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OZET

HASTALIK TANISI iCIN POLIMER TABANLI
MIiKROCIPLERDE PROTEIN TAYINI

SAYGILI, Ecem

Yiiksek Lisans Tezi, Biyomiihendislik Anabilim Dali
Tez Danismant: Dog. Dr. Ozlem YESIL CELIKTAS
Ocak 2018, 57 sayfa

Protein yapili olan enzimler tiim organizmalarin biyolojik sistemlerinde
onemli bir yere sahiptirler. Biyolojik mekanizmalarla iliskili protein aktivitesini
daha iyi anlayabilmek igin yapilan proteomik arastirmalar, proteinlerin
karakteristik 6zelliklerine odaklanmistir. Cesitli hastaliklar bazi proteinlerin kanda
yiiksek miktarda bulunmasi veya hi¢ bulunmamasina neden olabilmektedir. Bu
durum, proteinlerin belirli patolojik rahatsizliklarin erken teshisinde
kullanilabilirliklerinin de bir gostergesidir. Bu nedenle ¢alismalar yogun olarak
proteinlerin  birbirleriyle  etkilesimleri ve analizlerine dayanmaktadir.
Mikroakigkan teknolojilerinden biri olan ¢ip {stii laboratuvar (¢ip-istii-lab)
sistemler, minyatiirize edilmis ve paralellestirilmis es zamanli reaksiyonlarin
onilinii agmaktadir. Bu sistemlerin duyarlilig1 yiiksek ve reaktif tiiketimi oldukga
kisithidir. Mikroakigkan cihazlar hem kimyasal hem de biyolojik prosesler igin
olduk¢a onemli bir teknolojidir. Cip-iisti-lab sistemleri, konvansiyonel
platformlara kiyasla hizli 1s1 ve kiitle transferi, daha yliksek reaksiyon verimleri ve
reaksiyon hizlar1 saglamaktadir. Bu avantajlar g6z oniinde bulunduruldugunda,
cip-tstii-lab sistemlerinin hem serbest hem de immobilize enzimlerle biyokatalitik
alanda da uygulamalarina yonelik ¢aligmalar artmaktadir. Bir hastaligin tanisi i¢in

tek bir enzim yerine ¢oklu enzim tayininin yapilmast 6nem kazanmaktadir.

Bu proje kapsaminda cesitli hastaliklar i¢in belirteg olarak kullanilan
karaciger enzimlerinin mikrosistemlere adaptasyonlar1 hedeflenmistir. Karaciger
enzimlerinin daha pratik ve ucuz yollarla test edilebilmesi i¢in ¢oklu tayin

gerceklestirebilecek bir mikrosistem tasarimi yapilmis ve simiile viicut sivisinda



viii

ki karaciger enzimlerinin bu sistemde Ki reaksiyon ortamlart optimize edilmistir.
Bu ¢aligmanin sonunda tasarimi yapilan mikrosistemde elde edilecek verilerin
karaciger enzimlerinin tayini i¢in bir hasta basi tanmi kiti olusturulmasinda ilk

adimi tamamlamasi hedeflenmistir

Anahtar Sézciikler: Mikroakigkan sistem, cip-iistii-lab, protein,

enzim, karaciger.



ABSTRACT

PROTEIN ANALYSIS IN POLYMER BASED MICROFLUDIC
CHIPS FOR DIAGNOSTIC PURPOSES

SAYGILI, Ecem

MSc in Bioengineering.
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ozlem YESIL CELIKTAS
Jan 2018, 57 pages

Enzymes are mainly globular proteins, having significant roles in the
biological systems of all living organisms. The high concentration or absence
of proteins in blood can further be used in diagnosis of a particular pathology
at an early stage. Current studies are intensely based on the analysis of
interaction and detection of proteins. Lab-on-a-chip (LOC) systems with high
sensitivity and limited reagent consumption allow miniaturized and
parallelized reactions simultaneously. In comparison to the conventional
platforms, higher reaction yields and rates, rapid heat exchange as well as mass
transfer can be obtained in microfluidic systems due to their micro-dimensions.
As a result of these advantages, the use of LOC is increasing in the field of
biocatalysis by using both free and immobilized enzymes. Incorporation of
multiple enzymes on a microfluidic platform instead of a single enzyme is
getting more important for diagnosis of a diseases. Thus, the aim of this study
was to adapt liver enzymes to the LOC systems to enhance more practical and
affordable enzyme tests. Therefore, polymer, glass and paper based
microplatforms were designed, developed, and compared to find out the best
platform to detect enzyme levels in body fluid samples. Spectroscopic analysis,
electrical measurement and qualitative color analysis were used as detection
methods. The most significant results were obtained through the spectroscopic
analysis. The latter method was qualitative color detection and it was observed
that with the descending concentration of enzyme, the color shade was
changing as well. In regards to the electrical sensing model, it is concluded that



the designed electrode system which requires more complex structure and
optimization parameters, was not applicable for this study.

Keywords : Microfluidic system, lab-on-a-chip, protein, enzyme, liver
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TESEKKUR

Tez caligmam siiresince bilgi ve tecriibelerinden ¢okca faydalandigim

kiymetli hocam Dog¢ Dr. Ozlem YESIL CELIKTAS’ a,

Calismalarimi  gergeklestirdigim  Biomimetics ~ Microtechnologies

Laboratuvar ¢alisanlarina,

Bu calismay1 “Hastalik Tanis1 I¢in Polimer Tabanli Mikrogiplerde Protein
Tayini” projesi kapsaminda maddi olarak destekleyen Ege Bilimsel Arastirma

Projeleri Koordinatorliigii (BAP)’ e,

Her zaman yanimda olan ve benden maddi ve manevi desteklerini

esirgemeyen canim aileme en igten tesekkiirlerimi sunarim.
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1. GIRIS

Gliniimiizde proteomik arastirmalar, viicut sivilarindaki miktarlarina gore
hastalik belirteci olma 0Ozelligi gosteren proteinlerin aktivite ve karakteristik
ozelliklerini daha iyi anlayabilmek iizerine yogunlagmaktadir. Proteinlerin viicut
stvilarindaki mevcudiyetlerinin normal degerlerin iizerinde veya altinda olmasi,
patolojik bir rahatsizlik veya enfeksiyon varliginin gostergesi olarak kabul
edilmekte olup erken teshisleri tedavi siirecinin baslamasini ve daha etkin olmasini

saglamaktadir.

Son yillarda mikroakiskan cihazlarin hizla makroskopik muadilleri yerine
gectigi goriilmektedir. Ozellikle maliyeti yiiksek olan reaktif ve analit miktarlaria
olan ihtiyact diisiirmesi, bu tarz sistemlerin biyomedikal aragtirma ve klinik
uygulamalarda kullanimlarinin 6niinii agmaktadir. Mikroakiskan sistemler, giincel
olarak PCR uygulamalari, ELISA benzeri sistemlerle hastalik tanilarinda biyolojik
belirte¢ deneyleri, gaz kromotografi sistemleri ve biyomedikal analizler sirasinda
genellikle tek kullanimlik olarak iiretilen sistemler olup, yiiksek giivenlik 6nlemleri
gerektiren cihazlarin tiretim maliyetlerini diistirebilecek alternatif sistemler olarak

goriilmektedir.

Bu c¢aligma ile karaciger enzimlerinin Klinikteki uygulamalara paralel olarak
hastalarin kendilerine uygulayabilecekleri, merkez laboratuvarlardan bagimsiz,
pratik ve ekonomik testler gelistirmek amaclanmistir. Bu nedenle kan serum
orneklerindeki seviyelerini tespit etmek i¢in en uygun platformu bulmak
hedeflenmis, polimer, cam ve kagit bazli mikroplatformlar tasarlanmis, gelistirilmis

ve farkli 6l¢tim metodlar1 kullanilarak elde edilen sonuglar karsilastirilmistir.



2. LITERATUR OZETI
2.1 Mikroakiskan Sistemler

Baslangic noktasi 1950’lere dayanan mikroakigskan sistemler, temelini
kartuslu yazicilardan almaktadir. Gilinlimiizde yaygin kullanima sahip olan
miirekkep kartuslu yazicilarla, mikroakiskan prensiplere dayali olarak kiiclik test
tiipleri icerisindeki miirekkeplerin kagit taban iizerine milimetrik diizen igerisinde
aktarilmasini hedeflemistir. Dolayisiyla ‘inkjet’ miirekkepli yazicilarin ilk
mikroakigsan sistemler olduklari kabul edilmektedir. 1950 ve 1960’lh yillar
arasinda bilgisayar tabanli islemciler ve yari iletken transistorlerin ~ yan1  sira
fotolitografinin de kesfi ile silikon tabanli mikroiglemciler gelistirilmeye
baslanmigtir. Benzer sekilde 1970’lerde gaz kromotografi sistemleri silikon
plakalar iizerinde denenmeye baslanmis ve ilk mikroakiskan temelli ¢ipler
tasarlanmaya baslanmistir. Bu gelismeyi takiben, 1980’ ler MEMS (mikro-elektro
mekanik sistemler) teknolojilerinin gelistirilmeye baslandig1 tarihler olarak
bilinmektedir (Sekil 2.1.).

Sekil 2.1 MEMs teknolojisi ile {iretilem mikrogip 6rnegi

80’11 wyillarin sonunda ise mikrokanallar igerisindeki akiskan kontrollerinin
saglanabilmesi i¢in silikon tabanli mikrosistem elemanlarindan mikrovana ve
mikropompalar gelistirilmistir. Ilerleyen yillarda mikro-karistiricilar, mikro-
ayristiricilar ve mikro-analizorler mikrosistem elemanlari katagorisindeki yerlerini

almistir. 2000’11 yillar  itibari  ile  polidimetilsiloksan (PDMS) ve



polimetilmetakrilat (PMMA) polimer tabanli mikrogiplerin tiretimleri ile MEMS

teknolojilerinin gelistirilmeleri paralel olarak devam ettirilmektedir (Sekil 2.2.).

Sekil 2.2. PDMS tabanli iiretilen mikrogip 6rnegi

2.1.1. Mikroakiskan Sistemlerin Genel Ozellikleri

Stirekli gelisme gosteren bir teknoloji olan mikroakiskan sistemler fizik,
kimya, biyoloji gibi temel bilimlerin yani sira ilag salinim teknolojileri,
biyomedikal arastirmalar, doku miihendisligi ve gelinen son noktada ¢ip-iistii-
organ sistemleri lizerine yogunlagmistir. Diisiik miktardaki siv1 ihtiyaglari, yiiksek
yiizey alanu/hacim oranlari, mikrokanallardaki akigkanlarin reolojileri ve
kanallarin fiziksel 6zellikleri goz oniinde bulunduruldugunda ¢ip-iistii sistemlerin

olusturulmasinda en iyi alternatif sistemler olarak bilinmektedirler.

Mikroakigkan  sistemler  genellikle = mikrovana, = mikropompa,
mikroseperatér ve mikrokaristirict gibi pek c¢ok sistem elemaninin bir araya
getirilmesiyle olusturulmaktadir. Sahip olduklari mikrokanallar igerisine
akigkanlarim bir giringa pompa (Sekil 2.2.1.) yardimiyla verildigi bu sistemler

kiigiik boyutlar1 sayesinde temel 6zellikler tagimaktadirlar;

e Yiiksek 1s1 transfer ozellikleri
e Diisiik difiizyon stiresi (Yiiksek diflizyon kapasitesi)
¢ Diisiilk madde miktarina karsilik diisiik maliyet

e Yiksek Olcek biiyiitme kapasitesi



Sekil 2.1.1. Akiskanlarin sisteme yiiklenmesinde kullanilan siringa pompa

2.1.2 Mikrosistem iiretim yontemleri

Mikroakigkan sistemlerin uygulama alanlar1 ve malzeme secimlerine
dayali olarak farkli dretim teknikleri bulunmaktadir. Fotolitografi, yumusak
litografi, 1siyla sekillendirme ve graviir teknikleri Ornek iiretim yontemleri
arasindadir. Uretim ydntemini belirleyebilmek i¢in malzeme segimi, mevcut

ekipman, maliyeti ve operasyon siiresi dikkate alinan unsurlardandir.

o Fotolitografi

Istenilen mikrodesenin, 1s13a duyarli &zel kimyasal polimerler olan
istenilen kalinliktaki fotorezist malzemeler {izerine uygulanan UV 1s1k yardimiyla
aktarildig1 tiretim basamagidir (Sekil 2.2.2.). Kaliplama teknigi gerektiren PDMS
tirevli mikroakigskan sistemlerin veya kimyasal asindirma yontemlerinin 6n
basamag: olarak kullanilan fotolitografi uygulamasi temiz oda sartlar1 gerektiren
ve maliyeti yiiksek olan iiretim yontemleri arasindadir (Bhatia ve Ingber, 2014;

Xiao ve ark., 2014.)



Negatif Fotorezist
Spin Kaplama
—_—
Substrat Substrat
lU\-’i;:k
vbd b
Foto-maske
— Substrat

Sekil 2.2.2. Fotolitografik tiretim basamaklar1

. Asindirma teknigi

Kuru ve 1slak asindirma ¢esitleri bulunan asindirma teknigi, ilk basamagi
fotolitografiden olusan ve temiz oda gerektiren bir mikro-liretim teknigidir.
Asindirma teknikleri ile, fotolitografi uygulamasi: ardindan plazma veya sivi
kimyasallar kullanilarak silikon, cam, kuartz vb. malzemeler iizerinde yanal ve
dikey bosluklar agilmaktadir (). Daha sonra yiizeyin piirlizsiiz hale gelebilmesi
icin farkli kimyasallarla optimizasyon saglanarak asindirilan yiizeylerin iizerleri
yine cam, silikon veya PDMS benzeri polimerlerle kapatilarak mikrokanallar
olusturulur. Bu {liretim yontemi, temiz oda ve fotolitografi gibi maliyeti yliksek

olan cihaz kullanimlar gerektirmektedir (Quero ve ark., 2014).

. Uc boyutlu (3B) yazic1 kullanim

Bir mikroreaktor sistemini kiitle spektrometresine benzeten Helsinki
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi arastirmacilarindan Dr. Gianmario Scotti, kiitle
spektormetre cihazinin ucundaki igneyi 3B yazicilarda kullanilan nozzle, ve 6rnek
haznelerini de mikroreaktor kanallarina benzeterek tiim bir mikroreaktoriin bu tarz
bir sistemle iiretilebilecegini dne siirmiistiir. Ilk denemelerini metal alasimlarla
gerceklestiren calisma grubu, 3B iiretim metodunu maliyeti diistirmek amaciyla
plastik malzemelerle kullanmaya baslamistir. Literatirde 3B yazicilarin
mikroakigkan sistemlerin {iretiminde kullanildig1 ¢aligmalar mevcuttur. Bu iiretim

yonteminde kullanilacak olan kalibin veya tiim bir sistemin malzemesi filament



halinde nozzle uclarma yerlestirilip, nozzle ve cihaz tablasinin sicakliklar
ayarlanarak uygun software ile basimlar1 saglanmaktadir (Capel ve ark., 2013;
Saggiomo ve ark., 2013; Iseri ve ark., 2014). Bu yontem, herhangi bir temiz oda
veya fotolitografi uygulamasi gerektirmemesi ve pratik olmasi nedeniyle tercih

edilebilir liretim metodlar1 arasinda yer almaktadir.

2.1.3 Mikroakiskan sistemlerin reolojisi

Mikroakiskan sistemlerin sahip olduklar1 akig proflinin laminar diizene
sahip olmasi, diisilk Reynold degerine sahip olmalariyla agiklanmaktadir. Kanal
icerisindeki karigmada negatif rol oynayan bu 6zellik, mikrokanallar igerisindeki
akigskanlarin  kontrol edilebilirlikleri agisindan olduk¢a Onemli bir rol
oynamaktadir. Viskoz bir sivinin Naver-Stokes denklemi ile aciklandiginda
asagidaki denklem karsimiza ¢ikmaktadir ;

v

P[E + {Vv]vj = foxt — VP + F*vgv-.

Yukarida belirtilen denklemden hareketle, p akiskan yogunlugu, v akiskan hizi,
fext akiskan tizerindeki dis giig, P akiskan basinci ve x4 kinematik viskozite olarak

bilinmektedir. Birimi olmayan Reynold sayisina ait denklem ise;

Re = —
U

Reynold’a ait formiilde yer alan v akiskanin karakteristik hizi, L ise kanalin
karakteristik geometrisini yansitmaktadir.

Mikro 6l¢ekteki akiskan, makro 6lcekteki akiskana goére avantajli oldugu
bilinmektedir. Diislik miktardaki akigkanin sahip oldugu akis profili, akiskanin
igerisinde bulundugu mikrogevre ile bagintili olup, sahip oldugu Reynold degeri

<10%olarak kabul edilmektedir (Hessel ve ark., 2004).

2.1.4 Malzeme se¢cimi

Mikroakiskan tabanli cihazlarin ilk 6rneklerinde temel malzemeler olarak
silikon ve cam materyallerin kullanilmasina karsilik, 90’11 yillarin sonlarina dogru

mikroakiskanlarin iretim yontemlerinde g¢esitlige gidilmis ve kullanilan



malzemeler uygulama alanlarina gore ¢esitlendirilmistir. Malzeme sec¢imlerini 3

ana grup altinda toplamak miimkiindjir;
a. Inorganik Malzemeler

Silikon ve cam malzemeler bu grup altinda tanimlanmaktadir. Yiiksek 1s1
iletkenligine sahip olan ve organik solventlere karsi direngli yapisi nedeniyle
tercih edilen silikonun opak bir renge sahip olmasi kanal igerisinin kontrol
edilmesini giiglestirmektedir (. Silikon malzemelere benzer olarak yiiksek 1s1
iletkenligi saglayan cam malzemeler, gaz gegirgenligi gostermemeleri nedeniyle

hiicre temelli mikroakiskan uygulamalarinda tercih edilmemektedir.
b. Polimer Tabanh Malzemeler

Basit kullanimlar1 ve diisiik maliyetleri ile 6zellikle tani tabanli sistemlerde
tek kullanimlik uygulama gerektiren biyomedikal cihazlarin {iretimleri i¢in silikon
ve cam malzemeler yerine polimerler tercih edilmeye baslanmistir. Diigiik
mekanik dayanimlari ve erime noktalarina sahip olan polimerlerin elektriksel
direngleri yiiksek olup, iiretimleri i¢in kimyasal veya iyonik asindirma
gerektirmemektedir. ~ Akademik ve endiistriyel uygulamalarda laboratuvar
kosullarinda iretilebilmeleri ve iretimleri i¢in pahali ekipmanlara gerek
duymadan diisiik maliyetli iiretim kapasitelerine sahip olmalart gilinlimiizde

mikroakigkan sistemler i¢in vazgecilmez bir kaynak olmalarini saglamistir.

Mikroakiskan sistemlerin fabrikasyonunda tercih edilen polimerler genellikle
PDMS (polidimetilsiloksan) ve PMMA (polimetilmetakrilat) olup, SU-8 ve
poliimid (PI) polimerlerinin de liteatiirde yaygin kullanimlari oldugu
goriilmektedir. Inert ve saydam bir form saglayarak kanal igerisinin goriilebilir
kilmalari, biyouyumlu olmalar1 ve istenilen tasarim kriterlerine gore
sekillendirilip sentezlenebilmeleri nedeniyle mikroakiskan sistemlerin hiicre

kiltiirii uygulamalarinda da kullanimlar1 yaygindir.



C. Kagit Tabanh Malzemeler

Kagit, son zamanlarda mikroakigskan uygulamalar igerisinde yaygin kullanim
alan1 kazanmis olan esnek, seliiloz esasli bir malzemedir. Biyouyumluluk esasina
dayali reaksiyonlar i¢in farkli formiilasyon ve Kimyasal uygulamalar yoluyla
kolayca modifiye edilebilen ucuz malzemelerdir. Diisilk mekanik dayanimina
sahip olan kagit malzemeler biyokimyasal analiz ve tani-teshis uygusamalarinda
kullanilmaktadir. Pasif kapiler etki mekanizmasina dayaninan kagit tabanli
mikroakigkan  sistemlerin  kolorimetrik, elektriksel ve elektrokimyasal,

kemiliiminesans yontemlerle entegre olarak calismasi saglanmaktadir.

2.2 Aminotransferaz Enzimlerinin Tam Kitlerinde Kullanimlari

Karacigerin takibi amaciyla yapilan kan tahlilleri, karaciger hastaligina
yakalanan veya hepatotoksisiteye neden olabilecek ilaglar kullanan hastalar i¢in
tibbi bakimmn kagmilmaz bir parcasidir. Ornek olarak, tiiberkiiloz tedavisi
sirasinda takip edilmesi gereken ve serumda bulunan trasaminaz enzimlerinden
aspartat aminotransferaz (AST) ve alanin aminotransferazin (ALT) birlikte
izlenmesini gerekmektedir. Tedavisinde klinik olarak ilgili hepatotoksisite
insidans: (tipik olarak izoniazid, rifampin ve pirazinamid ilaglarindan dolay1) % 2
ila 33 araligindadir. Risk faktorleri onceden var olan karaciger hastaligi (6rnegin
hepatit B ve / veya C ), alkol kullanimi ve ilerleyen yas durumuna gore
gruplandirilmaktadir. Bununla birlikte, pratikte hangi hastalarin tedavide
gercekten hepatotoksisite gelistirecegini dogru olarak tahmin etmek zordur (Alam

ve ark., 2011; Matsuura ve ark., 2011) .

Hepatotoksisitenin izlenmesi, en yiiksek risk grubundaki hastalar i¢in
bile, nispi gider, lojistik ve pratik kaygilarla sinirlidir. Testler genellikle merkezi
veya bolgesel laboratuvarlarda yapilir ve bu durum, sonuglarin alinmasmi ve
sonuca dayali tedavi uygulanmasini geciktirebilir. Bircok hasta, damardan kan
alimina kars1 giiclii negatif duygulara sahiptir ve bu durum bakima engel olabilir.
Klinik olarak faydali fakat karmagik testleri yapma kabiliyetinden 6diin vermeden
uygun bakim noktasi taramasini, yani hasta basi tan1 ve tedavi sistemlerini

gelistirebilmek i¢in mikroakigkan sistemlere dayali platformlar tasarlanmaktadir.



Birden fazla reaksiyonun es zamanli gerceklesebildigi mikroakiskan
kanallar icerisinde akis degistirme ve yonlendirme yetenegi ile mikroakiskan
cihazlar, disiik hacimli (<40 ul) numuneleri ¢oklu olarak veya ayri parcalara
bolerek paralel deneylere tabi tutma kapasitesine sahiptirler. Ayri tahlil kosullar
ile bagimsiz olarak optimize edilmis kanallarda, tahliller arasindaki ¢apraz aktivite
ile ilgili endiseleri ortadan kaldirabilen mikroakiskan sistemler klinik tani

uygulamalarinda potansiyel bir teknoloji olarak goriilmektedir.

2.2.1 Aspartat Aminotrasnferaz Enzimi

Glutamat oksaloasetat transaminaz (GOT) olarak da bilinen aspartat
aminotransferaz enzimi (AST) klinik vakalarda hastalik tanisinin konmasinda
o6nemli rol oynayan transaminaz grubu enzimlerindendir. Kan serumunda bulunan
ve a-ketoglutarik asit varliginda aspartik asidin amino grubunu o-ketoglutarik
aside transfer edilmesini saglyana AST enizmi, kan serumunda glutamat ve
oksaloasetik asit olusumunu meydana getirmektedir. Piridoksal fosfat ise bu
enzimin koenzimi olarak bilinmektedir. Yetiskin bireyler i¢in serumundaki
normal oranlar1 7-56 U L™ olarak bilinen AST enziminin kan serumundaki
artiglart Oncelikli olarak kalp rahatsizliklarini ifade ederken kas, bdbrek ve
karaciger rahatsizliklarinin tanilamasinda ise ALT enzimi ile birlikte artiglari

belirleyici olmaktadir (Giannini ve ark., 2005).

Aspartat + a-Ketoglutarat > Oxaloacetate + Glutamat
Oxaloacetate + NADH + H - Malat+ NAD

2.2.2 Alanin Aminotransferaz Enzimi

Bir diger adi glutamat pirlivat transaminaz (GPT) olan alanin
aminotransferaz enzimi, spesifik olarak karacigere 6zgii bir enzim olup, kalp,
iskelet kasi ve bobreklerde de yiiksek oranda gozlenmektedir. Kan serumundaki
artiglar1 karaciger hasarini isaret eden bu enzime ait koenzim ise pridoksal fosfat
olarak bilinmektedir. Yetigkin bireyler i¢in serumundaki normal oranlar1 7-56 U

L? olarak bilinen bu enzim, siroz, toksik karaciger nekrozu, viral hepatit ve
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dolasim yetmezliginde artis gostermektedir. Genellikle AST enzimi ile birlikte
olgtimlenerek klinik tanilamada kullanilirlar (Prati ve ark., 2002).

Alanin + a-Ketoglutarat - Piriivat + Glutamat
Piriivat + NADH + H - Laktat+ NAD

2.3 Literatiirde Yer Alan Calismalar

Mikroakigkan teknolojisi, kimyasal ve biyolojik analizlerin yani sira
tibbi teshiste ve terapotik cihazlarda farkli uygulamalar gelistirmek icin yliksek
potansiyele sahiptir. Minyatilir boyutlarindan dolay1 az miktardaki reaktif hacmi
ile daha kisa islem siiresi ve ¢ip dustii laboratuvar teknolojisi ile paralel
kullanilmalara da aciktirlar (Hong ve ark., 2009; Mark ve ark., 2010).
Mikroakigkan sistemlere immobilize enzimlerin entegrasyonu, biyokatalitik
reaksiyonlart kullanan yeni teknolojilerin ¢cogunda 6nemli bir etkiye sahiptir.
Literatiirde mikroakiskan sistemlerin enzim reaksiyonlari i¢in ideal bir platform
olabilecegini gosteren pek ¢ok rapor bulunmaktadir (Kazan ve ark., 2017; Akay
ve ark., 2017; Yesil-Celiktas ve ark., 2013; Hickey ve ark., 2007, 2009; Ngamsom
ve ark., 2010). Hizli tarama, immobilize enzimlerin ¢oklu kullanim kapasitesi ile
gergeklestirilektedir (Forsberg ve ark., 2004; Matosevic ve ark., 2011a). Buna ek
olarak, enzimlerin, sicaklik, pH ve organik ¢oziiciilerin sert ¢cevre kosullari altinda
uygulanmalarint  kolaylastirarak daha yiiksek kararhilik  ozellikleri de
ispatlanmigtir (Sakai-Kato ve digerleri, 2002; Nomura ve ark., 2004; Berne ve
ark., 2006). Immobilize enzimin substratla reaksiyon verebilmesi i¢in optimum
pH'da veya afinitede degisiklige neden olabildigi mikroplatformlar tasarlanirken

g6z oniine alinmalidir (Krenkové ve ark., 2004; Ladero ve ark., 2006).

Mikroakiskan teknolojilerinin hem tani1 hem de tedavi uygulamalarinda
protein, DNA veya hiicre arastirmasi i¢in yapilandirilabilir olmalar1 biyomedikal
ve tibbi arastirma alanlarinda gliglii avantajlar saglamaktadir. Hayvan testlerine
alternatif olarak toksisite degerlendirmesi i¢in gelismis in vitro sistemlerin ortaya
¢ikis1, onemli bilimsel, etik ve ekonomik kaygilarla tetiklenmektedir (Soldatow ve

ark., 2013). Bu sistemler, 6rnegin, {i¢ boyutlu hiicresel mimari ile fiziko-kimyasal
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ve in vivo ortami1 benzersiz bir sekilde taklit ederler (Bhatia ve Ingber., 2014). Bir
ilacin veya kimyasal maddenin etkilerini daha iyi anlama imkan1 sunmanin yani
sira iki boyutlu (2D) hiicre kiiltiirii modellerinden farkli olarak, toksik hasarlara
kars1 immiin cevabi daha iyi taklit edebilmektedirler. Yaygin kullanimdan 6nce,
bu sistemlerin spesifik tasarimiyla ilgili ¢esitli zorluklarin giderilmesi
gerekmektedir. Bunlardan bir tanesi, sinirli bir alanda kiiltiire alinan kiigiik hiicreli
popiilasyonda test edilen bir bilesigin neden olabilecegi potansiyel zararlar1 dogru
bir sekilde saptamaktaki giicliikle iligkilidir. Analiz edilecek smirli miktarda
stipernatant ve hiicrelerin kiiltlirlendigi mikroakiskan ortam, genellikle yiliksek
icerikli goriintiilemeyi zorlastirmaktadir (Torisawa ve ark., 2006). Bu baglamda,
bu gelismis in vitro sistemlere entegre edilebilen elektrokimyasal mikrosensorler
geleneksel mikroskopi deneylerinde tamamlayici ve 6nemli bir role sahiptir
(Generelli ve ark., 2008; Qin ve ark., 2014; Torisawa ve ark., 2006). Standart
hiicresel testlerin aksine elektrokimyasal mikrosensorler, belirli zaman
noktalarinda sorgulanabilmekte veya uzun siireler boyunca hiicre sekresyonlarinin
dinamikleri hakkinda es zamanli bilgi saglayabilmektedirler. Gerek polimer
gerekse kagit tabanli pek ¢ok liretim formatina sahip olan mikroakigkan platform
sistemleri ekonomik alim giiciine uygun, yiiksek hassasiyete sahip, kullanici
uyumlu, genellikle ek bir sistem gerektirmeyen ve kullanim amacina spesifik
olarak iiretilebilen cihazlar olmalar1 nedeniyle uzun siiren ve genellikle hastane
veya merkez laboratuvar gerektiren klasik tani ve teshis yontemlerine alternatif bir

¢0ziim olarak kullanilmaktadir.

Literatlirde mikrosistem tabanli hastalik tani kitlerinin gittikge arttig1 ve
kullanim alanlarinin gelismekte oldugu dikkat ¢cekmektedir. Mikroakiskan tabanli
tan1 sistemlerinin 2000’11 yillara ait ilk 6rneklerinden olan ve 6zellikle hamilelik
sirasinda rastlanan diyabet ve kronik diyabetin tan1 ve kontrolleri i¢in gelistirilen
kan sekeri Ol¢lim cihazi, giiniimiizde eczanelerden temin edilebilen ve herhangi
bir merkez laboratuvar gerektirmeden, hastalarin kendi kendilerine
uygulayabilecekleri pratik cihazlardandir (Kiechle ve Main, 2000). Bu tarz
sistemlere bir drnek olarak, Hepatit B (HBV) viriisiiniin tespitinde kullanilan
niikleik asit testlerinin (NAT) tasiabilir bir tibbi cihaz boyutuna kiiciiltiilmesi i¢in
kaynaklarmn sinirli oldugu ortamlarda hizli ve ger¢ek zamanl tayini saglayan

mikrocip tabanlt PCR sistemi gelistirilmistir (Cho ve ark., 2006). Genis capl bir
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arastirma ve uygulama alania sahip olan mikroakiskan tabanli hasta bagi tan1 ve
tedavi kitleri, Siemens, Abbott ve Roche gibi teknoloji devi olan biiyiik ve dnemli
sirketlerin de isimlerinin yer aldig1r genis bir platforma sahiptir. Bu sirketlerin
yani sira Ozellikle ¢ip tistli laboratuvar ve ¢ip istii organ sistemleri Micronit
Microfluidics, Mimetas, Ectica Technologies, Sun Bioscience, Emulate
Biotechnology ve Fluigent gibi mikroakigkan temelli iiretici firmalar tarafindan

pazara sunulmaktadir.

Mikroakigkan temelli hasta basi tan1 teknolojileri, ¢ip istii laboratuvar
sistemleri kullanim1 ile bu sistemlere optik veya elektrokimyasal tabanli
mikrosensorlerin entegrasyonu sonucu viicut sivisindaki yogunlugu veya azligi
cesitli hastaliklara neden olan protein, niikleik asit, lipid veya hormon gibi analit
miktarlarinin  hizli dedeksiyonlarin1 saglamaktadir. Bununla birlikte viicut
stvilarinda patojen tayininde kullanilan mikroakiskan cihazlar da mevcuttur.
Cesitli hastaliklarin teshis ve tedavi siireglerinde belirte¢ olarak kullanildiklari
bilinen karaciger enzimlerinin gerek polimer gerekse kagit tabanh
mikrosistemlerde dedeksiyon amacgli kullanimlarina yonelik caligmalara son
donemlerde rastlanmaktadir. Bu calismalardan elde edilen sonuglarin, karaciger
enzimlerinin merkez laboratuvarlardan bagimsiz olarak hastanin kendi basina
kullanarak sonucu gorebilecegi bir tani kiti gelistirilmesinde 6nemli bir rol

oynamasi beklenmektedir.

Fonksiyonlar1 ve sahip oldugu anatomik yap: ile viicudumuzdaki en
onemli metabolik organ olan karaciger, hepatositlerde sentezlenen ALT (alanin
aminotransferaz, eski terminoloji de SGPT) ve AST (aspartat aminotransferaz,
eski terminoloji de SGOT) ile safra kanali epitel hiicrelerinde sentezlenen
karaciger ve safra yollarina 6zgii olmayan GGT (gama-glu- tamyl transpeptidaz)
ve ALP (alkalen fosfataz) enzimlerini icermektedir. Bununla birlikte o6zellikle
AST, iskelet kas1 ve kalp kasinda, GGT bobreklerde, ALP kemikler ve bagirsak
epitel hiicrelerinde de sentezlenmektedir (Prats ve ark., 2000). Karaciger
hastaliklar1 genellikle transaminaz grubundan olan alanin aminotransferaz (ALT),
aspartat aminotransferaz (AST) ve alkalin fosfataz (ALP) gibi artmis hepatik
enzim diizeyleri ile teshis edilmektedir. Artan ALP degeri kolestatik bir hasari

isaret ederken artan ALT ve AST konsantrasyonlari, hepatoseliiler hasar i¢in tipik
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bir belirtectir (Giannini ve ark., 2005). AST'ye kiyasla, ALT karacigere 6zgiidiir,
bu nedenle hepatotoksik etkilerin laboratuar gostergelerine ALT en sik bakilan
enzimdir. Hepatositlerden ALT salimi, toksin veya ila¢ maruziyetinden sonra
meydana gelen enfeksiyonlar veya yaralanmalara bagli olabilmektedir.(Ozer ve
ark., 2008; Amacher, 1998). Serumda bulunan transaminazlarin tayini, karaciger
hastaliklarinin veya miyokard enfarktiisiiniin seyrinin izlenmesinde énemli bir rol
oynamaktadir. AST serum aktivitesinin yiikselmesi, kalp ya da karaciger
hiicrelerinde ciddi hasar oldugunu gdstermekte ve oOzellikle miyokard
enfarktiisiiniin erken teshisinde, ilk 24 saat boyunca AST izlenmesi, enfarktiisiin
ciddiyetine anlamaya yardimci olmaktadir. Klinik tanilamada hepatoselliiler ve
kolestatik hasarinn yan1 sira karacigerin atilim ve sentez fonksiyonlari

degerlendiren karaciger testleri de yapilmaktadir ( Ersoy, 2012).

Klinik tanida kullanilan enzimlerin ¢ogu ¢esitli dokularda bulunan
enzimlerdir ve bu nedenle genellikle tek bir enzimin Gl¢iimii bir hastaligin kesin
tanist icin yeterli olmamaktadir. Genellikle bir¢ok enzimin Sl¢iimii istenerek bir
test modeli olusturulur, buradan da ayiric1 taniya gidilir. Ornegin alkali fosfataz
hem kolestazis hem de kemik hastaliklarinda yiikselir ama kolestaziste, kemik
hastaliklarinda normal olan, bilirubin, transaminaz ve GGT aktiviteleri de yiikselir

(Cizelge 2.1.).

Cizelge 2.2. Karaciger enzimlerinin klinik biyokimya analizlerinde indikator olarak kullanildiklar
hastalik drnekleri

Serum Icerigi Olas1 Hastahk Tamisi
ALT AN Karaciger hasari (yaglanma, siroz vb.)
AST A Iskelet kas1 ve miyokard hastalig1
GGT A Safra yollar1 hastaliklar
ALP AN Kemik kokenli hastaliklar
ALT= AST Hepatit,siroz ve kronik hastaliklar
ALT > AST Akut karaciger nekrozu
ALT < AST Akut myokard enfarktiisii
ALT = GGT Karacigerde patolojik rahatsizlik
GGT= ALP Alkol, ilag ve zehirlenme kodkeni
Alanin aminotransferaz (ALT)
Aspartat aminotransferaz (AST)
Gama-glutamil transferaz (GGT)
Alkalen fosfataz (ALP)
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Klinik biyokimyada molekiillerin miktar tayini i¢in gelistirilen biyolojik
tan1 yontemlerinden antikor-antijen etkilesimini temel alan immiinolojik test
yontemi, kullanimi en yaygin tekniktir. ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent
Assay), antikor-antijen etkilesimine dayali kantitatif immiinolojik test yontemi
olup her molekiiler biyoloji ve klinik laboratuvarda yapilabilecek basit ve
hassasiyeti yiiksek bir tekniktir. Diger Ol¢iim prensiplerini ise reaksiyon hizi

Ol¢limii, kalorimetrik 6l¢iim ve enzim kiitle tayini olarak siralanabilmektedir.

Transaminaz  etkinligi, tahlillerde geleneksel spektrofotometrik
tekniklerle karsilagtirlldiginda mikrosistem tabanli analitik cihazlar ciddi
avantajlar sunmaktadir. En 6nemli avantaj ise reaksiyon siiresinin kisalmasi ve
elde edilen iirin degerini okumanin birka¢ dakika i¢inde gergeklestirilebilmesidir.
Bununla birlikte reaksiyon i¢in gereken ornek hacim gereksinimi de azaltilir.
Kinetik reaksiyon testleri optik olarak doniistiiriilmediginden, tam kan
orneklerinin kullanimi bile gercekg¢i sonug verebilmektedir (Moser ver ark., 1997).
Karaciger enzimlerinden olan ALT’ye ait mikrosensorlerinin in  Vvitro
hepatoseliiler 6liim miktarini belirlemesi i¢in yapilan ¢alismada sensor sisteminin
bir isaretleyici olarak basariyla kullanildigi ve bu durumun toksisite
degerlendirmelerinde kullanilan ve karaciger hiicrelerini igcermekte olan
mikroplatformlarin {izerine entegrasyonlarinin yolunu agtigi bildirilmistir (J.B. la
Cour ve ark., 2016). Kandaki transaminaz aktivitesini tayin etmek amaciyla
minyatiirize olarak {iretilen ve mikroakiskan temelli calisan baskili devre karti
(PCB) seklindeki mikroplatform iizerinde, serum igerisindeki AST ve ALT
aktiviteleri Ol¢iilmistiir. Elde edilen sonuglar, merkez laboratuvarda yapilan
testlerle paralel sonu¢ verdigi gozlenmis ve bu ¢alismanin bir hasta bas1 tam kiti
gelistirilmesinde 6rnek bir calisma oldugu vurgulanmistir ( Moser ve ark., 1997).
Benzer mantikla kagit tabanli mikrogiplerle AST ve ALT testleri yapilarak
dakikalar icinde g6z tarafindan okunabilen basit ve ucuz tahlil yontemi
gelistirilmis, tam kanda ve serumdaki transaminazlari1 dogru bir sekilde 6l¢ebildigi

ortaya konulmustur (Pollock ve ark., 2012).
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Mikroplatform Tasarimi

Masaiistii li¢ boyutlu yazici kullanilarak iiretilecek olan mikro kanallarin
tasarimi, CorelDraw, SolidWorks 2013 Education Edition ve AutoCAD 2017

tasarim programlariyla olusturulmustur.

Calisma sirasinda kullanilmasi planlanan spiral sekilli ¢ipin, doniis sayis1 5
ve en, boy, yiikseklik degerleri sirastyla 0,4 mm, 0,92 mm, 270 mm ve hacmi

yaklagik olarak 100 mikrolitre olacak sekilde tasarlanmistir.

3.2 Mikrofabrikasyon

Bu calisma bilinyesinde hem polimer tabanli hem de kagit tabanh

mikrogiplerin tiretimleri gerceklestirilmistir.

3.2.1 Lazer Kkesici ile kagit tabanh mikrogiplerin olusturulmasi

CorelDraw tasarim uygulamasi kullanilarak her biri 4 pul hacminde ikim
dairesel iki kanala sahip kagit tabanli ¢iplerin ¢izimi saglanmistir. CorelDraw
programindan lazer kesicinin (VLS2.30 system Universal Laser) (Sekil 3.2.1)
uygulama programina aktarilan ¢izim, lazer kesicinin hiz ( 10 mm/saniye) ve giic
( 80%) dengesinin saglanmasiyla kesilmistir. Kesme isleminin ardindan kanal
disinda istenmeyen bolgeler ayrilarak elektrod yerlestirilmesine hazir hale
getirilmistir (Sekil 3.2.2).
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Sekil 3.2.1. Kagit tabanli mikrogiplerin eldesi i¢in kullanilan lazer kesici (VLS2.30 system
Universal Laser)

Lazer Kesim Oncesi Lazer Kesim Sonrasi
maske Islenmis maske
kagit — - Islenmis kagit < —
/ | i I
¢ift tarafli bant plastik

Cift tarath bant, plasitk ile yer degistirilir
Sekil 3.2.2. Lazer kesim Oncesi ve sonrasi semast

Kagit tabanli mikrogipler, whatman kromatografi kagidi iizerinde dairesel
(6.5 x 1.8 mm) kanallar olusturulacak sekilde olusturulmustur. Bu amagcla cift
tarafli bant (DSA; 3M; 8213), transparan plastik tabaka (3M, St. Paul,Minnesota )
ve maskeleme kagidi (Mask-ease, Blick Art Materials; 44908-1003) kullanilmis,
elektrodlarin yerlestirilmesi amaciyla giimiis (80%)- grafen (20%) karisimi
elektrod soliisyonu hazirlanmistir. Elektrod karisimin hazirlanmasinin ardindan,
bir jilet yardimiyla viskoz haldeki elektrod sivisi dairesel kanallar etrafina
siriilmiistiir. Elektrodlar dairesel kanal etrafina siiriildiikten sonra kagit plaka
tizerindeki maske ayrilarak elektrodlarin kurutulmasi amaciyla ¢ipler 60 °C altina

1.5 saat inkiibasyona tabi tutulmuslardir (Sekil 3.2.3).
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Elektrod solisyonunun eklenmesi

Maske
Yapiskan

Bant

Plastik

Kagit

N NN

Sekil 3.2.3. Uretilen kagit tabanli mikrogipin igerdigi katmanlar
3.2.2 Ug boyutlu yazici ile polimer tabanh mikrogiplerin kalip basimm

Bu c¢alismada kullanilmasi planlanan mikrogiplere ait kaliplarin {i¢ boyutlu
yazici kullanilarak iiretimleri hedeflenmistir. Bu amagla, ¢alismada Prusa i3 3D
Printer kullanilmistir (Sekil 3.2.4). Mikrofabrikasyon asamasiin ilk kismini ii¢
boyutlu yazici ile kanal kalibinin ¢ikarimi olustururken; ikinci kisim ise kalibin
tizerindeki seklin esas polimer olan PDMS iizerine aktarilmasi olarak

belirlenmistir



18

Sekil 3.2.4 Calismada kullanilan ii¢ boyutlu yazicilar

Kalip basim1 amaciyla filament olarak polilaktik asit (PLA) ve akrilonitril
biitadien stiren (ABS) kullanmistir. Maksimum baski ¢oziiniirliigli, nozzle ¢api
(0,4 mm) nedeniyle 100 um ile sinirhidir. Yazicinin baski kapasitesi 200 mm x
200 mm x 200 mm olarak bilinmektedir. Tasarimi gergeklestirilen
mikrokanallarin basim simiilasyonu Simplify3D 2.2.2 yazilimi kullanilarak bir
baski desenine doniistiiriilmiistiir. Baskilama iglemi, 50 mm/saniye hizinda, 50 °C

tabla ve 215 °C nozzle ucu sicakliginda gerceklestirilmistir.

3.2.2.1 PDMS hazirhk asamasi

Bir 6rnek kabi igerisinde 10:1 (w/w) oraninda karistilrilan SYLGARD™
184 SILICONE ELASTOMER ve capraz baglayicis1i SYLGARD 184 CURING
AGENT, bir karistirict yardicimiyla homojenize edilmistir. Kalip iizerindeki sekil
tizerine PDMS karisimi dokiilerek ve yiizey ile kalip arasinda mikrokanallarin

olusturulmasi saglanmistir.

3.2.2.2 PDMS icerisine kalibin yerlestirilmesi

Homojenize halde elde edilen PDMS karisimi, {ic boyutlu yazici ile elde

edilen kalip iizerine alinarak, baloncuklarin giderilmesi amaciyla desikator
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icerisine yerlestirilirerek ve vakum uygulanmis ve baloncuklarin uzaklastirilmasi
saglanmistir. Daha sonra 80 °C igerisinde 1 saat bekletilerek kaliptaki seklin

PDMS polimer iizerinde olusturulmasi saglanmustir.

3.2.2.3 Kalibin eritilerek kanal olusturulmasi

ABS ve PLA filamentleri ile iiretilen {i¢ boyutlu yazici {irtinleri olan spiral
sekilli kalip, soft litografi uygulamasinin ardindan PDMS igerisine hapsedilerek,
PDMS igerisindeki kanal yiizeyini olusturmustur. PDMS’in 1 saatlik inkiibasyonu
sonucunda giris ve ¢ikis kisimlart (1 mm) agikta birakilmis ve 48 saat boyunca
asetonla muamele edilereck, PDMS igerisindeki filamentlerin eritilmesi

saglanmistir (Sekil 3.2.5.).

3D Printing

3D Printed Molds PDMS Curing Stage

Software design

Filament Removal
via Acetone

</

Sekil 3.2.5. 3 Boyutlu iiretimden PDMS mikrogip olusumuna kadar olan siire¢

Spiral Channel PDMS Microchip

3.3 Polimer Tabanh Mikrociplerde Reaksiyon Analizi

ALT enzimine ait substrat soliisyonunu olusturan L-Alanin ( 500 mmol/l ),
2-ketoglutarat (15 mmol/l), pyridoxal-5’-fosfat (0.1 mmol/l), NADH (0.18
mmol/l), laktat dehidrogenaz ( 1700 U/l ), sodyum azid ( 8 mmol/l), tris (100

mmol/l) ve AST enzimine ait substrat soliisyonunu olusturan L-Aspartat ( 240
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mmol/l), 2-ketoglutarat (12 mmol/l), pyridoxal-5’-fosfat (0.1 mmol/l), NADH
(0.128 mmol/l), laktat dehidrogenaz ( 900 U/l ), malat dehidrogenaz (600 U/I),

distile su i¢erisinde hazirlanmistir.

3.3.1 Spektrofotometre ol¢iimii

340 nm dalga boyu kullanilarak spektrofotometrik Olglime tabi
tutulmuslaridir. Reaksiyonlar, hem ¢ipli hem de c¢ipsiz olarak 3 tekrarl
Olctimlenmis ve ortalama Aabsorbans degerleri kullanilarak enzim aktivite
formiiliinde yerine konulmustur (Sekil 3.3.). Hesaplama sirasinda soniim katsayisi
( enapH ) 6220 L /mol.cm, 1sik yolu (I) 1 cm ve ortalama siire (At) 60 saniye

olarak alinmistir.

Ac/At =AA/ (e*1*At)

Cip disinda gergeklestirilen reaksiyon ortami, 1 ml substrat ve 200 pl
enzim soliisyonu, eppendorf icerisine alimmis ve 1 dakika boyunca vortex
karigtirict yardimiyla karigtirllmigtir. Daha sonra spektrofotometre kiivetine alinan
substrat-enzim karisimi, 340 nm dalga boyu kullanilarak 5 dakika boyunca
spektrofotometrik dl¢lime tabi tutulmuslaridir. ALT ve AST enzim denemeleri, 6
farkli enzim konsantrasyonu (98 UL1,83UL1,49UL1,25U L1, 15U L1)

i¢in tekrar edilmistir.

Cip igerisinde difiizyon ilkesine dayali karisimi hedefleyen denemelerde
ise siringa pompalar kullanilarak substrat soliisyonu ile enzim soliisyonu, bir T
boru yardimiyla iki zit ugtan sisteme yiiklenmistir. Denemeler sirasinda substrat
debisi 200 pl/dk olarak belirlenirken enzim debisi 40 pl/dk olarak sabitlenmistir.
Cip icerisinde 5 dakikalik inkiibasyonlar1 tamamlanan reaksiyon ortamlar

spektrofotometre kiivetlerine alinarak Aabsorbans degeleri 6l¢iilmiistiir.

3.3.2 Mikroplaka okuyucu dlgiimii

Kullanilan substrat ve enzim miktarim1 azaltmak amaciyla olusturulan bu
deneme setinde, ¢ip igerisinde ve ¢ip disarisinda karistirma olmak iizere iki farkl

yaklagim uygulanmistir. Cip disarisinda gergeklestirilen denemede 96 kuyucuklu
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plaka igerisine aktarilmadan once toplam reaksiyon hacmi 120 pl olacak sekilde
(30 pl enzim ve 90 pl substrat) eppendorf icerisinde karistirilmis ve daha sonra
kuyucuklara eklenmistir. Cipli denemeler icinse toplamda 5 farkli akis hizi ve
kombinasyonu denenmis ve optimum sonug¢ alinan siire ve akis hizlar1 testpit

edilmistir (Cizelge 3.1.).

Cizelge 3.1. Optimum sonug alinan siire ve akig hizlar1

Uveulama Siiresi Enzim Substrat FET:;‘;‘
vgulama Siiresi (ul/dK) (ul/dk)
(ub)
3 dakika 5 25 90
3 dakika 7 30 111
3 dakika 10 30 120 |
| dakika 15 75 90
| dakika 20 100 120

Enzim aktivitesinin hesaplanmasi sirasinda soniim katsayisi ( eyapn ) 6220

L /mol.cm, 1s1k yolu (I) 0.5 cm ve ortalama siire (At) 60 saniye olarak alinmustir.

3.3.3 Nanodrop ol¢iimii

Nanodrop ile yapilan denemede, dakika basi Olglim alinabilmesi adina
mikrogip, 1 dakika igerisinde enzim (20 ul/dk) ve substrat (100 upl/dk) ile
doldurulmus ve hemen sonrasinda ilk dalga boyu alinarak bu dongii 5 dakika

boyunca tekrarlanmistir (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3.3 Spektrofotometrik ve nanodrop dl¢iimleri i¢in kullanilan Nanodrop 200c.

Elde edilen absorbans degerleri ile enzim aktivesinin hesaplanmasi igin
soniim katsayisi ( enapn ) 6220 L /mol.cm, 1sik yolu (I) 0.1 cm ve ortalama siire

(At) 60 saniye olarak alinmuistir.

3.4 Kagit Tabanh Mikrociplerde Reaksiyon Analizi

3.4.1 LCR spektrometre ol¢iimii

Birer indirgenme-yiikseltgenme tepkimesi veren ALT ve AST enzim
reaksiyonlart sonucu ortaya g¢ikan iyonik yiikiin 6lgiimlenmesi hedef alinmistir.
Bu amagla farkli konsantrasyonlarda (0.01%, 0.1%, 1%, 10%, 100% (w/w) ) PBS
soliisyonlar1 ile tizerindeki empedans degerinin, giderek artan iyonik yiike bagh
olarak degisimini gozlemlenecek olan kagit taban, spektrometrik analize tabi
tutulmustur. Bu analiz i¢in frekans araligi 0-20 KHz olarak belirlenmis ve artan
PBS konsantrayonuna bagli spektrometrik diyagram olusturulmustur. Bu amagcla

LCR (LCR 8110G, GWInstek, CA) cihazi kullanilmistir.

3.4.2 Sensitivite testi

Hem ALT hem de AST enzimine ait 6 farkli konsantrasyon belirlenmis (
98U L1 83UL1,49UL1 25UL1, 15U L1 ve birbirine paralel 3 tekrarlt

denemeler gerceklestirilerek, reaksiyonlar ¢ip disinda gerceklestirilmigtir. Artan
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konsantrasyona bagli olarak olusan iiriinlerin iyonik yiikiiniiniin de farklilik
gostermesi beklendiginden, kagit yiizeye reaksiyon iirlinii yiiklenerek empedans

degerinde meydana gelen degisimler gozlemlemlenmistir.
3.4.3 Spesifite testi

Tasarlanan kagit tabanli mikrogiplerin ve AST ve ALT enzimlerine ait
olan substrat soliisyonlarmin bir baska enzimle temaslarinda AST ve ALT
enzimiyle alinan sonuglara paralel sonuclarin elde edilip edilmeyecegi test
edilmistir. Bu amagla ALT ve AST’ye ait substrat soliisyonlar1 benzer sekilde
indirgenme ve yiikseltgenme rekasiyonu gdsteren glukonaz enzimi (100 U L) ile
karistirilmis ve reaksiyon iriinii, kagit tabana yiiklenerek elde edilen empedans

degisimleri not edilmistir.

3.4.4 Renk degisim testi

ALT ve AST renk degisimi ile Kkalitatif dedekiyonu i¢in farkl
konsanstrasyonlarda enzim soliisyonlari kullanilarak reaksiyonlar
gerceklestirilmistir. 0.01%(w/v) Ninhidrin soliisyonu ( 60% aseton -40 % etil
asetat ) hazirlanmistir. 20 pul enzim ve 80 pl substrat karisimi kagit tabanli ¢ip
disinda karistilip, karisimdan 4 ul kagit plaka {izerine damlatilmistir. Ninhidrin
solisyonu ise 10 pl damlatilarak hot plate {izerinde renk degisimleri

gozlemlenmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

4.1 Tasarim

Mikroakiskan sistemlerin en énemli 6zelliklerin biri olarak bilinen laminar
akis, bu tarz sistemlerde birden fazla maddenin birbiri ile karigsmasina engel teskil
etmektedir. Bu engeli avantaja ¢evirmek amaciyla tasarlanan spiral kanallarla
akiskanlarin kanal igerisinde es anli olarak birlikte aldiklar1 yolu uzatmak
hedeflenmistir (Sekil 4.1.1). Tasarim1 gergeklestirilen spiral sekilli ¢iplerde, kanal
boyunca birlikte ilerleyen akiskanlarin birbiri igerisine difiize olarak karigmasi
saglanmistir (Sekil 4.1.2.). Mikroakiskan sistemlerde tiirbilant-benzeri akisi
saglamak amaciyla kullanilan mikro-karistici yapilari, genellikle maliyeti yiiksek
olan ve temiz oda sartlar1 gerektiren fotolitografi cihazlar ile olusturulmaktadir.
Diistik miktarda (<100 pl) reaktiflerin kullanildigi mikroakiskan sistemlerde
akigkanlarin aldiklar1 yol ve hacimleri kisitlama yoluna gidilerek kanal
yiizeylerinde nanometrik Olgiilerde engeller olusturulmakta ve boylece
akiskanlarin bu engeller iizerinde gerek birbirleri lizerinden gecerek gerekse
mikro-karigtirict  geometrileri  sayesinde  birbirlerine  carparak  kanal
tamamlamalar1 saglanmaktadir. 100 pl ve iizeri hacimlerin kullanildig
mikroakigkan sistemlerde ise, gerek immobilize gerekse serbest haldeki enzim,
serum veya degerli reaktifi igeren sivi soliisyonlarin, kanallar igerisinde aldiklari
yollarin uzatilarak hedef molekiillerle temas siireleri arttirilmakta, bdylece
reaksiyonlarin gerceklesme oranlari arttilmakta ve elde edilen iirlin yiizdeleri

arttirillmaktadir.

Bu calisma siiresince spiral kanal tasarimin yam sira, birbirine girintili
olarak tasarlanan “S” sekilli kanallarin da tasarimlariin solidworks programu ile

cizimi gergeklestirismistir (Sekil 4.1.3. ve Sekil 4.1.4.).
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[+ISE Isometric]‘[ZD Wireframe]

Sekil 4.1.1 Autocad ile cizilen iskelet goriintiisii

Iseri ve ark. (2014), SolidWorks programi ile tasarladiklar1 ve ii¢ boyutlu
yazici ile trettikleri “Y™ sekilli mikrogiplerin yilizey 6zelliklerinin laminar akisg
diizeni lizerindeki etkisini arastirmislardir. Farkli akis hizlartyla iki farkli boyanin
kanal igerisindeki ilerleyisini mikroskop yardimiyla izledikleri ¢alismada hem
basing diislislerini hem de laminar akig diizenini teorik ve deneysel olarak

hesaplamis ve karsilagtirmislardir.

70100

0,4 mr@
e

0,92 mm
Sekil 4.1.2 Spiral sekilli ¢ipin basim 6ncesi ii¢ boyutlu goriintiisii
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Sekil 4.1.3 Solidworks kullanilarak ¢izilen ¢ift giris ve tek ¢ikisa sahip girintili “S” sekilli kanal

dizaym

Literatiirde yer alan ve hem kanal iceriisine es anli olarak verilen
akigkanlarin aldiklar1 yolu uzatmayir hem de zigzag seklindeki geometrisiyle
akigkanlarin birbiriyle olan temas alanini arttirmay1 ve pasif karigitirma yoluyla
difiizyonu arttirmay1 hedefleyen caligmalar yer almakadir. Xia ve ark. (2005),
yaptiklar1 ¢aligmada zigzag seklinde ilerleyen ve ‘S’ seklinde ilerleyen kanal
geometrilerinde karismayr ve dolayisiyla diflizyon derecesini gorebilmek
amaciyla birbiri igerisinde diisiik ¢oziiniirliige sahip olan, gliserol eklentili kirmiz1
ve mavi renkteki boyalar1 kullanmislardir. Elde ettikleri simiilasyon sonuglari,
kanal geometrisinin, akigkanlarin diisiik Reynold degerlerine karsilik tiirbilant-

benzeri akisi saglayabildini gostermektedir.

Benzer ¢alismalar da gostermektedir ki, kanal geometrisi, akigkanlarin
birbirlerine karst gosterdikleri diflizyon egilimleri T{izerinde biiyik rol
oynamakatadir. Bu c¢alismada tasarimi gerceklestirlmis olan mikrokanallarin,
gerceklestirilen enzimatik reaksiyon verimi iizerinde pozitif yonde etki sagladig

gOriilmiistir.
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Sekil 4.1.4 Solidworks programu ile ¢izilen alternatif girintili “S” sekilli kanal dizayn1

4.2 Mikrofabrikasyon Uriinleri
4.2.1 Lazer kesimi sonucu elde edilen cipler

Lazer kesim islemi, giimiis-grafen elektrod soliisyonunun dairesel
elektrodlar etrafina siiriilerek kurultulmasi ardindan c¢ipler kullanima hazir hale
getirilmistir (Sekil 4.2.1.). Her bir kanal hacmi 4 pl olup, karsilikli elektrodlarin
birbirlerine temas etmemesi ac¢isindan her iki kanal yarim daire seklinde

tasarlanmig ve aralarinda yaklasik 1mm’lik mesafe olacak sekilde kesilmistir.

Sekil 4.2.1. Kagit tabanli ¢ift hazneli mikrogip

Benzer bir calismada kanser belirteci olarak kullanilan insan prostat
spesifik antijeni (PSA) antikorunun dedeksiyonu amaciyla elektrokimyasal
biyosensor olarak kagit tabanli mikrogiplerin liretimi saglanmis ve bu ¢alismada
kagit tabanli mikrogip TUretimi i¢in lazer kesimi yerine wax kullanilarak
mikrokanal sinirlari belirlenmistir (Tang ve ark., 2014). Termal press yontemi ile

altin  ve glmiis-giimiis kloriir tabanli elektrodlarin, kagit taban {izerine
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aktarimlarin  gerceklestirilmistir. Elektrodlarin  bir jilet yardimiyla lazerle
kesimleri gerceklestirilen kanallar etrafina yerlestirilmesi islemi ile termal press
uygulamast ve wax basimi i¢in ekstra ekipman gerektiren bu calisma
karsilagtirildiginda lazer kesimin daha pratik ve avantajli oldugu goriilmektedir.
Kurdekar ve ark. (2016), whatman filtre kagidin1 kullanarak HIV viriisiine karst
gelistirikleri imminoassay i¢in wax ile kaplama yontemini kullanmis ve viriise ait
antikor-antijen reaksiyonunu gergeklestirdikleri dairesel kanallarin sinirlarimi
hidrofobik forma getirebilmek amaciyla wax ile ¢gevrelemislerdir. Benzer sekilde
HIV virlis dedeksiyonunu ortamdaki elektriksel yiik dengesini degistirerek
numerik analizini hedefleyen bir diger caligmada, whatmann kagidi yerine
transparan Ozellikteki plastik tabakalar, bir lazer kesim cihaz1 yardimiyla kesilerek
reaksiyon c¢emberi olusturulmus ve glimiis-grafen karisimi viskoz ozellikteki
elektrod soliisyonu, karsilikli kanallar etrafina siiriilerek kullanima hazir hale
getirilmistir (Shafiee ve ark., 2015). Bu yonden bakildiginda, herhangi bir
elektrokimyasal analiz gerektirmeyen, renk doniisiimiine dayali reaksiyonlarin
gerceklestirilecegi sistemlerde wax ile smirlandirma tercih edilirken, sistemin
elektriksel-elektrokimyasal dengesinin degistirildigi ve indirgenme-yiikseltgenme
reaksiyonlarinin taban alindigi ¢aligmalarda ise termal press ve wax
uygulamalarinin  kompleks birlesimi yerine lazer kesimin kullanilmasi ve
elektrodlarin  sivi  formda kanal etraflarinda c¢evrilmesi daha pratik ve

uygulanabilir bir yontemdir.
4.2.2 Uc boyutlu yazici ile elde edilen kaliplar

ABS ve PLA filamentleri kullanilarak 3 boyutlu yazici ile iiretimleri
gerceklestirilen kaliplarin aseton igerisinde 48 saatlik bekletilmeleri ardindan,
ABS filamenti 48 saat igerisinde eridigi, PLA filamenti ise mukavemet 6zelligini
kaybederek esnedigi fakat aseton igerisinde erimedigi gozlemlenmistir (Sekil
4.2.2)). ABS filamenti ile uzun spiral kanallarin olusturulmasi ve ardindan
PDMS’in sekillendirilmesi iizerine yapilan calismalarda ise yine asetonla temas
eden ABS filamentinin PDMS icerisindeki ¢oziiniirliigii 72 saate ¢ikmistir. ABS
filamenti kiirlesen PDMS polimeri igerisinden siipiiriilmesi islemi ise siringa
yardimiyla yapilmig, 5 ml’lik siringalar icerisinde ¢ekilen aseton, ¢ipin giris

borularindan kanal igerisine basingla uygulanarak, ¢ipin ¢ikis bélmesinden aseton
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ile birlikte ¢ikmasi saglanmistir (Sekil 4.2.3.). Saggiomo ve ark. (2015), yaptiklar
calismada ABS filamenti ile olusturduklari ii¢c boyulu olarak yazdirdiklari
kaliplar1 kiirlesmemis PDMS ile karistirdiklarinda, kiirlesme sonucu PDMS’in
kalibin seklini aldigim1 ve aseton uygulamasi sonucu ABS filamentinin
kanallardan uzaklagtirilarak kullanima hazir mikrogipler gelistirdiklerini
gostermistir. ABS filamentinin mikrocip uygulamalarinda kullanildig: bir diger
calismada ise kalip olusumu yerine mikrogipin tamaminin ii¢ boyutlu yazici
yardimiyla basilmasi ve katmanlar halinde basilan kanallarin s1vi ge¢irminin test
edilmesi hedeflenmistir ( Capel ve ark., 2013). Aym1 zamanda katmanlardan
kaynaklanan girintili yiizey alaninin bir “siv1 vorteksi” olarak kullaniminin da test
edildigi caligmada 20 bar iizerindeki basinglarda, mikrogipi olusturan ve {ig
boyutlu basim nedeniyle olusan katmanlar arasi bosluklardan akiskanlarin sizdig
gozlemlenmistir. Mikrogipin tamaminin ii¢ boyutlu yazicilar yardimiyla iiretildigi
diger bir calismada, “Y” sekilli mikrogipin iki farkli giris portundan verilen
akiskanlarin, kanal igerisindeki davraniglarin1 gézlemlemek amaciyla ii¢ boyutlu
iiretilen ¢ipin tizeri ¢ift tarafli bant yardimiyla cam plaka ile kapatilmis fakat hem
tiretilen c¢ipin katmanli ylizeyi hem de adhesiv bandin yiizeyle temasindan
kaynaklanan piiriizler nedeniyle kanal igerisinde hava kabarciklarinin
giderilemedgi not edilmistir (Iseri ve ark., 2014). Literatiirde yer alan benzer
caligmalar g6z onilinde bulunduruldugunda, {i¢ boyutlu yazict kullaninimin pratik,
ucuz ve temiz oda gerektirmeyen TUrerim kosullart olusturmasi ve kolay
ulasilabilirligi nedeniyle mikroakiskan sistemlerin iiretimlerinde potansiyel bir
tiretim metodu olarak kullanilabilirligi kanitlanmistir. Yapilan ¢alisma ile literatiir
karsilagtirmas1 gostermektedir ki, gerek biyolojik gerekse kimyasal reaksiyonlarin
gerceklestirilebilecegi, mikroakiskan sistemlerin kullanim alanlar1 gbéz oniinde
bulunduruldugunda ise reaksiyon ortaminin biyouyumlu ve goriilebilir olmasi
gerekgeleriyle ii¢ boyutlu yazicilarin tam bir mikrogip liretimi yerine kalip olarak
kullanilarak PDMS vb. biyouyumlu polimerlerle birlikte kullanimlari, uygulama
alanlarii genisletmektedir ( Au ve ark., 2016).
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Sekil 4.2.2. PLA tabanli iirettilen (a) tabanli spiral kalip; (b) tabansiz spiral kalip

Kalibin 3D sistemle PDMS’in kalip ile Kalibin asetonda eritilmesi ve kanal
olusturulmasi = birlesmesi = eldesi

Sekil 4.2.2 ABS polimeri ile tiretilen kalun PDMS igerisinde eritilmesi siireci

4.3 Polimer Tabanh Mikrociplerin Analiz Sonuclar:

Bu c¢alisma biinyesinde spektrofotometre, mikroplaka okuyucu ve
nanodrop cihazlari ile enzim aktvite denemeleri yapilmistir. Mikrogip icerisinde,
diistik reaktif hacmine karsilik yiiksek ylizey alani/ hacim oranlarindan
kaynaklanan diflizyona bagli karigmanin saglandigi denemeler ile klasik
yontemlerle tiip igerisinde gerceklestirilen, yiiksek reaktif girdisi gerektiren ve
homojenitenin saglanabilmesi i¢in vorteks temelli bir karistiriciya ihtiya¢ duyulan
denemeler karsilastirildiginda, mikrogip igerisinde gergeklestirilen denemelerin
klasik yontemlere gore daha etkili sonug verdigi gézlemlenmistir. Polimer tabanli
mikrogiplerde karistirma ve diflizyona dayali bir diger ¢alisma o6rneginde ise Xia
ve ark. (2005), serpantin tipi mikrokaristiricilarin akis reolojisi iizerine denemeler
kurmus, mikrokanal igerisinde laminar Ozellik gosteren akiskanlarin birbiri
icerisinde homojen bir sekilde karigmalarimi saglamak amaciyla serpantin tipi
mikrokaristiricilar1 kanal yiizeyine ekleyerek tiirbilant-benzeri akis elde etmeyi

hedeflemislerdir. Khan ve ark. (2016), tasarladiklar1 14 kanaldan olusan diiz ve
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silindirik  mikroreaktorlerde butanol gazinin  dehidrasyon reaksiyonunu
mikrokanallart kapladiklart y-Al,O3  kataliz molekiilii ile difiizyon profilini
cikararak simiile etmislerdir. Dehidrasyon reaksiyonunu gergeklestirebilmek
amaciyla toplam hacmi 50 pl, ¢ap1 500 pum, derinligi 250 um ve uzunlugu 25 mm
olan mikroreaktor kanallarin1 butanoliin katalizini gergeklestirecek olan y-Al,O3
katalizi ile kaplamis ve daha sonra butanol gazimi y-Al,0; kapli kanallar
igerisinden gecirerek gaz-kataliz arasindaki diflizyona bagh dehidrasyon
mekanizmasinin COMSOL Multiphysics® programi yardimiyla simiilasyonunu
gerceklestirmislerdir.  Calisma  siiresince  kiitle  transfer  kisitlamalarini
engelleyebilmek adina kataliz kaplama kalinlig1 ince tutulan ¢aligmada, daha etkili
reaksiyon sonuglarinin alinmasi i¢in diiz kanallar yerine gazin kanal duvarlariyla
daha fazla etkilesebilecegi yiizey modifikasyonlarin kullanilmast ve kataliz
kaplamanin 25 pm’den daha kalin olmasi gerektigi vurgulanmistir. Bu ¢alismada
ise mikrokanallar herhangi bir substrat veya kataliz malzemesiyle kaplanmamus,
reaksiyonu gerceklestirecek olan her iki reaktif de sivi soliisyonlar halinde
kanallar icerisine es anli olarak sunulmustur. Kanal uzunlugunun arttirildigs, kanal
kalinliginin ise azaltilarak diisiik hacme karsilik uzun kanal biiyiikligiine sahip
mikrokanallarda difiizyon etkisi gozlemlenmistir. Diisiik akis hizina karsilik,
mikron biiylikliikteki kanal icerisinde akisi saglanan iki farkli soliisyonun gerek
aldiklar1 yol, gerekse ylizey alani/hacim oranina bagli olarak yiliksek diflizyon
ozelligi gosterdigi bilinmektedir (Nguyen ve Wereley, 2006).

4.3.1 Spektrofotometre sonuclar:

Substrat/Enzim oran1 4:1 olan ve klasik uygulamalarda oldugu gibi bir tiip
icerisine hem substrat hem de enzim Orneginin konularak vortex karisitici
lizerinde karistirilmasi saglanan ornekler ile bu ¢alisma biinyesinde tasarlanmis
olan  mikrogip igerisinde  gergeklestrilen  reaksiyonun  karsilagtirmali
spektrofotometrik analizleri tamamlanmistir (Sekil 4.3.1 ve Sekil 4.3.2). Sonuglar
incelendiginde, mikroakigskan sistemlerin en belirgin 6zelliklerinden biri olan,
yiiksek difiizivite kabiliyetleri sayesinde, herhangi bir mikrokaristiriciya gerek
duymadan spiral kanal igerisinde gergeklestirilen karistirmanin, ¢ip disinda
vorteks karistirict ile yapilan karistirmaya denk bir karistirma gergeklestirdigi

gbzlemlenmistir.
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Enzim aktivite degerleri hesaplandiginda, mikrogip igerisinde
gergeklestirilen reaksiyonlarin, mikrogip disinda, tiip icerisinde ve yiiksek
substrat/enzim  miktar1  gerektiren  geleneksel yollarla  gerceklestirilen
reaksiyonlara karsilik daha hassas bir sonu¢ verdigi goézlemlenmistir (Cizelge

4.1).

ALT- Spektrofotometre

0,09
0,08
0,07
0,06
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0,01

AAbs

15 25 49 75 85 98
Enzim U L1

Sekil 4.3.1 ALT enzimine ait hem ¢ip igerisinde hem de ¢ip disinda gergeklestirilen reaksiyon
denemeleri

Cizelge 4.1. Spektrofotometre ile 6l¢iimlenen ALT enziminin ¢ip ve ¢ip disinda gerceklestirilen

reaksiyonlarda belirlenen enzim aktivite degeleri

o Elde Edilen ALT Elde Edilen
Bilinen ALT L ALT
T A Abs Aktivitesi A Abs .
Aktivitesi Aktivitesi
(1U L-1) (1U L-1)
(luLh Kiivet Cip
15 0.015 15.43 0.020 20.26
25 0.025 25.72 0.032 32.41
49 0.047 48.36 0.051 51.66
75 0.065 66.88 0.063 63.81
85 0.070 72.03 0.073 73.94
98 0.073 75.11 0.076 76.98
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Deneme sirasinda aktivite degerleri bilinen (15 U L™, 25 U L™ 49 U L
185 U L% 98 U L' ) ALT ve AST enzimleri kullanilmistir. Sonuglar
incelendiginde, toplamda 1 ml substrat ve 200 pl enzim soliisyonu gerektiren
spektrofotometrik Olgiilerin her iki enzim ic¢in de ne mikrocip uygulamasinda ne
de manuel wuygulamasinda Dbilinen aktivite degerlerine ulagilamadig:
gozlemlenmilstir. Bu durum, enzimlerin temin edilidigi sirket ile gortisiildiigiinde,
spektrofotometrik 6l¢iimdeki hatanin, spektrofotometrenin kalibre olmamasindan
kaynaklanabilecegi  belirtilmistir. Bu  bilgi iizerine sonuglar yeniden
incelendiginde, her iki enzim i¢in hem mikrogip igeren hem de mikrogip disinda

gerceklestiren denemelerin birbirine paralel degerler verdigi gézlemlenmistir.

AST - Spektrofotometre
0,1

0,08

0,06

0,04 e Klvet

AAbs

0,02 —(;ip

15 25 49 75 85 98
EnzimuU L1

Sekil 4.3.2 AST enzimine ait hem ¢ip igerisinde hem de ¢ip disinda gergeklestirilen reaksiyon
denemeleri

Cizelge 4.2 Spektrofotometre ile 6lgiimlenen AST enzimine ¢ip ve ¢ip disinda gergeklestirilen
reaksiyonlarda belirlenen enzim aktivite degeleri

Bilinen AST Elde Edilen Elde Edilen
Aktivitesi A Abs AST Aktivitesi A Abs AST Aktivitesi
(auLh auLh
(1LY Kiivet Cip
15 0.013 13.38 0.010 10.13
25 0.022 22.64 0.024 24.31
49 0.035 36.01 0.030 30.39
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75 0.058 59.68 0.041 41.53
85 0.063 64.82 0.057 57.73
98 0.080 82.32 0.070 70.90

4.3.2 Mikroplaka okuyucu sonuclar:

Optimum siire ve miktarlarin 3 dakika ve 10 pl/dakika enzim, 30 pl/dakika
substrat sollisyonu olarak belirlendigi reaksiyon denemeler (toplam 120 pul
reaksiyon ortami1 ) , T boru yardimiyla substrat ve enzim soliisyonlarinin kanala
yiiklenmesi ile baglatilmistir. Mikroplate okuyucu cihazinda kullanilmak {izere 96
kuyucuklu plaka igerisine aktarilan farkli konsantrasyonlardaki reaksiyon tirtinleri
ise analize tabi tutulmustur (Sekil 4.3.3. ve Sekil 4.3.4.). Elde edilen sonuglar
gbzlemlendiginde, mikro¢ip icerisinde gerceklestirilen reaksiyonlarin enzim
aktivite  degerlerin, mikro¢ip disinda manuel olarak gerceklestirilen

reaksiyonlardaki degerlere paralel fakat daha yiiksek oldugu testpit edilmistir.

Deneme sirasinda aktivite degerleri bilinen (15 U L?, 25 U L*49 U L
,85 U L'l, 9g U L* ) ALT ve AST enzimleri kullanilmistir. Elde edilen sonuglarda
gozlenen bir diger husus ise, kan sermundaki normal aktivite degeri 7-56 U Lt
olan ALT enziminin, mikro¢ip denemelerinde 49 U Lt aktivite degerinden
itibaren bilinen aktivite degerine yiiksek hassasiyet gosterdigi ve ¢ip disinda
gerceklestirilen reaksiyonlara gére daha dogru sonug¢ vermesidir. Bu durum, kan
serumundaki normal araligi 5-40 U L™ olan AST enziminde de benzerlik

gostermektedir.
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Sekil 4.3.3 ALT enzimine ait hem ¢ip igerisinde hem de ¢ip disinda gergeklestirilen reaksiyon

denemeleri

Cizelge 2.3. Mikroplaka okuyucu ile 6l¢iimlenen ALT enzimine ¢ip ve ¢ip diginda gergeklestirilen

reaksiyonlarda belirlenen enzim aktivite degeleri

y Elde Edilen Elde Edilen
BIAI\II?ECiQ;T ALY Ak?il\_/itesi ARG Ak':\il\_/i-[esi
(U L-1) (1U L-1)
(luLh 96 - Well Cip
15 0.010 16.08 0.012 19.29
25 0.015 24.12 0.017 27.33
49 0.026 41.80 0.030 48.23
75 0.040 64.31 0.044 70.74
85 0.049 78.78 0.050 80.39
98 0.057 91.64 0.060 96.46
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AST - Microplate reader
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Sekil 4.3.4 AST enzimine ait hem ¢ip igerisinde hem de ¢ip disinda gergeklestirilen reaksiyon
denemeleri

Cizelge 4.4. Mikroplaka okuyucu ile dlgiimlenen AST enzimine ¢ip ve ¢ip disinda gergeklestirilen
reaksiyonlarda belirlenen enzim aktivite degeleri

Bilinen AST Elde Ec!il_en _ Elde Eo_lil_en _
Aktivitesi A Abs AST Aktivitesi A Abs AST Aktivitesi
(1U L-1) (IUL-1)
(luLh 96 - Well Cip
15 0.008 12.86 0.010 16.08
25 0.017 27.33 0.013 20.90
49 0.030 48.23 0.033 53.05
75 0.039 62.70 0.044 70.74
85 0.051 81.99 0.055 88.42
98 0.068 109.32 0.072 115.76
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4.3.3 Nanodrop sonuclari

Spektrofotometre ve mikroplaka okuyucu Olgiimlenme ve uygulama
metodlariyla benzer basamaklar izlenen nanodrop analizleri i¢in segilen toplam
stire 5 dakika olup, ¢ip icerisine doldurulan reaksiyon ortam hacmi ise mikroplaka
okuyucu denemelerine paralel olarak 120 pl olarak belirlenmistir. Reaksiyon
tirlinlerinin test edilmesi ve absorbans degerlerinin alinmasi agisindan nanodrop

tizerine 1,5 pl’lik 6rnekler damlatilarak degerler elde edilmistir.

Nanodrop sonuglari, spektrofotometre ve mikroplaka okuyucu
Olcimlemeleri ile karsilastirildiginda, 98 U L aktivite degerine sahip enzim
orneklerinde hem mikrogip icerisinde hem de eppendorf icerisinde gerceklestirilen
deneme sonuglarinda normal degerinin tizerinde oldugu goriilmiistiir. Bu farklilig
anlamlandirmak icin hata oranlart hesaplandiginda mikrogipte gergeklestirilen
reaksiyonlarin hata oranlari 13 % ve eppendorf icerisinde gergeklestirilen
denemelerin hata oranlar1t 25% olarak belirlenmistir. Hata oranlar1 sadece
nanodrop Ol¢limlerinde yiiksek ¢ikmis ve bu durum nanodrop dlglimlerinin enzim
aktivitesindeki artisi dogru gostermesine karsilik elde edilen sayisal verilerin
mikroplaka okuyucu ve spektrofotometre okumalarina karisilik daha az gercegi
yansittigint  gostermektedir. Bu farklilifin sebebi olaraksa klinik tanilarda
kullanilan AST ve ALT enzim aktivitelerinin 24 saat igerisinde aktivite
degerlerinde farkliliklarin meydana gelmesi ve bu nedenle farkli aktivite
degerlerinin gozlenmesine neden olmasi olarak yorumlanmaktadir.  Farkli
cihazlarda okunan ve elde edilen aktivite degerlerinin birbirine paralel fakat farkli
sonuclar gOstermesi ise cihazlarin enzimlere spesifik olarak kalibre
edilmemesinden kaynaklanmaktadir. Klinik olarak gergeklestirilen
spektrofotometrik okumalarda, cihazlarin enzim spesifik sentetik serumlarla
kalibrasyonlar1 gerceklestirilerek hasta orneklerinin okumalar1

gerceklestirilmektedir ( Vroon ve Israili, 1990).
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Sekil 4.3.5 ALT enzimine ait hem ¢ip igerisinde hem de ¢ip disinda gergeklestirilen reaksiyon

denemeleri

Cizelge 4.5. Nanodrop ile Olgliimlenen ALT enzimine ¢ip ve ¢ip disinda gergeklestirilen
reaksiyonlarda belirlenen enzim aktivite degeleri

N Elde Edilen Elde Edilen
B,Ibl\ll?tei\r/]iﬁe\ls_iT s Alﬁc\il\_/;[esi L Al?til\_/;[esi
(U L™h (UL
(IULY | Eppendorf Cip
15 0.002 20.58 0.003 25.32
25 0.003 30.87 0.003 32.41
49 0.005 51.45 0.005 52.67
75 0.006 61.74 0.006 55.71
85 0.008 81.03 0.008 82.32
98 0.012 123.47 0.010 101.29
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Sekil 4.3.6 AST enzimine ait hem ¢ip i¢erisinde hem de ¢ip disinda gerceklestirilen reaksiyon

denemeleri

Cizelge 4.6. . Nanodrop ile dl¢iimlenen AST enzimine ¢ip ve ¢ip digsinda gerceklestirilen
reaksiyonlarda belirlenen enzim aktivite degeleri

Bilinen AST Elde Eo!il_en AST Elde Ed_il_en _
Aktivitesi A Abs Ak'[IVIt_(ESI A Abs | AST Aktl_\lnte5|
auLh (uL”)
(luLh Eppendorf Cip
15 0.002 20.58 0.001 10.13
25 0.003 30.87 0.004 40.51
49 0.004 41.16 0.006 60.77
75 0.006 61.74 0.007 70.90
85 0.009 92.60 0.009 91.16
98 0.013 133.76 0.011 111.41
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4.4  Kagit Tabanh Mikrociplerin Analiz Sonuclar:

441 LCR Spektrometre sonuclari

0-20 KHz aras1 uygulanan frekans araligi sonucu elde edilen spektrometrik
grafik incelendiginde, hem birinci kanala ait hem de ikinci kanala ait empedans
degisimlerindeki dagilimin en belirgin olarak 10 KHz degerinde alindig
goriilmektedir. Frekans degerleri arasindaki bu dagilim, her bir konsantrasyona ait
parabolik dogrunun birbirlerinden ayirt edilebilir mesafede oldugu ve dogru
iizerindeki dalgalanmalarin sona erdigi noktalardan itibaren secilmektedir. Sekil
4.4.1 incelendiginde 5 KHz degerinden itibaren dogrularin birbirlerine paralel
sekilde ilerledigi ve dalgalanmalar1 sona erdigi gozlenmektedir. Parabolik
dogrularin birbirlerine goére optimimum uzaklikta konumlandiklar1 deger olarak
10 Khz frekans degeri belirlenmis ve bu frekans degerinde 2. kanala eklenen
sollisyonlarin da benzer dagilim gosterdikleri gozlemlenmistir. Bu nedenle
sensitivite ve spesifite testleri i¢in uygulanacak olan frekans degeri olarak 10 KHz

belirlenmistir.

Literatiirde yer alan ve esnek plastik yiizey tlizerine giimiis-grafen
elektrodlarin eklenerek elektriksel iletimin oSl¢iildiigi bir mikrogip platformu
gelistirilen c¢alismada, iletkenligi konsantrasyondaki artisa bagli olarak artig
gosteren PBS soliisyonlar1 hazirlanarak 1-10 KHz arasi frekans araliklarina
karsilik empedans degisimleri incelenmistir (Shafiee ve ark., 2015). Safavieh ve
ark. (2017), nitroseliilloz temelli kagit kullanarak iirettikleri mikrogiplerde
optimum frekans araligin1 1 KHz olarak belirlerken, Meisser ve ark. (2012), farkl
bir yaklasimla PDMS reaktorler icerisine titanyum ve platinyum elektrodlari
ekledikleri calijmada ise yine artan PBS konsantrasyonuna karsilik frekans-
empedans grafiginden yararlanarak parabolik dagilimlarin optimum seviyede

oldugu frekans degerini elde etmislerdir.
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Spektrometre Sonucu

(1. Kanal)
7,00E+06
6,00E+06
5,00E+06 \ == Control
4,00E+06 \\\ 0.01% PBS
3,00E+06

2,00E+06 AN——

N 1% PBS
1,00E+06 h 100t P
0,00E+00 - O
0 5000 10000 15000 20000 ~— 100%PBS
Frekans (Hz)

Empedans (Q)

Sekil 4.4.1 Kagit tabanli mikrogipin ilk dairesel kanalina ait spektrometrik analiz

Spektrometre Sonucu
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Sekil 4.4.2 Kagit tabanli mikrogipin ikinci dairesel kanalina ait spektrometrik analiz

4.4.2 Sensitivite sonuglari

Oncelikli olarak, artan iyonik yiike karsi diismesi beklenen empedans
degeri, iletken Ozellik gosteren PBS soliisyonunun 0.01% (w/w) ‘lik degerden
100% (w/w)’e dogru artig gosteren konsantrasyonlarinda oOlglimlenmistir
(Sekil 4.4.3.). Sonuglar incelendiginde, her iki mikrokanalda da artan PBS
konsantrasyonuna karsilik azalan empedans degerleri goézlemlenmistir. Bu
deneme sonucunda, kullanilan elektrod tipinin ve tercih edilen ¢alisma hacminin

empedans denemelerine uygun oldugu sonucuna varilmigtir. LCR metre cihazi
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kullanilarak yapilan bir diger literatiir ¢aligsmasinda ise bu caligmaya paralel tek
bir platform {izerinde ¢oklu dedeksiyon hedeflenen c¢alismada, farkl
konsantrasyonlardaki PBS soliisyonlar1 (0.125 X,, 0.25 X, 0.5 X, 1 X, 2 X )
hazirlanmig ve iizeri elektrodlarla kapli olan PDMS mikrogip kanallar igerisine
yiikklenmigtir. Tim kanallardaki empedans degisimleri zamana bagli olarak
frekans grafigine dokiilmiis ve artan PBS konsantrasyonuna bagli olarak diisiik

empedans degeri elde edildigi gozlemlenmistir (Meisser ve ark., 2012).

PBS Denemeleri
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Sekil 4.4.3 Farkli konsantrasyonlardaki PBS’lere ait empedans degisimleri

PBS denemelerinin ardindan, calisabilirligi tescillenen kagit tabanli
mikrogip, farkli aktivite degerlerindeki ALT ve AST enzimlerinin Sl¢limlenmesi
icin kullanilmisg ve bu amagla, polimer tabanli mikrogiplerdeki ¢alisma hacmine
paralel olarak reaksiyon gergeklestirilmis ve reaksiyon iirlinlerinin empedans
degerleri not edilmistir. Coklu enzim dedeksiyonunun hedeflendigi bu calismada,
kullanilan kagit tabanli mikrogipin 1. kanalina ALT ve 2. kanalina ise AST
enzimine ait substatlar eklenerek, reaksiyon tabanlari hazir hale getirilmistir (Sekil
4.4.4).

Sekil 4.4.4. ALT ve AST enzimine ait substratlarin eklendigi kagit tabanli mikrogipler.
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Calisma sonucunda, tiim akivite degerleri bir grafik haline dokiilerek
(Sekil 4.4.5.) aktivite degerine bagli olarak empedans degerlerinde artma veya
azalma olup olmadig1 kontrol edilmistir. Elde edilen sonuglar, artan ALT ve AST
aktivite degerine karsilik, empedans degisimlerinde tutarli bir degisim olmadigini
gostermistir. Literatlirde yer alan ve indirgenme-yiikseltgenme tabanli enzimatik
reaksiyonlara spesifik elektrokimyasal elektrodlarin iiretildigi ve cyclic
voltammetry yontemi ile reaksiyon sonucu olusan elektronlarin dedeksiyonunun
saglandigr c¢alismalarda farkli tipteki birden fazla elektrod komplekslerinin
olusturuldugu goriilmektedir. Bu c¢alismada ise glimiis-grafen karigimi
elektrodlarin kullanilarak, liretimi kolay ve pratik olan kagit tabanli mikrogiplerin
bos empedans degerlerinin, reaksiyon sonucu olusan elektron ¢iftlerinden
kaynaklanan elektriksel yiikiin miktarina bagli olarak anlamli bir farklhilik
olusturmasi beklenmistir. Bu yoniiyle, mevcut ¢alismanin literatiirdeki karsiliginin
genellikle antikor-antijen iligskisine dayali olan reaksiyonlarda veya hiicre endeksli
polimer tabanli mikrogiplerde, hiicredeki tokisiste, abnormal degisim, farklilasma
vb. durumlarda konsantrasyondaki degisime bagli empedans degisimlerinin
anlamli degisimleri oldugu goriilmektedir (Kiilerich-Pedersen ve ark., 2012;
Migita ve ark., 2010 ; Khalil ve ark., 2014). Ornegin, kanda bakteriyel
enfeksiyonun hizli tespiti amaci giiden bir literatii calismasinda E.coli ve metisilin
direnci kazanmis olan S. aureus bakterilerine ait antijen-antikor ¢iftleri
kullanilarak bu bakterilerin farkl: tipte ve konsantrasyondaki antibiyotiklere karsi
gosterdigi tepki, empedans degisimlerine dayali olarak tespit edilmiltir ( Shavieh
ve ark., 2017). Benzer sekilde hiicre tabanli biyosensorlerin kullanildigi ve timor
metastaz modellerinin hiicredeki empedans degisimine bagl olarak tespit edilmesi

lizerine yogunlasilan ¢aligmalar mevcuttur (Yun ve ark., 2009).

AST ve ALT enzim reaksiyonlarinin neden olduklart empedans
degisimlerinden Anlamli bir sonu¢ elde edilememe sebebi, gerceklestirilen
reaksiyon lriinii olarak olusan elektron sayisinin, kagit taban icerisinde difiizyon
engeline takilara iletiminin homojen bir sekilde karsilikli elektrodlara
iletilememesi ve buna bagli olarak farkli aktivite degerlerindeki enzimlerin
kullanina karsilik anlamli degisimlerin elde edilememesi olarak yorumlanmustir.
Benzer kisitlamalarin  Oniline  gecebilmek amaciyla literatiirde yer alan

caligmalarda, kagit tabanli mikrogip yiizeyinin iletkenliginin arttirilarak elektron
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akisinin daha etkili bir sekilde saglandigi goriilmektedir (Shafiee ve ark., 2014;
Shavieh ve ark., 2017). Elektrokimyasal elektrodlarda genellikle platinyum ve
glimiis-glimiis kloriir kaplamalarin kullanildig1 goériilmektedir. Buradan hareketle
sistemin iletkenliginin platinyum nanopartikiillerin eklentisi sonucu arttilarak
reaksiyonlarin tekrar edilmesi halinde, etkili degisimlerin go6zlemlenmesi

beklenmektedir.

Sensitivite Testi

3,50E+04

3,00E+04
~ 2,50E+04
<)
2 2,00E+04
_g WALT
C‘é.’_ 1,50E+04 = AST
wl

1,00E+04

5,00E+03

0,00E+00
Kontrol 25U/L 49 U/L 98 U/L

Sekil 4.4.5 Farkli aktivite degerlerindeki AST ve ALT enzimlerine ait empedans degisimleri

4.4.3 Spesifite sonuclari

ALT ve AST enzimlerine ait sensitivite testlerinin ardindan, sistemin her
iki enzime de spesifiklik gosterip gostermedigi gozlemlenmistir. Bu amagla her
iki enzime ait substrat soliisyonlar;, 100 U L™ aktivite degeri gosteren glukonaz
enzimi ile karistirilmis ve reaksiyon sonuglart grafik haline getirilmistir (Sekil
4.4.6. ve Sekil 4.4.7.).
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ALT- Spesifite Test Sonuclar:
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Sekil 4.4.6 ALT enzimine ait spesifite sonuglari
AST - Spesifite Test Sonuclari
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Sekil 4.4.7 AST enzimine ait spesifite testi

Spesifite testi sonuclari ile gosterilmek istenen, glukonaz enziminin ALT
ve AST spesifik substrat soliisyonlar1 ile reaksiyon vermemesi ve ortamda
herhangi bir elektron agiga ¢ikarilamamasi nedeni ile gerek ALT gerekse AST
enziminin verdigi empedans degerinden daha yiiksek bir deger géstermesidir.
Fakat sonuglar incelendiginde, hem ALT hem de AST enzimine ait spesifite
testlerinde glukonaz enziminin reaksiyon sonucu verdigi empedans degerinin hem
AST hem de ALT enzimine benzer degerde oldugu gozlemlenmektedir. Her ii¢
enzimin de benzer empedans degerinde sonu¢ verme sebebi incelenirken baz
alinmasi gereken veri, PBS ve kontrol (distile su) empedans degerleridir. Temelde
iyonik ortam kosullar1 saglandiginda, iletkenligin artisiyla birlikte empedans
degerinde azalis beklenmektedir. Kontrol olarak kullanilan distile suyun 100%

(w/w) PBS soliisyonuna gore iletkenliginin diisik oldugu bilinmektedir.
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Dolayisiyla grafik incelendiginde PBS soliisyonuna ait empedans degerinin
kontrol grubua ait empedans degerinden oldukg¢a yiiksek oldugu goriilmekte, bu
durum ise sistemin calisabilir durumda oldugunu ve iletkenlige karsi duyarl
oldugunu kanitlamaktadir. Ote yandan enzimatik reaksiyonlar incelendiginde,
AST ve ALT enzimlerinin, kendilerine spesifik olan substratlarla farkli kanalarda
verdikleri reaksiyon sonucu olusan elektron ciftlerinin karsilikli elektrodlar
arasindaki kagit taban igerisindeli diflizyon kisitina takilarak anlamli bir sonug
vermedigi, degisen empedans degerinin ise kagit ylizey lizerindeki direncin farkli
bir soliisyon eklenmesi nedeniyle degismesine dayali oldugu diisiniilmektedir.
Benzer sekilde glukonaz enziminin, ne ALT ne de AST enzimine ait substratlar
ile reaksiyon vermedigi halde empedans degisiminin her iki enzime paralel
sekilde degismesi ise yine kagit zemin iizerindeki direncin degismesine dayali

oldugu seklinde yorumlanmaktadir.
4.4.4 Renk degisim sonuglar

Kalitatif analiz i¢in gergeklestirilen renk degisim testi hem ALT ve AST
enzim reaksiyonlar1 i¢in uygulanmustir. Farkli aktivite degerleri gosteren
enzimlerin sabit substrat konsantrasyonu ile verdikleri reaksiyon sonucu olusan
iiriin, kagit tabanli mikrogip iizerine emdirilmistir. Daha sonra renk degisimini
saglamasi i¢in emdirilen hacmin (4 pl) 2.5 kat1 hacimde (10 pl) 0.01%(w/v)
ninhidrin soliisyonu kagit tizerine emdirilmis ve hot plate sitic1 iizerinde (50 °C) 1
dakika boyunca isitilmistir. Farkli aktivite degerlerine karsilik gelen renk

degisimler karsilastirilmistir (Sekil 4.4.7).

ALT enzimi i¢in sonuglar incelendiginde, 98 U L™t aktivite degerine
karsilik gelen enzimin verdigi reaksiyon sonucunun mor-kirmizi arasit bir renk
veridigi gozlemlenirken diisiik aktivite degerlerinde bu rengin agik pembe rengine
dondigli goriilmiistiir. AST enzimi i¢in ise 98 U L™ aktivite degerine karsilik
gelen enzimin verdigi reaksiyon iriinii mor renge sahipken disiik aktivite
degerlerine sahip enzimlerin verdigi renk degisimi agik maviye donmiistiir (Sekil

4.4.8).
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98 U L1 49U L 25U L1 15U L1

Sekil 4.4.4 Farkli aktivite degerlerindeki ALT ve AST enzimlerin verdikleri reaksiyon

sonuglarinin kalitatif analizleri.

ALT U L
100-85 85-50 50-25 15-0
ASTU L
100-85 85-50 50-25 15-0

Sekil 445 ALT ve AST enzimlerinin farkli aktivite degerlerine bagli olarak elde edilen renk

degisim skalasi

Ninhidrin boyasi, aminoasitlerle reaksiyona girip 1sitildiklarinda g¢ogu
aminoasidin mor-menekse rengini almasinda rol oynamaktadir. Bu durum, tim
aminoasitlerin ayirt edilebilirligini engelledigi ic¢in ninhidrin sollisyonunun
stilfosalisilik asit ile karistirilarak aminoasitlerle farkli renk elde etmeyi
amaclayan calismalar oldugu goriilmektedir. Basak ve ark. (1993), 22 farkli
aminoasit ile yaptiklar1 c¢alismada ninhidrin-siilfosalisilik asit boya karisimi
kullanarak sicaklik uygulamasi Oncesi ve sonrast renk degisimlerini

gozlemlemistir. Benzer sekilde Elgubbi ve Mlitan (2015), ayn1 boya karigimini
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deneyerek TLC (ince tabaka kromotografisi) sistemi tizerinde farkli aminoasitlerin

spesifik renk dagilimlarini test etmistir.

AST ve ALT enziminlerine ait substratlarin ve {iriinlerin aminoasitler
olmasi nedeniyle, ninhidrin ile boyamanin gerceklestirildigi calisma sonucu
meydana gelen renkler literatiirde yer alan ve ninhidrin ile renk degisimleri
raporlanmis olan referans aminoasitlerle karsilastirilmigtir. Bu ¢alisma biinyesinde
ALT enzim reaksiyonuna ait substrat olan L-Alanin aminoasidinin tek basina
ninhidrin ile verdigi reaksiyon sonucu agik pembe renk elde edilmistir. Daha
sonra enzimatik reaksiyon gerceklestirilmis ve olusturulan iiriin olan L-
Glutamatin renk analizi gergeklestirildiginde, enzim enzim aktivitsindeki artiga
bagli olarak mor rengin elde edildigi, diisiik aktiviteye sahip enzimlerde ise mor
rengin agilarak menekse rengine dondiigii goriismiistiir. L-Alanin aminoasidinin,
ninhidrin ile muamelesi sonucu elde edilen rengin grimsi-pembe ve L-Glutamatin
ninhidrin ile muamelesi sonucu koyu pembe renk verdigi literatiirde yer

almaktadir (Basak ve ark., 1993).

Literatiirdeki verilere paralel olarak AST enzimine ait substrat olan L-
Aspartatin ninhidrin ile grimsi-menekse rengi verdigi ve reaksiyon sonucu bu renk
degisiminin diisiik aktivite degerlerinde grimsi, yiiksek aktivite degerlerinde ise

mor ve mavimsi bir renk olusumu gézlemlenmistir (Sekil 4.4.9).

Sekil 4.4.9. L-Alanin (1. Kanal) ve L-Aspartat (2. Kanal) aminoasitlerinin ninhidrin ile verdikleri
renk degisim sonuglar1

ALT ve AST enzim aktivitelerinin kolorimetrik yontemlerle tayinini

hedefleyen bir baska calismada ise Pollock ve ark. (2012), reaksiyon iiriinlerinin

renk analizlerini ger¢eklestirmek amaciyla ninhidrin yerine her iki reaksiyon icin

de farkl1 boya sistemleri kullanmislardir. Ornegin, ALT enzim reaksiyonlarindaki

renk degisimi i¢in kullandiklar1 dimetilaminobenzoik asit (DABA) soliisyonu ile

reaksiyon sonucu olusan piriivatin, piriivat oksidaz ile oksitlenmesi sonucu olusan
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hidrojen peroksidin konsanstrasyonuna bagli olarak saridan kirmiziya dogru bir
skala olusturmuslardir. Caligmalarinda 0-119 U L™ degerleri arasinda elde edilen
renk dagilimimin belirgin bir farklilik gostermedigi, 201-400+ U Lt degerleri
arasinda ise kirmizi renge doniisimiin gorildiigli belirtilmistir. Benzer sekilde
AST enzimi ile yapilan ¢alismada ise boya soliisyonu olarak Metil Yesil Pironin
(methyl green), Rhodamin B, Thriton X ve polivinil alkol (PVA) karisimi
kullanilmis ve reaksiyon sonuglart bir renk sklasi igerisinde sunulmustur. Elde
edilen sonuglar, bu tez calismasi sirasinda ninhidrin boyamasiyla elde edilen
verilere benzer sekilde 0-100 U L™ degerleri arasinda bir degisiklik gdstermezken
120 U L? ve iizeri enzim aktivite degerlerinde mor renkten pembe renge

dontisiimiin gerceklestigini gdstermektedir.
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5. SONUC VE ONERILER

Karaciger enzimlerinin tasarlanan polimer, cam ve kagit bazh
mikroplatformlar igerisinde gerceklestirdikleri reaksiyon sonuglar1 birbirleri ile
karsilastirilmistir. Tespit yontemleri olarak ise spektroskopik analiz, elektriksel
Olciim ve kalitatif renk analizi kullanilan c¢alismada en 1iyi sonuglarin
spektroskopik analizlerle elde edildigi gozlemlenmistir. Spektrofotometrik
analizleri takiben renk analiz sonuglari ile degisen enzim aktivitelerine paralel
olarak anlamli renk degisimleri elde edilmistir. Elektriksel algilama modelinde ise
daha karmasik yap1 ve optimizasyon parametrelerini ile tasarlanmis olan elektrod
sistemlerinin bu calisma i¢in anlamli sonu¢ vermedigi gdzlemlenmistir. Ug ayr
6l¢iim metodunun uygulandigi bu tez calismasinin, ileriki ¢aligmalar icin bir temel

olusturmasi beklenmektedir.

Ilerleyen mikroakiskan teknolojisinin giiniimiizdeki uygulamalar1 goz
onlinde bulunduruldugunda, pratik ve ekonomik tanilama sistemlerinin kagit
tabanli mikrogiplerle saglanmaya baslandigi goriillmektedir. Bu nedenle elektriksel
Olgim metodunun optimize edilerek ALT ve AST enzimlerine spesifik
elektrodlarin kagit tabanli mikrogiplerle entegre sistemler halinde iiretilmelerinin
gerek akademik c¢aligmalarda gerekse ticari uygulamalarda kullanilabilecek

sistemler haline gelebilecegi diistintilmektedir.
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