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AKUT MiYOKARD HASARININ TROPONIN BiYOSENSOR iLE OLGULMESI

Orhan Erdem HABERAL
Baskent Universitesi Fen Bilimleri Enstitisii

Biyomedikal Muhendisligi Anabilim Dall

Koroner kalp hastaliklari Turkiye’de yetigkinlerde O0lum oraninin en yluksek
oldugu hastaliklardan biridir. Ozellikle kardiyopulmoner bypass ameliyati
sonrasi hastalarda miyokard enfarktis riski oldukg¢a yuksektir. Amerikan
Kardiyoloji Dernegi ve Avrupa Kardiyoloji Birligi kardiyak troponinleri
miyokard enfarktls tanisi i¢in biyokimyasal belirte¢ olarak 6nermektedir. Bu
nedenle, ameliyat sonrasi hastanin hayati degerleri ile birlikte kandaki
troponin seviyesinin ardisik olarak oOlgulmesi gereklidir. Ancak surekli 6lgim
yapabilen hassas bir sistem henluz bulunmamaktadir. Bu ¢alismanin amaci
kandaki troponin protein seviyesini hassas, hizli ve ucuz olarak o6lgebilen bir
sistem gelistirmektir. Bu amacla, QCM kristalleri yizey temizligi isleminden
sonra anti-cTnT immobilize edilmigtir. Troponin konsantrasyonu, QCM
sensorunun frekans degisimi ile gdézlemlenmistir. Ayni sensér farkl troponin
konsantrasyonlari ile test ediimis ve frekans degerinin, troponin
konsantrasyonu ile dogru orantili olarak degistigi gézlemlenmigtir. Bu sonug
TEM gériuntaleri ile desteklenmistir. Gelistirilen sensér sistemi troponin

seviyesinin gozlemlenmesi icin Onerilen hizli, etkili ve ucuz bir yontemdir.

Anahtar Kelimeler: Miyokard Enfarktlis, QCM, Troponin,TEM

Danisman: Dog¢. Dr. Mustafa KOCAKULAK, Baskent Universitesi, Biyomedikal
Muahendisligi Anabilim Dall.



ABSTRACT

A BIOSENSOR APPLICATION FOR DETERMINING ACUTE MYOCARD
DAMAGE

Orhan Erdem HABERAL
Baskent University institute Of Science And Engineering

The Department Of Biomedical Engineering

Coronary heart disease is the leading cause of morbidity and mortality among
adults in Turkey. It is crucial to diagnose myocardial infarction especially after the
coronary bypass surgery. American Heart Association and European Society of
Cardiology emphasize that troponins can be used as biochemical markers to
diagnose myocardial infarction. The goal of this research is to develop a highly
sensitive and rapid biosensor system that can measure troponin T levels in a
rapid, sensitive and easy way. In this study, highly sensitive QCM crystals were
chemically modified to measure changes in adsorbed mass on the surface and
were used to detect the amount of the troponin concentrations. The amount of the
troponin proteins was quantified by measuring the change in frequency of the
QCM. QCM crystals with immobilized anti-cTnT were tested using different
concentrations of troponin molecules. Frequency values of the sensor system
were changed proportional to the amount of troponin concentration in the sample,
indicating that troponin molecules attach to the surface of the QCM. These results
were supported by SEM images. This method presents a rapid and inexpensive

biosensor system that monitors troponin levels.

Keywords: Myocard infarction, QCM, Troponin, SEM
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1. GIiRIS

Turkiye’de her 7 kisiden 1’i kalp krizi riskiyle karsi karsiya kalmaktadir.
Turkiye’deki toplam koroner kalp hastasi sayisi 2.8 milyon ve her yil 207 bin kisi
koroner kalp hastaligi nedeniyle hayatini kaybetmektedir. Tlrkiye’'deki dlimlerin
% 43’0 koroner kalp hastaligina bagli olarak gergeklesmektedir. Turk Kardiyoloji
Dernegi'nin verilerine gore, Turkiye'de yilda 15 bin kisiye stent takilirken, 25 bin

hastaya da by-pass uygulanmaktadir.

ABD ve Avrupa’ da ise her yil 15 milyon hasta gogus agrisi ve diger miyokard
enfarktlst belirtileri ile acil servislere basvurmaktadir. (Bassand et al., [2])
Miyokard enfarktlsin hizli teshisi hastanin dogdru belirlenmis tedaviyi en hizli
sekilde alabilmesi icin hayati 6nem tasimaktadir. (Thygesen et al., [33]).
Gunumuzde elektrokardiyogram ve kardiyak belirteclerden altin standart olan
troponin Olgimleri dodru tedaviye yoOnlendiren baslica yol gdstericilerdir.
Elektrokardiyogramdaki  birtakim anomaliler ¢ogu zaman akut koroner
sendromlarin tesghisinde tek basina yeterli olamamaktadir. Kardiyopulmoner
bypass ve kalbin mekanik manipulasyonu sonrasi gelisen miyokard hasarinin
degerlendirmekte kardiyak belirteglerden troponin ¢ok ayirici ve hassastir.(Pope et
al., [26]; Wang et al., [35]). Akut miyokard enfarktistnun teshisi 6 ile 12 saatlik seri
kan testlerinin takibini gerektirmektedir ve miyokard enfarktislinin tam olarak
teshis edilemedidi her an hasta igin ylUksek risk arz etmektedir. Gogus agrisi
sikayeti ile acil servislere basvuran birgcok sayida hastanin slUpheli rahatsizlik
durumlarini ve yuksek riskli hastalar igin her an blylk 6énem tasirken yaniltici
sikayetleri olan acil servisi kalabaliklastiran hastalarin en kisa zamanda dogru
teshisi almalari da acil servislerin islevselligi acisindan buyldk 6énem arz
etmektedir.(Reichlin et al., [27]) Diger yandan bu testler igin her yil milyonlarca lira
harcanmaktadir. Troponinler igin farklh testler olsa da surekli dlgim yapan bir
sistem bulunmamaktadir. Kardiyak troponin T’nin kandaki seviyesi 0.4ng/ml

sinirint astigl takdirde kalp kasinda hasar meydana geldigi tanisi konabilmektedir.



1.1.Calismanin Amaci

Amerikan Kardiyoloji Dernegi ve Avrupa Kardiyoloji Birligi kardiyak troponinleri
miyokard enfarktis tanisi igin biyokimyasal belirteg olarak 06nermektedir.
Kardiyopulmoner bypass ve kalbin mekanik manipulasyonu sonrasi gelisen
miyokard hasarinin degerlendirmekte kardiyak belirtecler ¢ok ayirici ve hassastir.
Tez onerisinin hedefi troponin kardiyak belirtegleri icin hassas dlgum yapan bir
biyosensor Uretiimesidir. Biyosensdr temelini iki farkli alandan guncel ve
basarilarini yakin zamanda kanitlamis farkli uygulamalar ile gelecek vaat eden
teknolojilerden almaktadir. Bu teknolojilerden ilki biyokimya alaninda antikor

immobilizasyonu digeri ise biyosensor alaninda QCM teknigidir.

Kardiyak belirteclerden altin standart kabul edilen troponin proteininin hasta
basinda takip edilmesi ile 6zellikle koroner arter bypass operasyonu sonrasi hasta
icin hayati 6neme sahip akut ttkanmalarin erken teshisi i¢in kullanilabilecektir. Bu
calisma suresince ilk etapta kardiyak belirteglerden troponin T (cTnT) igin basit,
hizli ve digsuk maliyetli bir biyosensor gelistiriimeye ¢alisiimistir, daha sonrasinda

ise bu biyosensorun surekli 6lcim yapabilirligi denenmistir.

QCM, kuvars kristallerinin ¢ok hassas kultle sensorleri olarak kullaniimasi
prensibine dayanir. Kristal Uzerindeki kitle degisimi frekans degisimi olarak
algilanir ve gerekli parametre cevrimleri ile frekanstaki degisim kutle degisimine
oranlanir. QCM’in en buylUk avantajlari sivi igerisinde ¢alismasi, Uretim
Ozelliklerinin iyi bilinmesi, sensér yluzeyinde molekuler baglanma olaylarinin
dogrudan (ek isaretcgi olmadan-etiketsiz) dlgum sinyali Uretmesi, basit ve hassas
Olcim yapabilme yetenegini cok dusik maliyetlerle gergeklestirebilmesidir. QCM
uygulamalarinin hizla artmasini tim bu 6zellikleri yani sira kolaylik uygulanabilir

yuzey modifikasyonlari ile farkh biyosensorlerin Uretilebilmesidir.

Tez 3 asamadan olugmaktadir. 1. asamada biyosensor olusturulmus. 2. asamada
elektronik sistem tasarlanmis 3.asamada akis hlcresinde troponin Olcuimleri
yapilmis ve bilgisayarda veriler iglenmistir. Kuvars kristallerin yuzeyleri
temizlenmis, ylzey modifikasyonu gergeklestiriimis ve yuzeye troponine spesifik

antikor immobilize edilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1.Kalp Kasi Ve Yapisi

Kalp iki ayri pompadan olusur. Sag kalp pulmoner sisteme sol kalp cevre
organlara kan pompalama islemlerini gergeklestirir. Sag ve sol kalp, atriyum ve
ventriklil olarak adlandirilan odaciklardan olusur. Atriyum kanin ventriklllere
tasinmasina yardimci olan zayif pompalama kuvvetini saglayan odaciktir.
Ventrikiller ise kani g¢evresel organlara ve pulmoner sisteme gdnderen kuvveti
saglayan odaciktir. Kalp 6zellesmis yapisi sayesinde ritmik kasilma hareketleri ile

bu pompalama islevlerini gergeklestirir. (Hall and Guyton, [38])

Kalp g tip kastan meydana gelir. Bunlar; atriyum kasi, ventrikul kasi ve 6zellesmis
ve iletici kas lifleridir. Kasilma surelerinin daha uzun olmasi disinda iskelet
kaslarinin kasilmasina benzeyen atriyum ve ventrikll kaslari, ¢ok az miktarda
kasilabilir, fibril iceren 6zellesmis uyari ve ileti lifleridir. Bu lifler belli belirsiz
kasilmalari diginda aksiyon potansiyelleri ve ritmik elektriksel uyarilar ile veya
aksiyon potansiyellerini kalbin tamamina ileterek ritmik 6zelligi dizenleyen uyari

sistemi saglarlar.

Bolunen, bir araya gelen ve tekrar ayrilan kalp kasi liflerinin dantel isine benzer
sekilde duzenlendigi gortlmektedir. Kalp kasi tipik bir iskelet kasi gibi cizgilidir.
Kalp kasinin tipik miyofibrilleri iskelet kasindakilerin hemen hemen ayni olan aktin
ve miyozin filamentleri icerirler. Bu filamentler yan yana dizilmislerdir ve kasilma
esnasinda birbirleri Uzerine kayarlar. Diger 6zellikler bakimindan kalp kasi iskelet

kasindan oldukga farkhdir.

Protein yapisinda olan ince ve kalin filamentler kontraktil proteinler olarak
adlandirihirlar. Kalin filament miyozinin iki uzun kuyruga ve uglarinda globuler
basliklara sahiptir, bu uc¢larda adenozin trifosfat (ATP) ve aktin baglayan 6zel
baglanma bodlgeleri mevcuttur. Hafif zincir halkalari basliklarla gevsek baglanti
icindedir ve bu zincir halkalarinin fosforilasyonu sonucu kas kasilmasi meydana
gelir. ince filamentler aktin ile beraber birkag protein daha icerir. Aktin polimerize
altyapilardan olusan iki heliks iplikgik ile miyozin ucundaki basliklarla gapraz

kopruler olusturur. Tropomiyozin, dizenleyici olarak gérev yapan ve fibroz yapida
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aktin iginde boglukta duran protein yapisidir. Kasin gevseme durumunda aktin ve
miyozinin birbiriyle etkilesimini engeller. Troponin; bagka bir dizenleyici protein 3
alt yapidan olusur. Troponin C aktivasyon sirasinda kalsiyum iyonlarini baglar ve
aktin uclarindaki ¢apraz képru kurulan baglanma bolgelerindeki diger duzenleyici
proteinlerin konformasyonel degisimlerini baslatir. Troponin T,kompleks troponin
yapilarini tropomiyozin Uzerine sabitler. Troponin | aktin-miyozin etkilesiminin

dinlenme durumunda inhibe eder.(Hall and Guyton , [38])

Troponin | ve T kardiyak kasi nekrozu igin ¢ok spesifiktir. Serum seviyeleri goégus
agrisini takiben 4-8 saat sonra artmaya baslar 12-16 saat sonra tavan seviyelere

ulasir, 5-9 glin sonunda normal seviyelerine doner.

aSerbest Durumdayken b)Kasiimanm Baglamast

Tropomiyozin Tropomiyozin kayiyor,
G-Aktin Geaktindeki baglenma baglanma bilgesirin (-gktine
Blgesini kapatiyor marz halias

Gi-Aktin Harckei

0

Sekil 2.1 Kasilmada Troponinin Rolu



Troponin kompleksi 3 dizenleyici proteinden olugsmaktadir. Troponin C,I,T kas
iskelet ve kalp kasi kasilmasinda anahtar rol oynarlar, ama duz kaslarda

fonksiyonlari yoktur.

Kas aksiyon potansiyelleri uyarma-kasilma egligi olarak adlandirilan islem ile
mekanik kasilma gergeklestirir. Bu esligin en énemli kismi htcre igi kalsiyum
derisiminin ani artigidir. Kalsiyum, troponindeki baglanma bdlgelerine baglanir ve
seklinin degismesine sebep olur. Bunun sonucu olarak tropomiyozini aktin-
miyozin Uzerindeki baglanma bolgesinden oteler, ¢apraz kdprulerin kurulmasina
izin verir ve aktin-miyozinin birbiri Gzerinde kayarak kas kasilmasini gerceklestirir.
Kalsiyumun troponinden ayrilmasi ile tropomiyozin c¢apraz koéprileri bloklar ve

onceki konumuna yerlesir, kas dinlenme konumuna ge¢mis olur.

Miyozin Bagi
(Yaksek Enerjili Hali)

@ Miyozin ¢apraz kdprisi, aktin miyofilamana eklenir

Ince Filaman

> ADP vePi
. {Inorganik fosfat salgilaniyor)

'.’ ATP s, Kaln Filaman

o
\\Hldmlm‘,'

@ ATP, ADP ve Pi’e bdliniirken , miyozin bagi ortaya gikar (,“mh;ma Vurugu -Miyozin bagt ddnerek ve bikillerek aktin
filamam eker gibi M ¢izgisine kaydinr

Miyozin Bagt
(Dgitk Enerjili Hali)

@ Yeni ATP miyozin bagina eklenirken, ¢apraz kdpril ayrilir

Sekil 2.2 Kas Kasilmasi ve Gevsemesinde Aktin-Miyozin iligkisi



Kasin kasilmasi;

1.Kasi uyaran motor sinir sonlarindan transmitter molekul birakilir.
2.Sarkolemma depolarize olur.

3.Sarkolemma boyunca ilerleyen aksiyon potansiyelleri transvers tubuller ile
kas fiberinin igine goéturuldr.

4.Sonrasinda sarkoplazmik retikulumdan miyoplazma igerisine Ca ++

salinir.

5.Ca++ troponine baglaninca miyozin basinin aktine baglanacagi yer

bosalir.

6.Miyozin baslari aktine baglanir. Bu sirada ATP den ADP ve P olusur ve
aciga cikan enerji kasin kasilmasinda kullanilir.

Kasiima aninda sarkomer boyu kisalir, Z bantlari birbirlerine yaklasirlar
Kasin gevsemesi;

1.Uyar! bitince Ca*™ troponini terkeder. Serbest kalan Ca*™" sarkoplazmik
retikulumda bulunan Ca™ baglayan kalsekestrin adi verilen protein
tarafindan tekrar baglanir.

2. Miyozin basina yeni bir ATP baglandiginda kas gevser

3. Tropomiyozin aktinde miyozinin baglanacagi bdlgeleri tekrar kapatir.



2.2. Miyokard Hasarinin Biyokimyasal Belirleyiciler

Akut miyokard iskemisi olan hastalarin tani, izlem ve deg@erlendiriimesinde
kardiyak troponinlerin énemli bir yeri vardir. Dinya Saglik Teskilati (WHO); akut
miyokard enfarktls (AMI) tanisi i¢in klasik Ug kriter bildirmistir;

1. Gogusde iskemik tipte agri
2. Ardisik alinan EKG’lerde ilerleyici degisiklikler
3. Serum kardiyak belirteglerde yukselme ve disme

Bu Uc¢ kriterden ikisinin bulunmasi AMI tanisini belirler; ancak bu durum AMI
hastalarinin sadece 1/2’sinde goérulir. AMI hastalarinin 1/3’Gnde klasik tip gogus
agrisi yoktur ve sonradan ¢ekilen EKG’lerde patolojik Q dalgalari tesadufen
belirlenerek hastalik tanisi konur. Boyle stpheli durumlarda kardiyak belirteclerin

seri dlgumleri ¢cok buylk énem tasir .(Alaybeyoglu , [39])

Biyokimyasal belirteglerin tespiti icin yapilan testler yuksek maliyetli, karmasik
donanim ve kalifiye eleman gerektiren birkag asamadan olusan zaman alici

testlerdir. Bu testler ilerleyen bolimlerde tartisilacaktir.

Gogus agrisi sikayeti ile servise basvuran hastalarda 6n teshisi dogrulamak igin ilk
yapilan inceleme elektrokardiyogramdir. Ekg’de goérilen S dalgasindaki yukselme
akut koroner stphesini guglendirici ydondedir ve biyomkimyasal testler sadece teyit
etme iglevini gorar. Diger yandan ST ve T dalgasindaki anormallikler veya EKG’nin
normal sonuglar vermesi durumunda biyokimyasal testler risk siniflamasinda kritik
rol oynar. GUnumuzde troponin biyokimyasal belirte¢ testleri icin altin standarttir
ancak bazi durumlarda diger kardiyak belirtecler igin de test yapma geregi vardir.
(Nusier and Ababneh , [24])
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Sekil 2.3 Akut Miyokard Enfarktlisinin Karar Asamalari

Kardiyak miyositlerde nekroz gelisimi nedeniyle sarkolemma buUtlnlagu
bozuldugundan htcre i¢i makromolekdiller, kardiyak interstisyum ve mikrodolasima
karigsmaktadir. Bu belirleyicilerin dolagimda gértilme hiz ve zamanlari, hicre ici
yerlesmeler, molekul agirliklari, bolgesel mikrodolagsim veya kandan uzaklastirma

hizlari gibi cesitli faktorlerden etkilenir.(Ozden , [44])

Sitozolik proteinler hlcre icinde serbest halde bulunurlar. Bu nedenle
miyositlerdeki hasari takiben dolasimda daha erken belirir ve daha erken pik
degerine ulasirlar. Buna karsin kontraktil bélimde bagh olarak bulunan proteinler
hicre iginde proteoliz ile serbestleserek dolasima gecgerler. Bundan dolayi sitozolik
proteinlere gére kana ge¢me hizlari daha yavastir ve tepe dederine daha geg¢
ulasirlar. Kardiyak belirleyicileri, hlcre ici yerlesimlerine gbére U¢ ana grupta

incelemek mumkundur.(Habif , [16])



1- SITOZOLIK

« CK
« CK-MB
* LDH

» Kalsiyum baglayan protein S 100a
* Miyoglobin

 H-FABP

* Glikojen fosforilaz BB

2- SITOZOLIK VE YAPISAL:

cTnT (kardiyak troponin T)

cTnl (kardiyak troponin 1)
3-YAPISAL:

Miyozin hafif zinciri(MLC)

Miyozin agir zinciri(MHC)

Kardiyak belirteclerin ideal olmalari igin kalp kasina 6zgu olmalari, normal
kosullarda dolasimda bulunmamalari, uzun sure saklanabilmeleri, Kklinik
arastirmalarinin  tamamlanmis olmalari, 6lgimu kolay, hizli ve ucuz olarak

gergeklestirilebilmelidir.

Miyokard hasari 6nceki yillarda sitoplazmik enzim seviyeleri ile belirlenmekteydi.
Enzim seviyelerinin belirlenmesi i¢in de bu enzimlerin katabolik aktivite dlgimleri
kullaniimaktaydi. Son yillarda ise enzim aktivite testleri yerine kutle olgimleri

yapilmaktadir. (Ozhasenekler , [45])

immiinoassay tekniklerin gelismesi ile daha hassas élgimler yapabilmektedir. AKS

durumunda yapilan baslica belirteg testleri CK-MB, miyoglobin ve troponinlerdir.



2.2.1. Kardiyak Troponinler

Kardiyak troponinler kas kasilmasinda anahtar rol oynayan ve kas yapisindaki
ince filamentleri dlzenleyen (¢ alt bilesene sahip proteinlerdir. Bunlar ;
TnC(18kDa), Tnl(24kDa) ve TnT(37kDa)’dir. Troponinler gizgili iskelet kaslarinda
da yer alirlar. TnC’nin iskelet ve kalp kaslarindaki izoformlari aynidir. Tnl ve TnT
yavas,hizli seyiren iskelet kasi ve kalp kasi olmak Uzere 3 farkli kas dokusunda 3
farkli gen tarafindan sentezlenmektedir. Kardiyak nekroz gergceklesmesinden
sonra kas yapisi bozulmasi nedeniyle troponinler dolasima gecerler. Saglkh
bireylerde dolagsimda yer almadiklari i¢cin en ufak artislari bile miyokard hasarinin
ve akut koroner sendromlarda 6luim riskinin belirlenmesinde anahtar rol oynarlar.
(Christenson et al., [8]). Yapilan g¢alismalarda TnT degerinin gdgus agrisinin
baslangicindan itibaren 3 saat sonra 0.3ng/ml seviyelerine ulastigi tespit edilmistir.
Miyokard enfarktisun erken tanisi ve yanlis pozitif degerlerden kaginmak igin

ardisik test yapma geregi vardir.

Sekil 2.4 insan Troponin Kompleksi Serit Gésterimi
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Sekil 2.4’te insan troponin kompleksinin kalsiyum doymus formunun (52kDa)
gOsterimi yer almaktadir. Mavi zincir Troponin C, yesil zincir Troponin |, pembe

zincir Troponin T’dir.

EKG’deki belirsizlikler sonucu serum kreatin kinaz-MB (CK-MB) duzeyleri normal
sinirlarda iken yuksek serum cTn duzeylerinin saptanmasi ve diger kardiyak
belirteclerin aksine serum cT'ni saglikli bireylerde tespit edilememesi cTn’'nin
minimal miyokard hasar icin oldukga duyarli oldugunu gdsterir. Ayrica akut
koroner sendromda oOlim riskinin serum cTni dizeyleri ile yorumlanabilecedi ve
prognostik degeri oldugu gdsterilmistir. Serum cTni, gégus agrisinin akut koroner
sendroma bagli olacagini gdstermekle birlikte pulmoner emboli, kardiyak
yetmezlik, miyokardit, kardiyomiyopati, renal yetmezlik , kardiyak cerrahi , akut
felg, septik sok, perkutan6z transluminal koroner anjiyoplasti ve ilaca badli
kardiyotoksisitede de ylUkselebilir. Tum bu olgularda serum CTni artigi, yine de

subklinik miyokard hasarini dugtundurur.

Troponinler, kana U¢li kompleks (Troponin I-T-C), ikili kompleks (Troponin I-C)
veya serbest alt gruplar seklinde salinirlar. immun 6élgtimlerdeki Troponin | esik
degerlerindeki degiskenlikler, serbest ve kompleks cTni saptanmasi igin kullanilan
antikorlarin farkli 6zgullUklerine bagli olabilir. Troponin | oélgimu bu farkh
yontemlerin bulunmasi degisik esik degerlerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir.
Ayrica Troponin | test sonuglarinin yorumu, miyokardiyal iskeminin baslangi¢

zamanina gore degisiklik gosterir .
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Sekil 2.5 iskemi Sonrasi Biyokimyasal Belirteclerin Plazmaya Karismasi
2.2.2. Miyoglobin

Miyoglobin, kaslarda bulunan dusuk molekul agirlikli bir proteindir. Hasarli

miyokard hlcrelerinden dolagima salinir.

AMi'niin baslamasindan 1 - 2 saat sonra kanda tespit edilebilir. Miyoglobinin
serumda bulunma siiresi 12-18 saat arasindadir. idrar ile uzaklastiriimasi oldukca
yuksektir. Kalbe 6zgu olmayip, iskelet kasinda da ylksek miktarda
bulundugundan, AMi tanisinda sinirli ézgulligi vardir. Gégis agrisinin ilk 4-8
saati icerisinde miyoglobin yiiksekligi diger belirteclerle birlikte kullaniimadik¢ca AMi
lehine yorumlanmamalidir. Ancak géreceli kiiclik bir makromolekiil olmasi ve AMi
sirasinda hizla vyikselmesi dolayisiyla AMinin erken tanisinda dénemini
korumaktadir. Yapilan Klinik c¢alismalarda, miyokard nekrozunun daha &zgu
belirtecleri ile miyoglobinin birlikte bakilmasinin  AMiI’niin erken ddénemde

belirlenmesi igin yararli oldugu gosterilmistir. (Saglam , [46]) (Ohman et al. , [25])
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2.2.3. Kreatin Kinaz(Ck)

Her biri 43000 dalton agirhginda iki M monomerinden (CK-MM) olusan kreatin
kinaz enzimi kas dokusunda, iki B monomerinin olusturdugu enzim (CK-BB) beyin,
bdbrek ve gastrointestinal sistemde, bir M ve bir B monomerlerinin olusturdugu
CK-MB enzimi ise kalp dokusunda daha ¢ok bulunur. MM, MB ve BB izoenzimleri
sitoplazmada bulunurlar. CK- MM aktivitesinin % 5 kadari hem iskelet kasi, hem
de kalp kasinda bulunan sarkomerin M gizgisi ile ilgilidir, ayrica kalp kasindaki Z

cizgisi ile de yuksek oranda iligkilidir.( Gok, [43])

Miyokarddaki CK’ nin %15 ’i CK-MB formundadir, bu da AMI tanisindaki duyarlilik
ve Ozgullige sebep olur. Kalp dokusuna ek olarak yetiskin iskelet kasi, ince
bagirsak, dil, diyafram, uterus ve prostatta da kiuguk oranlarda CK-MB izoenzimi
bulunur.CK-MB’nin bir kisithhgr kismi miyokard hasarini goésterebilecek kadar

duyarli olmamasidir.

CK-MB’nin 2 izoformu oldugu goésterilmistir: CK-MB1, serum tipi ve CK-MB2 doku
tipidir. CK-MB2>1 Unite veya CK-MB2/CK-MB1 orani>1.5 ise AMI lehine kabul
edilmektedir. CK-MB2 dlgiimi AMi icin duyarlih@i biraz artirmakta ise de 6zglligii
fazla degistirmemektedir.( Gok , [43])

iskelet kasi hasarini kardiyak hasardan net olarak ayirmasinin yaninda kismi
hasari da daha duyarli olarak saptayan troponin élgimlerinin kullanima girmesi ile
AMi tanisinda CK-MB ve izoformlarinin dnemi giderek azalmasina karsin ézellikle
miyokard hasarinin derecesini yansitmakta ve reperfizyonu saptama konusunda
Uzerinde en ¢ok calisilan ve en ¢ok veri bulunan belirte¢ olma 6zelligini halen
korumaktadir. CK-MB, miyokard hasarini takiben 3-12 saat iginde yukselmeye
baslar; 24.saatte zirve degerine ulasir; 48-72 saat icinde de normale doner.(Vatner
et al., [34])

Kontlzyon, asiri egzersiz, konvllsiyonlar, intramuskuler enjeksiyonlar, pulmoner
emboli, elektrik carpmasi, kardiyoversiyon, miyokarditler, perikarditler, kalp
cerrahisi sonrasinda CK-MB vyukselebilir. Ayrica bdbrek yetmezliginde ve
hipotiroidide de klirens azalacagi icin CK-MB duzeyleri yuksek bulunabilir.( GOk,
[43])
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CK ve CK-MB’nin seri dlgumleri ile infarktis bluyUkligu ve yayginhdinin tahmin

edilebilecegi gosterilmigstir.(Roberts et al., [28]).

intrakoroner girisimlerden sonra olusan CK-MB yiikselmelerinin énemi ve orani
konusunda celigkili yayinlar vardir. Komplikasyonsuz girisimlerden sonra CK-MB
yukselmesinin ¢ok nadir oldugunu iddia eden ¢alismalar olmasina kargin, bu orani
¢ok yluksek bulan ¢alismalar da vardir. Bugun i¢cin CK-MB’de girisim sonrasi bazal
degerlere gore 3 kat artis olmasi yeni bir Mi olarak degerlendiriimektedir.(Gok,
[43])

Trombolitik tedavi sonrasi veya spontan olarak damarda rekanalizasyon
saglanabilirse kan akiminin saglanmasiyla birlikte miyokarddan salgilanan enzim
miktarinin hizlanmasi nedeniyle CK-MB zirvesi daha erken dénemde olusur
(genellikle 16 saatten 6nce). Bu hastalarda genellikle 24.saatten dnce CK-MB

degeri normale doner.(Vatner et al., [34])

CK-MB KIiTLE ol¢gumii: Plasma CK-MB seviyesinin klasik élgumu, agaroz jel
elektroforezinde CK izoenziminin glcune dayanir. CK-MB izoformunun direkt
OlcimU ve hesaplanmasi monoklonal antikorlari kullanan yeni gelismis
fluorometrik immunoassay yontemi ile yapiimaktadir. Klasik jel agaroz
elektroforezinden daha hizli olan bu yéntemle acil serviste veya koroner yogun

bakimda yatak bagsi 6lgimu daha kolay yapilabilir.

Gelisen Mi seyrinde CK-MB ve CK-MB kitle d&lglimlerinin  duyarlihd ve
O0zgullugundn incelendigi calismalarda CK-MB kitle 6l¢gumu, klasik CK-MB
dlclimiinden daha duyarli sonuglar vermistir. Veriler, CK-MB kitle élctimiinin, AMI’
ndn erken tanisi igin iyi bir marker olabilecegini gdstermistir. Gogus agrisi
semptomunun baslangicindan sonraki ilk 6 saatte CK-MB kutlesi i¢in sik plazma

drneklerinin alinmasi, daha erken AMi tanisina olanak saglayabilir.(Gok, [43])
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Kardiyak Belirte¢

Yikselme

Tepe Degere

Normale Doénus

Zamani Ulasma Zamani Zamani
4-6 Saat 12-24 Saat
Ck-Mb 3-4 Gin
3-12 Saat 24 Saat
Ldh 2-5 Gln - 10 Gln
2-4 Saat
Miyoglobin 8-10 Saat 24 Saat
4-8 Saat
Troponin | 4-6 Saat 12 Saat 3-10 Gln
Troponin T 4-8 Saat 12-48 Saat 7-10 Gln
H-Fabp 20 Dk 2 Saat -
Glikojen
4 Saat
Fosforilaz Bb
Ck-Mb Mass 6 Saat

Grafik 2.1 Kardiyak Belirteglerin Serum YUkselme Suireleri
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2.3.Kardiyak Troponin Duizeylerini Yiikselten Hastaliklar
2.3.1. Akut Koroner Tikanma

Bir koroner arterin akut ttkanmasi ¢ok sik olarak daha once ciddi atherosklerotik
koroner kalp hastaligi bulunan kisilerde ortaya g¢ikar, hemen hi¢ bir zaman koroner
dolasimin normal oldugu bir bireyde goértilmez. Akut tikanma, asagida iki tanesi

aciklanan birkag etkinin herhangi birinden kaynaklanabilir.
2.3.1.1. Atherosklerotik plak

Trombus adi verilen ve sonugta arteri tikayan lokal bir pihti olusumuna yol agabilir.
Trombus, genellikle aterosklerotik plagin endotel boyunca kirildigi yerde olusarak
akan kanla dogrudan temasa gecer. Plagin ylzeyi dizgun olmadigi igin bu ylzeye
trombositler yapismaya baslar, fibrin olusur ve eritrositler damari tikayincaya kadar
genigleyen bir pihti iginde toplanirlar. Ya da nadiren pihti atherosklerotik plaga
tutundugu yerden kopup koroner arter agacinin daha perifer dallarindan birine,
arteri bu noktada tikamak Uzere, kan akimiyla surtklenir.Bu sekilde arter boyunca
suruklenip daha ugtaki bir damari tikayan trombuse koroner emboli adi verilir.(Hall
and Guyton, [38])

2.3.1.2. Lokal Kas Spazmi

Codu klinisyen, bir koroner arterde lokal kas spazminin da gelisebilecegine
inanmaktadir. Spazm, aterosklerotik plagin kenarlari tarafindan arter duvarindaki
diz kaslarin dogrudan iritasyonundan veya koroner damar duvarinin asiri
kasilmasina yol acabilen lokal sinirsel bir refleksten de kaynaklanabilir. Spazm

daha sonra damarin sekonder trombozuna da yol agabilir.(Hall and Guyton, [38])
2.3.2. Miyokard Enfarktusu

Akut koroner ttkanmadan hemen sonra tikanmanin 6tesindeki kan damarlarinda
kan akimi, ¢cevre damarlarda kuclk miktardaki kollateral akim disinda, durur. Hi¢
kan almayan ya da aldigi kan akimi kalp kasinin islevlerini strdirmesine
yetmeyecek olgude olan kas alaninin infarktli oldugu soéylenir, olayin tumudne

miyokard enfarktlsu adi verilir.
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Enfarktisun baslangicindan hemen sonra klglk miktarlarda kollateral kan infarkt
alanina sizmaya baslar ve bu, bdlgesel kan damarlarinin giderek genislemesiyle
birlikte bdlgenin duragan kanla dolmasina yol agar. Ayni anda kas lifleri kandaki
son oksijen kirintilarini kullanir. Bu da hemoglobinin tamamen deoksijene
olmasina yol acgar. Enfarktis alani mavi-kirmizi gérunimdedir ve bu bdlgedeki
damarlar, kan akimi olmamasina ragmen geniglemis olarak gorulir. Daha sonraki
dénemlerde damar duvarlari daha fazla gecgirgen olmaya baslar ve sivi sizdirir.
Lokal kas dokusu &6demli olmaya, kalp kasi hucreleri azalmis hicresel
metabolizma nedeniyle sismeye baslar. Kan akimi olmazsa birka¢ saat icerisinde

kalp kasi hucreleri 6lur.(Hall and Guyton, [38])

Kalp kasl sadece yasayabilmek i¢in 100 gr kas dokusu basina dakikada 1,3 ml
oksijene gereksinim duyar. Normal dinlenme kosullarinda 100 gr sol ventrikdl
kasina dakikada 8 ml oksijen ulasir. Bu yluzden normal dinlenme durumundaki
koroner kan akiminin %15-30’u bile hucrelerin yasamasina yetecektir. Bununla
birlikte bayuk bir infarktin hi¢ kollateral kan akimi olmayan merkezi bolimundeki

kas dokusu olur.
2.3.3. Perikardit

Perikard, kalbe icinde rahat¢ca hareket edecegi bir ortam olusturur. Miyokardin
dayaniklhih@ini arttirir. Kalbin asiri dilatasyonunu onler, negatif basing sayesinde
ventrikll sistoll sirasinda atriumlara kan dolusu kolaylasir. Akciger, mediasten,
O0zafagus, diafragma, plevra gibi komsu organ enfeksiyonlarina karsi fizyolojik bir

bariyer olusturur.( Celebi, [10])

Perikardiyumun inflamasyonuna perikardit denir. Normalde perikardiyal sivi
miktari10-30 ml olup, perikard yapraklarinin kalinhklari 1’er mm civarindadir.
Perikard i¢i basing -1 ila -2 mmHg olup, bu deder intraplevral basinca esittir. Bu
basing inspiryumda -5 mmHg olur. Perikardite neden olan durum veya etkene
bagli olarak inflamasyonun o&zellikleri ve Klinik seyri degisiklikler gosterir. Bu
nedenle klinik veya laboratuar (patolojik) 6zelliklerine goére perikarditler; akut veya
kronik, efuzyonlu ve ya eflizyonsuz, fibrin6z veya serofibrin6z veya purilan,

konstriktif veya konstriktif olmayan perikarditler olarak tanimlanirlar. Perikarditlerin
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seyri sirasinda Ozellikle subepikardiyal miyokardiyumda da inflamasyon
olabilmektedir. Bu durum klinik ve laboratuar olarak 6nem kazanirsa miyoperikardit

olarak adlandirilir.
2.3.4. Kalp Yetmezligi

Tedavi edilmesi gereken en dnemli hastaliklardan biri olan kalp yetmezligi basit¢e
kalbin vicudun gereksinimini karsilamaya yetecek miktarda kani pompalamadaki
yetersizligi demektir. Bu durum kalbin kani pompalama yetenegini azaltan
herhangi bir durumda olugabilir. Nedeni genellikle azalmis koroner kan akimi
sonucu miyokardin kasilma yeteneginin azalmasidir. Ancak pompalama
yetersizligi kalp kapaklarinin harabiyeti, kalp c¢evresinde dis basing, B vitamini
eksikligi, primer kalp kasi hastaligi veya kalbin pompalama etkinligini azaltan

herhangi bir diger anormallik sonucu da olusabilir.(Hall and Guyton, [38])
2.3.5. Septik Sok

Eskiden kan zehirlenmesi olarak bilinen durum simdi klinisyenler tarafindan septik
sok olarak adlandiriimaktadir. Bu, enfeksiyonun kan yoluyla bir dokudan digerine
tasinarak asiri harabiyete neden oldugu, ¢cok sayida vidcut alanina genis bir
sekilde yayilan bakteriyel bir enfeksiyonu tanimlar. Septik sokun bir¢gok degisik tipi
vardir; ¢unkl olaya neden olan birgok bakteriyel enfeksiyon tipi oldugu gibi
vicudun bir kesimindeki enfeksiyon diger bolgelerdeki enfeksiyona goére farkli

etkiler olusturmaktadir.(Hall and Guyton, [38])
2.4.Troponin Olgiim Yéntemleri
2.4.1. Elisa

immin bir 6lctim ydéntemi olan ELISA antijen-antikor kompleksi olusumunu dlgmek
igin, radyoizotopik isaret yerine bir enzim igareti kullanir. Bu enzim igareti
(horseradish peroksidaz), bir liganda konjugedir. Ligand, bir antijen, ilgili antijene

spesifik bir antikor, primer antikora karsi bir antikor olabilir.
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2.4.1.1. Kompetitif (yarigmali) dlgimler

Bir antijen veya antikor, kati bir destek Uzerine (6lgim tupl) adsorbe edilmistir.
Olgim tlipine isaretsiz ligand iceren test 6rnedi ve enzim (horseradish
peroksidaz) isaretli ligand eklenir. Belirlenen referans tuplne sadece enzim isaretli
ligand eklenir. Kisa bir inkibasyon suresince immobilize antijen veya antikora
baglanmak icin test drnegindeki isaretsiz ligand ile enzim isaretli ligand yarisirlar
ve baglanirlar. inkiibasyondan sonra, g¢ozeltideki serbest (baglanmamig) enzim
isaretli ligand yikama suretiyle c¢ikarnlir. Substrat (H.O;) ve kromojen (o-
fenilendiamin) eklenir. ikinci inkiibasyon siiresince kromojen, bagl fraksiyondaki
enzim (horseradish peroksidaz) tarafindan renkli trline gevrilir. Standartlarin,
kontrollerin ve Orneklerin absorbansi, durdurucu reaktif (1N H,SO4) eklendikten
sonra 2 saat i¢cinde uygun dalga boyunda spektrofotometre kullanilarak belirlenir.
En ¢ok renklenme, referans tlipulnde gozlenir. Test drnegindeki isaretsiz ligandin
(antijen veya antikor) konsantrasyonu, standart egri yardimiyla bulunur. Olusan
arn miktari, test edilen ornekteki isaretsiz ligand konsantrasyonu ile ters
orantiliyken; tuplerde referans tupline gore renk azalmasi standart, kontrol ve

orneklerdeki isaretsiz ligand miktari ile dogru orantilidir.

Kompetitif ELISA ydntemi, antikor belirlemek igin sikhkla kullanilir ki bu durumda

Olgim tipunun i¢ duvari antijen kaphdir.
2.4.1.2. Nonkompetitif 6lciimler (sandvi¢ yontemi):

Polisteren Olgim tlplerinin i¢ duvarina veya boncuklara, antijen igin spesifik
antikorlar fazla miktarda adsorbe edilir. Olciim tiplne eklenen &rnekteki tim
antijenlerin immobilize antikorlara baglanmasi i¢in inklibasyon yapilir. Yikama
yapildiktan sonra, dlgim tlplne enzim (alkalen fosfataz) isaretli ikinci antikor
eklenir. ikinci inkiibasyon siiresince primer antikor-antijen-enzim (alkalen fosfataz)
isaretli ikinci antikor kompleksi olugur. Eger ikinci antikor monoklonal ise, antikor
substrat ile eszamanli eklenebilir ve yalniz bir kez yikama yaplilir; degilse ikinci
yikamadan sonra olgum tlplne substrat (p-nitrofenilfosfat) eklenir. Standartlarin,

kontrollerin ve oOrneklerin absorbansi, durdurucu reaktif (1N H,SO4) eklendikten
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sonra 2 saat i¢cinde uygun dalga boyunda spektrofotometre kullanilarak belirlenir.

Konsantrasyonlar, standart egri yardimiyla bulunur.

2.4.2. CMIA

Antijen , antikor ve analitlerin 6rnekler igerisinde belirlenmesini saglayan bu
yontem kimyasal mikropartikil luminans imunoessay olarak adlandirilir. Bu

yontem igin gerekli kimyasallar sunlardir:

* Aranan analit igin manyetik olarak isaretlenmis antijen, antikor veya

viratik tantyici kapli mikropartikuller
e Akrinidyum isaretli konjugat

« On baglatici soltisyonlar

oY

@ ®
Wo O

Sekil 2.6 CMIA gosterimleri

1)Taniyici ajan ile kapli Anti-Analit Mikropartikil 2) Hedef Molekl 3)

Akrinidyum isaretli konjugat 4) Olgiilmek istenilmeyen érnek

CMIA (Chemiluminescent Microparticle Immunoassay) sisteminde siralama hedef
molekule gore degismektedir ve her bir assay igin protokoller farkhlik

gOstermektedir. En basit haliyle protokoltin temel mantigi su sekilde 6zetlenebilir:
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Otomatik pipet mikropartikulleri (manyetik isaretli taniyici ile
kaplanmig) 6rnegin bulundugu reaksiyon kivetine birakir. Vortex ile

karigsmalari saglanir.

-1 P =

Sekil 2.7 Hedef ile Mikropartikillerin Etkilesimi

Reaksiyonun  gerceklestigi  ¢ozelti icerisinde hedef molekil

mikropartiklller ile baglanarak immun kompleks olusturur.

Miknatis yardimi ile manyetik isaretli mikropartikullerin (hedef ile
baglanmis) reaksiyon kuvetinin duvarina ¢ekilmesi saglanir. Yikama
solisyonu ile baglanmayan molekullerin ve atiklarin reaksiyon

klvetinden atilmasi saglanir.

Sekil 2.8 Reaksiyon kivetinin yikanmasi
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Otomatik pipet, kimyasal luminans akrinidyum isaretli konjugati
reaksiyon klvetine bosaltir. Konjugat immun komplekse baglanir ve

reaksiyon karigimi tamamlanmig olur.

Sekil 2.9 Akrinidyum isaretli konjugatin mikropartikll ile baglanmasi
Baglanmayan molekuller yikama klvetinden atilir.

On-Reaksiyonu baslatici soliisyon (hidrojen peroksit) havuza aktarilir
ve sistem ilk optik okumasini alir. Bu solisyonun temel gérevi ortami
asidik hale getirmek, erken enerji bosalimini (1sik yayihmi)
engellemektir. Bunun yaninda mikropartikillerin topaklanmasini
engeller ve akrinidyum boyanin mikropartikil kompleksinden

ayrilmasini saglar ve boya bir sonraki adim i¢in hazir hale gelir.

Reaksiyon baslatici solisyon (Sodyum Hidroksit) eklenir. Akrinidyum,
peroksit ve alkali bir solisyona maruz kalarak oksidatif bir reaksiyona

girer.

Bu reaksiyon kimyasal luminans reaksiyonun gerceklesmesini saglar.
N- Methilakridon olusur ve normal formuna ddnerken enerji (1SIk)

yayllmasini saglar.

CMIA optik sistem kimyasal i1sik yayilimini belli bir zaman slresince
okuyarak analit igin kuantatif 6lgim gerceklestirir veya kantitatif dlgim
igin esik deger tespiti yapar.
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2.4.3. Yuzey Plazmon Rezonans

Yuzey Plazmon Rezonansi (SPR) bdlgesel kirllma indisindeki degisimleri
algilayarak metal ylzeylerindeki molekuler baglanmalari dlgen optik biyosensor
teknigidir. SPR; ¢dzelti-faz ve immobilize biyomolekiller arasindaki etkilesim olan
calismalarda kullanilan ylzey duyarli bir tekniktir. SPR, floresan ve ELISA gibi
tekniklere gére bircok avantaj saglamaktadir. Olgtimlerin kirilma indislerinin
degismesi, analitlerin sagilma bandi, etiketi gibi 6zellesmis karakteristiklerine
gerek duyulmamasi ,direk algilanmasi, genis molekuler agirlik ve baglanma
etkinligi arahginda analitleri algilamasi SPR’nin avantajlarindandir. Ayni zamanda
SPR genis kullanim alanina sahiptir. Ornegin; protein—peptid etkilesiminin
g6zlenmesi, protein-DNA etkilesiminin gdzlenmesi, DNA hibridizasyonu gibi

calismalarda kullaniimaktadir.(Dutra and Kubota, [11])

Genellikle gumus ve altin metal ara yuzeylerinin uyarilmasiyla elektromanyetik
dalgalar olusur. Metal ylzeyine gelen aci kritik agidan daha buylk oldugunda
yansiyan isikta azalma gozlenir. Bu azalmanin sebebi gdnderilen 1siktan plazmon
yuzeye olan enerjinin rezonans transferinin yansiyan isikta keskin bir azalmaya
sebep olmasidir. Yansiyan 1s1gin siddetinde maksimum kaybin gerceklestigi agiya
rezonans agisi ya da SPR agisi adi verilir. Bu gelis acisinda i1sik, yluzey
plazmonlarini (elektron paketcikleri) harekete gecirecek, ylzey plazmon rezonans
olayl gerceklesecektir. Ylzey plazmon rezonansi iki optik ortamin ara yuzeyine
ince iletken bir film yerlestirildiginde meydana gelir. Spesifik bir gelis agisinda
metal yuzeyindeki elektron frekanslarinin eslesmeleri nedeniyle gelen 1sik ile
rezonans durumuna gelecektir. Bu rezonans durumunda enerji absorblanacagi igin
yansiyan isinin yogunlugunda bir azalma meydana gelmektedir. Yansiyan isikta
gercgeklesen bu durum yuzeyde kaplamanin gergeklestiginin

gostergesidir.(Bergstrom and Mandenius, [3]; Green et al., [15])

SPR sens6ri capraz baglanmis dextran iceren altin kapli cam diskten
olusmaktadir. Ylzey karakterizasyon etkisinden dolay! dextran matriksi baglanma
kapasitesini arttirmaktadir. Antikor ile streptavidin konjuge ciftlerdir ve streptavidin
dextranin birincil amin grubuna baglanabilir yapidadir. Bu yapilar sayesinde

baglanma gercgeklestijinde yansiyan agida olusan degisim gézlemlenir. Degisen
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acl ile baglanan malzeme miktari arasinda dogrusal bir iliski bulunmaktadir. SPR
acisindaki miliderece degisiklik sensér yuzeyindeki makromolekillerin baglanma
kalitesinin cevabi olarak kullaniimaktadir. 120 miliderece degisim yuzeydeki
proteinlerin yaklasik 1 ng/mm2 degisimini yada yi§in kiriima indisinin yaklasik 10~ 3
degisimini ifade etmektedir. Bu degerler ile SPR teknigi ile metal ylzeylerine
baglanan molekdllerin  gdzlemlenmesi  gergceklesmektedir.(Bergstrom and
Mandenius, [3])

Hedef

e

Akis Sigie &

[ N
W Cogalan
YYY_. Isin

Metal Yazey

Prob

Sekil 2.10 Yizey Plazmon Rezonans Calisma Prensibi
2.4.4. immunokromatografik

Son yillarda kardiyak belirteglerden troponin igin kullanilan kalitatif; ancak ¢ok hizl
sonug veren yeni testler gelistiriimigtir. Bu testlerin temel mantigi kromatografik
yonteme dayanmaktadir. Test kartusu kromatografik bir membran Uzerinde iki
farkll bolgeye immobilize edilmis antikorlar ile bir filtre Gzerine uygulanmis renkli
partikuller iceren ¢dzulebilir taginabilir ajan iceren malzemeden olusur. Test, érnek
havuzuna vyaklasik 100ul serum damlatiimasi ile gergeklestirilebilmektedir.
Damlatilan serum 6rnegdi renkli isaretciler iceren filtre boyunca akar, érnek ve
isaretciler daha sonra birlikte membrana gecerler ve burada diger belirteg¢ bolgeleri
ile temas ederler. Ornek icerisindeki troponinler antikorleri tarafindan immobilize
edilirler ve membran Uzerindeki o bdlgede renk degdisimi sonucu bir gizgi olusur.

Geri kalan partikiller ise ikinci antikor bdlgesinde immobilize olurlar ve kontrol
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gizgisini olustururlar. Bazi durumlarda ek donanim ile c¢izgilerin yogunlugu

izlenerek troponin yogunlugu belirlenebilir. (Cloney et al., [9])

Sekil 2.11 immunokromatografik Olgiim Gésterimi
2.4.5. Elektrokimyasal

Biyosensor gelistirme konusunda genelde en buyuk ilgiyi ceken elektrokimyasal
cihazlardir. Bu cihazlar hasta izlenmesi icin basit, maliyeti duslk, kesin ve hassas
sonuglar  Uretmektedir. Elektrokimyasal biyosensoérlerin  molekldl izleme
calismalarina uygulanmasi biyolojik taniyici molekdl ile elektrot donustiricu gifti
ile ilgilidir. Ceviricinin amaci biyolojik olarak taninabilecek bir olayi, kullanilabilir bir
elektrik sinyaline c¢evirmektir. Amperometrik ve potansiyometrik ceviriciler
elektrokimyasal biyosensoérlerde en ¢ok kullanilan baglantilardir. Potansiyometrik
cihazlarda analitik bilgi, biyolojik olarak tanima isleminin biyopotansiyele iyon
segicili  elektrotlar  sayesinde c¢evrilmesiyle gerceklesir.  Amperometrik
biyosensorlerde; sabit bir voltaj uygulanir ve elektroaktif igerigin indirgenme ve
yukseltgenme islemlerinin  sonucunda olusan akim degisimi gdzlenir.
Amperometrik biyosensoérler yiksek duyarlihdl ve genis dogrusal olgim araligi ile
daha uygundur. Yeni geligtirilen biyosensorlerde, sayisiz teknolojik inovasyonun
bir araya getiriimesi amperometrik sensodrlerin genis klinik uygulamalarda
kullaniimasinin énund acmistir. Yuksek duyarliligi, segiciligi, kullanim kolayhgi ve

kliguk olmasi bu elektriksel biyoanaliz sistemlerinin karigik optik protokollerle
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yarisabilmesini saglamaktadir. Minyatlrlesme biyogip cihazindaki kuguk bir
parmak izi igine sayisiz mikroskobik elektrot donusturtcu yerlestirilebilmesine
olanak vermektedir ve sonucunda yuksek yogunlukta diziler elde
edilebilmektedir.(Ko et al., [19])

Yapilan bir c¢alismada; hassas, guvenilir ve tasinabilir elektrokimyasal
immunosensor; birbirinden ayri  6lgim havuzcuklar, mikroelektrot c¢ip ve
elektrokimyasal olarak cTnl konsantrasyonu o6lcen PDMS kanal kullanilarak
geligtiriimigtir. Silanizasyon islemi PDMS kanallarinin i¢ yizeyinde gergeklestirilmis
olup, yuzey altin elektrotlar disinda karboksil gruplarina maruz birakilmigtir.
Protein G, IgG antikorunun Fc kismina spesifik olarak baglanabilen bir proteindir.
Protein G, silan film Uzerine anti-cTnl’dan sonra immobilize edilmistir ve bu
immobilizasyon anti-cTnl’nin oryantasyonunun duzenini arttirmigtir. Ayni zamanda
parazit olmadan antikorun antijene baglanmasi sirasinda olusabilecek Uguncul
yapilarin Fab kollarindaki serbest hareketlerini arttirdigi belirtiimistir. (Boyle and
Reis, [5])

Elektrokimyasal mikrogip tabanl biyosensér insan kardiyak troponin | (cTnl)
goéruntilenmesi igin geligtiriimistir. Kardiyak Troponin |, miyokard enfarktlisinde
olusan miyokardiyal hasarin erken ddénemde goéruntlilenmesini saglamaktadir.
Mikrogipin dugsuk goruntuleme limiti olup, 148 pg/midir. Bu deder, analit enjekte
edildikten 8 dakika sonra son elektrokimyasal sinyalden dnceki gorinen degerdir.
Elektrokimyasal sinyal; protein G tarafindan antikordaki dizenli oryantasyona,
sterik engelleri azaltan en iyi paketleme yogunluguna ve yuzeyi karakterize
edilmis, kirlenmemis altin elektrota dayandirilmaktadir. Bu sonuglar biyosensoérin
hassasiyetini arttirmistir. Ustelik bu sistem geleneksel yontemlerden cok daha

ekonomik , hizli ve basit olup bakim noktasi analizine izin vermektedir. (Ko et al.)
2.4.6. Kuvars Kristal Mikroterazi Biyosensorler
2.4.6.1. Piezoelektrik Etki

Latince bastirmak anlamina gelen “piezin” so6zcluglinden tlretilmis olan
piezoelektrik etki, kristallerin ylzeylerine mekanik kuvvet uygulandiginda kristal

yuzeylerine uygulanan kuvvet ile dogru orantili bir elektriksel potansiyel fark
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olugsmasi ve tam tersi olarak bir elektriksel potansiyel uygulandiginda kristallerin
boyut degisiminin sonucu olarak bir salinim olusturmalaridir; bu durum ters piezo
elektrik etki olarak adlandiriimaktadir. (Tabrizi, [47])

Kristali olusturan atomlarda vibrasyon, atomlarin yer degistirmeleri ve ilk
konumlarina gelmelerine kadar gegen sure ve bu déngundn birim zamanda surekli
olarak tekrarlamasi sonucu kristalin rezonans frekansi olusur . Rezonans frekansi

ile vibrasyonun sonucu meydana gelen polarizasyon aynidir.
2.4.6.2. Kuvars Kristal Mikroterazinin Ozellikleri

Piezoelektrik kristallerde elektrotlar kuvars yuzeyi iki yanindan sikistirir. Bu
sikigtirma ile elektrotlara uygulanan degisken elektrik akimi ile kuvars ylzeye dik
elektrik alan olusur ve sonucunda kristal salinimi gerceklesir. Piezoelektrik
kristaller 5-15mm boylarinda, 0.15mm kalinliginda genelde yuvarlak sekildedir.
Rezonans frekanslari 4 ile 12 MHz arasindadir. Metal elektrotlar altin, gimus,
aliminyum, krom ve alasimlarindan olabilir. inert olmasi nedeniyle altin elektrotlar

daha sik tercih edilmektedir.

Kristallerin kesimi algilayici olarak kullaniimalarinda énemlidir. Kristal yapinin
karakteristik duzlemi ile kesme tabakasi arasindaki a¢gi AT ve BT kesmelerde
35°15’ ve -49°00° dir. AT kesimin getirdigi en buyuk avantaj kararli olmalari ve

sicaklik katsayilarinin 1ppm/°C olmasidir. (Tabrizi , [47])
2.4.6.3. Sauerbrey Denklemi

Bir kuvars kristalde kalinligi (Ax) ile rezonans frekansi (f) arasindaki iliski asagida
verilmigtir. Burada “N” frekans katsayisi olup, AT-kesme kuvars kristallerde degeri
1.67x105 cm Hz'dir.

Ax=N/f
Kalinhk ayni zamanda kutlesi ile de asagidaki gibi iligkilidir:

Ax=m/A.Aq
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Burada;

m: kristal katlesi (),

A: kristal Uzerindeki elektrodun altinda kalan alan (cm2),
Aq: kristal yogunlugu (kuvars icin: 2.65 g/cm?®) dur.

Yukaridaki iki denklem birlestirilir ve yeniden dizenlenirse asagidaki ifade elde

edilir:
f=Ag.N.A/m
Eger kristal elektrotlardan birinin ylizeyine Am kadar kutle ilave edilirse bu bir
frekans kaymasina (Af) neden olur; ki bu da asagidaki gibi ifade edilebilir:
Af=-(f/Aq.N.A)(Am/ 1+ Am /m)
Bu ifade kuvars kristaller igin, ilgili sabitler yerine konulursa su sekli alir:
Af=-226x10°f Am/A

Burada goruldagu gibi “Kristal Uzerine ilave edilen katle (Am), kristalin salinim
frekansinda kaymaya neden olur (Af), ki bu kayma odlgllebilirse kitle artigi
yukaridaki basit ifadeyle hesaplanabilir.” Bu denklik ilk kez Sauerbery tarafindan

turetilmis olup onun adiyla anilmaktadir.(Ermek, [41])
2.5.immobilizasyon Yoéntemleri

Kuvars kristallerin yluzeyine antikor immobilizasyonu yapilabilmesi igin ilk dnce
yuzeylerinin temizlenmesi gereklidir. Yuzey temizligi sonrasinda ylzeyin aktive
edilmesi ve son olarak fonksiyonel gruplarin immobilize edilmesi ile biyosensor
yuzeyi hazirlanmis olur. Kuvars kristallerde yaygin olarak altin, gimus ve platin
elektrotlar kullaniimaktadir. Altin elektrotlu kristaller dogrudan, gumus elektrotlu
kristaller yumusak asitler ve bazlar teorisine dayanarak,yumusak asitler olarak

tiyoller ile kovalent bag yapmaktadir.
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Sekil 2.12 Ylzeyler ve Baglanma Turleri
2.5.1. Non-Kavolent (Zayif Baglar) Yontemler

En kolay antikor immobilizasyon yontemi fiziksel adsorbsiyondur. Antikor ylzeye
hidrojen badlari, van der waals ve hidrofobik etkilesimlerle baglanabilir.
Baglanmanin gerceklesmesi igin antikorun yuzeye temasi ve bir sure beklenmesi
yeterlidir. Bu etkilesimler pH ve sicaklik gibi faktorlere fazlasiyla baghdir ve
antikorun ylzeyden ayrilmasi i¢in herhangi birinin degismesi yeterlidir. Antikorun
yuzeyden kolayca ayrilmasi biyosensorin tekrar kullanilabilirligi agisindan

olumsuz bir durumdur.
2.5.2. Kovalent Baglanma

Kovalent baglanma karmasik immobilizasyon prosedurleri ve gerceklesme
suresinin daha uzun olmasina ragmen fiziksel adsorbsiyona goére birgok avantaja
sahiptir. Bunlarin basinda daha istikrarli olusu ve guglu iyonik ¢dzeltilerde dahi
antikor icin gucgli bag yapisini korumasi gelmektedir. Kararli yapisi ile
biyosensorin tekrar kullanilabilirligini saglar. Biyosensoérin tekrar kullanilabilirligi
ticari uygulamalarda olduk¢a énemlidir. Ticari uygulamalarda kiymetli antikorlarin
biyosensorin kullanimi sonrasi kaybedilmemesi ve yapilarini korumalari beklenir.
Antikorlarin immobilizasyonunun etkinliklerinin azalmamasi igin fonksiyonel gruplar
araciligiyla yapiimasi tercih edilir. Tiyol ve stilfitlerin, organik polimer tabakalarinin

ve ince inorganik polimer tabakalarin altin ylzeylere kolayca baglanmalari ile
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yuzey fonksiyonelligi gerceklesir. Kovalent baglanma da -SH , -NH ve —-OH

gruplarin protein baglanmasi ile gergeklesir.(Lee and Chang, [21])
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Sekil 2.13 Sistamin ve Glutaraldehitin Kuvars Ylzeye Baglanmasi
2.5.3. Literatiirden Ornekler

Antibody immobilizasyonu; Piezoelektrik immiinosensdr Escherichia coli'nin
hizli taninmasi icin gelistirilmistir. Gelistirilen immunosensoér bakteriyi 30-50 dk

icinde 103-108 CFU/ml araliginda goéruntuleyebilmektedir.

Temizlenmis kristal ilk olarak 16-mercaptohexadeconic(MHDA) ethanol sollsyonu
icine daldirihr. MHDA modifiye edilmis kristallere EDC(carbodiimide)-NHS
uygulanir ve terminal karboksilik gruplari aktif NHS esterlerine gevrilir. Suyla
yikanip kurutulduktan sonra , anti-E.coli antikorlari altin ylzey Gzerine eklenir ve
en az 15 saat 4 C de bekletilir. Antikorlarda olusabilecek tasma PBS ile yikanarak
temizlenir.(Su and Li, [31])

Ferritin; bir depo proteini olup genel olarak vertebralardan, intervertebralardan,
bitkilerden, fungiden, ve bakterilerden dagitiimaktadir. Ferritinin asil gorevi
hicreler arasindaki demir iyonunun dagitimi ve detoksifiye edilmesidir.Kanda
demir iyonunun yukselmesi ile birlikte, kandaki ferritin orantsiz bir sekilde
artmaktadir. Kandaki ferritin oraninin ylkselmesi durumu timoér ve iltihabin

spesifik olmayan belirtecidir.
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Ferritin immunosensoru ; anti-ferritin antikorlarini quartz kristalinin altin diskinin
uzerine immobilize edilerek elde edilmistirBu sekilde Uretilen ferritin

immunosensorinin bazi avantajlari bulunmaktadir. Bu avantajlar :
* Yuksek spesifite
* Ylksek duyarlilik
* Az hacimde ornekle calisabilmesi
* Tekrar kullanilabilmesi

Kristal sistamin ve glutaraldehit solusyonlar ile etkilestiriimis daha sonra antikor
iceren sollsyonu igine daldirilmistir. Kristal ylzeyi glycine-PBS sollsyonu ile bloke
edilmistir.(Chou et al., [7])

Oakadaik asit goruntiulenmesi; bunun igin Uretilen QCM bazli imminosensor
standart solusyonlar ile Uretilmistir. Pek ¢ok baglama teknolojisi , protein A
protein G ve glutaraldehitli polietilenimin (PEI) ve bag yapmamis amino gruplari
glutaraldehit ile aktiflenmistir . OA-BSA eslenigi daha sonra aktif turevlere
baglanarak c¢apraz bagli kompleksleri olusturmustur. Capraz bagl kompleksler
kristalin altin ylzeyine glgllu bir sekilde baglanmistir ve sonug olarak iyi durumda

uzun dénemli depolama 6zellikleri edilmigtir. (Tang et al., [32])
Oakadaic asidin gorunttlenmesi gevrede bulunan algal toxin ile alakalidir.

Kristal yuzeyi temizlendikten sonra kristal yuzeyi PEI (polyethylenimine ) ile
kaplanmigtir. Kristal ylzeyinde bag yapmamis amino gruplari glutaraldehit ile
aktiflenerek elde edimistir. Oakadaik asit — Bovine Serum Albumin (OA-BSA) cifti
daha sonra aktif tirevlere baglanarak , ¢gapraz bagl Antioakadaik asit antikorunun

(Anti-OA Ab) miktarini dedekte edebilecek kompleks yapilar olusturmustur.
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2.6.Yuzey Karakterizasyonu
2.6.1. Atomik Kuvvet Mikroskobu (AKM)

1980’lerde geligtirilen Atomik Kuvvet Mikroskobu-Taramali Kuvvet Mikroskobu
olarak da adlandiriimaktadir-kolay kullanim &zellikleri ve Uzerinde c¢alistigi

yuzeylere zarar vermemesi nedeniyle kullanimi siklikla tercih edilmektedir.

Sert yuzeylerin 6zellikleri hakkinda net bir sekilde énemli bilgileri iceren atomik
kuvvet mikroskobu hava ya da ornek sivi igerisinde incelenmeye olanak tanir.
Goruntu alani 125 ym kadar olabilen atomik kuvvet mikroskobu ayni zamanda
dikey Olcim araldinin 8-10 pm olabilmesi nedeniyle de kaba yuzeylerde
incelenebilir, disuk ¢dzunUrlUkIU bilgilerle mukayese edilebilir. Blyuk numuneleri
kesmeden inceleme avantaji saglar. Optik mikroskoplara gore avantajlari olan
atomik kuvvet mikroskobu ayni zamanda elektron mikroskoplarina gére de ustin

topografik kontrast ve sayisal ylkseklik bilgisi gibi bazi 6nemli avantajlar sunar.

Atomik kuvvet mikroskobu, 3B goéruntulerinin pahali numune hazirlanmaksizin
ornek alinarak hazirlanmasi ve 2B profilden kesit numuneler alinmasi ile

transmisyon elektron mikroskoplarindan daha avantajhdir.( Braga , [6])

Yuzeyin elektriksel olarak iletken olmasi zorunlulugu bulunmadigindan taramali
elektron mikroskobunda oldugu gibi érnegin dehidratasyonuna gerek yoktur. Bu
nedenle sivi igerisinde Ornekten goérintl alinabilir. Elde edilen bu goéruntllerde
oldugu gibi ekstraselliler polimerik maddeler i¢cinde de atomik kuvvet mikroskobu

¢6zunurlugu taramalh elektron mikroskobundan daha yuksektir.(Braga, [6])

Atomik kuvvet mikroskobunda, sivriu¢ yardimiyla, ignenin yuzey ile etkilesimiyle
uc boyutlu yuksek ¢ozunurlikte gorintl elde edilmektedir. Farkh amaglarla
kullanilan farkl uglarin bulundugu atomik kuvvet mikroskobunda kullanilan
teknikler incelendiginde; ucun ylzey ile temasinin saglandigi temas yodntemi
(cekici mod), ucun ylzey ile temasinin saglanmadigi temas ydntemi (itici mod) ve
ignenin yluzeye vurarak temasin saglandigi (tiklatma mod) goérulmektedir. Atomik
kuvvet mikroskobunda yuUksek ¢ozunurlikte atomik seviyede gorlntllere; faz ,

elektrik iletkenlik ve manyetik farklilik bilgilerinin elde edilmesi ile ulasiimaktadir.
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Atomik kuvvet mikroskobunda kullanilan igne uglari genellikle silikon, silikon oksit,
silikon nitrit gibi malzemelerden Uretiimekte ve fotolitografik teknikler kullanilarak
elde edilmektedir. Atomik kuvvet mikroskobunda igne ucu ile ylzey uzerindeki

atomlar arasinda olusan kuvvet yardimiyla gorinti elde edilmektedir.

Atomik kuvvet mikroskobunda kullanilan diger bir uygulama ydéntemi
incelendiginde ise ucu tasiyan kolun Ustl metal kaplama ile kaplanarak kola tipki
bir ayna ozelligi kazandirildigi goértlmektedir. Bir lazer kaynagindan lazer demeti
kola aktarilir ve kola kuvvetin uygulanmasi ile kolda olusan eg@ilme &lgultr. Bu
ayna Ozelligindeki koldan yansiyan demetler iki fotodiyottan olusan bir sistem ile
incelendiginde, kolun konumu artan akim siddetine bagl olarak hesaplanir. Artan

akim degdisimi kolun sapma degeri hakkinda bilgi vermis olacaktir.(Ermek , [41])

Bu uygulamaya ek olarak geligtiriien bagka bir yontem ise hassas frekanslara
duyarli ucun vyuzeye carpip geri ¢ekilmesi arasindaki surenin olglulmesine
dayanmaktadir. Bu surenin élgimu ile birlikte malzemenin kimyasal 6zelliklerinden
kaynaklanan yuzeyin sertlik ve yumusaklik bilgilerinin kolaylikla eldesi
saglanmistir. Ylzeyin sert olmasi durumunda ucun geri donlUs suresi kisa
olmakta, yuzeyin yumusakhginin artmasi ile ucun ylzeye batmasi nedeniyle geri

donus suresi artmaktadir.(Ermek , [41])
2.6.2. Taramali Elektron Mikroskobu (TEM)

Taramali elektron mikroskobunun temel prensibi, Tungsten katot veya alan
emisyonlu tabancasindan (FEG) ortaya ¢ikan elektronlarin, incelenecek 6rnek
yuzeyine gonderilmesi sonucu olusan etkilesmelerden yararlaniimasina

dayanmaktadir.

TEM’de ylzeye gonderilen bu elektronlarin enerjisi 200-300 €V ila 100 keV olabilir.
Elektron demeti, yogdunlastirici elektromanyetik mercekle (condenser lense)
toplanir, objektif mercekle odaklanir.Elektromanyetik saptirici bobinlerle ornek
yuzeyinde tarama islemi (scanning) gercgeklestirilir. Gorintl olusumu temel olarak;
elektron demetinin incelenen 6rnegin yuzeyi ile yaptigi fiziksel etkilesmelerin
sonucunda ortaya ¢ikan sinyallerin toplanmasi ve incelenmesi prensibine dayanir.
(Yildiz, [48])
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Bunlardan ilki, gelen elektron demetindeki elektronlarin, 6rnek ylzeyindeki
atomlardaki elektronlara enerjilerini transfer ettigine (elastik olmayan carpisma)
ortaya cikan ikincil elektronlardir (secondary electrons). Tipik enerjileri en fazla 50
eV civarinda olan bu elektronlar numune ylzeyinin yaklasik 10 nm’lik bir
derinliginden ortaya cikarlar. ikincil elektronlar foto cogaltici tiip yardimiyla
toplanip, 6rnegin tarama sinyali konumuyla iliskilendirilerek ylzey gorintlsu elde
edilir. (Yildiz, [48])

Elektron demeti <«— Elektron tabancasi

Anot

-+—Yogunlastirma lensi

TV ekrani

Gerisacihm elektron
dedektori —

Ikincil elektron dedektori
Numune platformu — Numune

Sekil 2.14 Taramali Elektron Mikroskobunun $Sematik Gosterimi[47]

Gelen elektron demetinin incelenen numune ylzeyi ile yapmis oldugu ikinci
etkilesme, enerjileri keV mertebesinde olan karakteristik X-iginlarinin ¢iktigi
durumdur. Ornege carpan elektron, drnekteki atomun i¢ yériingesinden bir
elektron kopmasina neden olur. Bu durumda enerjinin dengelenmesi gerekir; bir
ust yoringedeki elektron bu seviyeye gecger, bu gegis sirasinda ortama bir X 1sini
yayar. Yaydigi bu isina karakteristik X 1sin1 adi verilir. Dedektérle algilanan sinyal
yukselticiye, buradan analizére ve daha sonra da SEM sisteminin bilgisayarina
gonderilir. Ortaya ¢ikan karakteristik X 1sini -enerjisi her atoma 6zel- , malzemenin

element bakimindan igeriginin nitel ve nicel olarak saptanmasini saglar.
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incelemenin yapildigi ortam vakumlu olmalidir. Elektronlarin iginden gectigi
boslukta ve numunenin etrafinda kalan gaz molekdlleri elektronlarin sagiimalarina;
hizli hareket eden elektronlar da bu gaz molekullerini iyonlastirarak numune

g6runtisunun bozulmasina neden olurlar. (Ayaz , [40])

iletken malzemelerin incelendigi SEM'de agir atomlardan olusmus altin vb.
malzeme yuzeyleri ¢ok iyi goruntilenebilirken hafif atomlardan olusmus

malzemelerin ylzey goruntileri pek hassas sonug vermez.
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3. DENEY ASAMASI
3.1.Deneyde Kullanilan Kimyasallar

Deneyin gercgeklestirime asamalarinda kullanilan kimyasallar ; Pbs tablet(
amresco), glutaraldehit (Merck, Almanya) , sistamin (SIGMA Aldrich, ABD) ,
NaOH (Merck, Almanya) , Troponin T antikor (Abcam,ingiltere) , Troponin T
protein (Abcam , ingiltere), saf aseton (Merck, Almanya), metanol (Merck ,

Almanya) , sodyum tetraborat/HCI tampon (Merck, Almanya)
3.2.Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Deney asamalarinda kullanilan cihazlar; biyolojik glvenlik kabini (NUve, Turkiye) ,
ultrasaf su cihazi (Millipore ,Fransa) , manyetik karisitirict ( IKA , Almanya) ,
ultrasonik banyo (Bandelin Sonorex, Almanya) (Kudos, Cin) , pH metre ve terazi
(Sartoriusi Almanya), Akis Hucresi (ALS, Japonya), Mikropompa (Bartels,
Almanya), vortex ( DragonLab, Cin), etiiv (Termal, istanbul), otomatik pipetler (

eppendorf , Almanya), daldirma tip termometre.

Deneyde kullaniimak Uzere; 25.4mm 5Mhz altin kristal (SRS, ABD) , 8.4mm
12MHZ giimiis (TIC, Cin) ve 13.9mm 5MHz’lik (RENLUX, Cin) ézel yapim altin ve
gimis kristaller temin edilmistir. TIC marka kristallerin (izerindeki metal basliklari
kesmek i¢cin Dremel Lithium lon (Dremel, Almanya), kristallerin frekanslarini
Olgcmek igin osilator ve frekans sayici devre tasarlanmistir. Ayrica Escort EFC-
3201 (Hong Kong) frekans sayaci kullaniimistir. Deneylerde kullanilan diger
malzemeler ise 10ml, 250ml, 500ml| beherler; 500ml,1000mI pisetler ve siseler,
manyetik balik, otomatik pipet uclari , akis hicresi baglantilari igin tygoon baglanti

hatlaridir.
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Sekil 3.1 Deneylerde Kullanilan Kuvars Kristaller

Soldan saga ; 8.4mm 12MHZ giimis (TIC, Cin), 13.9mm 5MHZzlik giimis ve altin
kristaller (RENLUX, Cin), 25.4mm 5Mhz altin kristal (SRS, ABD), 14mm 5MHz
Altin Kristal (gsense,ABD)

3.3.Deneyin Yapihisi

Kuvars kristallerin bir biyosensére doénustirilerek kullanilabilmesi igin birtakim
islemlerden gecirilmeleri ve ylzeylerinin modifiye edilmesi gerekmektedir. Bu
islemler; yuzey temizligi, ylUzey aktivasyonu ve ylzeyde fonksiyonel gruplar
olusturulmasi olarak siralanabilir. Fonksiyonel gruplarin olusturulmasini takiben
taniyici ligand ylzeye immobilize edilir. Bu islemlerin gerceklestirimesine ait

yontem su sekildedir:

Daldirma ve kurutma yonteminde, olusan frekans degisikliklerinin  okunmasi,
kristal kuru oldugu durumda gergeklestirilir. Molekilin baglanmasi ya da
immobilizasyonun tamamlanmasi icin gerekli stre gegtikten sonra kristal yikanir ve
kurutulur. Frekans olgimu kristaller kuruduktan gercgeklestirilir. Modifikasyondan
onceki ve sonraki kutlenin farki ylzeye immobilize olan molekul kutlesi ile dogru
orantilidir. Daldirma ve kurutma yonteminde kristal elektrotlarinin her ikisi de
kullanildigindan artan katle miktari fazla olacak; bu nedenle hassasiyet artacaktir.
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Ayrica viskozite vb nedenlerle ¢ozeltinin etkileri ortadan kalkacaktir. Kristalin bir
sure i¢in drnek icine batirilmasi ile sonrasinda hizh bir yikama ve durulama ile hizl
sonuglar elde edilebilir. Bu metodun hassas olmasini saglayan sebepler ayni
zamanda kristalin negatif yonlinUn bir pargasidir, kristal gevresel etkilesimler

Ozellikle nem faktértiinden etkilenir.
3.3.1. Osilator Ve Frekans Sayici Devreleri
3.3.1.1. Colpitts Osilator

Kuvars kristal mikroterazide kutle degisimi ile olusan frekans degisiminin
gérulebilmesi amaciyla tasarlanan ilk sistemde akis hlcresi igerisine yerlestirilen
kristalin tek yuzeyi sivi ile temas halinde bulunmaktadir. Akis hiicresinde kristalin
bulundugu havuzun hacmi 25 pl'dir.Kristalin rezonans frekansinda salinmaya
devam edebilmesi igin osilator devresinin kristale bu frekansi saglamasi ve bu

kosullar altinda kararli bir sekilde ¢alismaya devam etmesi gerekmektedir.

Frekans degisiminin gorulebilmesi icin tasarlanan ikinci sistem ise daldirma ve
kurutma yontemine dayanmaktadir. Her iki sistemde de havada alinan dlgimlerde
colpitts osilator devresi kullaniimigtir. SRS QCM sistemi ve kendi osilatori

tasarlanan sisteme referans olarak kullaniimistir.
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Sekil 3.2 Colpitts Osilator Devresi
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3.3.1.2. Frekans Sayici Devresi

Frekans Olgim iglemi icin PIC mikro denetleyicinin CCP (Capture/
Compare/PWM) birimi kullaniimaktadir. Bu birim igerisinde bulunan yakalama

birimi ile gerceklestirilmigtir.
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Kenar tespHi (Capture enable)
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Sekil 3.3 Kenar Yakalama Birimi Blok Sema Gdsterimi

PIC mikrodenetleyicinin RB3/CCP1 adli giris bacaginda kesme oldugunda 16 bitlik
TMR1 zamanlayicisinin igeriginin 16 bitik CCPR1H:CCPR1L saklayici ¢iftine

aktariimaktadir.
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Sekil 3.4 Frekans Sayicinin Devre Semasi
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Osilator devresi ile frekans bilgisi elde edilen kuvars kristal frekansinin sayisal
olarak gorulebilmesi amaciyla frekans sayici devresi ve LCD slrUcu devresi
PIC16F877A mikrodenetleyici ile gergeklestiriimistir. Osilator ¢ikisindaki frekans

bilgisi 1 Hz ¢dzunurlikle okunmaktadir.
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Sekil 3.5 Colpitts Osilatore Bagh QCM Cikigi

Colpitts osilatdor devresinin ¢ikis degerlerine osiloskopta bakildiginda ¢ikisin
sinUsoidal bir ¢ikis oldugu tespit edilmistir. Bu ylzden frekansi dlgulecek sinyali
PIC mikrodenetleyiciye uygulamadan 6nce kare dalgaya doénustirmek

gerekmektedir.

Devre board uUzerinde test edildikten sonra Proteus ISIS ve ARES devreleri
cizilerek baski devre yapilmistir. Baski devre igleminden sonra kutulama iglemi

yapilarak kullanima hazir hale getirilmistir.
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Sekil 3.6 Frekans sayici ve Osilator Kutulanmig Hali

Sekil 21 Frekans Sayici ve Osilator Baski Devresi
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3.3.2. Kuvars Kristal Biyosensor Yiizeyinin Olusturulmasi
3.3.2.1. Kuvars Kristal Yiuzey Temizligi
Aseton ile etkilegimi

Kristallerin ylzey temizligi 10ml’lik beherler igerisinde iyi bir organik ¢ézucu olan %
95’lik aseton ¢odzeltisine tutucularindan daldirilarak 30 dakika sire ile manyetik

karigtiricida sabit sicaklik ve 300 rpom donUs hizinda gergeklestirilmistir.

Aseton ile etkilesim sonrasinda kristaller 10ml beherler icerisinde ultrasaf su ile 10

dakika manyetik karistiricida sabit sicaklik ve sabit hizda etkilestirilmiglerdir.

Asetonun kristal ylzeyinden tamamen uzaklastirilmasi igin kristaller ultrasonik

banyoda 4 dakika sure ile ultrasaf su kullanilarak yikanmigtir.

Kristal ylzey temizligi amaci ile yapilan iglemlerin sonucunu ve etkilesimi izlemek
icin kristallerin frekanslari etivde 30 dakika sure ile 37°C kurutulduktan sonra

Olcllmustar.

Yapilan bu c¢alismalar kapsaminda slre kritik bir degiskendir. Surenin uzamasi
durumunda gumus elektrotlar asinmakta, bu asinma sonucu kuvars diskten
ayrilmaktadir. Bunun sonucunda kristal kullanilmaz hale gelir, herhangi bir frekans
degeri goérulemez. Dolayisiyla, yaniltici sonuglardan kaginmak igin kristallerin

temizlenme suresinin optimize edilmesi gerekmektedir.
Metanol lle Etkilesim

Yuzey temizliginin ikinci asamasi metanol ile 30 dakika slre ile manyetik

karigtiricida sabit sicaklik ve 300 rpm donus hizinda gergeklestirilmistir.

Kristaller 10ml beherler igerisinde ultrasaf su ile 10 dakika slre ile manyetik

karistiricida sabit sicaklik ve sabit hizda etkilestiriimislerdir.

Metanolln kristal ylzeyinden tamamen uzaklastiriimasi igin kristaller ultrasonik

banyoda 4 dakika sure ile ultrasaf su ile yikanmigtir.
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Temizlik sonucunu ve etkilesimi izlemek icin kristallerin frekanslari etivde 30

dakika sure ile 37°C’de kurutulduktan sonra délguimustur.
3.3.2.2. Kuvars Kristal Yiuzey Aktivasyonu

Yuzey modifikasyon calismalarinin ilk agsamasinda kristal ylzeyinde fonskiyonel
OH gruplarinin olusturulmasi amaciyla kristaller ultrasaf su ile seyreltilen 0.5M
NaOH cozeltisi ile,30 dakika sureyle, manyetik karistiricida sabit sicaklik ve 300

rpm hizinda etkilestirilmislerdir.

Kristaller 10ml beherler igerisinde ultrasaf su 10 dakika manyetik karistiricida sabit

sicaklik ve 300 rpm sabit hizda etkilestiriimislerdir.

Kristal ylzeyinden NaOH’in temizlenebilmesi icin kristaller ultrasonik banyoda 4

dakika sure ile ultrasaf su ile yikanmistir.

Yuzeyde olusturulan OH gruplarinin kristal ylzeyinde olusturdugu katle birikiminin
neden oldugu frekans degisiminin net olarak izlenebilmesi igin kristaller etlv

icerisinde 37°C kurutulmus ve frekanslari dlgGimuastar.
3.3.2.3. Sistamin immobilizasyonu

Kristal yuzeyinde olusturulan fonksiyonel OH gruplarina tiyol ve amin igeren
bifonksiyonel 6zellige sahip sistamin molekull immobilizasyonu ile ylzeyde yeni
fonksiyonel gruplar olusturulur. Optimum sistamin derigiminin belirlenmesi ile
daldir ve kurut metodu ile deneyler yapiimistir. Bu deneylerde 5 MhZ'lik altin ve
gumus kristaller kullaniimigtir. Bu immobilizasyon sonucu altin ve gimus ylzeyler
arasinda belirgin farkliliklar goértlmemistir. Kullanilan kristallerin  ylzeylerin
purizstuz ve parlatiimig olusu baglanmanin Uzerinde negatif bir etki olarak
gOrulmustar. Ylzeyi purazla olan 12MHZ'lik kristaller ile denemeler sonucunda bu
kristallerde sistaminin ylzeye baglanmasinda artis gorulmus ve bu durum yuzeyin
puruzli ve daha genis bir baglanma alani yaratmis olmasi olarak yorumlanmistir.
Tum bu sonuglarin bir arada yorumlanmasi sonucu optimum sistamin derigimi

literatr ile paralellik gostererek 20mM olarak belirlenmistir.
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Sekil 3.8 Biyolojik Glivenlik Kabini icersisinde Sistamin immobilizasyonu
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Grafik 3.1 Farkli Konsantrasyonlarda Sistamin immobilizasyonu Sonucu

Frekans Degisimleri

44



20mM sistamin derisiminde daha fazla sistaminin immobilize edilebilirligini
denemek amaciyla sicaklik etkisi Uzerinde denemeler yapilmistir. Bunun igin
immobilizasyonun en az oldugu 5Mhzlik cilah altin kristaller ile denemeler
yapilmistir. Segilen sicaklik araligi 4°C ile vicut sicakligi olan 37°C arasinda (4,
22, 30, 37 °C) olarak denemeler gergeklestirilmistir. Sistaminin parlak altin ylizeye
optimum immobilize oldugu sicaklik bu aralikta 30°C olarak saptanmistir. Altin
yuzeyin inert yapisi ve yuzeyin parlatiimis olmasinin sonucu olarak tum kristallere
ait  sistamin immobilizasyonu frekans degisimi ortalamalarinin altinda bir

immobilizasyon olarak gdzlenmistir.
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Grafik 3.2 Sistamin immobilizasyonuna Sicakhigin Etkisi

Bu islemlerin timund gergeklestirmek igin kristaller fosfat tamponunda (pH 7.4)
farkli derisimlerde hazirlanan sistamin ¢ozeltileri icin karanhk ortamda 30 dakika
manyetik karistiricida belirlenen farkli sicakliklarda ve 300 rpm donus hizinda

etkilestirilmislerdir.

Kristaller fiziksel olarak tutunan sistaminin uzaklastiriimasi amaciyla 10ml beherler
icerisinde 0.1M pH 7.4 fosfat tamponunda 10 dakika manyetik karigitiricida sabit
sicaklik (22 °C) ve 300 rpm donls hizinda yikanmislardir.

Kristal yluzeyine immobilize olmayan sistaminin uzaklastiriimasi icin kristaller

ultrasonik banyoda 4dk ultrasaf su ile yikanmistir.
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Yuzeye immobilize edilen sistaminin izlenebilmesi igin kristaller etlv icerisinde

37°C de kurutulmus ve frekanslari élgulmustur.
3.3.2.4. immobilizasyonu

Sistamin immobilize edilmis kuvars kristallerin Gzerine uzatma kolu (spacer arm)
takilmasi amaciyla bifonksiyonel 06zellige sahip glutaraldehit kullaniimistir.
Sistaminin serbest olan amin ucu ile glutaraldehidin aldehit uglarinin reaksiyona
girerek kovalent olarak baglanmasi saglanmistir. Uzatma kolu ligand
molekullerinin aktif uclarinin kristalin ylzeyinden disari bakmasini bdylece anilat

molekdulleri ile sterik engellemeler olmaksizin spesifik ve hizli etkilesmesini saglar.

Yuzey aktivasyonunun ikinci asamasinda kristaller %5 glutaraldehit ¢dzeltisinde
karanlik ortamda 30 dakika manyetik karistiricida 30°C sicaklik ve 300 rpm donus
hizinda etkilestiriimiglerdir. Sicakhdin sistamin immobilizasyonundaki pozitif
etkisinden glutaraldehit immobilizasyonunda da faydalaniimasi amaciyla manyetik

karistirici sicakhigi 30°C’ye ayarlanmistir.

Kristaller 10ml beherler icerisinde 10mM pH 7.4 fosfat tamponunda 10 dakika

manyetik karigitiricida sabit sicaklik ve 300 rpm sabit hizda etkilestiriimiglerdir.

Kristal ylzeyinde sistamin ile baglanmayan glutaraldehitin uzaklastiriimasi igin

kristaller ultrasonik banyoda 4 dakika sure ile ultrasaf su ile yikanmistir.

Asamanin basarisini tespit etmek icin kristaller etliv icerisinde 37°C de kurutulmus

ve frekanslari dlcUlmustar.
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Grafik 3.3 Glutaraldehit immobilizasyonu Sonucu Frekans Degisimleri

immobilizasyon sonucu elde edilen sonugclarda kristallerdeki frekans degisimleri
incelendiginde 12MhZ'lik kristallerde belirgin frekans degisimi farki oldugu,
immobilizasyon igsleminde ylzeye daha ¢ok kutle birikimi olmasindan daha ¢ok
kristalin rezonans frekansinin ylksek olmasinin frekans degisimindeki
¢ozunurlige etkisi olarak yorumlanmigtir. Altin ve gumus kristaller arasindaki
frekans degdisimi ise altin ylUzeyine sistamin immobilizasyonun daha az olmasi
sonucu glutaraldehit immobilizasyonununda da daha az olmasi olarak

yorumlanmigtir.
3.3.2.5. Antibadi immobilizasyonu

Kardiak troponin T antikor 200ug 0.9mg/ml derisimindeki stoktan fosfat tamponu
(pH 7.4) 1/100 ve 1/1000 derisimlerinde seyreltilerek 9ug/ml ve 0.9ug/ml olarak
hazirlanmis ve optimum antikor konsantrasyonu igin deney yapilmistir. Kristallerin
herbir ylizeyine 10ul mikropipet ile damlatiimis biyolojik glvenlik kabini igerisinde

her bir ylzey i¢in 30dk immobilizasyonun gerceklesmesi igin beklenmistir.

Kristaller 10ml beherler icerisinde 10mM pH 7.4 fosfat tamponunda 10 dakika
manyetik karisitiricida 37°C ve 300rpm hizda etkilestirilmistir.
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Yuzeye immobilize olmayan antikorlarin sterik engellemere sebep olmamasi igin
uzaklastiriimasi gereklidir, bunun igin kristaller ultrasonik banyoda 4dk ultrasaf su

ile yikanmsgtir.

Asamanin basarisini tespit etmek icin kristaller etliv icerisinde 37°C de kurutulmus

ve frekanslari dlcUlmustar.

Antikor konsantrasyonlari arasindaki ilk frekans degisimleri incelendiginde
9ug/ml’lik konsantrasyonda daha ¢ok antikor immobilize olmustur; ancak bir
sonraki asamada biyosensor ile cTnT dlgumleri sonuglari incelendiginde 0.9ug/mi
antikor konsantrasyonunun sonuglarinin daha iyi oldugu, biyosensoérin lineere
daha yakin calistigi goézlenmistir. Ylzeyde sikisik olarak yerlesen antikorlar
birbirleri ile etkilesebilir ve aktif bdlgelerini kapatabilir, kuvars ylzeyde daha g¢ok
antikor immobilizasyonu sonucu daha ¢ok kutle birikimi olur; ancak taniyici ylizey

basarili olarak olusturulmamis olur.
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Grafik 3.4 Antikor immobilizasyonu Sonrasi Frekans Degisimleri
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3.3.3. Biyosensériin Test Edilmesi Ve Tampon Gézeltide Troponin T Olgiimii

Kardiyak troponin T proteini 50ug 0.755mg/ml derisimindeki stoktan 0.37, 0.7,
1.85, 3.7, 7.4 ng/ml’lik konsantrasyonlar hazirlanmigtir. Kristallerin herbir ylzeyine
10ul mikropipet ile damlatiimis ve 30 dakika immobilizasyonun gerceklesmesi igin

beklenmisgtir.

Kristaller 10ml beherler icerisinde 10mM pH 7.4 fosfat tamponunda 10 dakika

manyetik karigtiricida sabit sicaklik ve sabit hizda etkilestirilir.

Antikor ile kovalent olarak baglanmayan troponin t proteini uzaklastiriimasi igin

kristaller ultrasonik banyoda 4 dakika ultrasaf su ile yikanmigtir.

Ligand antikor ile anahtar kilit formunda baglanan troponin t proteininin
izlenebilmesi icin kristaller etlv igerisinde 37°C de kurutulmus ve frekanslar

Olcllmustar.

Denenen iki farkh konsantrasyon sonucu antikor immobilizasyonunda daha iyi
sonu¢ vermis olan ylksek konsantrasyon troponin testinde basari
saglayamamistir. Bu durum sikigik olarak yerlesen antikorlarin birbirlerini
engellemesi ve birbirleri ile etkilesmesi sonucu aktif bdlgelerinin kapanmasi ile

yorumlanmigtir.

Duslk konsantrasyon (0.9ug/ml) optimum antikor konsantrasyonu olarak
belirlenmis ve kristaller farkli konsantrasyonda cTnT iceren ¢ozeltilerle ve tampon

cozelti ile test edilmistir.
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Grafik 3.5 cTnT Konsantrasyonlarina Biyosensorin Frekans Degisimleri

Farkli cTnT konsantrsayonlari ile yapilan sonuglarda biyosensorin 3.7ng/ml
seviyelerine kadar dogrusal c¢alistigi goérilmus, Uzerindeki konsantrasyonlarda ise
kristallerin doyuma qittigi belirlenmistir. Bu durumun sebebi kristal ylzeylerine
immobilize olan protein yapilarinin kristalin osilasyonuna kutle artigi sonucu dedgil
osilasyonu engelleyici bir tutunma ile baglanmalari ylzeyde rigid bir yapi

olusturmalari sonucu olarak aciklanabilir.
3.3.4. Akis Hiicresi Deneyleri

Akis hucreleri kuvars kristalin bir ylzeyinin siviyla ve diger yuzeyinin havayla

etkilesmesine olanak verirler. Analizler statik veya dinamik ¢ozeltide yapilabilir.

Biyosensorun dinamik ortamda denenmesi amaciyla akis hicresi deneyleri
gerceklestiriimistir. Bu asamada iki farkli akis hilcresi denenmigtir: Birincisi
14mm’lik 5 MHZ'lik altin ve gumus kristallerle kullanilmak Gzere akis ALS marka
(Japonya) ticari bir akis hiicresi temin edilmistir. ikinci akis hiicresi 8.4mm’lik
12MHZ’lik kristallerle kullaniimak Uzere tasarlanmistir. Referans sistem olarak
SRS marka QCM sistemi kullaniimistir. Sisteme devamli ¢ozelti pompalayan
mikropompa (Bartels) Almanya’dan temin edilmistir. Mikropompa iki adet piezo

tetikleyiciden olugsmakta ve mikrolitre seviyede sivi pompalayabilmektedir.
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Akis hicresi deneylerinde akis hizi tim sollsyonlar igin 200ul/dk olarak
belirlenmistir. Kristaller akis hicresine yerlestiriimeden 6nce daldir ve kurut
yontemi ile aseton ve metanol ¢ozeltileri ile temizlenmis ve kurutulmuslardir. Akis
hicresine yerlestirildikten sonra 10 dakika suresince ultrasaf su ile yikanmislardir.
Yikama islemi sonrasinda 20mM sistamin c¢ozeltisi ile 40 dakika suresince
etkilestirilmiglerdir. islem siiresince buharlasma olmasini engellemek igin
beherlerin agzi kapatiimistir. Akis hicresi hacmi 25ul ve kullanilan hatlardaki 6lu
hacim yaklagik olarak 0.5ml'dir. Bu islem yapilirken 10 dakika boyunca akis
surdurdlmus sonrasinda 10 dakika slresince pompa kapali beklenmis ve islem
tekrarlanmigtir. Bunun amaci ylzeye surekli taze sistamin ¢ozeltisi pompalanmasi

ve sicaklik degisiminin yaniltici sonuglarindan kaginmaktir.

Sistamin immobilizasyonu sonrasinda kristal ayni akis hizi ile surekli olarak 10
dakika suresince 0.1M fosfat tamponu ile immobilize olmayan sistaminin ortamdan

uzaklastiriimasi amaciyla yikanmistir.

Glutaraldehit immobilizasyonun sistamin immobilizasyonu ile ayni prosedirde
gerceklestiriimistir. 40 dakika suresince etkilesim gergeklestiriimis 10’ar dakika
aralikla sisteme akis saglanmigtir. Kullanilan  %5lik sodyum tetraborat
tamponunda (pH 8.4) glutaraldehit ¢ozeltisi sistemden uzaklastiriimasi amaciyla
kristal akis hlcresinde ayni akis hizi ile surekli olarak 10 dakika suresince 0.1M

fosfat tamponu ile yikanmistir.

Aktive edilen ylzeye antikor immobilize edilebilmesi igin  0.9ug/ml
konsantrasyonunda 10ml hazirlanan anti cTnT ¢dzeltisi 10 dakika boyunca
200ul/dk akis hizi ile etkilestiriimis sonrasinda 10 dakika suresince pompa
kapatiimis ve beklenmis ve bu isleme toplam 90 dakika slresince devam

edilmigtir.

Antikor immobilizasyonu sonrasinda kristal 200ul/dk akis hizi ile surekli olarak 10
dakika suresince 0.1M fosfat tamponu ile immobilize olmayan anti cTnT nin

ortamdan uzaklastiriilmasi amaciyla yikanmigtir.

Akis hucresindeki biyosensor 1ml'lik 0.7ng/ml ve 3.4ng/ml’lik fosfat tamponunda

cTnT c¢ozeltileri ile test edilmigtir.
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Troponin testi sonrasi kristal akis hucresinden c¢ikarilmadan yizeyi temizlenmesi

icin 30 dakika suresince fosfat tamponu ve 30 dakika %95 aseton ile yikanmistir.
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Grafik 3.6 Akis Hucresinde cTnT olgumleri
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Sekil 3.10 SRS QCM Sistemi
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3.3.5. TEM Goruntileri

HV spot|mag [OJ| det | tilt | WD | dwell SO N e —
10.00kV[ 2.0 200x |[ETDI.0°89mm{30ps .

Sekil 3.11 Sodyum Tetraborat (pH 8.2) Tamponunda Glutaraldehit Cozeltisi
ile Etkilestirilen Kristal Yiizeyi 200x Biyiitme Ultrasonik Banyo Oncesi
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|
10.00 kv 20| 100x |[ETD|O°
Sekil 3.12 Sodyum Tetraborat (pH 8.2) Tamponunda Glutaraldehit Cozeltisi

ile Etkilestirilen Kristal Yiizeyi 100x Biyiitme Ultrasonik Banyo Oncesi

Kristalin elektrot ceperinde asinmalar ve sodyum birikimi gértimektedir.
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{ B :
HV spot|mag O | det | ti
10.00kV| 2.0 | 120x |ETD

Sekil 3.13 Sodyum Tetraborat (pH 8.2) Tamponunda Glutaraldehit Cozeltisi
ile Etkilestiriken Kristal Yiizeyi 120x Biiylitme Ultrasonik Banyo Oncesi

Ultrasonik banyoda ultrasaf su ile yilkanmayan kristal ylzeyinde dizensiz

yerlesen yapilar goértulmektedir.
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1000x |[ETD|-0°|9

Sekil 3.14 Asinmig Kristal TEM Gorunttsu (1000x Buyutme)

Kristal Yapinin Ylzeyine Tutundugu Ve Yapisina Zarar Verdigi

Gorilmektedir.
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HV  |spot|mag 01| det | tit | WD | dwell | —————— 400 pm ———————
10.00kv| 2.0 | 250x |ETD|-0°/96mm(30ps| |

Sekil 3.15 Asinmis Kristal Ylzeyi (250x Buyttme)
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HV ‘mag O1] det
1000 kV| 20 | 280x |ET

Sekil 3.16 Asinmis Kristal Ylzeyi (280x Buyttme)
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HV [spot|mag 1] det | tit | WD |dwell| ————— 500 pym ————————
10.00kV| 20| 200x |[ETD|-0°/96mm|30ps| |

Sekil 3.17 0.7ng/ml cTnT Konsantrasyonu ile Etkilestirilen Kristal Yiuzeyi
(200x Buyutme)
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AV |spot[mag 01| det | fit | WD | dwell | ————— 40 ym ————— |
1000 kv| 20 |2600x |ETD|0°/96mm 30ps| |

Sekil 3.18 Yiizeye immobilize Molekiil (2600x Biiyiitme)
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HV Tspot[mag O] det [tit | WD [dwel |  ~——10um——mrn |
10.00kV| 2.0 16000 |[ETD|.0°19.7mm 30ps .

Sekil 3.19 Gumus Elektrotlu Kristal Yiizeye immobilize Molekiil (6000x

Blyutme)

12Mhz 8.4mm gumuUs elektrotlu kristallerin ylzey purGzleri TEM resminde
belirgin olarak gorulmektedir, ylzeyin purtzli yapisi dodru yikama ydntemleri
uygulandiginda avantaj saglarken, yikama uygulamasi basarisiz olursa yuzeyin

asinmasina ve istenmeyen yapilarinda tutunmasina sebep olabilmektedir.
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HV spotimag O | det | tit | WD |dwell| ——————— 500 ym ——@@™
10.00kV| 2.0 | 200x |ETD|-0°|9.6 mm |30 ps

Sekil 3.20 Altin Elektrotlu Temiz Kristal Ytzeyi (200x Buyutme)
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HV spotimag O | det | tit | WD |dwell| ——————— 500 ym —@@™
10.00 kV| 3.0 | 200x |ETD|-0°]|9.5 mm |30 us

Sekil 3.21 Gumus Elektrotlu Temiz Kristal Ylzeyi (200x Blyutme)
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10.00kv| 2.0 | 200x |[ETD|.0° 99 mm|30ps | |
Sekil 3.22 cTnT ile Etkilestiriimis GUmUs Elektrotlu Kristal Ylzeyi (200x

Blyutme)
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AV [spot|mag C1] det | flt| WD [dwell| ~———50m——— |
10,00 kv| 20 | 1600 |[ETD|-0°|09mm|30ps[ |

Sekil 3.23 cTnT ile Etkilestiriimis GUmUs Elektrotlu Kristal Ylzeyi (1600x

Blyutme)

Yiizeye immobilize Olan Molekdiller Gériilmektedir.
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HV spot| mag IIZI det | tilt | WD |dwell — 200 pm ———
10.00kV[ 2.0 400x |[ETDI.0°199mm|30ps .

Sekil 3.24 cTnT ile Etkilestiriimis Altin Elektrotlu Kristal Yluzey (400x

Blyutme)
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HV [spot/mag OI| det [ tilt | WD |dwell| ——50pm——"—— |
10.00 kV| 3.0 | 1600 x |[ETD|-0°|9.6 mm | 30 ps

Sekil 3.25 cTnT ile Etkilestiriimis GUmus Elektrotlu Kristal Ylzey
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AV [spot|mag 1] det | it | WD [ dwell | ————— 20 ym ————— |
1000 kv| 30 | 5000 |[ETD|-0°|96mm 30— |

Sekil 3.26 cTnT ile Etkilestiriimis GUmus Elektrotlu Kristal Yizey (5000x

Blyutme)
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HV spot magEI det | tit | WD |dwell| ——————— 500 ym ——@@@™™™—
10.00kV] 2.0 200x |[ETD/.0°98mm|30ps

Sekil 3.27 Akis Hucresinde cTnT ile Etkilestirilen Altin Elektrotlu Kristal
Yuzey (200x Buyutme)
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10.00kV| 20 |1600x |[ETD[-0°|98 mm |[30ps| |
Sekil 3.28 Akis Hucresinde cTnT ile Etkilestirilen Altin Elektrotlu Kristal
Yuzeyi (1600x Blyutme)
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3.3.6. AKM Gorilintuleri

nm
FieName | 100531 Topography008 |
Headlode | C-AFM
Source Topography
100 DataWidth 255 i)
Data Height | 255 (px)
X ScanSize | 343 um)
Y Scan Size | 3.43 (um]
ScanRate | 15[Hz)
0 Set Point 1.9(nN)
DataGain | -10951E-5 (um/step)
-100
-200
-300
Sekil 3.29 AKM ile Goruntilenmis Temiz Kristal YlUzeyi
nm
File Name | Bal opography001
Headlode | CAFH
Source | Topography
DataWidth | 256 (pxl)
Data Height | 256 (px)
0 X Sean Size | 10 (um)
Y Scan Size | 10 (um)
ScanRate | 0.6(Hz)
SetPoint | 0.7 (nN)
DataGain | -109.51E-6 (um/step)
-200
-400
-600

Sekil 3.30 AKM ile Goruntilenmis Asinmis Kristal Yuzeyi
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nm

File Name | 100531 T opography005
75 Headlode | CAFM
Sowce | Topogiaphy
DataWidth | 255 px]
Data Height | 255 (p)
XScanSize | 3.8 (um)
50 Y Scan Size | 3.8 (um)
ScanRate | 1(Hz)
Set Point 14(nN)
DataGain | -10951E-6 um/step)
25
0
-25
-50

Sekil 3.31 AKM ile Goruntulenmis Yuzeyi Modifiye Edilmis Kristal YUzeyi
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4. SONUG

cTnT antikor immobilizasyonu igin kristal yuUzeylerinde yikama ve ylzey
modifikasyon iglemleri gergeklestiriimigtir. Bunun icin aseton, metanol ve NaOH

kullaniimistir.

Yikama ve modifikasyon islemleri igerisinde  fiziksel tutunan molekullerin
yuzeyden ayrilmasi igin manyetik karistirici yaninda ultrasonik banyo 53khz
frekansta 23°C sicaklikta 3dkda en iyi sonug alinmistir. Bunun disinda yapilan
denemelerde kristallerde asinmalar veya yetersiz yuzey temizligi ile

sonuclanmistir.

Kristallerin islemleri baslamadan Once ve her asama arasinda frekanslar

Olcllmustar.

Yapilan deneylerde ylzey temizlik asamalari igin sicaklik 22°C iken sistamin ve
glutaraldehit immobilizasyonlari igin 35°C olarak uygulanmasi baglanmayi

artirmistir.

Yuzey temizligi ve immobilizasyon asamalarinda manyetik karistirici ile 300rpm

donus hizi baglanmalar igin uygun karistirma hizi olarak belirlenmistir.

Yuzey modifikasyonunda sistamin immobilizasyonu igin slire ve derigsimlerde en iyi

sonu¢ 30dk ve 20mM derisimi olarak gerceklesmigtir.

Glutaraldehit immobilizasyonu igin 30dk ve %5lik konsantrasyon antikor

immobilizasyonu icin gerekli kosullari saglamigtir.

Antikor immobilizasyonunda konsantrasyon 0.9ug/ml olarak belirlenmistir. Bunun
Uzerindeki konsantrasyonlarda ise beklenen frekans disuslu gerceklesmemis

beklenen cTnT immobilizasyonu olmamigtir.

cTnT proteini patolojik kabul edilen miktarlarin altinda ve Uzerinde farkh

konsantrasyonlar ile denemeler yapilmis. Sensérin dogrusal ¢alistigi izlenmigtir.
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Kuvars kristal mikrobalans biyosensorlerde kullanilan daldirma ve kurutma
yonteminin uygulanigi agisindan son derece titiz galisma gerektiren bir yontemdir

bu sebeple tekrar edilebilirlik sorunu vardir.

Akis hicresi ile elde edilen biyosensorler daldirma ve kurutma yéntemine goére
tekrar edilebilirlik agisindan avantajlidirlar. Bunun yaninda ¢oézeltiler ile ¢alisirken
sicaklk, vizkozite, pompa basinci gibi faktorlerden etkilenirler. Bu faktorlerin
etkilerinin azaltilmasi igin hacimler mikrolitre seviyelerine indirilmeli, mikrosivi

aygitlar tasarlanmalidir.

75



KAYNAKLAR LISTESI

Bilimsel periyodikler:

[1] BABACAN, S., Pivarnik, P., Letcher, S., Rand, A.G., 2000. Evaluation of
antibody immobilization methods for piezoelectric biosensor application.
Biosensors & Bioelectronics 15(11-12), 615-621.

[2] BASSAND, J.P., Hamm, C.W., Ardissino, D., Boersma, E., Budaj, A,
Fernandez-Aviles, F., Fox, K.A.A., Hasdai, D., Ohman, E.M., Wallentin, L.,
Wijns, W., 2007. The task force for the diagnosis and treatment of non-ST-
segment elevation acute coronary syndromes of the European society of
cardiology. European Heart Journal 28(13), 1598-1660.

[3] BERGSTROM, G., Mandenius, C.F., 2011. Orientation and capturing of
antibody affinity ligands: Applications to surface plasmon resonance
biochips. Sensors and Actuators B-Chemical 158(1), 265-270.

[4] BINNING, G., Quate, C.F. and GERBER, C., Atomic force microscope,
Physics Review Letters, vol.56, s.930, 1986

[5] BOYLE, M.D.P., Reis, K.J., 1987. BACTERIAL FC-RECEPTORS. Bio-
Technology 5(7), 697-703.

[6] BRAGA, P.C. And Ricci, D. Atomic Force Microscopy: Biomedical Methods
and Applications, Methods in Molecular Biology, vol. 242, s.3-12, 2003.

[7] CHOU, S.F., Hsu, W.L., Hwang, J.M., Chen, C.Y., 2002. Development of an
immunosensor for human ferritin, a nonspecific tumor marker, based on a

quartz crystal microbalance. Analytica Chimica Acta 453(2), 181-189.

[8] CHRISTENSON, R.H., Apple, F.S., Morgan, D.L., Alonsozana, G.L.,
Mascotti, K., Olson, M., McCormack, R.T., Wians, F.H., Keffer, J.H., Duh,
S.H., 1998. Cardiac troponin | measurement with the ACCESS (R)
immunoassay system: analytical and clinical performance characteristics.
Clinical Chemistry 44(1), 52-60.

76



[9] CLONEY, L.P., Spiller, L.J., Fong, W.K., Harris, J.E., Harris, P.C., 2003.
RAMP (R): High accuracy from immunochromatographic assays by the use
of internal control ratios. Clinical Chemistry 49(10), 1775-1777.

[10] CELEBI, Ozlem Ozcan; Diker Erdem, Aydogdu Sinan , kardiyak
troponinlerin klinik dnemi, Turk kardiyol Dern Ars., 2008;36(4):269-277

[11]DUTRA, R.F., Kubota, L.T., 2007. An SPR immunosensor for human
cardiac troponin T using specific binding avidin to biotin at
carboxymethyldextran-modified gold chip. Clinica Chimica Acta 376(1-2),
114-120.

[12] ELMALI E, Karaeren Z, Ozdél C, Akan OA. Akut Koroner Sendrom siipheli
Hastalarda Kardiyak Troponin T Troponin I'nin karsilastiriimasi, Turk
Biyokimya Dergisi 2005; 30(3); 212-5.

[13]FILATOV, V.L., Katrukha, A.G., Bulargina, T.V., Gusev, N.B., 1999.
Troponin:  Structure, properties, and mechanism of functioning.
Biochemistry-Moscow 64(9), 969-985.

[14]FONSECA, R.A.S., Ramos-Jesus, J., Kubota, L.T., Dutra, R.F., 2011. A
Nanostructured Piezoelectric Immunosensor for Detection of Human Cardiac
Troponin T. Sensors 11(11), 10785-10797.

[15]GREEN, R.J., Frazier, R.A., Shakesheff, K.M., Davies, M.C., Roberts, C.J.,
Tendler, S.J.B., 2000. Surface plasmon resonance analysis of dynamic

biological interactions with biomaterials. Biomaterials 21(18), 1823-1835.
[16] HABIF, Sara, Kardiyak Troponinler, T Klin J Med Sci 2003, 23

[17]KATRUKHA, A.G., Bereznikova, A.V., Esakova, T.V., Pettersson, K,
Lovgren, T., Severina, M.E., 1997. Troponin | is released in bloodstream of
patients with acute myocardial infarction not in free form but as complex.
Clinical Chemistry 43(8), 1379-1385.

[18]KATUS, H.A., Remppis, A., Neumann, F.J., Scheffold, T., Diederich, K.W.,
Vinar, G., Noe, A., Matern, G., Kuebler, W., 1991. Diagnostic Efficiency Of
77



Troponin-T Measurements In Acute Myocardial-Infarction. Circulation 83(3),
902-912.

[19]KO, S., Kim, B., Jo, S.S., Oh, S.Y., Park, J.K., 2007. Electrochemical
detection of cardiac troponin | using a microchip with the surface-
functionalized poly(dimethylsiloxane) channel. Biosensors & Bioelectronics
23(1), 51-59.

[20]KOCUM, C., Erdamar, A., Ayhan, H., 2010. DESIGN OF TEMPERATURE
CONTROLLED QUARTZ CRYSTAL MICROBALANCE SYSTEM.
Instrumentation Science & Technology 38(1), 39-51.

[21]LEE, Y.G., Chang, K.S., 2005. Application of a flow type quartz crystal
microbalance immunosensor for real time determination of cattle bovine

ephemeral fever virus in liquid. Talanta 65(5), 1335-1342.

[22]MATTOS, A.B., Freitas, T.A., Silva, V.L., Dutra, R.F., 2012. A dual quartz
crystal microbalance for human cardiac troponin T in real time detection.
Sensors and Actuators B-Chemical 161(1), 439-446.

[23]MAZUREK, J.A., 2010. Sensitive Cardiac Troponin T Assay. New England
Journal of Medicine 362(13), 1242-1243.

[24]NUSIER, M.K., Ababneh, B.M., 2006. Diagnostic efficiency of creatine
kinase (CK), CKMB, troponin T and troponin | in patients with suspected

acute myocardial infarction. Journal of Health Science 52(2), 180-185.

[25] OHMAN, E.M., Casey, C., Bengtson, J.R., Pryor, D., Tormey, W., Horgan,
J.H., 1990. Early Detection Of Acute Myocardial-Infarction - Additional
Diagnostic information From Serum Concentrations Of Myoglobin In Patients
Without St Elevation. British Heart Journal 63(6), 335-338.

[26] POPE, J.H., Aufderheide, T.P., Ruthazer, R., Woolard, R.H., Feldman, J.A,,
Beshansky, J.R., Griffith, J.L., Selker, H.P., 2000. Missed diagnoses of acute

cardiac ischemia in the emergency department. New England Journal of
Medicine 342(16), 1163-1170.

78



[27]REICHLIN, T., Hochholzer, W., Bassetti, S., Steuer, S., Stelzig, C.,
Hartwiger, S., Biedert, S., Schaub, N., Buerge, C., Potocki, M., Noveanu, M.,
Breidthardt, T., Twerenbold, R., Winkler, K., Bingisser, R., Mueller, C., 2009.
Early Diagnosis of Myocardial Infarction with Sensitive Cardiac Troponin
Assays. New England Journal of Medicine 361(9), 858-867.

[28] ROBERTS, R., Ambos, H.D., Sobel, B.E., 1983. Estimation Of Infarct Size
With Mb Rather Than Total Ck. International Journal of Cardiology 2(5-6),
479-4809.

[29]RONAN, C. A., “Bilim Tarihi, Dunya Kdulttrlerinde Bilimin Tarihi ve Gelisimi”,
TUBITAK Popiiler Bilim Kitaplari, 2005.

[30]SPIES, C., Haude, V., Fitzner, R., Schroder, K., Overbeck, M., Runkel, N.,
Schaffartzik, W., 1998. Serum cardiac troponin T as a prognostic marker in
early sepsis. Chest 113(4), 1055-1063.

[31]SU, X.L., Li, Y.B., 2004. A self-assembled monolayer-based piezoelectric
immunosensor for rapid detection of Escherichia coli O157 : H7. Biosensors
& Bioelectronics 19(6), 563-574.

[32] TANG, A.X.J., Pravda, M., Guilbault, G.G., Piletsky, S., Turner, A.P.F.,
2002. Immunosensor for okadaic acid using quartz crystal microbalance.
Analytica Chimica Acta 471(1), 33-40.

[33]THYGESEN, K., Alpert, J.S., White, H.D., Force, EAAW.T., 2007.
Universal definition of myocardial infarction. Circulation 116(22), 2634-2653.

[34]VATNER, S.F., Baig, H., Manders, W.T., Maroko, P.R., 1978. Effects Of
Coronary-Artery Reperfusion On Myocardial Infarct Size Calculated From

Creatine-Kinase. Journal of Clinical Investigation 61(4), 1048-1056.

[35]WANG, K., Asinger, R.W., Marriott, H.J.L., 2003. ST-segment elevation in
conditions other than acute myocardial infarction. New England Journal of
Medicine 349(22), 2128-2135.

79



[36]WONG-EK, K., Chailapakul, O., Nuntawong, N., Jaruwongrungsee, K.,
Tuantranont, A., 2010. Cardiac troponin T detection using polymers coated
quartz crystal microbalance as a cost-effective immunosensor.
Biomedizinische Technik 55(5), 279-284.

[37]JWONG-EK, K., Chailapakul, O., Prommas, J., Jaruwongrungsee, K.,
Nuntawong, N., Tuantranont, A., 2009. Qcm Based On Flow System For
Cardiovascular Disease. World Congress on Medical Physics and
Biomedical Engineering, pp. 80-83. Springer, Munich, GERMANY.

Kitaplar:

[38]HALL, J.E., Guyton, A.C., 2011. Guyton and Hall textbook of medical
physiology, 12th ed. Saunders/Elsevier, Philadelphia, Pa.

Tezler:

[39] ALAYBEYOGLU,Ulke Sule, Acil Servgise Basvuran Ve Akut Koroner
Sendrom Dusunulen Hastalarda Troponin T (Tnt) Ve High Sensitive
Troponin T (HsTnT) Degerlerinin Karsilastiriimasi,Uzmanlk Tezi, Gazi
Universitesi Tip Fakiiltesi Acil Tip Anabilim Dali,2011

[40] AYAZ, Biinyamin, Nanoteknoloji ve Uygulamalari, Yildiz Teknik Universitesi
Makine Miihendisligi Makine Malzemesi ve imalat Teknolojisi Anabilim
Dali,2011

[41] ERMEK, Erhan, QCM Heparin Biyosensér Tasarimi ve Uretimi, Bagkent
Universitesi Biyomedikal Miihendisligi, Yiiksek Lisans Tezi,2010

[42] GOK, H. Akut Koroner Sendromlarin Tanisinda Yeni Biyokimyasal
Markerlar. Uzmanlik tezi, Tlrk Kardiyoloji Seminerleri Kasim 2001; 20-32.

[43] GOK, Biilent, St Yiikselmesiz akut coroner sendromlarin erken tanisinda
kalp tipi serbest yag aside baglayici proteinin tanisal degeri, uzamnlik tezi,

eskisehir osmangazi Universitesi tip faklltesi kardiyoloji anabilim dali, 2006

80



[44] OZDEN, Reyhan Basak, Akut coroner sendromda NT-PROBNP’nin Yeri,
Uzmanlik Tezi, Haydarpasa Numune Egitim Ve Arastirma Hastanesi Tibbi

Biyokimya Bolumu, 2005

[45] OZHASANEKLER, Ayhan, Acil Servise Goégiis Agrisi ile Basvuran
Hastalarda Akut Koroner Sendromun Erken Tanisinda Kalp Tipi Serbst Yag
Asidi Baglayici Proteinin (H-FABP) Rolii, Troponin Ve Ck-Mb ile
Karsilastirilmasi, uzmanlik tezi Dicle Universitesi Tip Fakdiltesi Acil Tip
Anabilim Dali, 2008

[46] SAGLAM, ismail, akut koroner sendromda PRO-BNP Diizeyinin;
ekokardiyografiyle predikte edilen infarkt alani ile iligkisi, uzmanlik tezi, Sisli
etfal egitim ve arastirma hastanesi biyokimya ve klinik biyokimya
bélim,2006

[47] TABRIZI, Amir Parviz Farsci, Altin Nanopartikiil Uretimi Ve Kuvars Kristal
Mikrobalans Sisteminde Kullanimi, Hacettepe Universitesi, Biyomiihendislik
Anabilim Dal1,2005

[48]YILDIZ, S., “GUnUmuz Mikroskoplari,” Bilim ve Teknik Dergisi, Mart, 2003.

81



