 

Faktör II Protrombin 

Faktör III Doku faktörü(Doku tromboplastini) 

Faktör IV Kalsiyum 

Faktör V Proakselerin (labil faktör) 

Faktör VII Serum protrombin konversiyon 
akseleratörü 

Faktör VIII Antihemofilik faktör A 

Faktör IX Plazma tromboplastin komponenti 
(Christmas faktör.Antihemofilik faktör 
B) 

Faktör X Stuart-Prower faktör 

Faktör XI Plazma tromboplastin (Antihemofilik 
faktör C) 

Faktör XII Hageman faktör 

Faktör XIII Fibrin stabilize edici faktör 

Prekallikrein Fletcher faktör 

HMWK Yüksek molekül ağırlıklıkininojen 
(fitzgerald faktör) 
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2.3 Heparin 
 

 
 

Formülü C12H19NO20S3 olan heparinin, molekül ağırlığı 3000 Da’dan 30000 Da 

kadar ortalama molekül ağırlığı 15000 Da’dır (yaklaĢık 45 monosakkarit zinciri). [3] 

[5] 

 
 

Spesifik olarak pıhtılaĢma faktörleri IX ve XI’i bağlayarak ve antitrombin III ile 

etkileĢip bunun trombini inaktive etme yeteneğini artırarak kanın pıhtılaĢmasını 

önler.  200 ve 400 U/kg doz heparinin yarılanma süresi sırasıyla 1.6 ve 2.5 saattir. 

[6] 

 
 

1 ml kan için 75 IU heparin gerekir. 100 IU heparin, 1 mg heparine eĢdeğerdir. 

Piyasada ml.sinde 100, 1000, 10000 IU heparin içeren preparatlar vardır [3] [4]. 

Heparin, intravenöz (IV, damar içi) ve subkütan (SC, deri altı) yolla verilir. SC yolla 

verilme seçilirse, verilecek olan ilk doz biyoyararlanımının düĢüklüğünün 

üstesinden gelmek için yeterli miktarda olmalıdır. 

 

Kan dolaĢımına girdikten sonra heparin, bir miktar plazma proteinlerine bağlanır, 

bu antikoagülan aktivitesini düĢük konsantrasyonlarda düĢürür, 
 

 
 
 
 

 
 

 
 

ġekil 2.3 Heparinin kan dolaĢımına girmesi. Heparin (.) dolaĢıma girer, heparin 

bağlanan proteinlere ( ), endotel hücrelerine (EC), makrofajlara (M), ve AT-|||’e 

(antitrombin |||- o) bağlanır. Sadece yüksek afiniteli pentasakkaritli heparin AT-|||’e 

bağlanır. [7] 
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ġekil 2.4 ACT’nin Heparin verildikten sonraki değiĢim. ACT (aktifleĢmiĢ pıhtılaĢma 

zamanı), sağ atriyuma kilogram baĢına 300 U heparin enjekte edildikten sonra beĢ 

farklı aralıkta, radial arter kan örneğinden ölçülür. Çoğu hastada ACT’nin hızlı 

artıĢı iki dakika içinde meydana gelir. [3] 

 
 

2.4 Protamin 
 
 

 
Protamin; alabalık sperminden elde edilmiĢ bir polikatyonik proteindir. Heparin 

nötralizasyonunda kullanılır. Protaminin iki aktif tarafı vardır, biri heparini nötralize 

eder, diğeri heparinden bağımsız olarak hafif bir antikoagülan etki uygular. [3] 

 
 

Moleküler ağırlığı 4000 kDa’dır. Heparin ve protamin arasındaki etkileĢim, 

elektrostatik etkileĢimdir. Negatif yüklü heparin, pozitif yüklü protamine bağlanır 

[8]. KPB’da 100 U heparin için 1mg protamin verilmelidir. Ek doz: ACT >150 sn ise 

0.5-1 mg/kg olmalıdır. [3] [9] 
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2.5 Kardiyopulmoner Bypass’ta Heparin ve Protamin 
 
 

 
Günümüzde kalp hastalıklarının  büyük  bir kısmının cerrahi tedavisi, 

kardiyopulmoner bypass (KPB) tekniği uygulanarak gerçekleĢtirilmektedir. Bu 

ameliyatlar  hastaların,  kalp  ve  solunum  fonksiyonlarının  geçici  olarak  yerine 

getiren, Kalp  akciğer makinası (KAM) sayesinde yapılabilmektedir. KAM 

uygulanan hastaların hepsinde, klinik olarak bulgu vermese de, hücresel ve 

moleküler düzeyde morbiditeye neden olmaktadır. [10] 

 
 

Antikoagülasyon, açık kalp cerrahisi açısından son derece önemlidir. Heparinin 

keĢfi ve klinik uygulamaya girmesi kardiyopulmoner bypass teknolojisini 

uygulanabilir hale getirerek modern kalp cerrahisinin baĢlamasını sağlamıĢtır. 

Böylece  yabancı  yüzeyle  temas  eder  kanda  pıhtı  oluĢması  önlenebilmiĢtir. 

Heparin, etkileri kontrol edilmesi gereken antikoagülan bir ajandır ve cerrahi iĢlem 

bittiğinde bu antikoagülan etkinin nötralize edilmesi gerekmektedir. 

 
 

Heparin dozunun ve antikoagülan etkinliğinin ayarlanması kiĢiden kiĢiye büyük 

farklılıklar gösterebildiğinden genelde problem olmuĢtur. Zira heparinin birçok 

pıhtılaĢma faktörleri, plazma proteinleri, plateletler ile etkileĢmesi, kardiyopulmoner 

bypassın ve ısı değiĢikliklerinin de bu sistemler üzerine etkilerinden olayı henüz 

tam olarak açıklanamayan noktalar bulunmaktadır. 

 
 

Heparin etkilerini nötralize etmede kullanılan, protamin uygulamasının beraberinde 

getirdiği birçok riski vardır ve açık kalp cerrahisinin en tehlikeli devresi olarak 

protamin uygulaması görülmektedir. Ayrıca yüksek protamin dozunun da 

antikoagülan etkisi vardır. Bu nedenle son yıllarda uygulanan protamin dozlarını 

azaltmaya yönelik çalıĢmalar süratle devam etmektedir. [11] 

 

Heparinin nötralizasyonunda, 1 mg heparin için 1-1.5 mg protaminin verilmesi 

önerilmektedir. Svenarud ve ark, 1 mg heparin için 0.75 mg protamin verilmesinin 

avantajlı olmadığı postoperatif dönemde kanama eğiliminin ve kan kullanımının 

arttığını belirtmektedir. Heparinin 1 mg'ı için tek doz 1.3 mg protaminin bolus 
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verilmesinin yeterli nötralizasyon sağladığı ve bu uygulamanın emniyetli olduğu 

ifade edilmektedir. Miyashita ve ark, düĢük (1.6 mg/kg) ve yüksek dozlarda (3.56 

mg/kg) protamin nötralizasyonu yapılan olguları karĢılaĢtırmıĢlar ve yüksek dozda 

protamin verilenlerde  protamin  öncesi  değerlere  göre  platelet  sayılarında  %69 

azalma, plazma platelet faktör 4 seviyelerinde ise yaklaĢık 2 katlık artıĢ olduğu 

gözlemiĢtir. Turan Ege ve ark, KPB sonrası heparin etkilerini nötralize etmek için 

yeterli miktar olarak kabul edilen 1.3 mg protamin vermiĢlerdir. Svenarud ve ark, 

protaminin bolus verilmesinin güvenli olduğunu belirtmelerine rağmen Turan Ege 

ve ark kendi çalıĢmalarında toplam protamin miktarını 15 dakikada infüzyon olarak 

vermiĢlerdir. [12] [13] [14] 

 
 

Hastanın anestezi hazırlığı tamamlandığında, baĢlangıç ACT değeri ölçülür. 

Heparin, hasta kanüle edilmeden en az 10 dakika önce 4 mg/kg dozunda IV olarak 

yapılır. 5 dakika sonra ACT kontrol edilir. Yeterli antikoagülasyondan emin olmak 

için ACT’nin 480 sn ve üzerinde tutulması gerekir. ACT’ nin yükselmediği 

durumlarda antitrombin III eksikliği veya heparin rezistansı akla  gelmelidir. Bu 

durumda, Antitrombin III konsantresi kullanılabilir. Heparin dozunun 2 veya 3 kez 

tekrar edilmesi gerekebilir. Kardiyopulmoner bypass baĢlatıldıktan 10 dakika sonra 

ve sonrasında saatlik olarak ACT tekrar edilir. Yeterli ACT düzeyi sağlanacak 

Ģekilde ilave heparin yapılabilir. Kısa süreli KPB sürelerinde ACT, hasta ısıtılırken 

tekrar kontrol edilir. KPB’ dan çıktıktan sonra, hastanın hemodinamisinin stabil, 

yapılan tamirin yeterli ve KPB desteğinde onarılmayı gerektiren bir kanamanın 

bulunmadığından emin olunduktan sonra, hastaya IV yolla yavaĢ olarak protamin 

verilir. Protamin dozu, 1 mg heparin için, 1 mg protamin olacak Ģekildedir. 

Çocuklarda protamin dozu, heparin dozunun 1.5 katı kadar olabilir. Sonrasında 

tekrar ACT bakılarak heparin nötralizasyonunun yeterli olup olmadığı 

değerlendirilir. [15] 
 

 

Heparin kaplı sistemler sayesinde düĢük doz sistemik heparinizasyon kullanarak, 

KPB'ın eritrositler üzerindeki olumsuz etkilerini azaltılabileceği, ameliyat sonrası 

mortalite ve morbidite (hastalığa yakalananların sayısı) oranını düĢüreceği yönünde 

yeni bilgiler elde edilmektedir. [10] 
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Tüm heparin kaplı materyalde kanın etkileĢtiği tüm yüzeyler immobilize heparin ile 

kaplanmıĢtır. Heparin kaplı sistem ile düĢük doz heparin kullanımı pulmoner 

fonksiyonel parametreler üzerine istatistiksel olarak anlamlı etkiler meydana 

getirmiĢtir. Heparin kaplı sistemlerde daha az heparin kullanımı sonucunda daha 

az heparin protamin kompleksinin oluĢmasının teorik olarak domuz modelli 

çalıĢmalarla pulmoner disfonksiyonu azalttığı saptanmıĢtır. [16] 

 
 

Heparin veya protamin dozaj kontrol tekniği aĢağıdaki gibidir: 
 

 
 

a. ACT kontrolü yapılır (Heparinsiz vs.). Diğer sorunlar hariç tutularak ACT normali 
 

(90-120 saniye) olmalıdır. A noktası olarak iĢaretlenir. 
 

 
 

b.  ACT kontrolünü yaklaĢık 15 mg/kg seviyesinde ikiye katlayacağı tahmin edilen 

heparin dozajı uygulanır. ACT’yi kontrol edilir. B noktası olarak iĢaretlenir. 

 
 

c. ACT’yi istenen seviyede tutacak ilave heparin miktarı (mesela, KPB  için 450- 
 

500’de) uygulanır. Bu, grafikte A-B hattının açısından, mesela toplam 4 mg/kg 

için,  tahmin edilir. Böylece 2.5 mg/kg’a daha ihtiyaç vardır. Bir baĢka ACT, C 

noktası olarak iĢaretlenir. 

 
 

d. ġimdi elde doz-cevap eğrisinde 3 nokta vardır. Bu eğri ile, bu hasta bu sıcaklıkta 

kabaca izlenir. 

 
 

e. Daha yüksek ACT’yi sağlamak için hedef, A-B-C hattından çıkarılır. Bu hedefi 

gerekleĢtirmek için istenen heparin miktarı mg/kg cinsinden heparin skalasından 

okunur. 

 
 

f. Daha az ACT gerçekleĢtirmek için ya süre heparin azaltmasını sağlayacak ya da 

protamin kullanılacaktır. Eğer C noktasında ACT’nin 200 saniyeye düĢürülmesi 

arzu edilirse bu nokta yaklaĢık 1.5 mg/kg protamin etkisinde olacak veya 5.2- 

1.5=3.7 mg/kg protamin verilecektir. 
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g.  Böylece iki nokta arasında hareketi sağlayan heparin veya protamin dozaj farkı 
 

ile  hastanın  doza  reaksiyonu  aĢağı  veya  yukarı  çekilebilir.  [17]  [Bakınız  EK-1 
 

Heparin veya protamin dozaj kontrol tekniği] 
 

 
2.6 PıhtılaĢma Zamanı Ölçüm Metodları 

 

 
 

Aktive edilmiĢ (aktifleĢmiĢ) pıhtılaĢma zamanını (ACT) belirlemede manuel ve 

otomatik  metodlar  kullanılır.  Manuel  metodlar  arasında;  Lee-White  ve  Lam 

methodu vardır. Otomatik metodlarda da ACT ölçümü için özel olarak geliĢtirilmiĢ 

cihazlar kullanılır. Bunlarda Hemochron ve HemoTec ACT cihazlarıdır. 

 
 

2.6.1 Lee-White metodu 
 
 

 
Üç adet test tübü 1, 2, 3 olarak numaralandırılır. Bu tüplere hastadan alınan kan 

eĢit hacimde dağıtılır. Manuel olarak tüpler sırayla eğilir. Her birinde pıhtılaĢma 

gözlenene kadar eğme iĢlemi devam eder. Bu yöntem ucuzdur fakat iĢlemin uzun 

sürme ihtimali vardır. Bazı hastalarda bu süre 30 dakikayı aĢmaktadır. [3] [4] 

 
 

Lee-White metoduna benzer bir metodda; daha önce damar delici ile 1mL veya 

daha çok kanı çekerek çıkarmayı ve müteakiben turnikeyi çıkarıp kanın 37 oC 

sıcaklığa ısıtılmıĢ tübe tahliye edilmesine müsaade edilir. Zaman ölçer kan tüpte 

görüldüğünde çalıĢtırılır. Sonra karıĢtırmak için bir kaç kez ters çevirilir ve 37 oC’de 

su banyosuna veya ısı tuğlası içine yerleĢtirilir. 1 dakika ve 5 saniye aralıklardan 

sonra tüp banyodan çıkarılır ve  eğilir ve ilk açık pıhtı görüldüğümde zaman ölçer 

durdurulur. Bir baĢka yöntemde ise, damariçi kateterden 2 ml kan çekilir, 30 

saniye boyunca saniyede bir kez ters çevirilir ve 40 watt’lık lamba ile (sıcaklık 

belirlenmemiĢ) ısıtılmıĢ ısı bloğu içine yerleĢtirilir. Burada kan tübe ilk girdiğinde 

çalıĢan ve pıhtı olduğunda duran saat kullanılır. [3] 

 
 

2.6.2 Lam metodu 
 

 
 

-Parmak ucu alkol veya alkol-eter karıĢımıyla temizlenir. 

-Temizlenen yerde lanset ile 4 mm derinliğinde bir delme yapılır ve hemen 

kronometre çalıĢtırılır. 
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-Delme yerinden akan kandan 1-2 damla bir lam üzerine alınır. 
 

-Bundan sonra kan içinde fibrin oluĢup oluĢmadığı, kan belli aralıklarla lanset ile 

yoklanarak araĢtırılır. 

-Lansetin ucuna fibrin lifleri takıldığı an kronometre durdurulur ve okunur. 
 

-Kronometrede okunan zaman değeri pıhtılaĢma zamanı olarak belirlenir. Bu, 

normalde 3-7 dakika kadardır.  [4] 

 
 

2.6.3 Otomatik Metodlar 
 

 
 

ACT’nin normal aralığı ve heparine yanıtı kullanılan teçhizata ve seçilen ajanlara 

bağlıdır. ACT’nin en yaygın tipleri manuel ACT, Hemochron ACT ve HemoTec 

ACT’dir. 

 
 

Manuel ACT tekniklerinin yerini otomatik ACT teknikleri aldı. Çünkü, otomatik 

teknikler  daha  az  eğitim  gerektirir  ve  operatörü,  özellikle  heparinle  pıhtılaĢma 

süresi uzun sürdüğünde daha az meĢgul eder. 

 
 

Uluslararası Technidyne Hemochon ACT, 2 ml kan kullanır. Zaman ölçer kan 

örneği bir magnet ve plastik tampon içieren test tüpü içine yerleĢtirildiğinde 

çalıĢmaya baĢlar. Kuvvetlice elle karıĢtırıldıktan sonra test tüpü bir ısı bloğu içine 

eğik olarak yerleĢtiilir ve sürekli döndürülür. Katı pıhtı oluĢumu magnete bağlanır 

ve dönme devam ederken test tüpünden en bağlı parçasının kopmasına sebep 

olur. Bu manyetik alanın kesilmesine neden olur ve zaman ölçer otomatik olarak 

durur. Hemochron ACT sapma katsayısı [(standard sapma/ortalama)x100] 

kontrollu ortamda %4’dür. CPB için kullanılan kan heparin varlığı durumunda % 

8’e ulaĢır. [3] 
 

 
 

HemoTec ACT, iki plastik kartuĢun her biri içine enjekte edilmiĢ 0.4 ml kanın 

tamamını kullanır, bilahare ısı bloğu içine yerleĢtirilir. Her bir kartuĢ, test 

baĢladığında mekanik kaldırma aparatıyla birleĢtirilmiĢ bir piston içerir. Pistonun ilk 

hareketinde ve pistonun sürekli yükselmesi ve düĢmesinde  kanın tamamı kaolin 

aktivatör ile karıĢır. Pıhtı oluĢumu, pistonun aktif yükseliĢinden sonra kendiliğinden 

düĢüĢünü geciktirene kadar her numune yumuĢakça karıĢtırır. Pistonun 
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düĢüĢünün  foto-optik  olarak  tespit  edilen  bitiĢi  ACT  oluĢturmak  üzere  zaman 

saatini durdurur. [3] 

 
 

Çocuklardaki  ACT  tepkisinde  çeĢitlilik;  yetiĢkinlerinkine  göre  büyüktür  ve  ġekil 

2.5’te görüldüğü gibi test mekanizmasına ve kullanılan aktivatöre büyük oranda 

bağlıdır. 
 

 
 

 
 

 
 

ġekil 2.5 22 pediyatrik (çocuk) hastanın bypass ameliyatı esnasında 6 zaman 

noktasında Hemochron ve HemoTec (Hepcon) ACT değerleri. 5 noktada 

Hemochron ACT değerleri HemoTec ACT değerlerinden yüksektir. HemoTec ACT 

tüm zaman noktalarında 400 saniye eĢik değerinin altındadır. [3] 

 
 

2.7 Kalp Akciğer Makinesi 
 
 

Kalp akciğer makinesinin birincil fonksiyonu kalbe gelen tüm venöz kanın kalp 

akciğer makinesi devresinde toplanarak sistemik arteryel dolaĢıma geri 
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verilmesidir. Bundan dolayı, gaz değiĢimi için akciğerin, dolaĢıma gerekli enerjiyi 

sağlamak için de kalbin fonksiyonunu yerine getirebilmelidir. 

 
 

Kan, yerçekimi etkisiyle kalp akciğer makinesine drene olur. Burada yapay bir 

akciğer boyunca hareket eder (bubble veya membran oksijenatör) ve genellikle bir 

roller ya da sentrifüj pompa vasıtasıyla asandan aortaya yerleĢtirilmiĢ bir kanül 

yoluyla arteryel sisteme pompalanarak geri döner. 

 
 

Pompa; bubble oksijenatör kullanıldığında oksijenatörden sonra, membran 

oksijenatör kullanıldığında ise önce yer alır. 

 
 

Kardiyopulmoner bypassta hasta kanının aktif olarak ısıtılması ve soğutulması 

yoluyla sistemik hipotermi elde etmek için ısı değiĢtiriciler gereklidir. Isı değiĢtirici 

bobinler oksijenatörden önce yerleĢtirilmiĢtir. 

 
 

2.7.1 Kalp Akciğer Makinesinin Temel BileĢenleri 
 

 
 

- Bir  veya birden fazla venöz kanül, (kalpten veya büyük venlerden kanı toplayan), 
 

- Emici sistem, (cerrahi sahadaki kanın aspire edilmesini ve kanın yeniden sisteme 

kazandırılmasını sağlayan) 

- Venöz rezervuar, (venöz kanüllerden ve diğer emici sistemlerden gelen kanın 

toplandığı) 

- Oksijenatör, (kanın oksijenlenmesini sağlayan) 
 

- Isı değiĢtirici, (kanın soğutulup ısıtılmasını sağlayan) 
 

- Pompa, (kalbin pompa görevini üstlenecek) 
 

- Arteryel hat filtresi ve (sisteme karıĢma olasılığı olan partiküllerin temizlendiği) 

- Arteryel kanüldür. (oksijenlenmiĢ ve filtre edilmiĢ kanı hastanın arteriyel sistemine 

ileten)  [18] [19] 
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ġekil 2.6 Kalp Akciğer Makinesi ve BileĢenleri [20] 
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2.7.1.1 Venöz Kanüller 
 

 
 

Venöz kanüller kanı hastadan ekstrakorporeal dolaĢıma seviye farkı veya pompa 

oksijenatör sistemi ile direne ederler. Aort kapak ameliyatları, sol ventrikül çıkıĢ 

yolu ameliyatları, çıkan aorta ameliyatları ve koroner baypas cerrahisi (CABG) 

prosedürlerinde tek kanül kullanılır. Sağ atriyum veya sağ ventrikül içinde 

çalıĢılacaksa iki kanül kullanılır. Perfüzyon esnasında santral venöz basınç (CVP) 

15 mmHg’nın altında olmalı, ince duvarlı venler kollaps oluĢturup akımı 
 

sınırlayabileceğinden negatif basınç oluĢturulmamalıdır. [18] 
 

 
 

2.7.1.2 Venöz Rezervuar 
 

 
 

Bir   çok  ekstrakorporal   perfüzyon   sisteminde,   sistemik   venöz kanın   venöz 

rezervuara iletimi yer çekimi ile olur. Bu nedenle venöz rezervuar sistemik büyük 

venlerin bulunduğu düzlemden 25-30 inç daha aĢağıda olmalıdır. Kan sisteme 

tekrar kazanılır ve kan kaybı önlenmiĢ olur. Genellikle hava embolisini önlemek 

için rezervuarda volümün belli bir seviye altına indiğinde veya arteriyel hat içinde 

hava saptandığında alarm veren sistemler vardır. [19] 

 
 

2.7.1.3 Oksijenatörler 
 
 

Oksijenatörler aynı akciğer gibi O2  ve CO2  değiĢ tokuĢu yapılan ortamlardır. Ġlk 

yapılan oksijenatörlerde kanın oksijenlendirilmesi kanın ince bir tabaka halinde 

geniĢ bir yüzeye yayılması ve  üstüne  oksijen  üflenmesiyle  gerçekleĢmekteydi. 

Bunların disk, silindir ve tel kafes Ģeklinde tipleri mevcuttu. Bubble ve membran 

oksijenatör olmak üzere iki tip oksijenatör  vardır. [19] 
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ġekil 2.7 Sorin Group COBE Cardiovascular Apex marka oksijenatör [21] 
 

 
 

2.7.1.3.a Bubble Oksijenatörler 
 

 
 

O2  direkt olarak sistemik venöz kanla difüzyon sahasında karĢılaĢır. Difüzyon 

sahasında kanın içinde binlerce küçük oksijen bubble’ı oluĢur. 
 

 

Gaz değiĢimi her bir bubble etrafında oluĢan ince film tabakasında olur.  CO2 

bubble içine difüze olur, O2 ise kana geçer. Karbondioksit plazmaya oksijenden 20 

kez daha hızlı difüze olur. [3] OluĢturulan hava kabarcığının büyüklüğü 35 µm 

civarındadır. Kabarcık sayısının artması oksijenlenmeyi artırır. Gaz değiĢimi 

meydana gelen kabarcıklar, ana yapısı dimetilpolisiloxan olan kabarcık tutucudan 

arteriyel rezervuara gider. Kurulmaları ve kullanılmaları kolay ve diğer 

oksijenatörlere göre ucuzdurlar. Kalp akciğer makinesi düzeneğinde pompadan 

önce yer alırlar. [19] 
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ġekil 2.8 Bubble oksijenatörün kalp akciğer makinesinde yeri [19] 
 

 
 

2.7.1.3.b Membran Oksijenatörler 
 

 
 

Kan ve gaz ince bir membranla ayrılmıĢtır. Gaz değiĢimi bu 2-5 m²’lik yapay 

tabakada olur. Gaz değiĢimi O2  ve CO2’in kandaki eriyebilirliğine, membranın 

geçirgenliğine ve  her  iki  tarafındaki  kısmi  gaz  basıncı  farklılıklarına  bağlıdır. 

Membranla temas eden kan tabakası mümkün olduğunca ince ve membranlar 

arası kısmi basınç farkı yüksek olmalıdır. Ġnsan alveollerine en çok benzeyen tiptir. 

[19] 
 

 

Yeni nesil oksijenatörler artırılmıĢ CO2 geçirgenliği sayesinde O2 ve CO2 transferi 

dengesini, gaz değiĢim verimliliğini geliĢtiren ve prime volüm (ilk hacmi) azaltan 

silikon tabanlı zarlardır. Silikon veya mikroporlu polipropilen membran vasıtasıyla 

kan ile gazın bölümleri ayrılır. [22] 
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ġekil 2.9 Membran oksijenatörde gaz alıĢveriĢi [19] 
 

 

Membran oksijenatörler, kanın membrandan geçirilmesi belirli bir direnç 

yarattığından ve basınç gerektiğinden kalp akciğer makinesinde pompadan sonra 

yer alırlar. [19] 
 

 
 

 
 
 
 

ġekil 2.10 Membran oksijenörün kalp akciğer makinesinde yeri [19] 
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2.7.1.4 Pompa 
 

 
 

Venöz sistemden gelen kanı arteriyel sisteme ileten kalbin görevini geçici olarak 

üstlenen yapılardır. Santrifüj ve roller olmak üzere iki tip pompa ve yeni nesil 

peristaltik pompalar vardır. 

 
 

2.7.1.4.a Roller Pompalar 
 

 
 

DeBakey tarafından geliĢtirilmiĢtir. Elektrik motoru ile dönen bir merkez ve buna 

bağlı genellikle iki veya daha fazla dönen bir kol vardır. Bu kollar kan taĢıyan hattı 

döndükleri yöne doğru sıkıĢtırarak bir yöne doğru akım oluĢturur. Roller 

pompaların oluĢturacağı kan hacmi tüpün çapına ve dönme hızına bağlıdır. [19] 

 
 

Roller 180 mmHg basınca kadar kanı hattan atabilir. Böylece devamlı akım 

sağlanır. ÇıkıĢ hattında direnç olmadıkça ileri doğru olan akım etkilenmez. Roller 

pompa hastaya destek vermek için düzenli akıĢ sağlamak, kardiyopleji idaresi ile 

delikler için emme, saha emmesi (kardiyotomi) ve artırılmıĢ toplardamar drenajı 

için kullanılır. Roller pompa güvenli, ucuz ve kullanımı kolaydır. [4] [18] 

 
 

2.7.1.4.b Santrifüj Pompalar 
 

 
 

Santrifüj pompalar  koni Ģeklindedir,  bir çark ve manyetik bir tabakadan oluĢur. Bu 

çark kanı yüksek hızla çevirir ve yarattığı merkezkaç etkisiyle içerisinden geçen 

kan, konik yapının ucuna doğru ilerler. Bu yapıdaki pompalarda kan elemanları 

hasarı az düzeydedir  ve daha az antikoagülasyon gerektirir. [18] [19] 

 
 

ġekil 2.11 Santrifüj Pompa [19] 
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Santrifüj pompaların roller pompalara iki temel üstünlüğü vardır: 
 

a.Santrifüj pompalarda geçici obstrüksiyon olsa bile yüksek geri basınç oluĢmaz. 

b.Santrifüj pompalarda tüp kompresyonu olsa bile geniĢ gaz embolileri oluĢmaz. 

[18] 

 
 

2.7.1.4.c Peristaltik Pompalar 
 

 
 

Ana yapısını oluĢturan odacık 3 bölümden oluĢur. BaĢlangıç, tıkayıcı ve dolucu 

segmentlerdir. Dolucu segmentler venöz rezervuarın yarattığı hidrostatik basınç ile 

dolar.  Ġleri  akım  rezervuardaki  kan  seviyesine  bağlıdır.  Rezervuar  belli  bir 

seviyenin altına inerse tıkayıcı segment kollapsa uğrar ve akımı keserek hava 

embolisine engel olur. [19] 

 
 

2.7.1.5 Isı DeğiĢtirici 
 

 
 

Kardiyopulmoner bypass esnasında vücut ısısının kontrolü için ısı değiĢtirici 

gereklidir. Kanın soğutulması ve tekrar ısıtılması için oksijeneratörlerde kullanılan 

ısı değiĢtiriciler kanın bölgesel olarak aĢırı ısınmasını önleyerek, istenen ısı 

değiĢimini sağlayabilen, biyolojik olarak inert yüzey oluĢturacak Ģekilde yapılır. 

Genellikle ısı değiĢtiricilerin içine ve dıĢına doğru enerjinin transferi, perfüzyon 

aparatının bir parçası olan bir ısıtma ve soğutma birimi boyunca dolaĢan steril 

olmayan su ile sağlanır. Soğutma istendiğinde su bir buz banyosundan geçirilir. 

Isıtma istendiğinde ise elektrik dirençli ısıtıcılarla ısıtılır. Isı transfer sıvısı olarak su 

basit bir ısıtıcıdır ve güvenilirdir. Aynı zamanda ısı değiĢtirici yüzeylerde bölgesel 

ısıl noktalar oluĢturmaz.  [3] 

 
 

Isı değiĢtiricinin içinde 1 °C ile 42 °C arasında su dolaĢır. Kan 42 °C’nin üzerinde 

ısıtılırsa kan proteinleri hasar görür. Soğuma ile her 10 °C’de metabolizma %50 

yavaĢlar.[18] [19] [23] 

 

YetiĢkinde soğuma esnasında ısı dakikada 0.7-1.5 °C azalır. Isınma esnasında ise 

dakikada 0.2-0.5 °C artar. Arter ile ven arasındaki ısı farkı eriĢkinlerde 12 °C; 
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pediatrik  hastalarda  8  °C’yi  aĢarsa  proteinler  denatüre  olur,  proteinlerin  sıvı 
 

absorblaması ile hemoliz artar. [19] 
 

 
 

2.7.1.6 Filtreler 
 

 
 

Hava ve partikül embolileri en önemli komplikasyondan biridir. Cerrahi sahadan 

aspire edilen yağ, kemik parçacıkları veya prime solüsyon ile devreye karıĢan 

yabancı cisimler olabilir. EĢit delikli veya değiĢik delikleri olan dacron yün veya 

poliüretandan yapılmıĢlardır. Deliklerin çapları 20-40 µm’dir ve yaklaĢık 600-800 

cm² alan kaplarlar. Arteriyel hatta olmak üzere kardiyotomi rezervuarında, 

oksijenatör ve kardiyopleji hattına konulur. Arteriyel hatta bulunan filtrelerde havayı 

rezervuara gönderen ayrı bir hat bulunur. Bypass öncesi kullanılan, devrelerden 

kaynaklanabilen  parçacıklar  için  5  µm’lik  çaplı  olanları  da  vardır.  Fakat  bu 

filtrelerde prime olarak kan kullanılamaz ve albümin ilavesi yapılamaz. Gaz tipi 

filtrelerde ise çap 0.2 µ kadardır. Tüm filtreler ilk doluĢlarında yaklaĢık 200 cc 

kadar prime gerektirir. [19] 

 
 

2.7.1.7 Emici sistemler 
 

 
 

Kanamaların toplanmasında ve sisteme dahil edilmesinde kullanılırlar. Hemolize, 

partikül embolisine, yağ ve gaz mikroembolilerine yol açabilir. Ayrıca trombosit 

hasarına ve kaybına yol açan en önemli faktördür. Roller pompa aspiratörlerinde, 

pompa ile rezervuar arasında devamlı olarak kan bulunması hücresel travmanın 

fazla olmasına neden olmaktadır. [19] 

 
 

2.7.1.8 Vent Sistemleri 
 

 
 

Kalp içine yerleĢtirilen ve kalbin basıncını azaltmaya yarayan sistemlerdir. Ventler 

ventrikül ve aortada biriken havanın çıkarılmasında da fonksiyon görürler. [19] 

 
 

2.7.1.9 Arter Kanülü 
 

 
 

Kardiyopulmoner bypass sırasında organ perfüzyonu için gerekli oksijenlenmiĢ 
 

kan aort kanülü ile verilir. Kanüle giriĢ ve çıkıĢ noktalarındaki basınç farkı fazla ise 
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oluĢan jet akım nedeniyle hemoliz ve arterde iç hasar oluĢabilir. Kabul edilebilir 

basınç gradyenti en çok 100 mmHg’dır. [19] 

 
 

2.8 Biyosensör 
 

 
 

Sensörler fiziksel olguları elektrik sinyallerine dönüĢtüren cihazlardır. ÇalıĢma 

Ģekillerine göre ve dönüĢtürücü (tranducer) adı verilen yapılarına göre çeĢitlere 

ayrılmaktadır. Termal, mekanik, kimyasal, akustik, radyoaktif sensörler  ve 

biyosensörler bunlardan bazılarıdır. Biyosensörler, biyolojik   olarak aktif 

malzemelerin yüksek seçiciliğinde ve hassasiyetinde avantaj sağlayan kimyasal 

sensörlerdir.  [24] 
 

 

Bir biyosensör; reseptör ve dedektör olmak üzere iki bileĢene sahiptir (ġekil 2.12). 

Reseptör;  sensörün  seçiciliğinden  sorumludur.  Enzimler, antibadiler, ve  yağ 

tabakaları örneklerini içerir. Dedektör; çevirici görevi görür, analiti tanıyarak fiziksel 

veya kimyasal değiĢimi elektrik sinyaline çevirir. Örnek olarak pH elektrot, oksijen 

elektrodu, veya bir piezoelektrik kristal. [24] 
 

 
 

 
 

 
 

ġekil 2.12 Biyosensörün Ģematik gösterimi [24] 
 

 
 

2.9 Piezoelektrik Etki ve Piezoelektrik Kristaller 
 
 

Piezoelektrik  etki  ilk  kez  1880  ylında  Jaques  ve  Pierre  Curie  tarafından 

keĢfedilmiĢtir.  Belli  malzemelerin  mekanik  gerilim  uygulandığında  elektriksel 
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potansiyel farkı oluĢturduğu etkidir. Bazı kristalimsi malzemeler kendilerine özgü 

kristal yapılarından dolayı piezoelektrik davranıĢ gösterirler. [25] 

 
 

Curie kardeĢler sonraki yıllarda yaptıkları çalısmalarda, piezoelektrik kristalinin iki 

yüzeyi arasına uygulanan elektriksel gerilim farkının kristallerde  boyut 

değiĢtirmeye, gerinime yol açtığını göstermiĢlerdir. BaĢka bir ifadeyle,“ters 

piezoelektrik etki” olarak bilinen bu etkiyi kullanarak, kristal yüzeyleri arasına 

uygulanan elektriksel gerilimin Ģiddetini  değiĢtirerek piezoelektrik kristalin 

boyutlarını bununla orantılı olarak değiĢtirmek mümkün olmaktadır. 

 
 

Kristallerde vibrasyon söz konusudur. Vibrasyon kristal içindeki atomların belli bir 

zaman içinde orijinal konumlarından deforme olmus konuma geçmeleri, buradan 

yine  orijinal  konuma  dönmeleri  ve  bunu  izleyen  devrede  tersi  yönde  deforme 

konuma geçmeleri ve yine orijinal konuma dönmeleri Ģeklinde devam eden sürekli 

aynı  Ģekilde  tekrarlanan  bir  davranıĢı  ifade  etmektedir.  Bu  döngülerin  birim 

zamanda tekrarlanma sayısı kristalin rezonans (temel) frekansı olarak tanımlanır. 

Piezoelektrik kristallerde pozitif ve negatif yüklü iyonlar vardır. Vibrasyon sonucu 

yük dağılımı değiĢir, baĢka bir ifadeyle polarizasyon oluĢur. Dolayısıyla bu salınım 

frekansına karĢı salınan elektrik alan oluĢumu söz konusudur. Elektrik alan salınım 

frekansı rezonans frekansı ile aynıdır. [26] 

 
 

Salınımdaki piezoelektrik kristalin rezonans frekansı ile kristal yüzeyine yapıĢan 

kütle arasındaki iliĢkiyi tarif eden temel eĢitlikler Sauerbrey, Stockridge ve Lostis 

tarafından türetildi. Herbiri farklı bir yol takip etti, fakat nihai eĢitlikleri birbirine 

benzerdir. Sauerbrey eĢitliği en yaygın kabul görendir. 
 

 

1959 yılında Sauerbrey, kalınlık kesme modunda (thickness shear mode) AT- 

kesimli kuartz kristallerin titreĢimi için bir amprik eĢitlik geliĢtirdi. Bu, kuartz kristal 

üzerinde oluĢan ince metal film tabakası halindeki malzeme depoziti (birikimi) ile 

buna karĢılık gelen kristalin rezonans frekansındaki değiĢimin iliĢkisini tanımlar. 
 

    (2.1) 
 

Burada; 
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ΔF = salınan kristalde frekans değiĢimi, Hz, 
 

F= piezoelektrik kristalin rezonans frekansı, MHz 
 

ΔM = yüzeyde oluĢan film tabakası kütlesi, g, 

A = elektrod yüzey alanı, cm2.  [24] 

 

 

Piezoelektrik uygulamalarında kristal iki metal elektrod arasına sandviç edilmiĢtir. 

Elektrodların bu Ģekilde yerleĢtirilmesi salınan elektrik alanının kristal yüzeyine dik 

yönde olmasını sağlar. OluĢan elektrik alanı kristal yığın yapısında mekanik 

salınıma yol açar. Piezoelektrik uygulamalarında kullanılan kristaller 10-16 mm 

boyutlarında, yaklaĢık 0.15 mm kalınlığında disk, kare veya dikdörtgen Ģeklindedir. 

Rezonans frekansları  5, 9 veya 10 MHz olan kuartz kristaller tercih edilir. Metal 

elektrodlar altın, gümüĢ, aluminyum veya nikel olabilir. Elektrod çapları 3-8 mm 

kalınlıkları ise 0.3-1.0 nm aralığındadır. Altın elektrodlar inert olmaları nedeniyle 

birçok uygulamada tercih edilmektedir. GümüĢ elektrodların sulu ortamlarda uzun 

süreli kararlılığı düĢüktür. [26] 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

ġekil 2.13 Kuartz kristal bileĢenleri [24] 
 

 
 

2.10 Kuartz Kristal Mikrobalans (QCM) 
 
 

QCM çok hassas kütle sensörü olarak tanımlanabilir. QCM’nin temeli bir çift 

elektrod arasına sıkıĢtırılmıĢ piezoelektrik AT-kesimli kuartz kristaldir.  Elektrodlar 

bir osilatöre bağlandığında ve elektordlar üzerine bir AC voltajı uygulandığında 

kuartz  kristaller piezoelektrik  etkisi  sebebiyle  rezonans  frekansında  salınıma 

baĢlar. 
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2.10.1 QCM Kullanım Alanları 
 

 
 

QCM’in  farklı  alanlarda  bir  çok  kullanımı  söz  konusudur.  Bunlardan  bazıları 
 

aĢağıdakilerdir. 
 

 
 

 • Termal,  e-beam,  saçılma,  magnetron,  iyon  ve  lazer  kalıntısı  ince  film 

kalınlığı izleme 

 •         Elektrod yüzeylerinde yüzeylerarası iĢlemlerin elektrokimyası 
 

 •        Biyoteknoloji 
 

- DNA ve RNA’nın tamamlayıcı dizilerle etkileĢimi 
 

- Ġmmobilize edilmiĢ reseptörler tarafından protein ligandları özellikli 

tanımada 

- Bakteri, virüs, memeli hücresi tespitinde 
 

- Yüzeylerin biyouyumluluğunda 
 

•  ĠĢlevsel hale getirilmiĢ yüzeylerde 
 

- Gaz sensörler 
 

- Lipit membranlar 
 

- Polimer kaplamalar 
 

- Reaktif yüzeyler 
 

- Ġmmunosensörlerde 
 

•  Ġnce film oluĢumu 
 

- Kendiliğinden birleĢen monotabakalar 
 

- Polielektrod yüzeye emme 
 

- Spin kaplama 
 

- Tek tabaka oluĢumu 
 

- Yüzeye emilmiĢ tektabakalar 
 

• Ġlaç araĢtırmasında 
 

- Polimer kaplamaların eritilmesinde 
 

- Ġlacın dağıtımında 
 

- Ġlaçların moleküler etkileĢimde 
 

•  Sıvı kaplama ve parlatma [27] 
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2.11 Ġmmobilizasyon Yöntemleri 
 

 
 

Piezoelektrik kristallerinin biyosensor olarak kullanılmaları için yüzeylerinin 

modifiye edilmesi, baska bir ifadeyle ortamda bulunan ölçülecek madde (anilat) ile 

spesifik  olarak  etkilesecek  biyoaktif  ajanın  (ligand)  kristal  yüzeyine  immobilize 

edilmesi gerekir. [26] 

 
 

Biyolojik bileĢenin dönüĢtürücüye (transducer) immobilizasyonla uygun bir Ģekilde 

tutturulması gerekmektedir. Genel olarak immobilizasyon için 5 metod vardır. 

Bunlar; 

I. Adsorpsiyon, 
 

i. Fiziksel Adsorpsiyon 
 

ii. Kimyasal Adsorpsiyon 
 

II. Mikroenkapsülasyon 
 

III. Tutuklama 
 

IV. Çapraz bağlama 
 

V. Kovalent bağlama’dır. 
 

 
 

Adsorpsiyon: Fiziksel ve kimyasal adsorpsiyon olmak üzere iki sınıfa 

ayrılmaktadır. 

 
 

Fiziksel adsorpsiyon; van der Waals kuvvetleri, iyonik bağlar, hidrofobik kuvvetleri 

içerir. Fiziksel adsorpsiyon   ile bağlanmıĢ biyolojik  bileĢenlerin  ölçümleri 

piezoelektrik kuartz kristal mikrobalans (QCM) ile yapılır [28]. Kimyasal 

adsorpsiyon;  daha  kuvvetli  ve  kovalent  bağların  diziliĢinden  oluĢur.  Yüzeye 

tutunan biyomalzeme pH, sıcaklık, iyonik kuvvet ve substrattaki değiĢimlere maruz 

kalır ki bunlar biyolojik aktiviteyi azaltır. [29] 

 
 

Mikroenkapsülasyon: Biyomalzeme inert zar tarafından hapsedilir. Genellikle 

kullanılan zarlar; selüloz asetat, polikarbonat, PTFE (polytetrafluoroethlene). Bu 

metod enzim ve çevirici arasında yakınlık içermez.  Bu metod; yalnızca zara nüfuz 

edebilen küçük analitlerin tespitinde kullanılır. [29] 
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Tutuklama: Enzimin polimerik jele veya membran arkasına immobilizasyonu 

göreceli olarak kolay bir iĢlemdir. Enzim fiziksel veya kimyasal olarak herhangi bir 

taĢıyıcıya bağlanmamıĢtır. Enzimlerin, hücrelerin ve organellerin ihtiva edilmesi 

için bazı polimerler vardır; polivinil alkol, polivinil klorid, polikarbonat, poliakrilamid 

ve selüloz asetattır. Jeldeki gözeneklerden biyoaktivitenin kaybedilmesi meydana 

gelebilecek sorunlardandır. [28] [29] 

 
 

Çapraz bağlama: Desteğe kovalent bağlanmıĢ adsorblanmıĢ proteinlerin veya 

enzimlerin istikrarını artırmak için çok fonksiyonlu ajanları kullanır. Glutaraldehit 

biyosensör uygulamasında çapraz bağlama ajanları arasında en sık rastlanandır. 

Reaksiyonun kontrol zorluğu, büyük miktarda biyolojik malzeme gerekliliği ve 

protein-enzim tabakasının rijid (esnemez) olması dezavantajlarındandır. [28] 

 
 

Kovalent bağlama: Biyomoleküller katı yüzeye tanımlı bağlar sayesinde 

immobilize olur. Biyomoleküle en az zarar veren metoddur. Bağlı proteinlerin 

düzenliliğini (uniformity), yoğunluğunu ve dağılımını geliĢtirmeye yarar. Enzimler 

ve proteinlerin immobilizasyonunda kullanılır. Mevcut reaktif gruplara bağlı olan 

ligantı immobilize etmek için birçok kovalent bağlayıcı kimyasallar vardır. Amin 

(NH2), tiyol (SH2) ve aldehit (COOH) bağlama kimyasalları iyi yerleĢtirilmiĢ 

prosedürlerdir. Avantajı; biyomolekül yüzeyde genellikle kuvvetli bir Ģekilde 

immobilize olur ve bu yüzden kullanım süresince yüzeyden istenmeden ayrılmaz. 

Bu da biyomoleküllerin dağılımını belirlemekte kullanılan AFM gibi yüzey-kuvvet 

mikroskobi tekniklerini uygulamak için önemli bir gerekliliktir. [28] 

 
 

2.12 Atomik Kuvvet Mikroskobu (AFM) 
 

 
 

Atomik kuvvet mikroskobu (Atomic Force Microscopy-AFM), yüzey topografisini 

angstrom seviyesinden 100 mikrona kadar görüntüleyebilen bir metoddur.  Hassas 

bir iğnenin yüzeyi taramasıyla, yüzeyin yüksek çözünürlüklü 3D görüntüsünü verir. 

 
 

Ġnce ve kalın kaplamalar, seramikler, kompozitler, camlar, sentetik ve biyolojik 

membranlar,  metaller,  polimerler  ve  yarıiletkenler gibi  materyallerin  yüzeyi 

görüntülenebildiği gibi  yüzey  etkileĢim  özellikleri,  elektriksel  yük,  manyetiklik, 

adhesif ve hidrofilik davranıĢ gibi çeĢitli özellikleri hakkında bilgi alınabilir. 
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Hassas yay atomik itme-çekme kuvvetleriyle eğilir.  Eğilme, lazerden gelen ıĢının 

açısını değiĢtirir. Yansıyan ıĢığın açısı fotodedektörle saptanır. Fotodedektörden 

gelen sinyal bilgisayarda toplanır. [31] 
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3. DENEY AġAMASI 
 

 
 

3.1 Deneyde Kullanılan Cihazlar, Malzemeler ve Kimyasallar 
 

 
 

Deneyleri gerçekleĢtirirken kullanılan cihazlar; QCM (SRS QCM Quartz Crystal 

Microbalance, Ġsveç), manyetik karıĢtırıacı (IKA, Almanya), pH metre ve terazi 

(Sartorius, Almanya), ultrasonik banyo (Bandelin Sonorex, Almanya), kristal 

üzerindeki metal baĢlıklar kesmek için Dremel Lithium Ion (Dremel, Almanya), 

etüvdür (Termal, Ġstanbul). 12 MHz’lik kristallerin frekanslarını ölçmek için BaĢkent 

Üniversitesi’nde Yüksek lisans öğrencisi Erhan Ermek’in kendi tezi için hazırlamıĢ 

olduğu osilatör ve frekans sayacı devresi ile ayrıca Escort EFC-3201 (Hong Kong) 

frekans sayacı kullanılmıĢtır. AFM görüntüleri Hacettepe Üniversitesi’nde Yüksek 

lisans öğrencisi Nihan Güvener tarafından alınmıĢtır. 

 
 

Deneyde kullanılmak  üzere; 4 ve 12 MHz’lik (TIC) kristaller, manyetik karıĢtırıcı 
 

için manyetik balık, pipetler, termometre ve beher kullanılmıĢtır. 
 

 
 

Deneyi yaparken kullanılan kimyasallar; NaOH (Merck, Almanya), saf aseton 

(Merck, Almanya,), metanol (Merck, Almanya), HCl (Merck, Almanya), sistamin 

(SIGMA Aldrich, ABD), glutaraldehit (Fluka, ABD), fosfat tamponu için NaH2PO4 ve 

Na2HPO4  tuzları (SIGMA Aldrich, ABD), fosfat tamponu tuzu (PBS) (Amresco, 

Kanada), borik asit tuzu (Aklar Kimya, Ankara), sodyum tetraborat/HCl tamponu, 

protamin (SIGMA Aldrich, ABD), heparin (Liquemine Heparin 25000 I.U/5 ml i.v. 

5ml’lik 1 flakon, Roche, Almanya) kullanılmıĢtır. Saf su Aklar Kimya- Ankara’dan, 

deiyonize su ise Kartal Kimya- Ankara’dan temin edilmiĢtir. 

 
 

3.2 Deneyin YapılıĢı 
 
 

Sunulan araĢtırma kapsamında kuartz kristallerin yüzeyine kimyasal immobilize 

protamin  ile  etkileĢimin  neden  olduğu  frekans  değiĢimi  ile  heparin  ölçümü 

yapılması hedeflenmektedir. 
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Öncelikle deneyler sırasında kullanılacak gümüĢ (Ag) elektrotlu kuartz kristallerin, 

(4 MHz-12 MHz) üzerindeki metal baĢlıklar kesilerek kristalin elektrotları ve kuartz 

yüzey ortaya çıkarılmıĢtır. (ġekil 3.1) 
 

 
 

 
 

 
 

ġekil 3.1 Kristallerin Dremel 10.8V Lithium Ion el aletiyle metal baĢlıklarının kesilip 

çıkarılması 

 
 

3.2.1 Temizleme ve Hidrofilik Yüzey Eldesi 
 

 

Deneylere ilk baĢlandığı dönemde kristaller 0.5 M NaOH ile farklı deriĢimlerde 

hazırlanmıĢ aseton ve metanol ile 30 dakika etkileĢtirilmiĢlerdir (ġekil 3.2). 

Kristallerin metal baĢlıklarını çıkartırken metal tozlarının kristalin yüzeyine fiziksel 

olarak tutunmasından dolayı öncelikle kristallerin temizleme iĢlemlerinin yapılması 

gerektiğine karar verilmiĢtir. Bu nedenden dolayı kristaller aseton ve metanol ile 

etkileĢtirildikten sonra deiyonize su ile yıkanmıĢtır. Bu sayede kristallerin yüzeyleri 

temizlenmiĢ ve NaOH ile Ag elektrotlar üzerinde aktif OH fonksiyonel gruplarının 

oluĢturulması sağlanmıĢtır. 
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ġekil 3.2 Kristalin manyetik karıĢtırıcıda çözelti ile etkileĢtirilmesi 
 

 
 

%10 aseton ve metanol kullanılarak yapılan temizleme iĢlemlerinin yeterli olmadığı 

saptanmıĢ ve saf aseton ve %95 metanolle yıkama iĢlemleri yapılmıĢtır (ġekil 3.3). 

Kristaller temizleme iĢleminden yani saf aseton ve metanolden sonra ultrasonik 

banyoda deiyonize suyla 3 dakika yıkanmıĢtır (ġekil 3.4). Hidrofilik yüzey elde 

etmek  için  30  dakika  0.5  M  NaOH’de  tutulan  kristaller  ultrasonik  banyoda 

deiyonize suyla 3 dakika yıkanmıĢtır. Böylece fiziksel olarak tutunan moleküllerin 

kristal yüzeyinden ayrılması sağlanmıĢtır. Fiziksel olarak adsorbe olan moleküllerin 

kristal yüzeyinden elimine edilmesi sonrası kristaller etüvde 37 °C’de  yaklaĢık 30 

dakika kurutulmuĢtur. Kurutma iĢlemi sonrası kuartz kristallerin frekans değiĢimler 

ölçülmüĢtür. 
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ġekil 3.3 Temizleme iĢleminin frekans değiĢimi ile karĢılaĢtırılması 
 
 
 
 
 

 
 

 

ġekil 3.4 Kristallerin ultrasonik banyoda deiyonize su ile yıkanması 
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3.2.2 Sistamin Ġmmobilizasyonu 
 

 
 

Kullanılan Ag elektrotlu kristallere, OH grubu aktivasyonundan sonra tiyol ve amin 

içeren bir bileĢik yardımıyla yüzeyde yeni fonksiyonel gruplar oluĢturulmuĢtur. 

Kuartz kristallerin yüzey aktivasyonu aĢamasından sonra kristallerin yüzeylerine 

sistamin immobilizasyonu gerçekleĢtirilmiĢtir. Sistamin molekülü bir tiyol (SH) ve 

amin (NH2) olmak üzere iki fonksiyonel gruba sahiptir. Molekülün bu özelliğinden 

yararlanılarak tiyol ucundan kristal yüzeyine tutunması sağlanmıĢtır. Bu amaçla 5, 

20 ve 50 mM deriĢimleri için farklı miktarlarda sistamin, fosfat tamponunda (0.1 M 

pH: 7) çözülmüĢtür. Kristaller hazırlanan çözeltiler içinde belirli bir süre  karanlık 

ortamda bekletilerek reaksiyona sokulmuĢtur (ġekil 3.5). Süre sonunda kristaller 

deiyonize  suyla  30  dakika  boyunca  yıkanmıĢ  ve  yıkama  iĢleminden  sonra 

kurutulup frekans değerleri ölçülmüĢtür. Temizleme iĢleminden sonra 5, 20, 50 

mM deriĢimlerinde hazırlanmıĢ sistamin ile immobilizasyon yapılmıĢtır. 5 mM ile 

yapılan sistamin immobilizasyon iĢlemi baĢarısız olmuĢtur. Ancak 20 mM ve 50 

mM  deriĢimleri ile yapılan  immobilizasyon  baĢarılı  olmuĢtur.  Bu  iki  deriĢim  ile 

yapılan deney sonucunda elde edilen frekans değiĢimi birbiriyle karĢılaĢtırıldığında 

20 mM deriĢimle yapılan iĢlemin daha baĢarılı olduğu gözlemlenmiĢtir  (ġekil 3.6). 
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ġekil 3.5 Karanlık ortamın sağlanması 
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ġekil 3.6 Farklı sistamin deriĢiminin yarattığı frekans değiĢimi 
 

 
 

Ġleri deneylerde 20 mM sistamin ile karanlık ortamda 30 dakika tutulan kristaller 

ultrasonik  banyoda  deiyonize  suyla  3  dakika  yıkanmıĢtır  [32].  Böylece  fiziksel 

olarak tutunan moleküllerin kristal yüzeyinden ayrılması sağlanmıĢtır. Fiziksel 

olarak adsorbe olan moleküllerin kristal yüzeyinden elimine edilmesi sonrası 

kristaller  etüvde  37  °C’de yaklaĢık  30  dakika  kurutulmuĢtur.  Kurutma  iĢlemi 

sonrası kuartz kristallerin frekans değiĢimleri ölçülmüĢtür. 

 
 

3.2.3 Glutaraldehit Ġmmobilizasyonu 
 

 
 

Sistamin immobilize edilmiĢ kuartz kristallerin üzerine uzatma kolu (spacer arm) 

takılması amacıyla bifonksiyonel özelliğe sahip glutaraldehit kullanılmıĢtır. 

Sistaminin serbest olan amin ucu ile glutaraldehidin aldehit uçlarının reaksiyona 

girmesi ile kovalent olarak bağlanması sağlanmıĢtır. 

 

Ligand immobilizasyonu sırasında, ligand moleküllerinin aktif uçlarının kristal 

yüzeyinden dıĢarı bakması, böylece anilat molekülleri ile spesifik olarak, yeteri 

kadar  hızlı  etkileĢmesini  sağlayacak  Ģekilde  gerçekleĢtirilmesidir.  Uzatma  kolu 
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kullanılarak immobilizasyonun gerçekleĢtirilmesi, ligand-anilat etkileĢmesinde 

ortaya çıkabilecek sterik engellemeleri ortadan kaldıracağı için önerilen bir 

yaklaĢımdır. [26] 

 

Sistamin immobilize  edilmiĢ   kristaller  glutaraldehit etkileĢimi için  sodyum 

tetraborat/HCl  tamponuna  (pH:  8.2)  karanlık  ortamda  reaksiyona  sokulmuĢtur 

(ġekil 3.7). Yıkama   iĢleminden  sonra  kurutulup frekans  değerleri    ölçülüp 

kaydedilmiĢtir. Bunun  için sistamin immobilize kuartz kristaller  değiĢen 

glutaraldehit deriĢimlerinde (%1 ve 5) sodyum tetraborat/HCl tamponuna (pH: 8.2) 

karanlık ortamda belirli bir süre 30 dakika bekletilerek reaksiyona sokulmuĢtur. 

Süre sonunda kristaller deiyonize suyla 30 dakika boyunca yıkanmıĢ ve yıkama 

iĢleminden sonra kurutulup frekans  değerleri   ölçülmüĢtür. Sistamin 

immobilizasyonundan sonra %1 ve %5 glutaraldehit yapıldığında elde edilen 

frekans değiĢimi karĢılaĢtırıldığında %5 ile yapılan immobilizasyon daha baĢarılı 

olmuĢtur. %5 glutaraldehit kristalde %1’e göre daha fazla frekans düĢüĢüne neden 

olmuĢtur. (ġekil 3.8) 
 

 
 

 
 

 
 

ġekil 3.7 Sistamin ve glutaraldehit immobilizasyonu için kristallere karanlık ortam 
 

sağlanması 
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ġekil 3.8 Farklı glutaraldehit deriĢiminin yarattığı frekans değiĢimi 
 

 
 

Ġleri deneylerde %5 glutaraldehit  ile karanlık ortamda 30 dakika tutulan kristaller 

ultrasonik banyoda deiyonize suyla 3 dakika yıkanmıĢtır. Böylece fiziksel olarak 

tutunan moleküllerin kristal yüzeyinden ayrılması sağlanmıĢtır. Fiziksel olarak 

adsorbe olan moleküllerin kristal yüzeyinden elimine edilmesi sonrası kristaller 

etüvde 37 °C’de  yaklaĢık 30 dakika kurutulmuĢtur. Kurutma iĢlemi sonrası kuartz 

kristallerin frekans değiĢimleri ölçülmüĢtür. 

 
 

3.2.4 Protamin Ġmmobilizasyonu 
 

 

Ġmmobilizasyonda, en eski immobilizasyon yöntemi olan kovalent bağlama 

uygulanmıĢtır. pH:7 fosfat tamponunda hazırlanmıĢ 1.0 mg/ml protamin 

immobilizasyon süresi 30 dakika olarak oda sıcaklığında uygulanmıĢtır. Protamin 

immobilizasyonundan sonra kristaller 3 dakika deiyonize su ile ultrasonik banyoda 

yıkanmıĢ ve ölçümler alınmıĢtır. 
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3.2.5 Heparin Ölçüm Deneyleri 
 

 
 

Protamin immobilizasyonundan sonra kristaller fosfat tamponu ile hazırlanmıĢ olan 
 

0.2, 0.5, 0.7, 1, 2, 2.5, 3, 4 U\ml heparin ile 30 dakika etkileĢtirilmiĢ kurutma 

iĢleminden sonra ölçümler alınmıĢtır. 

 
 

3.2.6 Deneysel Sonuçlar 
 

 
 

Saf aseton ve %95 metanol ile temizleme yapılmasının daha iyi sonuç verdiğine 

karar verilmiĢtir. 0.5 M NaOH ile hidrofilik yüzeyin oluĢturulmasıyla ve 20 mM 

sistamin  ile  %5  glutaraldehit  yapılmasıyla  ve  yıkama  iĢlemlerinin  3  dakika 

ultrasonik banyoda deiyonize su ile yapılan deneylerde, her aĢamada alınan 

frekans ölçümleri sonucunda frekansların düĢtüğü tespit edilmiĢtir. Bundan sonra 

ilk frekans ölçümü kristallerin metal baĢlıkları çıkartıldıktan sonra ve 2. ölçüm 

protamin immobilizasyonundan sonra, 3. ölçüm ise heparin ölçümünden sonra 

alınmıĢtır. 

 
 

Yapılan iĢlemlerin arkasından QCM ile frekans değerleri okunmuĢtur. Eğer 

frekansta düĢme var ise bu; yüzeye kütlenin tutunduğunu, frekansta artıĢ var ise 

yüzeydeki kütlede kopmalar olduğu anlamına gelmektedir. 

 
 

Kristallerin kalitesinden ileri gelen problemi gidermek için, 4 MHz’lik kristallerden 

sonra TIC marka 12 MHz’lik kristaller kullanılmıĢtır. Bu kristallerin kullanılmasına 

rağmen  metal  baĢlıklar  çıkartıldıktan  sonra  elektrotların  tam  birbirine  denk 

olmadığı gözlenmiĢ bazılarında lekeler tespit edilmiĢtir. 

 
 

Deneyler esnasında kullanılan beherlerin kaynar suyla ve saf suyla da ayrıca 

yıkanması önemli olduğu saptanmıĢtır. 

 
 

Temizleme iĢleminin saf  aseton  ve  %95  metanol  ile  yeterli  Ģekilde  sağlandığı 
 

gözlenmiĢtir. 
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Ultrasonik banyoda deiyonize su ile yapılan yıkama iĢleminin süresi arttırıldığında 

kristallerin yüzeyinde aĢınma ve delikler tespit edildiğinden optimum değer olarak 

3 dakika uygulanmıĢtır. 
 

 
 

Tutunmanın sağlandığı kristallerde protamin immobilizasyonu iĢlemi yapılmıĢtır. 

pH 7’de hazırlanmıĢ olan fosfat tamponu ile 1 mg/ml deriĢimindeki protamin ile 30 

dakika süreyle reaksiyona maruz bırakılmıĢtır. Bazı kristallerde, protamin 

iĢleminden sonra yıkama iĢlemi gerçekleĢtirilmemiĢ, bazılarında ise uygulanan 

yıkama iĢlemiyle frekans değiĢimi gözlemlenmiĢtir (ġekil 3.9). Yıkama ve 37 oC’de 

kurutma iĢlemi gerçekleĢtirilmiĢ olan kristallerle heparin ölçümü yapıldığında 

heparinin  yüzeye  tutunduğu  saptanmıĢtır.  Ancak  yıkama  iĢleminin  yapılmadığı 

kristallerle yapılan heparin ölçümünde protamin kopmaları olmuĢtur (ġekil 3.9). 
 
 
 
 
 

 
 

 
 

ġekil 3.9 Protamin sonrası yıkama iĢleminin heparin ölçümüne etkisi 
 

 
 

Protamin immobilize olmuĢ kristallerle yapılan heparin ölçümlerinde 0.2, 0.5, 0.7, 

1, 2, 2.5, 3, 4 U\ml değerler denenmiĢtir. Heparin deriĢimi artıkça frekansta azalma 

(ġekil 3.10), dolayısıyla protamine tutunmada da artıĢ gözlenmiĢtir. Bu değiĢim, 

Sauerbrey denklemine göre hesaplandığında ġekil 3.11’de görüldüğü gibi kütle 
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değiĢimi gözlenmiĢtir. Ancak bir aĢamadan sonra protaminin (tespit edebileceği) 

tutabileceği heparin değerinde, heparin deriĢimi arttıkça azalma olacaktır. 

Protaminin  heparine  doygunluğu  artmaya  baĢlayınca  frekansta  artıĢ  olmaya 

baĢlayacak ve kristalin yüzeyine tutunan kütlede azalma baĢlayacaktır. 
 

 
 

 
 

 

ġekil 3.10 Farklı deriĢimdeki heparinin protamin ile etkileĢmesi 
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ġekil 3.11 Farklı deriĢimdeki heparinin kristalde kütle değiĢimi 
 

 
 

3.2.7 AFM Görüntüleri 
 

 
 

AFM analizleri NanoSurf Atomik Kuvvet Mikroskobu tarafından 10 mikrometrelik 

tarama kafasıyla yapılmıĢtır. Görüntüleme tekniği olarak Temassız Mod 

uygulanmıĢtır. 

 
 

Tüm AFM görüntülerinde değiĢen yükseklik farklarına bağlı derecelendirme 

Ģekillere ekli halde bulunmaktadır. Adım adım ilerleyen deney aĢamalarında 

değiĢken olarak gözlemlenen kalınlık farkı ve yüzey topografyası ile 

immobilizasyon görüntülenmiĢtir. ġekil 3.12`de boĢ kuartz kristal yüzeyinin AFM 

görüntüsü görülmektedir. Fabrikasyon gümüĢ yüzeyinin oluĢturulması aĢamasında 

oluĢan yüzey pürüzlülüğünden dolayı yaklasik 2 nm miktarında bir yükseklik farkı 

gözlenmiĢtir. Sistamin immobilizasyonundan sonra yüzey morfolojisindeki değiĢim 

yığılmalar  Ģeklinde  olup,  ortalama  yükseklik  değisimi  5  nm  civarındadır  (ġekil 

3.13). Protamin immobilizasyon ile yüzey morfolojisi daha muntazam 
 

gözlemlenmekte olup, adacık görüntüsü yerini düzenli bir topografyaya bırakmıĢtır. 
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Kalınlık farkı protamin immobilizasyonu sonucunda bu katmanda 7 nm kadar 

bulunmuĢtur (ġekil 3.14). Heparin immobilizasyonu sonucu yüzeydeki yığılma 

adacıkları yer  yer  gözlenmekte olup, doluluk miktarındaki artıĢ AFM 

görüntülerinde de gözlenmektedir. Heparin immobilizasyonu  sonucunda 

tabakadaki kalınlık farkı yaklaĢık 9 nm olup ġekil 3.15`te görülmektedir. [31] 

 

 
 
 
 

 
 

 
 

ġekil 3.12 Uygulama öncesi kuartz kristal yüzeyi 
 

 
 
 

 
 

 
 

ġekil 3.13 Sistamin immobilizasyonu sonrası kuartz kristal yüzeyi 
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ġekil 3.14 Protamin immobilizasyonu sonrası kuartz kristal yüzeyi 
 
 
 
 

 

 
 

 
 

ġekil 3.15 Heparin immobilizasyonu sonrası kuartz kristal yüzeyi 
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SONUÇ ve ÖNERĠLER 
 

 
 

Kanın  pıhtılaĢmasını  önlemek  amacı  ile  heparin  kullanılmaktadır.  Heparinin 

antidotu olarak da protamin kullanılabilir. Protamin heparinin antikoagülan görevini 

inhibe eder ve pıhtılaĢmayı tekrar sağlar. 

 
 

Yapılan çalıĢmada; kuartz kristal yüzeyine protamin immobilize ederek, frekans 

değiĢimyle heparin tayini yapılabilmiĢtir. Ġmmobilizasyon iĢlemleri için en uygun 

parametreler çeĢitli literatür araĢtırması yapılarak elde edilmiĢtir. Ġmmobilizasyon 

yapılıp yapılamadığı ise yüzeydeki kütle değiĢimine bağlı olarak frekans değiĢimi 

ile cevap veren QCM ile belirlenmiĢtir. 

 
 

Yıkama iĢlemi ultrasonik banyoda deiyonize suyla yapıldığında gümüĢ kristal 

yüzeyindeki fiziksel olarak tutunmayı daha iyi arıttığı saptanmıĢtır. Fakat ultrasonik 

banyoda yıkama süresi arttırıldığında kristallerin yüzeylerinde aĢınma ve deliklerin 

oluĢtuğu gözlenmiĢtir, bu nedenden dolayı yıkama iĢlemi 3 dakika ile 

sınırlandırılmıĢtır. 

 
 

Uzun soluklu deneysel çalıĢmalar sonunda Heparinin deriĢimi arttığında frekansta 

düĢme ve Sauerbrey denklemine göre kütlede artıĢ olduğu tespit edilmiĢtir. Ancak 

bir aĢamadan sonra heparin deriĢimi arttıkça protaminin tespit edebileceği heparin 

değerinde, azalma olacaktır. Protaminin heparine doygunluğu artmaya baĢlayınca 

frekansta artıĢ olmaya baĢlayacak ve kristalin yüzeyine tutunan kütlede azalma 

baĢlayacaktır. 

 
 

Yapılan deneylerde kullanılan kristaller elektronik sanayiinde kullanılan ticari 

ürünlerdir. Bunlar biyolojik ve kimyasal amaçlı üretilmediklerinden dolayı 

gelecekteki çalıĢmalarda daha iyi sonuçlar alınması açısından altın (Au) kaplı 

kristallerin kullanılması önerilmektedir. 

 
 

Ayrıca, 
 

a. Ölçümleri plazmadan yapmak, 
 

b. GeliĢtirilen sensörün tekrar kullanılabilirliğini denemek, 
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c.  Heparinle etkileĢtirdikten sonra suyla ya da zayıf asit ve çözeltileriyle yıkayarak 

heparini protaminden ayırıp tekrar heparinle etkileĢtirmek, 

d. Hazırlanan biyosensörleri akıĢ hücresine yerleĢtirip ölçümler yapmak 
 

daha sonraki adımlar olarak sıralanmaktadır. 
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EKLER 
 
EK-1 Heparin veya protamin dozaj kontrol tekniği [17] 
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