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OZET

Bu tezde, mikro akiskan ¢ipler kullanilarak kan 6rneklerinde glikoz ve kanser biyobelirtec tayini
gerceklestirilmistir. Bu amagcla U¢ farkl tiirde ¢ip hazirlanmis ve kan 6rneginde iki farkl tiir hedef
molekiil ile test edilmistir. Ayrica yliriitiillen tez kapsaminda, tasinabilir sistemlere geg¢is yapmak
amactyla cep telefonu tabanli bir mikroskop iiretilmistir. Kendiliginden diizenlenen tek tabaka
(SAM) ve kagit tabanli mikrogipler kullanilarak kan matriksinde glikoz tayini ve yatay akis testleri
kullanilarak karsinoembriyonik antijen (CEA) tayini gergeklestirilmistir. Tezin ilk ¢aligmasi olarak,
kendiliginden diizenlenme yontemi (SAMs) ile hazirlanmis bir Ylzeyde Giiglendirilmis Raman
Sacilmasi (YGRS) probu (4-merkaptofenil boronik asit (4-MBA)/ 1-dekantiyol (1-DT))
kullanilarak glikoz tayini i¢in yeni bir yontem gelistirilmistir. Analitik performans degerlendirilmis
ve kan matriksinde 2—16 mM glikoz derisim araliginda dogrusal kalibrasyon grafigi elde edilmistir.
Teshis sinir1 kullanilan referans kanda 0,5 mM olarak bulunmustur. Referans kan 6rneginde glikoz
derisimi 5,61 + 0,29 mM olarak bulunmus ve glikozun belirtilen derigsimi 6,17 + 0,11 mM'dir.
Referans kan ornegindeki glikozun geri kazanimi % 90,9 olarak bulunmustur. Tezin ikinci
calismasinda nitroseliiloz membran kullanilarak kanda glikoz seviyesinin tayini i¢in kagit membran
tabanlt YGRS platformu gelistirilmis ve mikro akigkan kanallar basit bir sekilde mum baskilama
yontemi ile olusturulmustur. Cubuk seklinde altin nanopartikiiller 4-MBA ve 1- DT molekilleri ile
modifiye edilmis ve kagit tabanli mikroakigkan sistemler i¢gin YGRS probu olarak kullanilmigtir.
Toplam analiz siiresi 5 dakikadir. YGRS 6l¢timlerinde, kan drnegindeki glikoz derisiminin artisina
bagl olarak B-OH titresimini gosteren 1070 cm ’deki bandin siddetinde azalma gozlenmistir.
Referans kan 6rneginde glikoz derisimi 5,43 £ 0,51 mM ve geri kazanimi yaklasik % 88 olarak
bulunmustur. Yiiriitilen tez kapsaminda son olarak, kuantum noktaciklar1 ve yatay akis test
stripleri ile cep telefonu tabanli floresans mikroskop kullanilarak tam kan Orneginden
karsinoembriyonik antijenin (CEA) Kkantitatif tayini gerceklestirilmistir. Cep telefonu tabanh
floresans mikroskobun dretilmesi icin ticari Nokia Lumia 1020 cep telefonu kullanilmistir. Sandvig
immunoreaksiyonuna dayanan yatay akis test stripleri, nitroseliiloz membran yizeyinde test ve
kontrol hatlarinin olusturulmasiyla hazirlanmistir. Optimum kosullar altinda, gelistirilen yatay akis
test stripleriyle sadece 80 ul 6rnek hacmi kullanilarak CEA protein i¢in LOD degeri 1,0 ng/ml
olarak bulunmustur.

Bilim Kodu : 1.004

Anahtar Kelimeler  : YGRS, ¢ip, kagit tabanli mikro akiskan sistemler, cep telefonu tabanli
floresans mikroskop
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ABSTRACT

In this thesis, determination of glucose and cancer biomarker was carried out by using microfluidic
chips in blood samples. For this purpose, three different types of chip were prepared and they were
used to detect two different target molecules in blood sample. Moreover, in the scope of carried out
thesis, a smartphone based fluorescent microscope was created to relate hand-held systems. The
determination of glucose molecules was achieved by using self-assembled monolayers (SAMs) and
paper based micro fluidic assays in blood sample and also the detection of carcinoembryonic
antigen (CEA) was achieved using lateral flow test strips. As the first study of this thesis, a new
detection method for blood glucose was developed using a Surface Enhanced Raman Scattering
(SERS) probe (4- mercaptophenylboronic acid (4-MBA)/1-decanethiol (1- DT)) embedded in self-
assembled monolayers (SAMSs). The analytical performance was evaluated and linear calibration
graphs were obtained in the glucose concentration range of 2-16 mM, which is also in the range of
the blood glucose levels, and the detection limit was found to be 0,5 mM in reference blood
sample. The glucose concentration was found to be 5,61 + 0,29 mM in the reference blood sample
and the certified value for glucose was 6,17 = 0,11 mM. The recovery of the glucose in the
reference blood sample was found as 90,9 %. As the second study of this thesis, a paper
membrane-based SERS platform for the determination of blood glucose level was developed using
a nitrocellulose membrane as substrate paper, and the microfluidic channel was simply constructed
by wax-printing method. The rod shaped gold nanoparticles were modified with 4-MBA and 1-DT
molecules and used as embedded SERS probe for paper based microfluidics. Total analysis was
completed in 5 min. In SERS measurements, the intensity of the band at 1070 cm™ which is
attributed to B—OH vibration decreased depending on the rise in glucose concentration in the blood
sample. The glucose concentration in the reference blood sample was found to be 5,43 £ 0,51 mM
and the recovery of the glucose was found as 88 %. Ultimately, in the scope of carried out thesis,
the detection of CEA was achieved from whole blood using smartphone based fluorescence
microscope with quantum dot-based lateral flow immunoassay test strip. To design smartphone
based fluorescence microscope, commercial Nokia Lumia 1020 was used as a cell phone. The
lateral flow immunoassay which is on the basis of a sandwich immunoreaction was constructed by
creating test and control lines on nitro cellulose membrane. Under optimal conditions, the LOD of
CEA protein was found to be 1,0 ng/ml by using developed lateral flow assay with only 80 pL
sample volume.

Science Code : 1.004

Key Words . SERS, chip, paper based microfluidic systems, cell phone fluorescence
microscopes
Page Number : 162
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1. GIRIS

Bu calismada kagit tabanli mikro akiskan ¢ipler kullanilarak kan 6rneklerinde glikoz ve
kanser biyobelirte¢ tayini gergeklestirilmistir. Kan orneklerinde yapilan analizlerin ¢ip
teknolojisine dayali olarak yapilmasi; analiz siiresinin kisalmasi, tasinabilir cihazlar ile
biiylik laboratuvar ekipmanlarina ve kalifiye eleman calistirllmasina ihtiya¢ duyulmadan
analizin gergeklestirilmesi, bu tiir biiylik sistemlere sahip olmayan yerlerde de kolaylikla
analiz yapilmasi ve tiim bunlara ek olarak diisiik maliyetli sistemlerin gelistirilmesi
acisindan onem arzetmektedir. Bu amagla farkli tlrde cipler hazirlanmis ve iki farkli tiir
hedef molekul ile hazirlanan sistemler test edilmistir. Altin levha kullanilarak
kendiliginden diizenlenen tek tabakalar (SAMs) ve kagit tabanli mikroGipler hazirlanarak
glikoz tayini, yatay akis testleri hazirlanarak karsinoembriyonik antijen (CEA) kanser
biyobelirte¢ tayinin uygulanabilirligi test edilmistir. Calismanin ilerleyen asamalarinda ise
tagiabilir sistemlere gecis yapmak amaciyla cep telefonu tabanli bir mikroskop
uretilmistir. Asagida kendiliginden diizenlenen yapilar ve kagit tabanli teknikler olmak

Uzere ¢alismanin amaci iki baslik halinde genel hatlar1 ile verilmistir.

SAMSs Teknigi Kullanilarak Glikoz Tayini

Kan sivilarinda glikoz tayininin yapilmasi, 6zellikle diyabet hastalarinda glikoz seviyesinin
siirekli takibi agisindan tani analizlerinde énemli bir analitik zorluktur (Reach ve Wilson,
1992). Kanda glikoz tayini icin elektrokimyasal, kolorimetrik, iletkenlik 6lgimu ve optik
yontemler kullanilarak farkli metotlar gelistirilmistir (Al-Ogaidi ve digerleri, 2014;
Rahman, Ahammad, Jin, Ahn ve Lee, 2010). Glikoz tayini icin genellikle enzimatik
sensorler kullanilmasina ragmen, bu yaklasimda karsilasilan en biiyiik problem enzimin
kararlilik problemidir (Antonisse ve Reinhoudt, 1998; S. Park, Boo ve Chung, 2006).
Enzimatik olmayan elektrokimyasal yontemlerin ise diigiik hassasiyet, secicilik ve bazik
pH bolgesinde galisma gibi bazi problemleri vardir. Bu yuzden glikoz molekdlleri icin yeni
taniyici sistemlere gereksinim duyulmaktadir (Beer ve Gale, 2001; Linton ve Hamilton,
1997; S. Park ve digerleri, 2006). Bu amagla kullanilan molekiiler tanima ajanlarindan biri
olan fenil boronik asit, sakkaritlerde cis-diol diizenlenmesini gerceklestirme yetenegi ve
sulu ortamda sakkaritlerle tersinir kovalent kompleks olusturabilmesi sayesinde ideal bir
sentetik yapidir (Bagudu, Lakowicz ve Geddes, 2006; Baker, Desikan ve Thundat, 2008;
Ciftci, Tamer, Teker ve Pekmez, 2013; Torun, Dudak, Bas, Tamer ve Boyaci, 2009). Fenil



boronik asit tlrevleri, UV-Vis absorbsiyon (Bagudu ve digerleri, 2006), floresanss
Olcimleri (Cubuk, Yetimoglu, Kahraman, Demirbilek ve Firlak, 2013; Swamy ve digerleri,
2005), elektrokimya (Aytac, Kuralay, Boyaci ve Unaleroglu, 2011; J. Li, Sun, Wei ve
Zheng, 2013), plazmonik sensorler (M. Lee ve digerleri, 2002; H. B. Liu ve digerleri,
2011), holografi ve SPR (M. C. Lee ve digerleri, 2004; Soh, Sonezaki ve Imato, 2003) gibi
cesitli caligmalarda sakkarit 6l¢iimi i¢in kullanilmistir. Sonug olarak fenil boronik asit
problari, kan gibi kompleks matrikslerde glikoz tayini igin tanima ajami olarak
kullanilmaktadir. Diisiik O6rnek hacmiyle c¢alisildiginda ve hedef molekiilin diisuk
konsantrasyonda tayin edilmesi gerektiginde Yiizeyde Gii¢lendirilmis Raman Spektroskopi
(YGRS) yiiksek hassasiyet ve segicilik saglar (De Guzman, Soper ve McCarley, 2010; Nie,
1997). Fakat YGRS tabanli analitik metotlar veya sensorler hala bir takim dezavantajlara
sahiptir. Bunlarin basinda gelen sebep, nanoyapilarin yiizeyleri ya da nanopartikiillerin
Raman aktivitelerinin kontrolliinde zorluk olmasidir (Bantz ve digerleri, 2011). YGRS’de
sinyal kuvvetlendirme genellikle nanoyapilarin yiizeyinde olusan elektriksel alan ile
saglandigi i¢in nanopartiklllerin aktiviteleri onemlidir. Bu sinirlama ylziinden givenilir ve
tekrarlanabilir YGRS tabanli bir analitik yontem gelistirmek ¢ok fazla ¢aba gerektirir. Van
Duyne ve grubu tarafindan YGRS y0Ontemi kullanilarak glikoz tayini gerceklestirilmistir.
Bu calismada dekantiyol ve (1-merkaptoundeka-1(-yl) tri (etilen)glikol) gibi alkan
tiyolatlar kullanilarak YGRS yoOntemiyle glikozun direkt tayinini gergeklestirmislerdir (K.
Ma ve digerleri, 2011; Nuzzo, Fusco ve Allara, 1987; Porter, Bright, Allara ve Chidsey,
1987). Alkil arayiiz fonksiyonel grubu, glikozun direkt tayini sirasinda glikoz yayilimini

artirmak i¢in kullanilmistir.

Kendiliginden diizenlenme teknigi (SAMSs), nanopartikul yizeyine biyolojik molekulleri
tutturmak igin kullanilan ytizey modifikasyonlarinda gesitli avantajlar saglar (Tamer ve
digerleri, 2013). Bu ydntem nanopartikiillerin yiizeyinde yapisal olarak yogun ve iyi
dizenlenmis tek tabakanin olusmasini saglar. Etanol ¢ozeltilerinde gergeklestirilen
deneysel prosediir, bir cok sensor tiirii icin uygulanabilir ve kolay bir prosediirdiir. Ornek
olarak 3-aminofenil boronik asit (3-APBA) SAM aracilig: ile altin bir elektrota baglanmis
ve 3-APBA ile bakteri arasindaki baglanmanin neden oldugu, Ol¢gum yizeyinin
kapasitansindaki degisim, boyuna akis sisteminde potansiyostatik bir metotla tayin
edilmistir (De Guzman ve digerleri, 2010). Bu metot bakteri tiirline se¢ici degildir ve
yalnizca 3-APBA’ya bakterinin baglanmasimi gosterir. Aromatik boronik asitlerle

sakkaritlerin olusturdugu kompleks, bir stabil ester gibi davranir ve baglanma sabiti



ortamin pH'ma, elektrolit konsantrasyonuna ve aromatik boronik asitin pKa degerine
baglhidir (Van Duyne, 2003). Ayrica hiicre duvarlar1 3-APBA molekillerine secici
kimyasal baglanma saglayan diol gruplarini igeren polisakkaritlerden olustugu ig¢in, 3-
APBA kullanilan bu metodun uygulamasi toplam bakterilerin hizli bir sekilde tayini icin
onerilmistir (Nuzzo ve Allara, 1983; Yonzon, Haynes, Zhang, Walsh ve Van Duyne,
2004). Bir baska caligmada ise, 11-merkaptoundekanoik asit (MUA) ve merkaptofenil
boronik asit (MBA) ile modifiye edilen altin nanopartikiiller hidrofobik kuvvetlerle poli(3-
oktiltiyofen) (POT) yiizeyine baglanmis ve hazirlanan POT-Au-SAM elektrot glikoz tayini
icin boronik asit/dekan tiyol tabakasinda glikozun dagilimma dayanan enzimatik olmayan
potansiyometrik glikoz sensorii olarak kullanilmistir (Cift¢i ve Tamer, 2012). Benzer bir
yaklagimla aragtirma grubumuzda yiiriitiilen bir ¢aligmada, yeni bir organik iletken polimer
elektrot  (poli(3-aminofenilboronik asit-co-3-oktiltiyofen)) da glikoz tayini igin
kullanilmigtir  ve  sensoriin  analitik  performansi  potansiyometrik  Ol¢iimlerle
degerlendirilmistir (Cift¢i ve digerleri, 2013). Diger bir ¢alismada, glikozun diol gruplari
ve boronik asit arasinda kompleks olusumu esasina dayali glikoz tayini icin Ag@Au-—
grafen oksit nanomateryalde MBA bulunduran bir sensor gelistirilmistir (Gupta ve
digerleri, 2013).

Yiritilen tez calismasi kapsaminda ilk olarak, kendiliginden diizenlenme teknigi ile
modifiye edilen altin yiizeyine, yine kendiliginden diizenlenme teknigi ile modifiye edilen
altin nanoparcaciklar baglanarak bir sensér hazirlanmis, glikozun secici ve hassas olarak
tayini icin bir YGRS platformu olusturulmustur. Dekantiyol (1-DT) ve 4-merkaptofenil
boronik asit (4-MBA) tek tabaka olarak altin kapl yiizey ve altin nanopartikiiller tizerinde
diizenlenmistir. Daha sonra hidrofobik etkilesimlerle mofiye altin kapl yilizey iizerinde
modifiye edilmis SAM altin nanopartikiillerin baglanmasi saglanmistir. Hazirlanan bu
YGRS platformu, glikoz ve yiizey arasinda kompleks olusumunu esas alan bir yaklasimla,

glikoz tayini i¢in kullanilmastir.

Hazirlanan YGRS platformu, doniisiimlii voltametri, degme agis1 6lgtimleri, atomik kuvvet
mikroskobu (Atomic Force Microscopy-AFM), ve Raman spektroskopi yontemleri ile
karakterize edilmistir. Ayrica bu YGRS platformu plazma 6rneginde glikoz tayini icin de

kullanilmastir.



Kagit tabanli mikrocipler ile glikoz ve kanser biyobelirtec tayini

Kan sivilarinda kiiciik molekiillerin tayini, klinik tanida hala 6nemli bir analitik zorluktur.
Genellikle tam kan matriksinden serum ya da plazmanin ayrilmasi islemi santrifj etme
(Frank, Shubha ve D’Souza, 2012) ve sedimentasyon (Kersaudy-Kerhoas, Dhariwal,
Desmulliez ve Jouvet, 2010) ile gergeklestirilir. Fakat bir ¢ok biyolojik test i¢in kullanilan
bu ayirma yontemlerinde yiiksek miktarda 6rnek hacmine, uzman personele ve pahali
ekipmanlara ihtiya¢c duyulur (Minnikanti, Gangopadhyay ve Reyes, 2014). Bu ylzden
ornek hacmini, analiz maliyetini ve zamanin1 azaltmak i¢in alternatif analiz metotlar1 ve
sensorlere ihtiya¢ duyulmustur. Bu alternatif yontemlerden bir tanesi de mikro akigkan
sistemlerdir (Chin, Linder ve Sia, 2007; Whitesides, 2006). Mikro akiskan sistemler diisiik
maliyetli olmasi, hizli analiz imkani saglamasi ve diisik 6rnek hacmine gereksinim
duyulmasi agisindan, tam kan analizlerinde tercih edilirler (Crowley ve Pizziconi, 2005).
Zweifach-Fung etkisi (S. Yang, Undar ve Zahn, 2006), hidroforetik filtrasyon (S. Choi,
Song, Choi ve Park, 2007), hidrodinamik filtrasyon (YYamada ve Seki, 2005) ve ¢apraz akis
filtrasyon (X. Chen, Cui, Liu ve Li, 2008; VanDelinder ve Groisman, 2006) gibi mikro
akigskan sistemler kan analizleri i¢in kullamilmistir. Yine de bu tlr mikro akigskan cipler,
ornegin kanal boyunca akisini saglamak i¢in siringa pompasi kullanimi gibi bir takim ek
aparatlara ihtiyag duymaktadirlar (Songjaroen, Dungchai, Chailapakul, Henry ve
Laiwattanapaisal, 2012). Bu ylzden kagit tabanli mikro akiskan sistemler, kisa analiz
sliresinine sahip olmasi agisindan yeni ve alternatif bir yaklagim olarak distiniilebilir (X.
Li, Tian, Garnier ve Shen, 2010; Martinez ve digerleri, 2008). Bu sistemler, kagit
yiizeyinde mikro akigkan kanallarin diizenlenmesiyle hazirlanirlar (X. Li, Tian, Garnier ve
digerleri, 2010; R. Lu, Shi, Jiang, Qin ve Lin, 2009; Martinez ve digerleri, 2008). Kagit
tabanli mikro akiskan c¢ipler maliyetinin diigiik olmasi, kullaniminin kolay olmasi,
taginabilir olmasi ve tek kullanimlik olmasi gibi ¢esitli avantajlara sahiptir (Y. Lu, Shi, Qin
ve Lin, 2010) ve medikal amagh ¢ip tretimi i¢in gelecek vaat etmektedir (Martinez ve
digerleri, 2008; Ren, Zhou ve Wu, 2013). Bdtiin bunlara ek olarak, ylizey-hacim oraninin
onemli derecede biiylik olmasi sayesinde kan analizleri gibi yiizey etkilesimine dayanan

uygulamalar i¢in bir avantaj saglar (Ren ve digerleri, 2013).

Kagit tabanli mikro akiskan ¢iplerin tlretilmesi i¢in genellikle tam seliiloz iceren kagitlar
kullanilir. Ote yandan nitro seliiloz membran (NC) kullanilarak iiretilen kagit tabanli mikro

akiskan ciplerin sagladigi bazi avantajlar vardir. NC membranlar Van der Walls etkisi,



hidrojen baglar1 ve yiik etkilesimleri sayesinde proteinleri tutma o6zelligine sahiptir ve
boylece biyolojik matriksten proteinlerin ayrilmasina olanak saglarlar (Y. Lu ve digerleri,
2010). Ayrica membranin g6zenekli yapist proteinlerin ideal olarak ayrimimi saglar ve
ginimizde Western blotting (Han ve digerleri, 2008), enzim bagli immunosorbent assay
(ELISA) (Hou, Chen, Cheng ve Huang, 2007) ve altin partikiillerle hazirlanmig test
stripleri (Lisa, Chouhan, Vinayaka, Manonmani ve Thakur, 2009) gibi cesitli
uygulamalarda kullaniimaktadir. Ayrica NC membran, 6rneklerden Kirliliklerin ayrimi igin
de kullanilabilir. NC membranin mikro kanallar1 boyunca akis, oldukga purlzsiz yuzeyi

sayesinde daha kararli ve tekrarlanabilirdir (Y. Lu ve digerleri, 2010).

Mikro akigkan sistemler igin, uygulanabilir tayin metotlar1 kolorimetrik, optik ve
elektrokimyasal tayin metotlaridir (X. Li, Ballerini ve Shen, 2012; Ren ve digerleri, 2013).
Bu yontemler arasinda en ¢ok tercih edilen yontem kolorimetrik metottur. Bu metot az
saylda ekipman kullanimi ve test hatlarinin fotografini ¢ekerek teletip igin uygulanabilirligi
sayesinde ticari amagla kullanim igin en uygun strateji olarak goriilmektedir (Martinez ve
digerleri, 2008; Ren ve digerleri, 2013). Bunun disinda, son on yil boyunca yizeyde
giiclendirilmis Raman sag¢ilmasi (YGRS) tabanli sensdrler yiiksek hassasiyet ve secicilik
saglamigtir (Guerrini ve Graham, 2012; Lyandres ve digerleri, 2005; X. Zhang, Young,
Lyandres ve Van Duyne, 2005). Cesitli mikro akigskan sistemler de laboratuvar ve saha
analizleri icin YGRS substratlar1 olarak gelistirilmistir (Lim, Hong, Chung, deMello ve
Choo, 2010; G. L. Liu ve Lee, 2005; M. Wang, Benford, Jing, Coté ve Kameoka, 2009).
Genellikle bu YGRS tabanli mikro akigkan sistemler, metal nanoyapilarin mikro tretimi
ile hazirlanir ve birgok uygulamada nano yapilarin Uretimine ihtiya¢c duyulur. Bu durum
ornek basina diistiniildiigiinde yiiksek maliyetli ve zaman alicidir (Yu ve White, 2010).
Biitlin bunlar g6z oniinde bulunduruldugunda kagit tabanli mikro akiskan sistemler diisiik

maliyetli olmasi ve iiretim kolaylig1 agisindan alternatif olarak diisiiniilebilir.

Kagit tabanli mikrogipler ile glikoz tayini

Mevcut sistemler yliksek maliyetli ve zaman alic1 oldugu i¢in tam kan 6rneginde glikoz
tayini i¢in yeni bir yontem gelistirilmesi hedeflenmistir. Calismanin ikinci agsamasi olarak
diistintilen bu boliimde tam kan 6rneginde glikoz tayini i¢in mum baskilama ydntemi
kullanilarak kagit tabanli bir ¢ip tlretilmistir. Hidrofobik kanallar mum yazici kullanilarak

nitroseliiloz membran {izerinde olusturulmustur. Kagit tabanli mikro akigskan ¢ipin kan



matriksinden kan hiicrelerinin ve proteinlerin hapsedilerek ayrilmasi i¢in kullanilabildigi
ispatlanmistir. Bu amagla, altin nanopartikiil ylizeyinde 4-MBA ve DT molekdlleri ile tek
tabaka olusturulmustur. Modifiye edilmis altin nanogubuklar YGRS 6&l¢lim alanini
olusturmak iizere damlatip kurutma teknigi kullanilarak kagit yiizeyine uygulanmistir.
Hazirlanan kagit tabanli mikro akiskan ¢ip tam kan Orneginde glikoz tayini igin
kullanilmigtir. Kagit tabanli ¢ip taramali elektron mikroskobu (SEM) ve Raman

spektroskopi kullanilarak karakterize edilmistir.

Kagit tabanli mikrogipler ile kanser biyobelirteg tayini

Kanser diinyanin heryerinde hala iizerinde ¢ok fazla calisilmasi gereken biiyiik bir saglik
problemidir. Kanser hastaliginin yaygin olmasi, bircok kanser tirinin yuksek 6lim
oranlartyla sonuglanmasi ve tedavi sonrasinda hastaligin tekrarlamasi gibi nedenler
dolayist ile bu konu iizerinde yapilan ¢alismalar yogunluk kazanmaktadir. Kanser tanis1
icin kullanilan gesitli yontemler bulunmaktadir. Bunlarin yani sira, bazi kanser tiirlerini
belirlemek, tanimlamak ve tedaviyi planlamak igin  kanser biyobelirtegleri
kullanilmaktadir. Ciinkii kanser biyobelirteclerinin seviyesindeki artig kanser varligini
gosterebilir. Ayrica tanist yapilmis bir kanser i¢in de tedaviye baslamadan once kanser
biyobelirteg seviyesinin Ol¢iilmesi uygun tedavinin planlanmasi asamasinda yardimci
olmaktadir. Bazi kanser tiirlerinde kanser biyobelirteg seviyesi hastaligin asamasi hakkinda
bilgi verir. Ayrica kanser biyobelirtecleri kanser tedavisi boyunca da periyodik olarak
oOlgiilerek hastaligin seyri takip edilebilir. Burada kanser biyobelirte¢ seviyesindeki diisiis
ya da biyobelirtecin normal seviyeye donmesi, hastanin tedaviye cevap verdigini
gosterirken seviyede hic bir degisikligin olmamas1 ya da artis yasanmasi tedaviye cevap
almamadigimi gosterebilir. Bunun disinda kanser biyobelirtecleri tedavi sonrasinda

hastaligin niiksedip niiksetmedigini degerlendirmek amaciyla da dl¢iilebilir.

Bu ¢aligmada yaygin olarak rastlanan kanser tiirlerine isaret eden kanser biyobelirtecleri ile
caligmaya karar verilmistir. Sekil 1.1’de (OECD Health Statistics 2016) OECD iilkelerinde
kanser tiirlerine gore 6lim oranlari verilmistir. Uluslararas1 Kanser Ajanst (IARC) ve
Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiitii (OECD) verilerine gore diinya ve Tiirkiye’de en
yaygin kanser tlirleri meme kanseri, akciger kanseri, kolon kanseri ve prostat kanseridir.
Bu kanser tiirlerinin erken tanisi hastalarin yasamlarima devam ettirmelerini saglamak

acgisindan oldukca 6nemlidir.



Erkek Kadin
Mide Mide
Kolon Digerleri Kolon
. . 107 o
Digerleri
36.2 & Karaciger e ;5 Pankreas
5% Ppankreas
Akciger
92 49
146
Prostat Akciger Over

Meme

Sekil 1.1. Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiitii Glkelerinde kanser tiirlerine gére ¢liim oranlari

Kanser biyobelirtecleri kanda veya dokularda bulunan molekillerdir ve seviyeleri direkt
olarak kanser agsamalariyla ilgilidir. Bu ylizden kanser biyobelirtecleri erken tani ve hasta
icin uygun tedavinin degerlendirilmesinde 6nemli rol oynar. Genel olarak kanser tirleri ve
bu tiirlerle iligkili kanser biyobelirtegleri Cizelge 1.1°de (Tothill, 2009; J. Wu, Fu, Yan ve
Ju, 2007) verilmistir. Goriildigii gibi bir¢ok kanser tiirli birden fazla kanser biyobelirtecine
sahiptir ve birgok kanser biyobelirteci de birden fazla kanser tiiriine isaret edebilir. Bu
yiizden kanser biyobelirteclerinin ¢oklu analizi dogru kanser tiiriinii belirlemek agisindan

oldukca 6nemlidir.

Cizelge 1.1. Kanser turleri ve ilgili biyobelirtegler

Kanser turleri Biyobelirtecler

Karaciger kanseri AFP, CEA

Kolon ve pankreas kanseri CEA, CA19-9, CA24-2

Mide kanseri CA72-4, CEA, CA19-9

Yemek borusu kanseri SCC

Akciger kanseri CEA, CA19-9, SCC, CYFRA21-1, NSE
Meme kanseri CA15-3, CA125, CEA, CA27-29
Epitelyal over kanseri CA125, AFP, hCG, CEA

Trofoblastik kanser SCC, hCG

Prostat kanseri PSA

Kan kanseri Kromazomal anormallikler

Testis kanseri AFP, hCG, CAGE-1, ESO-1

Mesane kanseri BAT, FDP, NMP22, HA-Hase, BLCA-4, CYFRA 21-1

Calismada tek kanser tiiriine isaret eden farkli biyobelirteg tayinleri yapilabilecegi gibi

farkli kanser tiirlerine isaret eden biyobelirte¢ tayini de yapilabilir. Bu tez g¢alismasinda



meme kanserine isaret eden CEA, CA15-3, CA125 ve CA27-29 biyobelirteglerinin tayin

edilmesi amaclanmistir.

Bilindigi iizere giinlimiizde klinik olarak meme kanserinin tanisi i¢in kullanilan bazi
teknikler mevcuttur. Bunun i¢in kullanilan geleneksel yontemler, mamografi ve manyetik
rezonans goruntileme (MRI) gibi tekniklerdir. Fakat bu teknikler hastalarin radyasyona
maruz kalmasi, yiiksek maliyete sahip olmalari, kalifiye elemana ve karmasik cihazlara
ihtiyag duyulmasi gibi bazi sinirlamalara sahiptir (Kloten ve digerleri, 2013). Bunun
yaninda yanlis sonu¢ alinmasi olasiligi da vardir. Mamografi ve MRI yontemlerinin
siirlamalar1 yuzinden, meme Kkanserinin tanisi igin farkli yontemler gelistirilmesine
ihtiya¢ duyulmaktadir. Ek olarak, son zamanlarda kanda ve dokularda bulunan molekdler
biyobelirteglerin seviyelerinin tayin edilmesine dayali yontemler {izerinde calisilmaktadir.
Bunun igin bazi ELISA kitleri mevcuttur ve bunlardan bazilart Cizelge 1.2°de
listelenmistir. Cizelge 1.2 incelendiginde kullanilan kitlerin maliyetli oldugu ve uzun
analiz sirelerine ihtiya¢ duyuldugu goriilmektedir. Bunlarin yaninda bu kitler yalnizca

arastirma amacl kullanilmaktadir.



Cizelge 1.2. Meme kanseri biyobelirtecleri igin ticari ELISA kitlerinin karsilastiriimasi

Kanser biyo- Kanser Antijen Kanser Antijen Kanser Antijen Karsino-
belirtecleri 27-29 embriyonik
15-3 (CA 15-3) 125 (CA 125) antijen (CEA)
(CA 27-29)
ELISA Kit ELISA Kit ELISA Kit ELISA Kit
Metot tiru Sandvi¢ ELISA  Sandvig ELISA Sandvig ELISA Sandvig ELISA
Reaktivitesi Insan Insan Insan nsan
Ornek tirii Serum Serum Serum Serum
Miktari 96 test 96 test 96 test 96 test
Tayin arali@n  ~ 3 - 450 U/mL ~4muU - 1000 U/mL 0,6 - 600 U/mL  ~0,02 - 250 ng/mL
Hassasiyeti 0,8 U/mL 4 mU/mL 0,25 U/mL 0,007 ng/mL
Ornek hacmi
50 10 50 50
(uL)
Analiz suresi 15 15 15 15
(saat)
Tayin metodu  Kolorimetrik Kolorimetrik Kolorimetrik Kolorimetrik
Dalgaboyu 45, 450 450 450
(nm)
Antibodies, Alpco, Calbiotech, Abcam, USCN,
Eirmalar MyBioSource, RayBiotech, Demeditec, RayBiotech,
Cusabio,Proteog MyBioSource, Biorbyt, Cusabio, Calbiotech,
enix Calbiotech Abcam Antibodies
Maliyeti $570- 1,027 $ 350 - 480 $200-1,131 $ 350 - 475

Gelencksel yontemlerin sinirlamalart yiiziinden biyobelirte¢lerin tayini igin literatlrde

basta elektrokimyasal ve optik olmak iizere gesitli yontemler rapor edilmistir. Cizelge
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1.3’te kanser biyobelirteglerinin tayini i¢in gelistirilen yontemler oOzetlenmistir. Bu
caligmada oOncelikli olarak tayini planlanan karsinoembriyonik antijen (CEA) igin,
literatiirde bazi elektrokimyasal ve optik ¢alismalar gerceklestirilmistir. Bunun yaninda
YGRS teknigi kullanilarak da CEA tayini yapilan bir ¢alisma mevcuttur. Diger kanser
biyobelirtecleri icin ise elektrokimyasal, optik, PCR ve ICP-MS gibi yontemler rapor

edilmistir.

Cizelge 1.3. Calisilmasi planlanan kanser biyobelirtegleri igin teshis sinir1 (LOD) degerleri ile

birlikte literatir 6zeti

Kanser Biosensor Biyosensor turi Teshis sinir1 Referans
biyobelirte¢c yontemi (LOD)
CEA Elektrokimyasal AuUNP 0,8 fg/ml Biosensors and
(tampon ¢ozeltide)  Bioelectronics 26 (2011)
3219-3226
Elektrokimyasal Elektrokimyasal 1,7 pg/ml Electrochimica Acta 112
immunosensor (tampon ¢ozeltide)  (2013) 473-479
YGRS Oyuk AuNP 0,1 pg/ml Biosensors
(tampon ¢ozeltide)  andBioelectronics 26
(2011) 2135-2141
Optik Ag@Au CSNP 35,6 pg/ml Sensor and Actuators B
(tampon ¢ozeltide) 191 (2014) 396-400
Optik Kemiliminesan 5,0 pg/ml Analytica Chimica Acta
immunosensor (tampon ¢ozeltide) 766 (2013) 94-99
Optik Mikro elektro 0,02 ng/mL Biosensors and
mekanik sistem (serumda) Bioelectronics 24 (2009)
(MEMS) 3622-3629
Platformu-Floresans
Qdot etiket
Optik Coklu floresanss 0,36 ng/mL Talanta 92(2012) 72-77
Polarizasyon (tampon ¢ozeltide)
immiinoassay
(CdTe/CdS QDOTs)
CA125 Elektrokimyasal Kapiler 1,29 U/ml Anal. Chem. 75 (2003)
elektroforetik cams1 ~ (tampon gozeltide)  5429-5434
karbon elektrot
Optik Mikro elektro- - Biosensors and
mekanik sistem Bioelectronics 24 (2009)
(MEMS) platformu 3622-3629
CA15-3 Elektrokimyasal Antikor 5,0 U/ml Chem J Chin Univ. 25
fonksiyonelize sol- ~ (tampon ¢ozeltide)  (2004) 425
jel film
PCR Karbon nanotip 0,0001U/ml J Mater Sci: Mater Med
(tampon ¢ozeltide)  (2014) 25:101-111
CA27-29 - Planlanan ¢aligma ile benzer bir yonteme rastlanmamustir.
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Kanser biyobelirteglerinin vicutta herhangi bir timor bulunmadigr durumlarda kanda eser
seviyede bulundugu belirtilmistir. Cizelge 1.4’te insan kaninda, g¢alisilmasi planlanan
kanser biyobelirteglerine ait esik seviyeleri verilmistir (Y.-E. Choi, Kwak, ve Park, 2010;
Tothill, 2009). Vicutta kicuk bir timor olusmaya basladiginda kandaki biyobelirteg
seviyelerinde artig olmaktadir. Bu sebeple erken tani igin gelistirilen yontemlerin teshis
siirt (LOD) olduk¢a onemlidir. Daha Once yapilan ¢alismalara gore kan ornekleri ile

calisildiginda literatiirdeki en diisiik teshis sinirlar1 Cizelge 1.4’te verilmistir.

Cizelge 1.4. Kan orneklerinde kanser biyobelirtecleri igin teshis sinir1 (LOD) ve esik degerlerinin
karsilagtirilmasi

Kanser tird Farkh kanser Kandaki esik Onceki ¢calismalarda elde
tiirlerine isaret eden  degerleri edilen en diisiik LOD
biyobelirtecler degerleri

Karaciger, pankreas,
mide, akciger, meme, CEA 3 ng/ml - 5,0 pg/ml
over kanserleri

Meme ve over

kanserleri CA125 0,035 U/ml -1,29 U/ml
Meme kanseri CA15-3 25 U/ml - 0,0001U/ml
Meme kanseri CA27-29 38 U/mL -

Biyobelirteg tayini icin literatirde mikroakiskan sistemleri kullanarak gelistirilen birgok
yontem de mevcuttur. Bilindigi gibi mikroakiskan sistemlerin hazirlanmasinda en yaygin
kullanilan materyal polidimetilsiloksan (PDMS)’dir. Bunun yaninda perfloropolieter
(PFPE), poly(metil metakrilat) (PMMA), polikarbon (PC) ve kagit ¢ipler de
kullanilmaktadir. Bu biyosensorlerin kullanildig1r tayin metotlar1 genellikle optik ve
elektrokimyasal metotlardir. Literatlrde yapilan biyosensor sistemler avantaj ve

dezavantajlari ile birlikte Cizelge 1.5’te 6zetlenmistir (Luka ve digerleri, 2015).
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Cizelge 1.5. Farkl biyosensor sistemlerinde kullanilan malzemenin avantajlar1 ve dezavantajlart

Mikroakiskan Tayin yontemi Avantajlari Dezavantajlar:
tard
PDMS »Optik »Optik gegirgen »>Vana ve pompaya
>YGRS »Diisiik maliyetli ihtiyag duyulur
- »Ancak laboratuvarda
»SPR » Otofloresanssi diisiik iretilebilir
»Elektrokimyasal »Biyolojik analizlerde S
y yuksik OJrnek hacmi »Organik ¢dzlclerle
> Kemilliminesans icin UvaUn sigmesi kullanimini
> MEMS Gnuyg sinirlar
> Uretimi icin temiz
oda altyapis1 gerekir
PFPE »MEMS »Diisiik maliyetli »Diisiik yapisma
>Optik >Esneklik ve tek ozelligi yuzeylere
. e baglanmasini
kullanimlik 6zelligi
zorlagtirir
> Yksek gaz
gecirgenligi
»Diisiik toksik 6zellik
Termoplastik »PCR »Diisiik maliyetli » Coziiniirliikleri bazi
cipler > Optik > Tek kullanimlik zgglrgirl‘é'r‘l:‘zgfﬁ”'k
PMMA ve PC - . .
»Diisiik 1s1 iletkenlik > Diisiik hassasiyet
»Mekanik kararlilik ve
optik seffaflik
(PMMA)
»>Yuzey
modifikasyonu nispeten
basit (PMMA)
Kagit tabanli »Optik »En diisiik maliyetli »Uzun optimizasyon
cipler > Elektrokimyasal sistem siiresi gerektirir
» Tek kullanimlik ve

»Kemiliminesans
>MEMS

geri doniigiimlU

» Tagmabilir, kiigik,
basit

»Hassas, hizli ve
saglam

»Kullanim kolayligi

»Genis sicaklik ve
zaman araliginda
oldukca kararli
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Her yontem bir takim avantaj ve dezavantajlara sahiptir fakat kagit tabanli mikro akigkan
sistemler diger yoOntemlere gore oOzellikle diisiik maliyetli olmasi acisindan daha
avantajlidir. Ayrica taginabilir sistemlere de uyumlu oldugu i¢in ¢calismada kagit tabanli bir

sistem kullanilmasina karar verilmistir.

Kagit tabanli biyosensorler olarak dipstikler, yatay akis test stripleri ve kagit tabanli
mikroakigkan sistemler kullanilmaktadir (Claudio Parolo ve Arben Merkogi, 2013). Bu
sistemler arasinda uygulanabilirlikleri agisindan bir takim farkliliklar vardir. Dipstiklerin
dizaym1 kolay fakat optimizasyon siiresi uzundur ve ayrica kantitatif caligmalarda
kullanima uygun degillerdir. Kagit tabanli mikroakiskan sistemler az hacimde numune ile
calisma imkani saglar ve kantitatif ¢alismalar i¢in uygundur. Yatay akis test stripleri ise
nispeten daha fazla 6rnek hacmine ihtiyag duyar fakat bununla beraber kantitatif
caligmalara uygundur. Kagit tabanl biyosensorler bir¢ok ¢alismada kullanilmistir fakat
genellikle floresanss goriintiileme yapmak icin dijital kameralar veya lazer taramali

mikroskop kullanilmistir.

Bu caligmada kuantum nokta (Qdot) tabanli bir sandvi¢ assay tasarlandigi igin en uygun
biyosensor olarak yatay akis test stripleri secilmistir. Ayrica hazirlanan yatay akis test
striplerinin analizi i¢in de bir cep telefonu tabanli floresans mikroskop tasarlanmistir.
Burada tam kan 6rneginde CEA protein molekiilleri hazirlanan yatay akis test stripleri ile
yakalanmis ve cep telefonu tabanli floresanss mikroskop ile de veriler toplanmistir.
Sonuglar test hatlarindaki sinyal siddetinin kontrol hatlarindaki sinyal siddetine orani
alinarak hesaplanmis ve degerlendirilmistir. Gelistirilen bu biyosensor siStemi hizli tan

testlerinde kullanilabilecek potansiyelde diisiik maliyetli bir sistemdir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Biyosensorler

Biyosensor, molekiiler tanimada kullanilan biyoanalitik aracglar olarak tanimlanir.
Biyosensor teknolojisinde en 6nemli bilesen biyolojik yapilarla etkilesebilecek olan
biyolojik materyaldir. Bu biyomateryaller nano yapilar veya c¢esitli yiizeyler olabilir.
Biyomateryallerin kullanimi ile yiiksek segicilige sahip, hassas ve hizli sonu¢ veren
sistemler hazirlamak miimkiindiir. ~ Asagida biyosensor teknolojisinde kullanilan

nanoyapilardan bazilar1 agiklanmistir.

2.1.1. Nanopartikuller

Altin nanopartikiller

Metal nanopartikiiller, sensor yiizeyine tutunan molekiillerin miktarini artirma yetenekleri
agisindan biyosensor araglarinin tiretimi ig¢in olduk¢a caziptirler (Putzbach ve digerleri,
2013). Genel olarak, altin, giimiis ve bakir nanopartikiiller kullanilmaktadir. Kolloidal altin
biyosensor teknolojinde en ¢ok kullanilan nanoyapilardan birisidir. Altin nanopartikiillerin
yapist ve biyiikligii, uygulanan sentez yontemine bagli olarak degistirilebilir (Y. Li ve
digerleri, 2010). Altin nanopartikiiller genellikle sulu ¢6zeltilerde muhafaza edilirler. Altin
nanopartikiiller giiglii yiizey plazmon rezonansi 6zelligi ile goriintiileme etiketi olarak
kullanilirlar. Ayrica organik boyalardan daha iy1 absorbsiyon ve sagilma bantlarina sahiptir
(P. K. Jain ve digerleri, 2006). Bundan baska altin nanopartikiillerin biyouyumlulugu ve
diisik sitotoksik ozelligi kanitlanmistir (Connor ve digerleri, 2005). Altin
nanopartikiillerin baska bir 06zelligi ise boyutlarina bagli olarak optik 0Ozelliklerin
degismesidir. Boyutlarina ve sekillerine gore altin nanopartikiiller goriiniir bolgeden yakin

infrared bolgesine kadar olan 15131 absorblayabilir ve sagabilirler (Choi ve digerleri, 2010).

Altin nanopartikiil sentezinde kullanilan en yaygm yontem sitrat kullanilarak yapilan
indirgeme yoOntemidir. Bu yontemde nanopartikiller bilinen miktarda sitrat ¢6zeltisinin
kaynayan kloroaurik asit (HAUCIs) ¢ozeltisine ilave edilmesiyle sentezlenir. Boylece altin
nanopartikiillerin biiyiikliigii sitrat ve altin tuzu arasindaki oran ayarlanarak kolaylikla

kontrol edilebilir (Daniel ve digerleri, 2004; Sai ve digerleri, 2009; Turkevich ve digerleri,
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1951) ve 12-100 nm boyutlar1 arasinda kiiresel nanopartikiiller elde edilebilmektedir.
Ayrica altin nanopartikiillerin sentezi, sodyum bor hidriir kullanilarak da gergeklestirilir.
Buradaki sentez altinin sodyum bor hidriir ile indirgenmesi esasina dayanir. Sodyum bor
hidrir ile indirgeme sonucunda 2-10 nm boyutunda kiresel nanopartikil elde
edilebilmektedir. Elde edilen bu partikiiller farkli sekil ve biiyiikliikteki partikiilleri
sentezlemek igin g¢ekirdek olarak da kullanilabilmektedir (Perrault ve digerleri, 2009).
Fakat altin ¢ubuk sentezi daha karmasiktir ve ancak son on yilda basarili bir sekilde
gerceklestirilmistir. Altin ¢ubuk sentezinde cesitli yontemler kullanilmaktadir. Bu
yontemler kimyasal, elektrokimyasal (Chang ve digerleri, 1997; Chang ve digerleri, 1999),
ve fotokimyasal (F. Kim ve digerleri, 2002) yontemlerdir.

Altin nanopartikiillerin sentezi

Kimyasal yontem

Bu yontemler arasinda en yaygin olarak kullanilan yontem kimyasal olarak gerceklestirilen
cekirdek buyitme yontemidir. Bu yontem ilk kez 2001°de Suh ve arkadaslari tarafindan
gergeklestirilmistir (Suh ve digerleri, 2001). Yapilan ¢alismada, gekirdek ¢ozeltisi sodyum
sitrat varliginda sodyum bor hidriir (NaBH4) ile altin tuzunun (HAuCls) indirgenmesiyle
hazirlanmistir. Burada sentezlenen kiiresel nanopartikiiller yaklasik 3-4 nm boyutundadir.
Daha sonra, altin nanogubuk olusumunu saglamak igin bu g¢ekirdek ¢ozeltisi, yiizey aktif
madde olarak setil trimetil amonyum bromiir (CTAB), indirgeme ajani olarak askorbik
asit, sekil olusumunu baslatmasi icin AgNOs ve HAUCI4 igceren bir buyitme c¢ozeltisine
ilave edilmistir (Cao ve digerleri, 2014). Buradaki nanogubuklarin kimyasal sentezi, glimiis
iyonu varliginda altin ¢ekirdeklerin iizerine katyonik ylizey aktif maddenin kaplanmasi ve
ortamdaki altinin askorbik asit ile indirgenerek ¢ekirdeklerin ylizeyinde birikmesi olarak
aciklanabilir (Sau ve digerleri, 2004). Literatiirde mekanizma ¢ok net agiklanamamistir
fakat potansiyel alti depozisyon mekanizmasi rol oynamaktadir. CTAB molekulleri ve
giimlis atomlari, nanogubugun koselerini ve kenarlarini olusturan yiizeylerine adsorbe
olmaktadir (Mitamura ve digerleri, 2009). CTAB molekiillerinin ve giimiis atomlarinin bu
sekilde yerlesmesi, ¢ekirdek ylizeyine adsorbe olan altin ile olusan nanopartiikiiliin cubuk

seklinde diizenlenmesini saglar.
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Altin nanogubuklar, biiyiitme c¢ozeltisine ilave edilen ¢ekirdek c¢Ozeltisinin hacmine,
indirgeyici ajan, ylizey aktif madde ve giimiis ¢ozeltisinin derisimlerine, ortam sicakligina
ve nanogubuk olusumu i¢in beklenen siireye bagli olarak farkli boyutlarda

sentezlenmektedir.

Elektrokimyasal yontem

Wang ve caligma arkadaglari, 1990’larda altin nanogubuklarin ¢ift elektrotlu bir
elektrokimyasal hiicre igerisinde organik bir ¢oziiclide sentezini gergeklestirmistir. Burada
altin metal plaka anot olarak kullanilmistir ve katot olarak kullanilan platin plaka katyonik
yuzey aktif madde olan CTAB ve tetradodesil amonyum bromir (TCAB) iceren elektrolit
cozeltisine daldirilmistir. Elektrolizden Once az miktarda aseton ve siklohekzan da
elektrolit ¢ozeltisine eklenmistir. Aseton misel yapinin bozulmasi, siklohekzan ise ¢ubuk
sekillerinin olusmasi i¢in gereklidir (Chang ve digerleri, 1999). Elektroliz boyunca, altin
metal anot, katoda go¢ eden AuBrs’i olusturmak {izere harcanir. Burada altin
nanogubuklar1 dagitmak ve elektroliz boyunca katottan uzak tutmak ig¢in ultrasonikatore
ihtiya¢ duyulur. Altin nanocubuklarin boyutu, platin elektrodun arkasinda yer alacak
sekilde bir giimiis plaka elektrotun ¢6zeltiye daldirilmasi ile kontrol edilir (Cao ve
digerleri, 2014).

Altin nanogubuklarin boyutlarinin, anotta liretilen altin iyonlar1 ve giimiis plaka arasindaki
redoks tepkimesinden elde edilen glimiis iyonlarinin derisimi ve salinim orani ile iliskili
oldugu bulunmustur. Ama yine de, sentez mekanizmasi 6zellikle de glimiis iyonlarinin rolu

hala tam olarak anlagilamamistir (Cao ve digerleri, 2014).

Fotokimyasal yontem

Altin nanogubuklar1 sentezlemek i¢in kullanilan bir diger yontem ise fotokimyasal
yOntemdir. Yang ve ¢alisma arkadaslar1 (F. Kim ve digerleri, 2002) ¢aligmalarinda, altin
nanogubuklar1 altin tuzu, CTAB ve TCAB yiizey aktif madder, glimiis nitrat, aseton ve
hekzan iceren blyltme ¢dzeltisini 254 nm UV 15181 ile uyararak sentezlemislerdir. Burada
UV 15131 Au*"ii Au®a doniistiirmek icin indirgeme ajan1 olarak kullanilmistir. Uretilen
altin nanogubugun boyutu biiyiitme c¢ozeltisindeki glimiis iyonlarmin derisimine baglh

olarak degistirilebilir. Bu reaksiyon 24 saatten fazla siirmiistiir (Cao ve digerleri, 2014). Bu
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kadar uzun siire UV 1sinlarina maruz kalan nanogubuklarin yapisinin bozularak kiresel
forma dondiigii gozlemlenmistir. Fakat kuvvetli bir 1smlama ile siire kisaltilirsa bu
bozunma bir miktar azaltilabilmektedir (Mitamura ve digerleri, 2009). Ayrica, 300 nm UV
15181 ile optik yogunluk artirilarak altin nanogubuklarin boyutunu uzatmanin miimkiin
oldugu bulunmus ve boylece sentez siiresi kisaltilmistir (Cao ve digerleri, 2014; Miranda

ve digerleri, 2005).

Nanogubuklar, kiire nanopartikiillere kiyasla optik 6zellikleri bakimindan daha belirgin ve
secicidirler. Kiire nanopartikiiller icin plazmon salinimi kiiresel simetriden dolay1
izotropiktir (Sekil 2.1). Fakat boy-en orani 1 ile 20 arasinda degisen nanogubuklar i¢in
salmimlar nanogubuklarin uzun olan kenarlar1 (boyuna plazmon bandi-longitudinal
plasmon band) ve kisa olan kenarlari (enine plazmon bandi-transverse plasmon band) igin
ayr1 olarak gergeklesmekte ve dolayisi ile Sekil 2.2.a ve b’de (Cao ve digerleri, 2014)
gorildiigli gibi nanogubuklarin degisen boy-en oranlari ile iki farki plazmon bandi

gOzlenmektedir (Murphy ve digerleri, 2008).

Elektriksel alan
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Sekil 2.1. a) Altin nanokiirelerin yiizey plazmon rezonansinin sematik gosterimi, b) Altin
nanokiirelerin absorbsiyon bandi
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Sekil 2.2. a) Altin nanogubuklarin yiizey plazmon rezonansimin sematik gosterimi, b) Altin
nanocgubuklarin absorbsiyon bandi: enine ve boyuna plazmon bantlari

Kuantum noktaciklari (Quantum Dots-Qdots)

Quantum noktaciklar1 yar1 iletken bir ¢ekirdekten olusan ve bagka bir yar1 iletken kabuk
tarafindan sarilan nanokristallerdir (Gambhir ve digerleri, 2005; K.K. Jain, 2005;
Pharmabiotech, 2003; Salata, 2004). ilk kez 1980’lerde hazirlanmistir. Qdot’larn kabuk
kisimlar1 ZnS gibi yiiksek bant gecislerine sahip bilesiklerden olusurken, g¢ekirdekleri
genellikle grup 11 ve IV elementleriyle hazirlanir ve en yaygin olarak kullanilan1 CdSe’dir
(Alivisatos ve digerleri, 2005). Qdot’larin boyutlar1 genellikle 2-10 nm araligindadir ve bu
sayede protein gibi biyomolekiillerle bire bir etkilesme imkani1 bulabilmektedirler
(Pharmabiotech, 2003; West ve digerleri, 2003).

Quantum noktaciklari, boyutlarina bagl olarak emisyon veren, gii¢lii 151k absorbansi olan,
parlak florasan veren, dar simetrik emisyon bantlar1 (20-40 nm) olan ve yiuksek
fotokararliliga sahip inorganik floroforlardir. Tek 1sik kaynagi ile es zamanli olarak
uyarilabilirler (Alivisatos ve digerleri, 2005; Fortina ve digerleri, 2005; Salata, 2004).
Beyaz 151k ile uyarilabilmelerine ragmen (S. Kim ve digerleri, 2004), 405 ya da 488 nm
lazer, ya da bir mavi-mor 1sikla da uyarilabilmektedirler (Bruchez, 2005). Ayrica herhangi
boyuttaki bir Qdot, UV 15181 ile uyarilabilir (Ozkan, 2004).
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Qdot’in bilesimi ve biyiikliigii, emisyon dalga boyunu ve dolayisiyla rengini belirler.
Qdot’larin emisyon dalga boyu genellikle 450 ve 850 nm dalga boyu araligindadir
(Yezhelyev ve digerleri, 2006). Ayrica kuantum verimliligi %50’nin {izerindedir (Bruchez,
2005). Ornegin CdSe Qdot’lar % 40 ve 90 arasinda kuantum verimliligine sahiptir (Ozkan,
2004). Qdot’lar sadece cekirdekten olustugunda % 10 civarinda kuantum verimliligine
sahipken, cekirdek-kabuk yapisindakilerde kuantum verimliligi % 80’e kadar
artabilmektedir (Alivisatos ve digerleri, 2005; Jaiswal ve digerleri, 2004). Qdot’larin
emisyon ve uyarma dalga boylar1 arasindaki farkin biiylik olmasi, emisyon spektrumunun
tamaminin tayin edilmesine olanak saglar ve boylece hassasiyet artirilmis olur (Jaiswal ve
digerleri, 2004). Qdot’lar inorganik yapida olmalari nedeniyle bulunduklari ortamla
etkilesimleri en az seviyededir (Bruchez, 2005). Optik ve yuzey Ozellikleri sayesinde
Qdot’lar biyouyumluluga sahiptir ve bir ¢ok yapiyla kompleks olusturarak birlikte
kullanilabilirler (Portney ve digerleri, 2006). Boylece biyolojik calismalarda floresanss
etiket olarak klasik organik floroforlara gore ¢ok daha fazla tercih edilmektedirler. Organik
floroforlar ve Qdot’lar arasindaki karsilastirma Cizelge 2.1°de verilmistir (Azzazy,

Mansour, ve Kazmierczak, 2007).

Cizelge 2.1. Organik floroforlar (6rnek olarak floressein verilmistir) ve Qdot’lar arasinda
karsilagtirma

Kuantum noktaciklari Organik
floroforlar
Uyarma dalga boyu Genis bir araliktadir. Herhangi  Dar bantli uyarma

boyuttaki bir Qdot’1 uyarmak spektrumu vardir.
icin UV 151k kullanilabilir.

Emisyon bant genisligi 20-40 nm 50-100 nm
Floresanss yar1 dmrii 10-40 ns Birka¢ nanosaniye
Fotostabilite (50 mW, 488 nm 14 saatten fazla kararl 20 dakikanin
lazerle uyarildiginda) altinda emisyonu

son bulur
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Sekil 2.3. Kuantum noktacikari i¢in ylizey modifikasyon secenekleri

Qdot’larin sentezi

Qdot iiretimi i¢in kullanilan ¢esitli yontemler vardir. Bu yontemlerden en basit olani
kolloidal sentezdir. Kolloidal sentez ile Qdot sentezi, yari iletkenlerin sicak ve siirekli
karistirilan tri-n-oktilfosfin oksit ve hekzadesilamin gibi apolar bir organik c¢ozelti icerisine
hizli bir sekilde enjekte edilmesiyle gergeklestirilir (Chan ve digerleri, 2002; Smith ve
digerleri, 2006). Burada ¢ozeltinin sicakligi ve kristal biiylitme siiresine bagli olarak
Qdot’larin sekli ve biiyiikligii kontrol edilebilir. Distaki yar1 iletken kabuk, c¢ekirdek
etrafina biriktirme yontemi (epitaxy) ile buyttulir (Alivisatos ve digerleri, 2005; Gambhir
ve digerleri, 2005). Cesitli ylizey modifikasyon islemleri Qdot’lar1 biyouyumlu ve hedef
molekill tanima uygulamalar1 i¢in uygun hale getirmek i¢in kullanilabilir (Sekil 2.3)

(Azzazy ve digerleri, 2007)

Qdot’lar optik ve yizey 0Ozellikleri sayesinde bir¢ok uygulama alani bulmuslardir. En
yaygin olarak bilinen uygulamalari molekiiler ve hiicresel goriintiileme, ilag taginimi, ¢ok
duyarl tan1 uygulamalaridir. Potansiyel uygulamalar ise, timor tayini, doku gorunttileme,
hiicreler aras1 goriintiileme ve g¢oklu tani gibi bir¢ok uygulama alanlaridir. TUm bu
yaklagimlara ragmen Qdot’lar hala tibbi alanda ¢ok fazla yer bulamamistir. Bunun sebebi

ise toksik endiselerin var olmasidir (Azzazy ve digerleri, 2007).
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2.1.2. Kendiliginden diizenlenen tek tabaka (self-assembled monolayer, SAM)

Kendiliginden diizenlenen tek tabaka yontemi ile nanopartikuller ve enzimler elektrot
yiizeyine basit ve oldukga basarili bir sekilde baglanabilir. Bu yiuzeyde olusturulan
tabakanin kalinligi ve bilesimi yiiksek oranda kontrol edilebilir 6zelliktedir (Lin ve
digerleri, 2009). Kolloidal altin modifiye elektrolar, SAMs-modifiye elektrot yiizeyindeki
—CN, -NH2 ve —SH gibi fonksiyonel gruplara altin nanopartikullerin kovalent olarak
baglanmasiyla hazirlanabilmektedir. Nanopartikiillerin baglanmasi igin, sistamin ve 3-
merkapto propiyonik asit gibi kisa zincirli molekiiller modifiye elektrot yiizeyinde
kendiliginden diizenlenebilir (C. S. S. Kumar, 2007). Bu molekiiller ayn1 zamanda
enzimlerin ylizeye kovalent olarak baglanmalari i¢in gerekli fonksiyonel gruplari igerirler.
Zhang ve grubu, glikoz oksidaz tabanli bir biyosensor iiretiminde SAMs-modifiye
elektrotlardan yararlanmislardir (Kanno ve digerleri, 2000). Bu ¢alismada, altin elektrot
yiizeyine altin nanopartikiilleri baglamak i¢in iki ucu tiyol igeren bir bilesik kullanilmistir.
Modifiye edilen elektroda daha sonra sistamin baglanmigtir. Bu amin gruplari, glikoz
oksidaz enziminin aldehit gruplar ile reaksiyona girerek ylizeye enzimin kovalent olarak
baglanmasin1 saglamistir. Benzer bir yontem, Jia ve grubu tarafindan horseradish
peroksidaz (HRP) enzimi kullanilarak gosterilmistir (Jia ve digerleri, 2002). Ug boyutlu
silika jel tek tabakasini olusturmak ig¢in altin elektrot ilk dnce hidrolize (3-merkaptopropil)-
trimetoksisilan sol—jel ¢ozeltisine daldirilmistir. Daha sonra altin nanopartikiiller, sol-jel
tabakasindaki —SH gruplarina kimyasal olarak baglanmis ve son olarak HRP altin

nanopartikillerin yizeyine baglanmistir (Putzbach ve digerleri, 2013).

Ayrica iki bilesenli SAM’ler de hazirlanmistir. Uzun ve kisa zincirli bilesenlerin
karisimindan olugan SAM’lerin, ara yiizeydeki redoks tiirii dagiliminin esnekligini artirdig
icin tek bilesenli SAM’lerden daha 1iyi elektron transfer oranina sahip olduklar
gozlenmistir (Park ve digerleri, 2011). Park ve grubu, altin nanopartikiilleri ve HRP’yi
kullanarak hetero uzunluktaki ikili SAM diizenlenmesini incelemislerdir (Park ve digerleri,
2011). Altin elektrot yiizeyi farkli bilesenlerle modifiye edilmistir ve yiizeye kolloidal altin
nanopartikiiller immobilize edilmistir. Daha sonra yiizeye HRP baglanmistir. Altin
yiizeyine altin naopartikiillerin baglanmasindan sonra, AuNP (altin nanopartikiil)-altin
elektrot ve modifiye edilmemis elektrot AFM ve doniisimli voltametri kullanilarak
elektrik akimi ve yiizey alani agisindan karsilagtirma yapilmistir. Burada altin elektrot

yiizeyine kuvvetlice baglanan AuNP’lerin, tekdiize bir dagilima sahip oldugu ve oldukca
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kararli yapilar olusturdugu gosterilmistir. Abad ve grubu, ikili bir SAM tasarimiyla glikoliz
enzimlerinin kovalent olarak baglanmasi igin bir strateji gelistirmistir (Abad ve digerleri,
2002). Sekerlerle halkali ester olusturan boronik asitler, elektrot yiizeyine glikoproteinleri
baglamak i¢in SAM’lere birlestirilmistir. Elektrot yiizeyinden protein salinimini
engellemek igin, boronik asit tuzunun g¢ekim giiclinii epoksi gruplarinin reaktivitesiyle
birlestirerek proteinin yilizeye kovalent olarak baglanmasini saglamiglardir. Bu ¢aligmada
boronik asit tuzu ve seker molekiilleri arasindaki etkilesime bagli olarak da bir ¢ekim

oldugunu gostermiglerdir (Putzbach ve digerleri, 2013)

Tabaka tabaka olusturulan tasarimlar, hazirlanma kolayligi, farkli bilesenlerle
caligilabilmesi ve kendiliginden diizenlenmis tabakanin kalinligi agisindan ilgi cekicidir

(Putzbach ve digerleri, 2013).

2.1.3. Mikro elektromekanik sistemler (MEMS)

Elektronik ve mekanik yapilarin Kigultiilerek hazirlanmasimi saglayan sistemler Mikro
Elektromekanik Sistemler (MEMS) olarak tanimlanir. Mikro Elektromekanik Sistemler
(MEMS)-tabanli mikrogipler giiniimiizde bir¢ok alanda kullanilmaktadir. MEMS-tabanl
mikrogiplerin avantajlari; az miktarda reaktif kullanimina olanak vermeleri; vicut igi
kullanilabilecek tiretimlere imkan tanimalari, yiiksek hassasiyete ve hizli analiz siirelerine
sahip olmalar1 ayrica sinirli imkanlara sahip hasta basi sistemlerinde (point-of-care) tetkik

icin uygun olmalari seklinde 6zetlenebilir.

Mikro akiskan ¢iplerin farkli {retim yontemleri mevcuttur. Bunlardan biri yuzey
mikroigleme teknigi ile mikrokanal iiretimidir. Burada, ilk Once farkli yiizeyler iizerinde
foto-direng polimerinin kontrollii bir sekilde 3-boyutlu olarak kaplanmasi s6z konusudur.
Daha sonra, kanal olusturmak istenilen malzeme yerlestirilir. Foto-direng polimerinin

ortamdan uzaklastirilmasiyla kanallar hazirlanmis olur.

Bu yontem ile hazirlanan mikrogipler YGRS aktif yiizeyi olarak da kullanilabilirler. Bu
yontemle hazirlanan mikrogipler yiiksek oranda tekrarlanabilir sonu¢ vermeleri agisindan

da oldukg¢a avantajli yapilardir.
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2.1.4. Kagit tabanh biyosensorler

Kagit teknolojisi saglik ve c¢evre uygulamalarinda, diisiik maliyetli tam1 platformu
olusturulmasina olanak sagladigi i¢in son zamanlarda oldukga ilgi gormektedir. Kagit
tabanli sistemlerin ucuz olmasi ve bunun yani sira kagidin biyolojik olarak pargalanabilir,
biyouyumlu ve kolay Uretilebilir olmasi bu yontemin 6nemli avantajlaridir (Al-Tamimi ve
digerleri, 2012; Khan ve digerleri, 2010). Dipstikler, yatay akis test stripleri (LFA) ve
kagit-tabanli mikro akiskan analitik araglar (Microfluidic paper-based analytical devices-
HMPAD) kagit tabanli biyosensor sinifina girerler (C Parol ve digerleri, 2013). Bu yéntemler
arasinda uygulanabilirlikleri agisindan bir takim farkliliklar vardir ve Cizelge 2.2°de bu
farkliliklar 6zetlenmistir (C Parolo ve Merkoci, 2013). Dipstiklerin tasarimi kolaydir ve
optimizasyon siireleri kisadir. Ancak bu tiir biyosensorler, kantitatif ¢alismalar i¢in uygun
degildirler. Yatay akis test stripleri kantitatif caligmalarda kullanilabilirken, yatay akis test
striplerinin tiretim ve optimizasyonu oldukga uzun siire alir. Bununla birlikte fazla hacimde
ornek kullanimin1 gerektirir. Kagit-tabanli mikro akiskan analitik araglar Kalitatif
caligmalarda kullanilabildigi gibi disiik O6rnek hacmiyle de ¢alisilmasi agisindan

avantajhidir.

Cizelge 2.2. Kagit tabanli biyosensorlerin tayin metotlari, avantajlari ve dezavantajlari

Biyosensor  Tayin metodu Avantajlari Dezavantajlar:
tara
Dipstikler -Optik Tasarimi kolay Tek asamadan olusur
Hizli optimizasyon Sadece optik tayin
yapilabilir

Kantitatif ¢alismalarda
tercih edilmezler

LFA -Optik Cok yonlii akis Uzun optimizasyon
-Elektrokimyasal Elektrokimyasal tayin stireleri vardir
Kantitatif calisma Uretim sureleri
uzundur

Ornek hacmi yiiksektir
(genellikle 100 pL

civarindadir)
MPAD -Optik Cok yonlii akis Uzun optimizasyon
-Elektrokimyasal Farkli tayin metotlari stireleri vardir

-Kemillminesans Kantitatif ¢alisma
Diistik 6rnek hacmi

(10 pL’den daha az)
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Dipstikler

Dipstikler, kagit tabanli biyosensorler arasinda en basit tasarima sahip olan sistemdir.
Burada kagit yiizeyinde bir takim belirteglerle 6rnegin etkilesmesine dayanan bir kalitatif
analiz s6z konusudur.  En yaygin olarak bilinen strip pH stripleridir. Bu sistemlerin en
temel dezavantaji siklikla ihtiyag duyulan tani amaghi karmasik tasarimlarin

yapilamamasidir. Ayrica sadece optik sistemler olarak kullanilir (Parolo ve digerleri,

2013).

Yatay akis testleri (Lateral flow assay-LFA)

Yatay akis testi yOntemi, tayinini yapmak istedigimiz maddeyi igeren sivi Ornegin
polimerik materyal boyunca ilerlemesi esasina dayanir. Burada sivi strip materyalin kapiler
etkisi ile hareket eder ama bu akisin devami igin stribin sonuna yerlestirilen bir absorban
ped kullanilmigtir. Absorban ped siviyr emerek siirekli sivi akisi saglayacaktir. Boylece
ybntem yatay akis testi ismini almigtir. Temel olarak yatay akis test stripleri numune
uygulama pedi, konjugasyon pedi, analitik membran ve absorban ped olmak tzere dort ana
bilesenden olusurlar (Sekil 2.4) (Rapid Lateral Flow Test Strips: Considerations for

Product Development_Millipore).

Numune haznesi

Test hatt1
Kontrol hatt1

Numune
pedi

Konjugasyon

pedi
Analitik
membran

Absorban ped

Sekil 2.4. Tipik bir yatay akis test stribinin sematik gosterimi
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a) Numune uygulama pedi

Stribin bir ucunda numunenin uygulanmasti igin kullanilan numune uygulama pedi yer alir.
Numune uygulama pedi genellikle seltiloz ya da cam liflerden hazirlanir. Bu pedin goérevi,
numuneyi yatay akis test stribinin diger bilesenlerine tasimaktir. Numune pedine
numunenin akis hizim1 etkilemesi i¢in proteinler, deterjanlar, viskozite artict maddeler ve
tampon tuzlari emdirilebilir. Burada amag, 6rnegin viskozitesini artirmak, konjugasyon
pedde reaksiyon slresini uzatmak ve ayrica test hattinda baglanmanin saglanmasi igin
numunenin kimyasal olarak modifikasyonunu saglamaktir (Posthuma-Trumpie ve
digerleri, 2009).

Numune uygulama pedi numune bilesenlerinin ayrilmasi, girisim yapan maddelerin
uzaklastirilmasi ve pH ayar1 gibi 6n hazirlik islemlerinin yapilmasi agisindan da 6nem

arzeder (Posthuma-Trumpie ve digerleri, 2009; Sajid ve digerleri, 2015).

b) Konjugasyon pedi

Analitik membran ve numune pedi arasinda yer alan ped konjugasyon pedidir. Cam fiber,
seluloz ve poliester gibi bir takim materyaller kullanilarak iiretilir. Etiketlenmis analit ya
da tanima elemanlar1 bu pedde kurutulur ve etiketli konjugatin uzun siire kararli kalmasi
gerekmektedir. Burada etiketli konjugatin pede yiliklenmesi, kurutulmasi ve konjugatin
salimi, verimliligi 6nemli Olgiide etkileyen parametrelerdir. Numunenin eklenmesinden
sonra siviyla temas eder etmez etiketli konjugatin bu materyalden salinimi
gerceklesmelidir. Etiketli konjugatin  konsantrasyonun diisiik olmasi hassasiyetin
diismesine neden olur. Bu yiizden optimize edilmesi gerekir (Posthuma-Trumpie ve
digerleri, 2009; Sajid ve digerleri, 2015).

c) Analitik Membranlar

Analitik membranlar stripin test ve kontrol hatlarimi iceren bilesenidir. Analitik
membranlar genellikle ince ve kirilgan yapiya sahiptirler. Bu yilizden plastik ya da naylon

tabakalar iizerine tutturularak kesme ve ¢alisma kolaylig1 saglanir.

Analitik membranlar nitroseliloz, naylon, polietersiilfon ya da ergitilmis silikadan

hazirlanabilir. Sadece tasiyict materyalin kapiler giicti degil, art arda gergeklesen segme,
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reaksiyon ve tayin asamalart i¢in proteinlerin baglanma kolayligi memban se¢iminde
onemlidir. Analitik membran olarak genellikle nutroseliloz membran tercih edilir. Bu
membranlar kullanim kolayligina sahiptir, ucuzdur, protein ve biyomolekiillere yiiksek
secimlilik gosterir. Test ve kontrol hatlarini olustururken kullanilan antikor, aptamer gibi
yapilar membranla kolaylikla etkilesebilir (Posthuma-Trumpie ve digerleri, 2009 ve
digerleri, 2015).

Nitroseltloz membranlar 0,05-12,0 um arahiginda ¢esitli gézenek genisliklerine sahip
membranlardir. Membranin gozenek boyutu, etiketin taginmasi agisindan onemlidir. Akis
hizi, analit ve etiket kompleksinin optimum reaksiyon suresinde membran boyunca
hareketi agisindan bir diger 6nemli parametredir. Genellikle nitroselilloz materyal oda
kosullarinda ve nemli ortamda saklanir. Nemin diisiik oldugu ortamlarda statik elektrik
birikimi ylziinden bu materyalle ¢alismak zor olabilir (Posthuma-Trumpie ve digerleri,
2009; Sajid ve digerleri, 2015).

d) Absorban ped

Absorban pedin gorevi membran boyunca akan sivinin emilimini saglamaktir. Absorban
ped kullanildiginda, numune miktar: artirilabilir ve boylece hassasiyet artirilabilir. Siklikla
seliiloz filtreler kullanilir. Burada pedin sivi emme kapasitesi dikkat edilmesi gereken bir

parametredir.

Yatay akis testlerinde temel basamaklar; 1) hedef molekiile secimli antikor hazirlanmasi,
2) etiketin hazirlanmasi, 3) biyotanima molekiillerinin etiketlenmesi, 4) pedlere gerekli
belirteclerin yiiklenmesinden sonra bilesenlerin destek materyalin Uzerinde yapistirilmasi
ve sabit bir yapinin saglanmasi igin bu striplerin plastik bir materyal icerisine
yerlestirilmesi, 5) 6rnegin uygulanmasi ve sonuglarin elde edilmesi (Posthuma-Trumpie ve
digerleri, 2009; Sajid ve digerleri, 2015).

Yatay akig testlerinin gesitleri

Sandvic tipi yatay akis testi

Tipik bir yatay akis test stribinde, antikor ya da aptamer kaplh etiket konjugasyon pedine

emdirilir ve bu gegici bir baglanmadir. Numunenin veya tampon ¢ozeltinin akisiyla
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beraber bu etiketler pedden salinirlar. Hedef molekiile se¢imli birincil (primary) antikor ya
da aptamer test hattin1 olusturmak iizere analitik membrana baglanir. Etiketli konjugata
secimli bir prop ya da ikincil (secondary) antikor kullanilarak da kontrol hatti olusturulur
(Sajid ve digerleri, 2015).

Analiti igeren numune matriksi, numune pedine uygulanir ve stripin diger bilesenlerine
sirastyla tasinmasi beklenir. Konjugasyon pedinde, analit etiketli antikor ile etkilesir ve
etiketli antikor/analit kompleksi olusur. Bu kompleks kapiler etkisi ile analitik membran
boyunca absorban pede dogru ilerler. Test hattinda bu kompleks birincil antikor tarafindan
yakalanir. Burada analit test hattindaki birincil antikor ve etiketli antikor konjugati
arasinda hapsolmustur ve sandvi¢ yapi olusturulmustur. Etiketli antikorun asiris1 kontrol
hattinda ikincil antikor tarafindan yakalanir. Tampon ve fazla ¢ozelti ise absorban ped
tarafindan emilir. Test hattindaki rengin siddeti analit derisimi ile orantili olarak degisir
(Sajid ve digerleri, 2015). Tipik bir sandvig yapidaki yatay akis sisteminin ¢aligma prensibi
Sekil ~ 2.5’te  verilmistir  (http://www.cytodiagnostics.com/store/pc/Lateral-Flow-

Immunoassays-d6.htm).

' Antikor bagl{ Test hatt1 Kontrol hatt1
Anaht Altin nanopamkuller (Antikor) (6rn. Anti-IgG Antikor)
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Numune Konjugasyon
pedi ped1 Analitik Membran Absorban ped
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Test hatt1 Kontrol hatt1

Sekil 2.5. Tipik bir sandvi¢ yapida yatay akis testinin ¢aligma prensibi
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Yarismali (competitive) yatay akis testi

Bu tlr testler iki antikorla es zamanl olarak etkilesemeyen diisitk molekiil agirligina sahip
molekiiller i¢in uygundurlar. Burada test ve kontrol hatlarin her ikisinde de renklenme
gozleniyorsa numune analit igermiyor demektir. iki tip tasarimda hazirlanabilirler. Ilkinde,
test hattina tayin edilecek molekiiliin aynist olan antijen 6nceden emdirilmistir. Kontrol
hattinda ise etiketli antikor konjugati ile etkilesecek ikincil antikor vardir. Numune
cozeltisi numune pedine uygulanir. Cozelti test hattina ulastifinda eger numunede analit
yoksa etiketli antikor test hattindaki antijene baglanir. Ama eger numunede analit varsa,
etiketli antikor ile kompleks olusturacagindan, etiketli antikor konjugati test hattindaki
antijene baglanamaz. Ikinci tip tasarimda ise, konjugasyon pedine etiketli analit emdirilir
ve test hattina birincil antikor baglanmistir. Numunenin uygulanmasindan sonra,
numunedeki analit ve etiketli analit yarigmali olarak test hattina dogru ilerlerler. Eger
numunede analit varsa etiketli analitten daha hizli hareket edecegi i¢in test hattina daha
once baglanir ve hatta renk degisimi olmaz (Sajid ve digerleri, 2015). Sekil 2.6’da
gerceklesen olay sematize edilmistir (G. Kim ve digerleri 2015).

Au-antikor

Numune akis1

Analit Analitik
: / o membran
/8% _AENY (7 7 /
N :
;glil "€ Konjugasyon /' \ Absorban ped
g pedi Test Kontrol
hatt1 hatt1
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>@.
:Yt' ,2" ’:Vv
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Sekil 2.6. Tipik bir yarigmali yatay akis testinin ¢alisma prensibi

Coklu tayin

Bu tasarim birden fazla analitin tayini i¢in hazirlanmistir. Burada tayin edilmek istenen

madde sayis1 kadar test hatt1 olusturulur. Bu tiir stripler 6zellikle klinik teshisler agisindan
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cok kullanighdir. Bir hastaligin teshisi i¢in birden fazla analit tiirliniin varliginin kontroli
gerekiyorsa, bu striplerin kullanimi zaman kaybinin olmamasi, diisiik numune hacminin

yeterli olmasi ve ucuza malolmasi gibi 6zellikleri sayesinde ¢ok avantajlidir (Sajid ve

digerleri, 2015).

Biyotanima molekiilleri

Antikorlar

Antikorlar test ve kontrol hatlarinin olusturulmasi i¢in kullanilan biyotanima
molekiilleridir. Analitin hatlara immiinokimyasal olarak baglanmasini saglarlar. Antikorlar
analit tlrine 6zgu sentezlenebilirler. Fare, tavsan ya da keg¢i gibi hayvanlardan elde
edilebilirler. Eger bir antikor hedef molekiile se¢imli olarak baglaniyorsa birincil (primary)
antikor, bir diger antikora baglaniyorsa ikincil (secondary) antikor adini alir (Sajid ve
digerleri, 2015).

Aptamerler

Aptamerler yapay niikleik asitlerdir ve ilk kez 1990°da kesfedilmislerdir. Aptamerler
SELEX (Systematic evolution of ligands by exponential enrichment-Ustel
zenginlestirmeyle sistemetik ligand olusturma) olarak bilinen bir yontemle laboratuvar
kosullarinda dretilir (Ellington ve digerleri, 1990). Aptamerler yiiksek baglanma
katsayisina sahiptir ve cesitli analit tiirlerine se¢imli olarak baglanabilirler. Aptamerler,
kolay tretilmeleri, basit bir sekilde etiketlenmeleri, ylizey modifikasyonlarinin kolay
olmasi, kararli olmalar1 ve ¢ok yonli uygulanabilme Ozellikleri sayesinde antikorlardan
daha cok tercih edilirler. Segici kromatografi, hiicre gorintileme, hedef yakalama, in vivo
tedavi, protein tabanli goriintiileme, kanser hiicre biyolojisi gibi bir¢ok biyolojik
uygulamada kullanilirlar (Famulok, Mayer, ve Blind, 2000; Iliuk, Hu, ve Tao, 2011;
Navani ve Li, 2006; Phillips, Lopez-Colon, Zhu, Xu, ve Tan, 2008; Temur ve digerleri,
2012).

Molekiiler 1stma ajanlari

Molekiiler 1s1ma ajanlari, bir ucunda florofor diger ucunda soniimleyici (quencher) bulunan

0zel bir DNA yapisidir ve ilk kez 1996°da kesfedilmistir (Tyagi ve digerleri, 1996). Analit
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bulunmadiginda florofor floresanss sinyali vermez ¢iinkii soniimleyiciye yakin
konumdadir. Ortamda analit varsa DNA sarmali agilir daha sonra florofor ve sonlimleyici
birbirlerinden uzaklasirlar ve boylece floresanss gozlenir. Molekiler 1sima ajanlari, mRNA
tayini, hicreler aras1 goriintiileme, kucik molekul analizi ve biyosensor teknolojisi gibi
bircok alanda kullanilmaya baglanmistir. Yatay akis testlerinde de farkli hastaliklar ve
genetik problemlerle iliskili DNA pargalarinin tayini i¢in kullanilmistir (Mao ve digerleri,
2009; Sajid ve digerleri, 2015).

Etiketler

Yatay akis testlerinde kullanilan etiketler 15-800 nm arasinda degisebilen boyutlara sahip
renkli ya da floresanss nanoparcaciklardir. Biiyiik pargacik kullanildiginda hassasiyetin
daha iyi oldugu gozlenmistir. Ama parcacik boyutu 40 nm’nin {izerine c¢iktiginda
kararliliklarinda azalma gorilmektedir (Laitinen ve digerleri, 1996). Genellikle kolloidal
altin kullanilir (Al-Yousif ve digerleri, 2002; Kusano ve digerleri, 2007; G. P. Zhang ve
digerleri 2006). Bunun yaninda lateks (Gussenhoven ve digerleri, 1997), selenyum (Lou ve
digerleri, 1993), karbon (Lonnberg ve digerleri, 2001) ya da lipozomlar (Ho ve digerleri,
2005; Zaytseva ve digerleri, 2004) kullanilabilirler. Kuantum pargaciklar1 (Goldman ve
digerleri, 2004) en yeni olarak kullanilan etiketlerdir. Etiket olarak  kullanilacak  olan
malzemenin ¢ok diisiik konsantrasyonlarda tayin edilebilir olmasi gerekmektedir. Ayrica
biyotanima molekiilleri ile konjuge edildiginde oOzelliklerini korumali ve biyotanima
molekiillerinin 6zelliklerini de degistirmemelidir. Derisimi en az 10° M oldugunda bile

optik olarak tayin edilebilmelidir (Gubala ve digerleri, 2012; Sajid ve digerleri, 2015).

Altin nanoparcaciklar

Altin nanopargaciklar yatay akis test striplerinde en sik kullanilan malzemedir. Bu
partikiiller biyomolekiillere kars1 yliksek ilgi gosterirler ve kolaylikla modifiye
edilebilirler. Partikiil biiytiklikleri ayarlanabilir. Cevre dostu olarak hazirlanabilmeleri,
protein ve biyomolekiillere yliksek ilgilerinin olmasi, kararli olmalar1 ve optik sinyal
alinabilmesi gibi 6zellikleri vardir (Kavosi ve digerleri, 2014). Altin nanopargaciklarin
optik ozellikleri yatay akis testlerinde analizin hassasiyetini artirir (Delmulle ve digerleri,
2005).
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Manvyetik nanoparcacikiar

Renkli manyetik pargaciklar test hattinda renklenmeye sebep olarak optik strip okuyucu
tarafindan Olgllebilir ayrica manyetik sinyali ise manyetik yiizey okuyucu tarafindan
Olcilebilir. Fakat manyetik sinyallerin optik sinyallerden daha uzun siire kararli oldugu
bulunmustur. Ayrica yatay akis testlerinin hassasiyetini 10-1000 kat artirabilirler (Wang ve
digerleri, 2009).

Floroforlar

Floresanst molekdller yatay akis testlerinde siklikla kullanilir ve analitin derigimi
floresanss siddeti ile belirlenir. Etiket olarak rodamin gibi organik floroforlar kullanilarak
proteinlerin tayini yapilabilmistir (Ahn ve digerleri, 2003; Khreich ve digerleri, 2008).
Fakat organik floroforlar ile g¢alisildiginda fotobozunma problemi yiizinden hassasiyet

diiser.

Son zamanlarda yatay akis testlerinde etiket olarak optik ve elektriksel 6zelliklere sahip
kuantum noktaciklar1 kullanilmaya baglanmistir. Bu yar1 iletken partikiiller suda
cozlinmelerinin yani sira biyomolekiillerle kolaylikla eslesebilirler. Kuantum noktaciklar
ve organik floroforlar diginda yatay akis testlerinde etiket olarak lantanitler (Juntunen ve
digerleri, and Pettersson, 2012), lantanit selat yiiklii silika nanopartikiller (F. Zhang ve
digerleri, 2014) ve mikrokdreler (Chen ve digerleri, 2013) kullanilmistir.

Enzimler

Enzimler de yatay akis testlerinde etiket olarak kullanilir fakat bu ek bir basamagin daha
eklenmesi demektir (Maiolini ve digerleri, 2013). Deney tamamlandiktan sonra uygun bir
substrat uygulanir, bu substrat test ve kontrol hatlarinda enzimatik bir reaksiyonun sonucu
olarak renklenmeye sebep olur. Ornegin horse-radish peroxidase (HRP) isaretli antikorlar
kullanilarak R-1gG tayini yapilmistir (Kawde ve digerleri, 2010). Enzimler ayrica yatay
akis testlerinde kemiliiminesans iiretmek i¢in de kullanilir (Mirasoli ve digerleri, 2012).
Enzimlerle calisildiginda uygun enzim substrat uyumunu saglamak strip okuyuculari i¢in
renk olusumu, elektrokimyasal tayin i¢in de elektroanalitik tiirlin olusumu agisindan

onemlidir. Yani tayinin hassasiyeti enzim substrat uyumuna baghdir. Enzim bagh altin
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nanopartiikiiller kullanildiginda yatay akis testlerinin hassasiyetinin arttigi gézlenmistir
(Claudio ve digerleri, 2013; Sajid ve digerleri, 2015).

Yatay akig testlerinin uygulama alanlar:

Yatay akis testleri plazma, serum, hiicreler, dokular ve diger biyolojik numunelerdeki
klinik 6nemi olan analitlerin tayini i¢in kullanilir. Bu yontem kullanilarak 20 dakika
icerisinde mRNA tayini yapilabilmektedir (Aveyard ve digerleri, 2007). Biyobelirtecler
gibi proteinlerin tayini yatay akis testlerinde aptamer ya da antikor ve altin nanopartikiil
kullanim1 ile ng/ml ya da pg/ml gibi diisiik tayin sinirlari ile yapilabilmektedir (Lee ve
digerleri, 1999; Yan ve digerleri, 2006). Bunlarin yaninda bir takim patojenlerin (Gabaldon
ve digerleri 2005; Zhou ve digerleri, 2004), toksinlerin (Kasahara ve digerleri, 1997; Y. F.
Xu ve digerleri, 2005), hicrelerin (Bartolini ve digerleri, 2003; Wittmann ve digerleri,
1996) pestisitlerin (Hindson ve digerleri, 2004; Jani ve digerleri, 2002; J. E. Kim ve
digerleri, 2005; Ymeti et al., 2007) ve agir metallerin (Corstjens ve digerleri, 2007,
Kulagina ve digerleri, 2007; Niedbala ve digerleri, 2001) tayini de yapilabilmektedir
(Posthuma-Trumpie ve digerleri, 2009).

Yatay akis testlerinin avantajlari ve dezavantajlart

Yatay akis testleri tek basamakli sistemlerdir ve bu yilizden yikama basamaginin
uygulanmasi ¢ok zordur. Ayrica membranin ¢alismadan once bloke edilmesi gerekir fakat
bu islem nitroseliiloz membranin hidrofobiklik ve 1slanma 6zelligi arasindaki miikemmel
dengenin bozulmasina neden olabilir. Bu yiizden bloke etme islemi tavsiye edilmez. Ama
yine de bir¢ok uygulamada bu isleme rastlanmaktadir (Cho ve digerleri, 2001; Henderson

ve digerleri, 2002; Laitinen ve digerleri, 1996).

Kantitatif analizlerde test ve kontrol hatlarinin 6lgtimii basit bir el-tipi reflektometre ile
yapilabilir (Birnbaum ve digerleri, 1992; Wittmann ve digerleri, 1996; Zaytseva ve
digerleri, 2004). Fakat daha kesin sonuglar elde etmek gerekirse, sinyal flatbed tarayici ya
da CCD dedektor ve software kullanilmalidir (Lonnberg ve digerleri, 2001; Van

Amerongen ve digerleri, 1994), ama bu durumda da maliyet ve analiz siresi artar.
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Buna ragmen son yillarda; basit test yontemi, diisiik numune hacminin kullanilmasi, hizl
analiz imkani, uzman personel ihtiyacinin olmamasi ve diisiik maliyete sahip olmasi
nedeniyle bir ¢cok klinik ve klinik olmayan ¢alismalarda yatay akis testleri kullanilmistir.
Bunun yaninda yatay akis testleri ile nanoteknolojinin birlestirilmesi sayesinde
sinyal/giliriiltii oranm1 artirilmig, analiz siiresi kisalmis, ve c¢oklu analiz yapma imkanina

sahip olunmustur (Posthuma-Trumpie ve digerleri, 2009).

Kagit-tabanlhi mikro akiskan analitik araclar (Microfluidic paper-based analytical devices-
PAD

Mikro-akiskan sistemler, reaktdrler ve vanalar, analitlerin ve reaktiflerin akisini
diizenlemek, 6lgmek ve kontrol etmek i¢in kagida basilmistir (Khan ve digerleri, 2010; X.
Li ve digerleri, 2010; X. Li ve digerleri, 2010; X. Li ve digerleri, 2008). Bu sistemlerdeki
akis kagit ylizeyi ve analit arasinda dogrudan bir temas olmasimi saglar. Burada birgok
yontemle tayin gerceklesebildigi gibi YGRS yontemi kullanilarak da hizli molekiiler sinyal
takibi gerceklestirilebilir (Ngo ve digerleri, 2013).

Kagit tabanli mikro akiskan ¢ip hazirlanirken hidrofobik bariyerleri olusturmak igin
parafin veya balmumu kullanilmaktadir (Dietrich, 1902). Mum emdirililerek hazirlanan
kagit tabanli ylizeyler, kan ve idrar numunelerinde biyolojik analizler, su testleri, pH
Olglimii i¢in tasarlanmistir (Johnson, 1966). Kagit tabanli mikro akiskan ¢ipler
hazirlanirken kullanilacak kagidin yiizey alani, kapiler akis hizi, gbzenek buytikligi, ve
kagit kalinlig1 dikkat edilmesi gereken parametrelerdir. Literatiirde ¢ip hazirlamak igin
kullanilan ii¢ farkli yontem mevcuttur. Bu yontemler; sablon baskilama, mum igerisine
daldirma ve mum baskilama olarak adlandirilir. Bu yontemler Sekil 2.7°de gosterilmistir

(Yetisen, Akram, ve Lowe, 2013).
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Sekil 2.7. Kagit tabanli mikro akigkan c¢iplerin iiretim teknikleri. (A) Sablon baskilama (B) Mum
igerisine daldirma (C) Mum baskilama

Bu yontemlerden mum baskilama yontemi kullanilarak ¢ip hazirlanirken, kagit tizerine
desenler cizilerek baskilama islemi yapilir. Sekil 2.8°de literatiirde daha 6nce hazirlanmis
tasarimlar gosterilmistir (Yetisen ve digerleri, 2013). Benzer sekilde baskilama islemleri
yapilabilir ve sonra kagit tizerinde gerekli modifikasyon islemleri yapilarak ¢ip hazir hale

getirilebilir.
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Sekil 2.8. Farkli tasarimda kagit tabanli mikro akigkan gipler

Mum igerisine daldirma yonteminde kalip olusturmak i¢in, lazer kesim teknigi kullanilarak
demir ¢ubuklar istenilen sekil ve boyutta kesilir. Bu yontem igin, beyaz balmumu 1siticida
isitilir. Sicakligr 120-130 °C arasinda tutulmalidir. Hazirlanan kalip ve miknatis arasina
kagit yerlestirilir. Bu sayede istenilen seklin disinda kalan kagidin diger bolgelerine
mumun ilerlememesi saglanmig olur. Isitilan balmumu kalip igerisine dokiiliir ve kagida

nufuz etmesi ve kurumasi icin bir saat beklenir. Daha sonra kalip kaldirilir ve istenen
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sekilde kanallar hazirlanmis olur. Hazirlanan kagit tabanli mikro akigkan c¢ipte olusan
hidrofilik ve hidrofobik alanlar mikroskop altinda gozlenebilir (Songjaroen ve digerleri,
2011).

2.2. Biyosensor Teknolojisinde Kullanilan Tayin Yoéntemleri

2.2.1. Raman spektroskopi

[lk olarak 1922°de Hintli fizik profesorii Chandrasekhara Venkata Raman, Calcutta
Universitesi’nde sivilarla 1s1k etkilesimi {izerine ¢alismalara bagladi. 1928’de Raman ad1
ile anilan fenomeni gelistirdigi zaman, yalnizca ilkel enstrumanlar mevcuttu. Isik kaynagi
olarak civa lambasi, toplayici olarak teleskop ve dedektor olarak da gozlerini kulladi
(Ferraro ve digerleri, 2003). Gelistirdigi bu fenomende, madde tarafindan sagilan 15181
kiigiik bir yilizdesinin gelen 15181n frekansindan farkli bir frekansa sahip olacagini belirtti.
Sacilan 151810 frekansinda gozlemlenen kaymanin, gelen 1518in frekansi ve etkilesen
maddenin molekiiler hareketinin frekansi1 arasindaki kombinasyonu sonucu oldugunu
belirtti. 1926’dan beri kristallerle 151k etkilesimi {izerine calisan iki Rus bilim adami G. S.
Landsberg ve L. I. Mandelstam, bir hafta 6nce ayni1 fenomeni rapor etti. Rus literatiiriinde
bu olay 1518in kombinasyonel sacilmasi olarak bilinirken, diinyanin geri kalaninda bu
fenomen Raman etkisi olarak bilinir. Ve bu bulusu ile C. V. Raman, 1930’da Fizik

alaninda Nobel 6diili almistir (Amer, 2010).

Raman spektroskopi ¢alisilan 6rnegin dar bir alanda spektral o6zellik karakteristigini
belirleyen titresimsel gegislerle iligkili bir spektroskopik tekniktir (Karabicak, 2011).
Raman etkisi kisaca madde tarafindan 1s181in inelastik sagimasi olarak tanimlanir.
Monokromatik 151k demeti madde tarafindan sagildiginda, iki tiir etkilesim meydana gelir.
Bu etkilesimlerden birinde, gelen 151k fotonu ve maddenin atomlar1 ya da molekiilleri
arasinda enerji transferi veya degisimi gerceklesmez. Bu sacilma elastik olup Rayleigh
sacilmast olarak adlandirilir. Bu tiir sacilma olayinda sac¢ilan 151k gelen 151k ile ayni
frekansa sahiptir (vo). Ikinci tiir etkilesimde ise, gelen foton ve maddenin molekdlleri
arasinda enerji degisimi gerceklesir. Bu enerji degisimi maddenin karakteristik molekiiler
titresimi sonucu olusur. Bu tiir sacilma inelastik sacilmadir ve Raman sagilmasi olarak
adlandirtlir (Amer, 2010). Raman ve Rayleigh sagilmalarini gdsteren enerji diyagrami
Sekil 2.9’de gosterildigi gibidir.
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Sekil 2.9. Rayleigh ve Raman sagilmalari igin enerji diyagrami

Frekansinda degisim meydana gelen fotonlarin bir kismi gelen fotonun enerjisine gore
daha distk, bir kism1 ise daha yiiksek enerjiyle sacgilirlar. Bu degisim, 1sikla etkilesen
molekiiliin titresim enerji diizeyleri arasindaki enerji farki kadardir. Fotonlarin enerjisinin
molekiiliin titresim enerjisi kadar azalmasi olayina Stokes Raman Sagilmasi denir ve bu
durumda gelen 15181n frekansi molekiiliin titresim frekansi kadar azalir (vO-v1). Fotonlarin
enerjisinin molekiiliin titresim enerjisi kadar artmasi olayr ise Anti-Stokes Raman

Sacilmasi olarak adlandirilir ve bu durumda gelen 1518in frekanst molekiiliin titresim

frekansi kadar artar (vO+vl).

Sekil 2.10’da CCls’tin Raman spektrumunun bir bolimii gosterilmektedir. Burada molekiil
488,0 nm dalga boyunda 1g1ma yapan argon iyon lazer ile uyarilmistir. Ve sekilde ii¢ tiir
sacilma da goriilmektedir. Burada siiphesiz uyarma dalga boyunda gozlemlenen Rayleigh
sacilmasinin siddeti stokes ve anti-stokes Raman sac¢ilmalarina kiyasla ¢ok daha yogundur

(Skoog ve digerleri, 1998).
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Sekil 2.10. Argon iyon lazeri ile uyarilan CCls’iin Raman spektrumu (A=488,0 nm, 60=20,49 cm™)

Ote yandan, Boltzmann yasasina gére, oda sicakhiginda bircok molekiil temel titresim
enerji seviyesinde bulunurken ¢ok az sayida molekiil uyarilmis titresim enerji seviyesinde
bulunur. Bu nedenle foton ve madde etkilestiginde, titresimsel enerjiyi molekiile transfer
eden ve fotonun daha diisiik enerjili olarak ayrilmasini saglayan Raman prosesinin
gerceklesme olasiligr daha yiiksektir. Yani gelen fotonun enerjisinden daha diisiik enerji ile
olusan Stokes hatlarinin gerceklesme olasiligi Anti stokes hatlarimin gerceklesme
olasiligindan daha fazladir. Bu ylizden genellikle sadece Raman spektrumu olarak Stokes
bantlarina yer verilir (Schrauder, 1995). Bununla birlikte floresans orneklerle ¢alisirken,
maddenin floresanss emisyon bandi stokes Raman bantlar ile girisim olusturabilecegi igin
daha diisiik siddete sahip olmasima ragmen anti-stokes sinyalleri ile ¢alismak daha iyi

sonug verebilir.

Bir molekul elektriksel bir alana maruz kaldiginda, elektronlar farkli yone gitmeye zorlanir
boylece elektriksel alanin kuvveti ve molekiiliin polarlanabilirligiyle orantili olarak gecici
bir dipol moment (p) olusur. Burada molekiiliin titresimi sirasinda polarlanabilirliginde bir

degisim meydana gelirse ancak, Raman tiirii sagilma gozlenebilir (Schrauder, 1995).
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Ayn1 titresimsel hareketlere bagli olmalarima ragmen temel mekanizmalari
diisiiniildiigiinde bir Raman spektrumu ve bir infrared spektrumunun arasindaki farklar
sagirtict degildir. Infrared absorbsiyonunun gerceklesmesi igin, molekiildeki titresim
hareketlerinin molekiiliin dipol momentini degistirmesi gerekir. Sadece o zaman ayni
frekanstaki 1sin molekiille etkilesebilir. Bunun tersine, sac¢ilma bir molekiildeki baglar
etrafinda dagilan elektronlarin anlik olarak bozulmasi sonucu olusur. Bunu takiben 1sinin
yeniden emisyonu s6z konusudur ve baglar normal hallerine donerler. Bozulmus formda,
molekiil gecici olarak polarize olur yani anlik bir dipol moment degisimi s6z konusudur.
Mekanizmadaki bu temel farklilik yiliziinden, bir molekiiliin Raman davranisi infrared
davramgindan belirgin olarak farkli olabilir. Ornegin, klor, hidrojen ya da azot gazi gibi
homoniikleer molekiillerin dipol momenti yoktur. Bu yiizden titresim frekansindaki 1s181n
aborbsiyonu gergeklesmez. Ote yandan bdyle bir molekiildeki iki atom arasindaki bagmn
polarlanabilirligi gerilme titresimine es zamanli olarak periyodik olarak degisir. Bu durum
titresimsel halin frekansina bagli olan bir Raman kaymasi ile sonuglanir ( Skoog ve

digerleri, 1998).

Karbondioksit molekilii (CO2) i¢in, simetrik titresimsel halde iki oksijen atomu merkez
karbon atomuna dogru ya da zit yonde es zamanli olarak hareket ettikleri i¢in dipol
momentinde bir degisiklik meydana gelmez. Bu yiizden bu titresimsel hal infrared
inaktiftir. Bununla birlikte, bagin bozulmas1 bag kisa iken daha zor ve bag uzun iken daha
kolay oldugu icin, polarlanabilirlik titresimle es zamanli olarak degisir. Bu titresim halinde

molekil Raman aktifitir ( Skoog ve digerleri, 1998).

Bunun tersine, karbondioksitin dipol momenti, simetrik olmayan titresimsel hal ile es
zamanli olarak degisir. Bu yiizden bu titresim modunda molekiil infrared aktiftir. Ote
yandan, baglarin birinin polarlanabilirligi bag uzadiginda artarken, digerininki azalir.
Boylelikle polarlanabilirlikte net bir degisim olmaz ve bu titresimsel halde molekiil Raman

inaktiftir ( Skoog ve digerleri, 1998).

Daha Once bahsedilen oOrneklerde Raman ve infrared spektrumlari birbirlerinin
tamamlayicisidirlar ve herbiri molekiilde bulunan farkli titresimsel hallerle ilgilidir. Fakat
bazi titresimsel haller hem Raman hem de infrared aktif olabilir. Ornegin, kikirt dioksitin

titresimsel hallerinin tamami hem Raman hem de infrared piklerini saglarlar. Her iki
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mekanizma i¢in de gegislerin goriilme olasilig1 farkli oldugu igin, piklerin siddeti farklilik

gosterebilir ( Skoog ve digerleri, 1998).

Modern Raman spektroskopi 1sik kaynagi, numune aydinlatma sistemi ve uygun bir
spektrometre olmak iizere ii¢ ana bilesenden olusur. Raman sinyalleri oldukga zayif ve bu
sinyalleri yakalamak olduk¢a zor oldugu igin diger molekiiler spektrometrelere gore
Raman spektrometrenin cihaz bilesenlerinin ¢ok daha yiiksek performansa sahip olmasi

gerekir.

Raman sinyallerinin siddetini artirabilmek icin, yiiksek 151k siddetine sahip olmalar
nedeniyle 151k kaynagi olarak genellikle lazerler kullanilir. Yaygin olarak kullanilan
lazerler; argon iyon (488,0 — 514,5 nm), kripton iyon (530,9 — 647,1 nm), helyum/neon
(632,8 nm), diyod lazer (782,0- 830,0 nm), ve Nd/YAG (1064,0 nm) lazerleridir. Bu
lazerlerden argon ve kripton iyon lazerleri yani mavi ve yesil bdlgede emisyon yapan
lazerlerle ¢alisildiginda ¢ok daha siddetli Raman sinyalleri alinmaktadir. Fakat yaygin
olarak kullanilan lazerler yakin infrared bolgede emisyon yapan diyod lazerler ve Nd/YAG
lazerleridir. Bu iki lazer tiirtinin tercih edilme sebeplerinden biri, ¢alisilan 6rnegin yapisini
bozmadan daha yiiksek siddetlerde ¢alisabilmeleridir. Ikincisi ise bircok molekiil igin bu
lazerler ile uyarildiginda floresanss siddeti ya ¢ok diisiiktiir ya da gozlenmez ( Skoog ve
digerleri, 1998).

Raman spektroskopide ornekle 151k etkilesimini saglamak infrared spektroskopiye gore ¢ok
daha kolaydir ¢iinkii lensler ve diger optik bilesenler i¢in daha kirilgan ve atmosferik
olarak daha az kararli olan kristal halojendrler yerine cam kullanilabilir. Ek olarak lazer
kaynag1 kolaylikla kii¢iik bir 6rnek alanina odaklanabilir ve sagilan 11k etkili bir sekilde
slite odaklanabilir. Bu nedenle ¢ok kiigiik drneklerle ¢alisilabilir. Raman spektroskopiyle
calismanin infrared spektroskopiye gore en Onemli {Ustlinligii sulu Orneklerle de
caligabilmektir. Ciinkli su ¢ok zayif bir Raman sinyaline sahiptir fakat infrared 151811
giiclii bir sekilde absorbe eder. Bu avantaj biyolojik ve inorganik sistemlerle caligmak

acisindan 6nem arzeder ( Skoog ve digerleri, 1998).

Raman spektroskopide dedektor olarak, foto ¢ogaltic tiipler veya ylk-eslesmis dedektorler
(CCD) kullanilmaktadir. CCD dedektorler foto ¢ogaltic tiiplerin aksine, floresanss sinyali

vermeden bir¢cok bilesigin Raman sinyalini saglayan 782 nm’deki 1s1maya daha hassastir.



41

Fakat 1064 nm’deki 1s1maya hassas degildirler. Bu dedektorlerin yaninda 151k kaynaginin
dalga boyundan daha uzun dalga boylarinin dedektére ulasmasini engelleyen notch
filtreleri kullanilir. BOylelikle spektrumun sadece Stokes hatlar1 kullanilmis olur. Bazi
cihazlarda sadece 151k kaynaginin dalga boyunu ayirmak igin tasarlanan filtreler kullanilir
(Skoog ve digerleri, 1998).

Raman spektroskopi, inorganik, organik ve biyolojik sistemlerin kalitatif ve kantitatif
analizi icin uygulanabilir. Raman spektrumu infrared spektrumuna benzer sekilde
fonksiyonel gruplarin tayini ve Ozel bilesiklerin tanimlanmasini saglayan parmak izi

bolgeleri i¢in kullanigh bolgelere sahiptir ( Skoog ve digerleri, 1998).

Rezonans Raman Spektroskopi

Rezonans Raman sagilmasi, analitin bir elektronik absorbsiyon dalgaboyuna ¢ok yakin bir
dalga boyunda uyarilarak Raman sinyallerinin miikemmel sekilde artirilmasi olarak
tanimlanabilir. Bu durumda Raman piklerinin siddeti 10? - 10° kat artirilabilir. Bunun bir
sonucu olarak da en diisiik 10® M derisime sahip bir analitin resonans Raman spektrumu
almabilir. Bununla birlikte rezonans Raman spektrumu oldukg¢a segici olabilir ¢linkii
uyarma secici absorbans bantlari i¢in hedeflenebilir. Sekil 2.11°de ( Skoog ve digerleri,
1998) rezonans Raman sagilmasi ve floresanss emisyonu i¢in enerji degisim diyagrami
gosterilmektedir. Bu sekil, elektron uyarilmis bir elektronik enerji seviyesine gectigi daha
sonra da temel elektronik enerji seviyesinin bir titresimsel seviyesine dondiigii icin normal
Raman sag¢ilmasi diyagramindan farklidir. Sekil 2.11°de goriildiigii gibi rezonans Raman
sacilmasi, uyarilan elektron titresimsel durulma yaparak uyarilmis elektriksel halin en
diisiik titresimsel enerji seviyesine donmedigi ve temel halin titresimsel enerji seviyesinden
de yine titresimsel durulma yaparak temel elektronik hale donmedigi i¢in floresansstan da
farklidir. Burada Raman sacilmas1 10°* s’de gerceklesirken, floresanss emisyonu 108-108

s’de gergeklesir (Skoog ve digerleri, 1998).
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Sekil 2.11. a) Rezonans Raman sag¢ilmasi, b) Floresanss emisyonu i¢in enerji diyagramlari

Lazer 1simasmin siddeti ile drnegin bozulmasi biiyiik bir problemdir ¢ilinkii elektronik
absorbsiyon pikleri genellikle UV bolgede gerceklesir. Bunun yaninda en biiyiik
siirlamasi, floresanss girisiminin olmasidir. Analit tarafindan veya 6rnekte bulunan diger

tiirler tarafindan floresanss sinyali gozlenebilir ( Skoog ve digerleri, 1998).

Dogrusal olmayan Raman spektroskopi

Yogun siddette bircok farkli lazer kullanimiyla 6nemli miktarda dogrusal olmayan 1s1ma
tretilmistir. 1970 ve 1980’ler boyunca birgok Raman teknigi gelistirilmistir. Bu teknikler
dogrusal olmayan Raman teknikleri olarak bilinir. Bunlardan bazilari, zorlanmig Raman
sagilmasi, hiper Raman etkisi, koherent anti-stokes Raman sagilmasi ve koherent stokes
Raman sac¢ilmasi olarak bilinir. Bu tekniklerden en yaygin olarak kullanilan ise koherent

Anti-Stokes Raman sagilmasidir (CARS) ( Skoog ve digerleri, 1998).

Bu teknikler, geleneksel Raman spektroskopisinde karsilagilan diisik verim, UV-Vis
bilgede calisma zorlugu ve floresanss girisimi gibi sorunlarin iistesinden gelmek igin
kullanilirlar. Bu tekniklerin en biiylik dezavantaji ise, analite 6zgli olmalaridir ve farkli
tiirlere uygulanabilmeleri i¢in farkli ayarlanabilen lazer gerektirmeleridir ( Skoog ve

digerleri, 1998).
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Yiizeyde giiclendirilmis Raman spektroskopisi, YGRS (Surface Enhanced Raman

Spectroscopy, SERS)

Bir onceki boliimde de deginildigi gibi Raman sinyalleri ile molekiiler parmak izi
bolgesinden molekiil tanimlanmasi yapilabilabilecegi gibi sinyal artis1 ile tek molekiil
tayini yapmak da miimkiindiir. Ancak Raman spektroskopi ile ¢alisirken karsilagilan en
biliylik problem sinyallerin zayif olmasidir. Raman sinyalini artirmak igin gelistirilen

yontemlerden bir tanesi de yilizeyde gii¢lendirilmis Raman spektroskopidir (YGRS).

Raman sinyallerinin artis1 ilk kez 1974’de Fleischmann tarafindan goézlemlenmistir.
Fleischmann, elektromanyetik olarak piiriizlendirilmis glimiis elektrot yilizeyinde piridin
molekiillerinin Raman spektrumunu incelemistir (Fleischmann ve digerleri, 1974) ve 108
kattan daha fazla sinyal artisi gézlemlemistir (Hu ve digerleri, 2002). Bir kag yil sonra
1977°de ise Jeanmarie (Jeanmaire ve digerleri, 1977) ve Albercht (Albrecht ve digerleri,
1977)’in ¢alisma gruplar birbirlerinden bagimsiz olarak yaptiklart ¢aligmalarla, Raman
sinyallerini 6nemli 6l¢lide artirmanin sadece elektrokimyasal piirlizlendirme yontemiyle
olusturulan ylizey alam1 artist ya da molekiillerin konsantrasyonunun artisiyla
anlagilamayacagini rapor etmislerdir (Albrecht ve digerleri, 1977; Jeanmaire ve digerleri,
1977). Jeanmaire ve Van Duyne metalik nanoyapilarin olusturdugu hot-spot olarak
adlandirilan plazmon resonanst yiiziinden Raman sinyallerinde artis oldugunu One
stirmiiglerdir ve buna elektromanyetik kuvvetlendirme adi verilmektedir (Jeanmaire ve
digerleri, 1977; Moskovits, 2005). Albrecht ve Creighton tarafindan onerilen bir diger
yaklagim ise analit ve plazmonik nanoyapilar arasinda yiik aktarimi oldugu i¢in sinyal
artis1 gozlemlenmesidir ve bu yaklasim kimyasal kuvvetlendirme olarak bilinir (Albrecht
ve digerleri, 1977; Campion ve digerleri, 1995). Her iki teori de biyilk oranda kabul
goérmiistiir ve bu fenomen yiizeyde giiclendirilmis Raman sac¢ilmasi (YGRS) adin1 almistir

(Fan ve digerleri, 2011; Sharma ve digerleri, 2012).

YGRS, yerinde zenginlestirme imkani saglamasi, yiiksek hassasiyete sahip olmasi,
floresanss yontemine gore kompleks matrikslerde galisirken daha dar bantli spektrum elde
edilmesine imkan saglamasi, tayin sinirinin fmol-attomol (Temur ve digerleri, 2012) gibi
cok diisiik miktarlarda olmasi, yalnizca yiizeyde veya ylizeye yakin olan molekiillerin
Raman sinyalinin 6lgmesi nedeniyle yiiksek segimlilige sahip olmasi gibi avantajlara

sahiptir.



44

YGRS kuvvetlendirme mekanizmalar

Yukarida degindigimiz Uzere YGRS genel olarak iki mekanizmaya dayanir. Bunlar

elektromanyetik kuvvetlendirme ve kimyasal kuvvetlendirme olarak bilinir.

Elektromanyetik kuvvetlendirme

Altin (Au) gibi soy metal, giimiis (Ag) veya bakir (Cu) gibi yar1 soy metallerden olusan
nano yapilar son yoriingelerindeki serbest elektron sayesinde olusturduklar yiizey

plazmonu nedeniyle YGRS o6lctmlerinde tercih edilirler (Kumar, 2012).

Elektromanyetik dalga metal nanoyapilarla etkilestigi zaman, metal yiizeydeki serbest
elektronlarin dogal titresim hareketiyle lokalize yiizey plazmonu olusur (X. Xu ve
digerleri, 2015). Olusan bu yiizey plazmon rezonans bantlart metalin dielektrik sabitine,
yapisina, sekline, biiylikliigiine ve bulundugu ortama bagli olarak degisim gosterir. CUnkd
bu faktorler metalik nanoyapinin yiizeyindeki elektronik yiik yogunluguna etki eder (Link
ve digerleri, 2003)

Sekil 2.1a’da gosterildigi gibi metallerin bir elektron bulutu tarafindan cevrelenmis ve
pozitif yiike sahip olduklarini diislinebiliriz. Elektronlarin anlik olarak yer degistirmesi
kutuplasmaya neden olur ve bu kutuplasma metalin karakteristik frekans: ile titresim
olusturmasini saglar. Bu titresim bir elektriksel alan meydana getirir (Siddhanta ve
digerleri, 2012). Olusan elektriksel alan molekiil ve metal yiizey arasindaki mesafeye bagh

olarak degisir. Ayrica metalin dielektrik sabitine ve uygulanan elektriksel alana da baghdir.

Metalik yapmin karakteristik frekansi ve uygulanan elektromanyetik 15181n frekansi ayni
ise metal yiizeyinde bir elektriksel alan olusur (Karabicak, 2011). Mevcut elektriksel alan
ve yiizey plazmonunun olusturdugu elektriksel alanin birlesmesiyle olusan
kuvvetlendirilmis elektriksel alanin olustugu bolgeler hotspot olarak adlandirilir. Bu
hotspotlardaki molekiillerde, olusan elektriksel alanin etkisiyle zorlanmis kutuplagsma

meydana gelir ve Raman sinyalleri ¢arpici bir sekilde artar (X. Xu ve digerleri, 2015).

Hotspotlar metalik nanoyapinin sekline bagli olarak degisim gosterir. Resim 2.1a’da (Hao
ve digerleri, 2004) licgen, dikdortgen ve eliptik sekildeki glimiis nanoparcaciklara ait
elektriksel alanlar gosterilmistir. Buradan da anlasildigi gibi nanoyapilarin  keskin
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uclarinda elektromanyetik alan artist daha fazladir. Bu yiizden kiiresel parcaciklarla
calisildiginda Raman sinyallerindeki artis daha diistiktiir (Radziuk ve digerleri, 2015).
Resim 2.1b’de (Tamer ve digerleri, 2014) ise 6rnek olarak grubumuz tarafindan hazirlanan
nano yildiz yapidaki manyetik nanopartikiillere ait elektriksel alan kuvvetlendirme cizgileri

gosterilmistir.

a)
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Resim 2.1. a) Farkli sekillerdeki giimiis nanoparcaciklarin renkli elektriksel alan kuvvetlendirme
cizgileri: (1) ve (2) iki farkli simetri ekseni boyunca polarizlenen iiggen prizma; (3) ve
(4) boyuna polarizlenen ¢ubuk ve eliptik giimiis nanopargaciklar. Oklar en yiiksek
elektriksel alanlar1 gosterir, b) Yildiz seklinde manyetik altin nano pargaciklara ait
elektriksel alan kuvvetlendirme bolgeleri



46

Yiizey plazmonlari lazer 1g1masi tarafindan uyarildigi icin, YGRS deneyleri igin uyarma
dalga boyu metalik nanoyapinin plazmon dalga boyuna uygun olarak ayarlanmalidir. Bu
nedenle uyarma dalga boylar1 temel olarak 450 ve 1064 nm arasindaki yakin infrared
(NIR) bolgeye kadar olan goriiniir bolgeyi kapsar. Bu dalga boylarinda calisilan lazerler
ile, genellikle YGRS aktif yiizey olarak tercih edilen altin ve giimiis gibi metallerin yiizey
plazmonlar1 uyarilabilir (Tian ve digerleri, 2006)

Biitiin bunlarin bir sonucu olarak, sunu soyleyebiliriz ki YGRS hassasiyetini artirmak i¢in
en etkili yontem lokalize elektriksel alanm artirilmasidir. Ornegin, plazmonik rezonans
lokalize elektriksel alan1 10 kat artirirsa, molekiiliin Raman sinyalleri 10* kat artirilabilir.
Aslinda, nanoyapimin seklini, biiylikliglinii ve yapisin1 optimize ederek, YGRS
kuvvetlendirme faktorii (EF) 10% kat ya da daha fazla artirilabilir (Le Ru ve digerleri,
2007; X. Xu ve digerleri, 2015).

Kimyasal kuvvetlendirme

Kimyasal etkide ise metal yiizeyi ve kimyasal olarak yiizeye tutunan tiirlerin arasindaki
yik transferi oldugu kabul edilmektedir. Boylece adsorblanan tiiriin polarlanabilirligi
degiskenlik gosterir. Fakat kimyasal kuvvetlendirmenin mekanizmas: hala net olarak

bilinmemektedir.

Sadece elektromanyetik kuvvetlendirme mekanizmasi ile YGRS’de olusan sinyal artisinin
biyiikligli tam olarak ag¢iklanamamistir. Yapilan arastirmalar elektromanyetik
kuvvetlendirmeden bagimsiz olarak calisan bagka bir mekanizmanin olmasi gerektigini
gostermistir. Ornegin, elektromanyetik kuvvetlendirme mekanizmas: molekiiler tiirlere
bagl olarak calismamasina ragmen, ayni deneysel kosullarda CO ve N2 molekullerinin
YGRS siddetlerinin 200 kat farklilik gosterdigi gozlemlenmistir (Alan ve digerleri, 1998).

Kimyasal kuvvetlendirme toplam kuvvetlendirme faktorinin ancak % 1-0.1 katim
olusturur ve bu deger goreceli olarak elektrokimyasal kuvvetlendirmeye gore oldukca
diisiik bir deger olmasina ragmen yine de onem arzeder. Kimyasal kuvvetlendirmenin
gergeklesmesi i¢in molekiiliin, metalik nanoyapinin yiizeyi ile dogrudan etkilesmesi yani
yiizeye bagli olmasi gerekir (Alan ve digerleri, 1998). Bu kemisorbsiyon ile resonant ara

yiizey hali olarak adlandirilan yeni bir elektronik hal olusur. Burada molekiil ve metal
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arasinda bir elektronik eslesme gerceklesir ve molekiiliin uyarma enerjisinin yaklasik yarisi
kadar enerjide molekulden metale veya tam tersi yonde yuk transferi olur. Molekil ve
metal arasindaki bu yiik transferi molekiiliin elektronik enerji seviyesinde kaymaya ve
genislemeye neden olur ve bu da YGRS kuvvetlendirmesi saglayan rezonans Raman etkisi

ile sonuglanir.

Bu durumun su sekilde oldugu diisiiniilmektedir: Metalik ylizeye adsorbe olan molekiiliin
en yiiksek dolu molekiiler orbitali (HOMO) ve en diisilk dolmamis molekiiler orbitali
(LUMO) enerji diyagraminda metalin Fermi seviyesine gore simetrik olarak yerlesebilir.
Bir foton metal tarafindan absorbe edildiginde dinamik yiik taransferi gergeklesir ve sicak
elektron hali olusur. Bu elektron molekiiliin en diisiik dolmamis molekiiler orbitaline
(LUMO) gecer. Boylece uyarilmis elektronlarin sayis1 biiyiik olclide artar ve uyarilan
elektronun daha sonra molekiilin LUMO’nden metale geri donerken yaptigi emisyon
Stokes hatlarin1 olusturur. Dolayisiyla Raman sinyallerinde de artis gozlenir. Olusan
elektrokimyasal kuvvetlendirmenin biiyiikliigii genellikle 10-100 kattir (Alan ve digerleri,
1998). Sekil 2.12’de (X. Xu ve digerleri, 2015) kimyasal kuvvetlendirme mekanizmasinin
sematik gosterimi mevcuttur. Burada molekiiliin yiizeye dogrudan baglanmasi

kuvvetlendirmenin daha yiiksek olmasina olanak saglar (Moens, 2007).
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Sekil 2.12. Metal yiizeyine tutunan molekiiliin enerji diyagrami
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2.2.2. Floresanss spektroskopi

Uyarilmis singlet bir sistemden temel haldeki singlet bir sisteme gecis sirasinda yayilan
1s13a floresanss denir ve bu 1s18m analit tarafindan absorplandiktan 10°-10® s sonra daha
uzun dalga boylarinda emisyonu olarak tanimlanir. Frekansta degisiklik olmaksizin
absorplanan 1sinin yeniden yayilmasi rezonans i1simasi veya rezonans floresanss: olarak
bilinir. Birgok molekdler tur, rezonans floresanssi da gosterir. Bununla beraber, molekdler
floresanss veya fosforesans bantlari rezonans ¢izgisinden daha uzun dalga boylarinda
merkezlenmis olarak bulunur. Bu uzun dalga boylar1 veya diisiik enerjiler stokes kaymasi
olarak ifade edilir (Skoog ve digerleri, 1998). Yayilan floresanssi bloke etmeden uyarma

151811 tamamen filtreleyerek sadece floresans nesneleri gérmek mimkundir.

Uyarma ve emisyon prosesisinin ayrintilarini anlamak i¢in en iyi yaklasim, ilk kez 1930°da
Alexander Jablonski tarafindan diislinlilmiis olan bir diyagramin yorumlanmasidir (Sekil
2.13a) (Valeur, 2002; Lakowicz, 1999; Turro, 1991). Diyagramin sol tarafinda singlet
sistemler gosterilmektedir. Biitiin elektron spinlerinin eslesmis oldugu bir molekiiler
elektronik hal, bir singlet hal olarak adlandirilir ve molekil bir manyatik alana maruz
birakildiginda elektronik enerji seviyelerinde hig¢bir yarilma meydana gelmez (Skoog ve
digerleri, 1998). Diyagramda gosterilen So, temel hal olarak adlandirilir ve molekiiliin 151k
ile etkilesmeden Onceki enerji seviyesini gosterir. Si ve Sy farkli orbitallerdeki uyarilmis
singlet halleri gosterir. Sz’nin enerjisi Si’den, Si’in enerjisi ise Temel hal, So’dan daha
yiiksektir. Diyagramin sag tarafinda ise triplet hal gosterilmistir. Triplet halde iki
elektronun spinleri eslesmemis halde bu da demek oluyor ki elektronlar paralel durumdadir
(Lichtman ve Conchello, 2005). Bununla beraber uyarilmis triplet halin enerjisi buna karsi
gelen uyarilmis singlet halin enerjisinden daha diisiiktiir. Quantum teorisinde belirtilen
sinirlamaya goére bir orbitalde en fazla iki elektron bulunmasi ve bu elektronlarin
birbirlerine zit spinlere sahip olmasi gerekir. Bu sartlar altinda spinler eslesmistir (Skoog
ve digerleri, 1998). Fakat yine de elektronlar singlet ve triplet halleri arasinda sistemler

arasi bir gecis gerceklestirebilirler.

Bir florofor 15181 absorpladiginda, fotonun biitiin enerjisi florofora transfer edilir. Bu enerji
fotonun dalga boyu ile ters orantilidir (E =h % ¢ / A, h Plank sabiti, ¢ ve A sirasiyla 15181n
hiz1 ve dalga boyu). Absorblanan fotonun enerjisi, temel halden Si’in en disiikk enerji

seviyesine gecis icin gereken enerjiden daha yiiksek ise molekiiliin titresimsel, donme
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enerji seviyelerinde degisim gozlenir veya elektron daha yiiksek elektronik orbitale (S3)

gecer. Bu yuzden bir molekiiliin uyarilabilecegi bir dalga boyu araligi vardir (Lichtman ve

Conchello, 2005).
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Sekil 2.13. Floresanssin ilkeleri, a) bir molekilin enerji seviyelerinin gdsteren Jablonski
Diyagrami, b) bir molekiiliin, enerjinin absorbsiyon ve emisyonu ile iligkili spektral
karakteristigi, c) floresanssta gergeklesen bazi basamaklar, uyarilma ve liiminesas igin

sureler
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Temel halden uyarilmis hale gegis yalnizca femto saniyeler alir. Uygun enerjiye sahip bir
foton bu gecise neden olabilirken, bunun yaninda coklu fotonlarin da enerji vererek
molekiilii uyarmas1 miimkiin olabilir. Floresanss emisyonu ise goreceli olarak yavas hizda
gergeklesir. Burada, uyarilmis halin 6mrii, uyarilma islemine karsilik gelen absorbsiyon
pikinin molar absorbtivitesi ile ters orantilidir. Bu sebeple, 103-10° araligindaki molar
absorbtiviteler i¢in uyarilmis hallerin émrii 107~ 10 s arasinda gdzlenir. Gegis olasiligimnin

daha diisiik oldugu zay1f absorblayici sistemler igin émiir, 10°- 10-° s kadar uzun olabilir.

Uyarilmis bir molekiil temel hale birka¢g mekanik basamagin birlesimi yoluyla donebilir.
Bunlardan ikisi Sekil 1¢’de gosterildigi gibi bir 1s1n fotonunun yayimini igeren floresanss
ve fosforesanstir. Diger sonlim olaylar1 1g1masiz durulmadir. Temel hale geciste en fazla
tercih edilen yol, uyarilmis halin dmriinii en az yapan yoldur. Bu yiizden 1s1masiz gegislere
gore floresanss ile soniim hizli ise, bir emisyon gozlenir. Fakat eger bir 1s1masiz yol daha

biiyiik hiz sabitine sahipse floresanss ya yoktur ya da ¢ok kiiciik siddettedir.

Elektronik uyarilma sirasinda bir molekiil bir¢ok titresim seviyesinden herhangi birine
uyarilabilir. Bununla beraber ¢ozeltide asir1 titresim enerjisi, uyarilmis tiirlerin molekiilleri
ile ¢oziicii molekiilleri arasindaki ¢arpismalar sonucu hemen kaybedilir. Bunun sonucu
olarak bir enerji aktarimi1 ve ¢ozelti sicakliginda ¢ok az bir artis gozlenir. Titresim enerji
seviyeleri bakimindan uyarilmis bir molekiiliin ortalama émrii 102 s veya daha az olup,
bu stire elektronik olarak uyarilmis bir halin ortalama émriinden 6nemli derecede daha kisa
oldugundan, durulma islemi ¢ok etkilidir. Bununla beraber, elektron temel halin enerji
seviyelerinden herhangi birine donebilecegi icin birbirine yakin bir¢ok pik olusur. Daha
sonra daha fazla titresimsel durulma ile elektron, hizla temel elektronik halin en diisiik
titresim seviyesine doner. Titresimsel durulmanin etkinliginin bir sonucu, verilen bir
elektronik gecis i¢in floresanss bandinin absorpsiyon bandindan daha diisiik frekanslara
veya uzun dalga boylarina dogru kaymasidir ki bu kayma Stokes kaymasidir. Sadece temel
halin en disiik titresim seviyesi ve bir uyarilmis halin buna karsilik gelen seviyesi
arasindaki gecisleri kapsayan rezonans piki igin Ortiisme olur. I¢ doniisiim ise bir
molekiiliin, 131n yaymadan daha disiik bir elektronik enerji seviyesine ge¢mesi ile ilgili
molekiil i¢i olaylar1 ifade eder. Iki elektronik enerji seviyesi, titresim enerji seviyelerinde
bir ortiisme goriilecek kadar birbirine yakin ise i¢ doniisiim etkilidir. Sekil 2.13c’de
gosterilen Ortlismede uyarilmis iki halin potansiyel enerjisi aynmidir ve bu yiizden etkin bir

gecis s0z konusudur. Ortiisen titresim seviyeleri arasinda i¢ doniisiim olma olasilig
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genellikle floresanss gozlenmesi olasiligindan yiiksektir. Temel halin titresim seviyeleri,
birinci uyarilmig elektronik halin titresim seviyeleri ile ortiisiirse soniimlenme hizla
gerceklesir ve nadiren floresanss gozlenir. Bununla beraber uyarilmis bir halin
sOniimlenmesi bazen uyarilmis molekiil ve ¢oziicii ya da diger ¢ozeltideki diger molekiiller
arasinda carpigmalar sonucu enerji aktarilmasi ile gerceklesir. Bu olaya dis doniistim adi
verilir. Diisiik sicakliklarda ve viskoz ¢ozeltilerde kinetik enerji diiser carpisma olasilig
azalir ve dis doniisiim goriilme olasilig1 azalir. Sistemler arasi gegis olayinda ise uyarilmis
bir elektronun spininin degisimi gerg¢eklesir. Bu olayin olmasi igin singlet ve triplet enerji
seviyelerinin Ortiismesi gerekir. Agir atom etkisi olarak bilinen iyot veya brom gibi agir
atomlar1 igceren molekiillerde sistemler arasi geg¢is ¢ok daha fazladir. Bu atomlarin
varhiginda spin-orbital etkilesimleri artar ve spinde degisme olma olasilig artar. Cozeltide
molekiiler oksijen gibi paramanteyik tiirlerin varligi da sistemler arasi gecisi artirarak
floresanss gozlenme olasiligini azaltir. Tiim bunlarin yani sira uayrilmis tiiriin enerji kaybi
fosforesans ile de gerceklesebilir. Sistemler arasi gegisten sonra triplet halden singlet hale
geciste 1s1ma olur ve fosforesans olarak adlandirilir. Uyarilmis triplet halin ortalama omrii

emisyona gore 10#s’den 10 s’ye kadar daha uzun siirebilir (Skoog ve digerleri, 1998).

Bir maddenin molekiiler yapisi ve kimyasal cevrenin etkisi liiminesans ger¢eklesip
gerceklesmeyecegine karar verir. Ayrica bu faktorler floresanss siddetini de belirler.
Kuantum verimi bu etkenlerden biridir. Temel olarak emisyon yapan molekiil sayisinin
toplam uyarilmis tiir sayisina orani verilerek hesaplanir. Bu oran 1’e ne kadar yakinsa

floresanss siddeti o kadar artar.

A

kf+ks+kdd+kid+k6a+ka
Esitlik 2.1. Kuantum verimliligi

Yukaridaki esitlikte bir bilesik i¢in floresanss kuantum veriminin en diisiik uyarilmis
singlet halin soniimiindeki olaylar ile nasil hesaplanacagi gosterilmistir. Bu olaylar
floesresans (Kr), sistemler arasi1 gegis (ks), dis dontisiim (kdd), i¢ doniisiim (kig), on ayrisma
(Ksa) ve ayrisma (ka) olaylaridir. Burada “k” bagil hiz sabitini ifade eder. Bu esitlige gore k¢

degerini artiran ve diger olaylar1 azaltan durumlar floresanss siddetinin artmasini saglar.
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On ayrisma (ksa) ve ayrisma (ka) hiz sabitlerinin biiyiikliigii kimyasal yapiya bagliyken
diger hiz sabitleri ¢evresel etmenlerden daha ¢ok etkilenirler (Skoog ve digerleri, 1998).

2.2.3. Floresanss mikroskopi

Belirtilen bir Stokes kaymasi igin, bir floresanss mikroskop tasarlamak oldukg¢a kolaydir.
Temel olarak, tek bir dalga boyu ile 6rnegin aydinlatilmasi ve yalnizca floresanssa kayan
daha uzun dalga boylarinin gozlenebilmesi i¢in yayilan 1s18in filtrelenmesi gereklidir.
Aslinda floresansstan ilk kez bahseden Sir George Gabriel Stokes, kinin igeren su sisesi
iizerinde gilines 151811 filtreleyerek mor 151k géndermis ve mor 15181 bloke eden beyaz
sarapla dolu bir cam ile kininden mavi 151k emisyonunu gézlemlemistir (Lakowicz, 1999).
Floresans mikroskoplarda, uyarma 15181 151k toplayiciya (kondenser) gelir, 6rnekle etkilesir
ve emisyon objektif tarafindan toplanir. Modern mikroskoplarda tercih edilen yaklasim
istten aydinlatmadir (Sekil 2.14a). Bu konfiglrasyonda objektif sadece goruntiileme ve
ornegi bliylitmek ic¢in degil ayn1 zamanda 6rnegi aydinlatan bir 151k kondenser olarak da
davranir. Ustten aydimlatmali ve gegirgen mikroskoplarm her ikisinde de floroforlarin
uyarilmasi esit iken, sadece Uistten aydinlatmali mikroskoplarda 6rnekten yansitilan uyarma
1s18inin diisiik bir yiizdesini bloke etmek gereklidir. Bu yaklagimdaki en 6nemli teknik
engel uyarma 15181 ve floresanss emisyonunun 1sik yolunda c¢akigmasidir. Uyarma ve
emisyon 1sinini ayirmak ic¢in ise 6zel bir tiir 151k ayirict (beam splitter) olan bir dikroik
ayna kullanilir. Dikroik aynalar 151k yolunda 45 °’lik ac1 ile bulunmak iizere tasarlanmustir.
Siradan floresans mikroskoplarda, dikroik ayna 151k kaynagindan gelen kisa dalga boylu
15181 yansitirken, uzun dalga boylarinda yayilan floresanss: gegirir. Her bir dikroik ayna
floroforun uyarma ve emisyon pikleri arasinda bir gecise sahip olacak sekilde

tasarlanmistir (Sekil 2.14b).

Dikroikler nadiren, yalnizca uyarma dalga boyunun segilmesini saglayan uyarma filtresi ve
detektore daha uzun dalga boylu 15181in gegisine izin veren emisyon filtresi olmadan
kullanilirlar. Bu ti¢ tiir filtre de tipik olarak girisim filtreleridir ve ¢ok 6zel dalga boyu
secicilikleri vardir. Bu ig filtre kullanilarak uyarma 1s1gmin emisyon 1s1gindan ayrilmasi

basarili bir sekilde gergeklestirilebilir (Lichtman ve Conchello, 2005).
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Filtre klpleri

Filtre kupleri uyarma, emisyon ve dikroik filtrelerden meydana gelir (Sekil 2.14b) ve bir
mikroskopta 3 ila 9 arasinda filtre kiibii bulunabilir. Bu kiiplerin posizyonu manuel ya da
bilgisayar kontrollii olarak degistirilebilir. Boylece farkli dalga boylarinda yapilan
emisyonlar i¢in uygun filtre kiipii kolaylikla degistirilebilir. Ornegin floressein gibi yesil
floresanss yapan boyalar, DAPI gibi mavi floresanss yapan boyalar ve TRITC gibi kirmizi
floresanss yapan boyalar igin tasarlanmig filtre setleri mevcuttur. Uygun filtre setini
secerken floroforun emisyon ve uyarma dalga boylar1 dikkate alinmalidir. Sekil 2.14b’de
bir filtre seti i¢in uyarma, emisyon ve dikroik filtrenin spektral ozellikleri verilmistir

(Lichtman ve Conchello, 2005).
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Sekil 2.14. Floresans mikroskop, a) tstten aydinlatmali floresans mikroskopun pargalarinin
gosterimi, b) bir kiipiin dizayn1 ve filtrelerin spektral dzellikleri

Isik kaynaklari
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Floresanssda oOrnegin aydimnlatilmasi igin bazi farkli stratejiler mevcuttur. Bunun igin
yaygin olarak ark tipi civa ve Ksenon lambalar1 kullanilir. Ark lambalar1 pahali, potansiyel
olarak tehlikeli ve 6zel lamba haznelerine ihtiya¢ duyarlar. Fakat ihtiyaca gére Ksenon ve
civa lambalar1 6ncelikli olarak tercih edilebilirler. Ksenon lambalar1 UV, gériiniir ve yakin
IR bolgelerini kapsadigi i¢in avantajlidir. Civa ise olduk¢a yogun siddete sahip bir 1g1k
kaynagidir. Bunlarin yaninda civa lambanin 200 saat ve birgok Ksenon lambanin ise 400
saat kullanim siiresi vardir. GUnlmizde 1s1k yayan diyotlar (LEDs) ark lambalariyla yer
degistirmeye baslamistir. Bunlar pahali olmayan 151k kaynaklaridir (Lichtman ve
Conchello, 2005).

Objektifler

Mikroskop objektifleri drnegi uyaran 1sik kaynagi ve ayn1 zamanda floresans: toplayan
optik parga olarak davrandiklari igin, objektiflerin Ozellikleri floresanss gorlntulemede
biiyiik dneme sahiptir. Ideal bir floresanss mikroskop objektifinde agiklik sayisiinin (NA)
biliylik olmasi gerekir. Aciklik sayisi, mikroskobun ayirma (resoliisyon) giiciiniin bir
Olciisiidiir ve mercegin gegirebildigi 151k demetinin ¢apini ifade eder. Aciklik sayist arttikga
rezoliisyon kuvveti de artar. Aciklik sayis1 biiylik olan objektifler immersiyon yagi ile
kullanilirlar. Uyarma 1g1ginin miktar1 ve ayn1 zamanda floresanss emisyonunun miktari

yaklasik olarak (NA)? ile orantil1 olarak degisir (Lichtman ve Conchello, 2005).

Cep telefonu tabanli mikroskoplar

Optik goriintilleme teknikleri, yerinde tani yapmak igin gelistirilen tibbi cihazlarin
gelistirilmesinde Onemli avantajlar saglar. Optik gorlintileme ile hizli ve dogru tani
koyma, ger¢ek zamanl ve yiiksek ¢oziliniirliikte mikroskobik ve makroskopik bilgi edinme
saglanabilir. Son yillarda optik goriintiileme platformlar1 gesitli ¢aligmalarla minyatiirize
edilmis ve boylece oldukga diisiik maliyetli sistemler gelistirilmistir. Elektronik pazardaki
hizli gelismeler sayesinde cep telefonu gibi yiiksek performansh goriintiileme araglari her
yerde bulunmaktadir ve ayrica tasinabilir, kii¢ciik ve diisiik maliyetli oldugu icin, cep
telefonlar1 yerinde tani araglarinin gelistirilmesinde tercih edilen cihazlar olmaya
baslamistir. Bunun disinda mikro akigkan sistemlerle birlestirilebilirligi sayesinde ¢ip tizeri
laboratuvar (lab-on-a-chip) tanima teknolojisinde kullanilabilecek araglar arasinda yerini

almistir (Zhu, Isikman, Mudanyali, Greenbaum ve Ozcan, 2013).
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Klasik parlak alan ve floresans mikroskop tasarimlari i¢in ¢esitli lens diizenlemeleriyle cep
telefonlarin1 birlestirerek hazirlanan taginabilir ve son derece uygun fiyatli mikroskop
sistemleriyle ilgili 6nemli sayida ¢alisma mevcuttur. Cep telefonu tabanli mikroskop
yaklasimlari; lenssiz (lens free), lens iizerinde (on-lens) ve ek parca (attachment)
yaklagimlar1 olmak tizere lige ayrilir. Bu {i¢ tasarimin her biri i¢in yapilan arastirmalarda,
gelismekte olan {ilkelerdeki saglik standartlarmi 6nemli Olgiide etkileyebilecek cep
telefonu tabanli mikroskop tasarimlar1 ile ilgili umut vaat eden bilimsel yaklasimlar

uretilmistir (Bates ve Zumla, 2015; Pirnstill ve Cote, 2015).

Geleneksel parlak alan mikroskobik tekniklerle elde edilen ¢6ziiniirlikkle kiyaslanabilir
¢coziiniirligi (~40X biiyiitme) saglamak icin, lens icermeyen tasarimlarda holografi
kullanilir. Burada mobil cihazdaki kamera tarafindan toplanan goriintiiniin sonradan
islenmesi tekniginden yararlanilir. Lenssiz yaklasim kullanimi1 daha kii¢lik tasarimlarin
yapilmasina olanak saglar ve optik hizalama ihtiyacini ortadan kaldirir. Ek olarak bu teknik
goriintiileme alan1 ve ¢oziiniirliik arasindaki iligkinin ayristirilmasint saglar ve boylece
klasik mikroskop tekniklerine kiyasla sistem c¢oziniirliiglinde kayip olmadan biiyiik
goriintiileme alanlarinin ¢oziiniirliigiinde énemli gelismeler saglar. Baz1 uygulamalar igin
bu yaklasimi kisitlayan iki temel sinirlama vardir. Birincisi bu yapida kullanilan cep
telefonu tabanli mikroskop sistemleri, hologramlardan elde edilen gorintileri yeniden
olusturmak veya gorilntiileri uzaktan bir sunucuda islemek icin yeterli islem giicii
igermelidir. Ikincisi ise goriintiilenecek ornekler goreceli olarak kameraya yakin olacak

sekilde yerlestirilmelidir ve bu da galisma zorlugu dogurur (Pirnstill ve Coté, 2015)(2).

Ikinci yaklasim olan lens iizerindeki cihaz tasarimi, odak noktasinda cep telefonu
kamerasina direkt olarak eklenen bir kirilma elemani yerlestirilerek veya kamera lensinin
Oniline bir kiiresel lens yerlestirilerek gerceklestirilir. Bu yaklagim diisiik maliyetli bir
alternatif olusturma imkani saglar ve diger rapor edilen cep telefonu tabanli mikroskop
sistemlerle kiyaslanabilir bir ¢oziiniirlik saglar. Kiiresel lens kullanimi kiiresel odak
diizlemi olusturur ve bdylece bu teknik odak noktasinda yakalanan goriintiiniin sadece
kiiciik bir gorilintiileme alani ile ¢alisilmasina olanak saglar. Goriintiilleme alaninda odak
disindaki bolgeler i¢in daha sonra goriintii isleme ile diizeltme tekniklerini kullanilarak

ayarlama yapma ihtiyac1 duyulur (Pirnstill ve Coté, 2015).
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Rapor edilen cep telefonu tabanli mikroskop tasarimlariin biiyiik boliimiinii igeren ii¢lincii
yaklasimda cep telefonu ek parga ilavesiyle kullanilir. Bu yaklasimda mikroskobik
goruntileme i¢in ek bir donanim gereklidir. Bu ¢alismalarda cep telefonlar1 klasik
mikroskop objektifleri (Breslauer, Maamari, Switz, Lam, ve Fletcher, 2009) ya da diisiik
maliyetli basit lenslerle birlestirilmistir (Bogoch ve digerleri, 2014) fakat smirh
goriintiileme alan1 ve goriintii kalitesi sorunlart yasanmistir. Bu yaklasimin diger
sinirlamalari ise her bir cep telefonu modeli i¢in ayr1 bir ek parcaya gereksinim duyulmasi
ve karmasik optik elemanlar gerektirebilmesidir. Bu yiizden gelismekte olan iilkelerde
potansiyel olarak boyle bir tasarimin uygulanmasinda zorluklar yasanabilir (Pirnstill ve

Coté, 2015).

Lens, 151k kaynagi, numune kabi, USB ve bluetooth baglanti yerleri monte edilerek
hazirlanan ve ii¢ boyutlu yazic1 ile basilmis cep telefonunun rahatca yerlestirilebilecegi bir
kap igerisine cep telefonu lensinin ilavesinin performansi artirdigi gosterilmistir
(D’Ambrosio ve digerleri, 2015). Bu tasarimin ileri asamasi olarak bir grup, klasik bir
floresans mikroskobundaki 10X objektif lens ile benzer performansa sahip genis alan
floresans goriintiilerini elde etmek icin, cep telefonu tabanli bir mikroskop ile sinyal isleme
algotirmalarin birlestirmistir (H. Zhu, Yaglidere, Su, Tseng, ve Ozcan, 2011). Boylelikle
mikro akigkan bir sistemden gegen floresans etiketli hiicreleri sayabilen, temel bir akis
sitometriye (flow cytometer) benzer fakat daha ileri bir teknoloji gelistirilmistir (H. Zhu
ve Ozcan, 2013). Cep telefonu tabanli mikroskoplarin 6n denemelerinde gelismekte olan
iilkelerin kirsal kesimlerinde yaygin olarak rastlandigi icin pratik ve mantikli uygulamalar
saglayan Giardia (Koydemir ve digerleri, 2015) ve parazit (Bogoch ve digerleri, 2014,
D’Ambrosio ve digerleri, 2015) enfeksiyonu tanisi {izerine yogunlasilmistir (Bates ve

Zumla, 2015).

Gelistirilen bu yeni yaklasimlar sayesinde bilgisayar destegi ya da cep telefonu veri tabani
araciligiyla gorlintii paylasimi ile diinyanin farkli bdlgelerinde elde edilen veriler
islenebilir. Ve bu yaklasimlar 6zellikle gelismekte olan iilkelerde yaygin olarak rastlanan

hastaliklarin tanisina olanak saglar.



57

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gereg

3.1.1. Kimyasal maddeler ve malzemeler

Hidrojen tetrakloro aurat (HAUCls), hekzadesiltrimetil-amonyum bromir (CTAB), L-
askorbik asit (AA), 1-dekantiyol (DT), 4-merkaptofenilboronik asit (4-MBA), Urik asit
(UA) ve etanol Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Almanya)’den alinmistir. Giimiis nitrat
(AgNO:s) ve sodyum borohidrur (NaBH4) Merck (Darmstadt, Almanya)’den alinmistir. N-
(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilkarbodimid hidroklorir ~ (EDC), N-Hidroksisilfo-
stksinimid sodyum tuzu (NHS), boraks, borik asit, MES tampon, 1-Oktadekantiyol,
sodyum sitrat (NaH.CsHsO7), O-(2-karboksietil)O-(2-Merkaptoetil)-Heptaetilen glikol
(PEG tiyol asit), 11-Merkaptoundekanoik Asit (MUA), hidroksilaminhidroklorir
(HONH2-HCI), Merkaptosilan, O[2-(3-merkapto propionilamino)etil]-O-metilpolietilen
glikol, 1-Merkaptoundeka-11yl)tri(etilen glikol), 11-merkaptopropionik asit (MPA), ve
etilen diamin tetra asetik asit (EDTA), Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Almanya)’den
alinmistir. Whatman 7184-004, nitroseliloz membran filtresi (0,45 pm gozenek biiyiikligii
ve 47 mm ¢apinda) Sigma-Aldrich (Taufkirchen, Almanya)’den alinmistir. Referans kan
ornegi (Hb/glucose L-1), Seronorm (Billingstad, Norveg) firmasindan alinmistir. Altin
tabaka kalinligt 100 nm olan altin kapli silikon plaka Sigma-Aldrich (Taufkirchen,
Almanya)’den alinmigtir. Btlin cozeltiler, Millipore saflagtirma sistemi ile organik

bilesiklerden arinmis deiyonize su (18.2 M(Q2.cm) ile hazirlanmistir.

Karsinoembriyojenik Antijen (CEA) Protein, Fitzgerald Industries International (Acton,
MA, USA)’den alinmistir. CEA monoklonal antikor ve CEA poliklonal antikor My
BioSource, Inc. (San Diego, CA, USA)’dan, ikincil antikor ise Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, USA)’den alinmistir. Streptavidin-AU ve Qdot625-streptavidin
konjugatlari sirasiyla Cytodiagnostics (Burlington, Ontario, Canada) ve Life Technologies-
Invitrogen (Grand Island, NY, USA)’den alinmistir. %1°lik kazein ¢ozeltisi Bio Rad Life
Science Education (Hercules, CA, USA)’den alinmistir. Poli(etilen glikol), siikroz ve
bovin serum albumin Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)’den alinmistir. Numune
uygulama pedi, nitroseliloz membran ve absorbent pad GE Healthcare Life Science
(Pittsburgh, PA, USA) tarafindan saglanmistir. Konjugasyon pedi EMD Millipore



58

(Darmstadt, Germany) tarafindan saglanmistir. Nanosep santriftj tipi Pall Corporation
(Port Washington, NY, USA)’den alinmistir. Biyobelirte¢ tayini ¢alismasinda kullanilan
tim tampon c¢ozeltiler ve ve diger ¢ozeltileri hazirlamak i¢in kullanilan deiyonize su (18.2
MQ.cm) Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA)’den alinmistir. Plano-konveks lens (12mm
dia. x 24mm fl) Edmund Optics (Barrington, NJ, USA)’den alinmistir. Long-pass filtre
Semrock Inc. (Rochester, NY, USA)’dan, LED’ler ise Parts Express (Springboro, OH,
USA)’den alinmistir.

3.1.2. Kullanilan cihazlar

Calismalarda DeltaNu Examiner Raman Mikroskop sistemi (A.B.D.) kullanilmistir. Mikro
Raman sistemi 785 nm lazer ve CCD detektor, optik sistemlerini icermektedir. Enstriman
parametreleri olarak: 20X objektif, 30 um laser spot ¢ap1, 150 mW lazer giicii ve 60 saniye
ornekleme  siiresi  kullanilmigtir. ~ Absorbans  olglimleri  Spectronics  UV-Vis
Spektrofotometre kullanilarak gergeklestirilmistir. Karakterizasyon galismalari igin Atomik
Kuvvet Mikroskobu (XE-100E; Park System Corp., Suwan, Kore) ve Yiizey Plazmon
Rezonans Sitemi- SpreetaTM (Texas Instruments, TX, ABD) kullanilmistir. TEM
Olciimleri Tecnai G2 F30 HRTEM sistemi (Japonya) kullanilarak yapilmistir. Zeta
potensiyel ve hidrodinamik ¢ap 6l¢iimleri Malvern Instrument Zetasizer (Ingiltere) cihazi
kullanilarak yapilmigtir. Energy-dispersive X-ray (EDX) analizleri Joel marka SEM cihazi
kullanilarak yapilmistir. Juan Sogutmali santrifiij: nanopartikiilleri sentezlerken ortamda
asirt miktarda olan bazi maddeleri ortamdan uzaklastirmak i¢in kullanilmistir. Mum yazici
olarak XEROX ColorQube™8570 (Norwalk, ABD) yazici kullanildi. Isitict (Hot Plate
Stirrer) olarak VELP Scientifica (Usmate Velate, Italya) kullanildi.

Yatay akis diizenegi Claremont Biosolutions (Upland, CA, USA)’dan, Fusion 400 Touch
siringa pompast Chemyx Inc. (Stafford, TX, USA)’den alinmigtir. Mini-santriflij Fisher

Science Education (Hanover Park, IL, USA)’den alinmistir.

3.2. Yontem

Bu tez kapsaminda iki farkli ¢alisma ytirUtllmistiir. Bu ¢alismalarin ilkinde kanda bulunan

kiicik molekiillerden glikozun tayini iki farkli ¢ip sistemi kullanilarak gergeklestirilmistir.
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Diger calismada ise kanser biyobelirteclerinin tayini igin kagit tabanli mikroakiskan

yontemi gelistirilmistir.

3.2.1. Glikoz tayini icin yontem gelistirilmesi

Glikoz tayini ig¢in, ilk ©once kendiliginden diizenlenen tek tabaka yoOntemi ile ¢ip
hazirlanmis ve Raman spektroskopi ile sonuglar elde edilmistir. Burada kan 6rnegindeki
matriksi uzaklastirmak i¢in klasik yontemler kullanilmistir. Dolayisiyla bir 6n hazirlik
islemi uygulanmistir. Daha sonra, yontemi gelistirmek amaci ile glikoz tayini igin kagit
tabanli mikro akigkan bir sistem hazirlanmistir. Bu yontemde ise matriksin ayrimi
kullanilan membran yilizeyinde gergeklestigi i¢in bir 6n isleme gerek duyulmadan glikoz

tayini basaril bir sekilde yapilmistir.

Kendiliginden diizenlenme (SAM) teknigiyle hazirlanan cip ile glikoz tayini

Bu yontem ile ¢ip hazirlamak igin altin levha yiizey ve altin nanopargaciklar kullanilmigtir.
Bunun igin ilk Once altin nanopargaciklar sentezlenmistir. Daha sonra hazirlanan
nanopargaciklar ve kullanilan altin levha ylzeyi uygun ligandlar ile modifiye edilmistir.
Hazirlanan altin yiizeyler ve partikiiller etkilestirilerek SAM yiizeylerinin olusumu
saglanmistir. Elde edilen yiizeylerin karakterizasyon ve optimizasyon c¢aligmalari
tamamlandiktan sonra, bu yiizeyler glikoz tayini i¢in kullanilmigtir. Yontemin analitik
performans verileri Dbelirlendikten sonra referans kan Orneginde glikoz tayini de

gerceklestirilmistir. Yontemin uygulanma asamalar1 asagida detaylandirilmistir.

Altin nanopartikiil sentezi ve karakterizasyonu

Altin nanopartikiillerin sentezi kimyasal yontem kullanilarak basit ve hizli bir sekilde
gergeklestirilmistir.  Calismada kullanilmak iizere kiire ve c¢ubuk seklinde altin
nanopartikiiller sentezlenmigstir. Nanopartikiillerin sentezi asagida detayli olarak

aciklanmustir.

Altin  nanopartikiillerin ~ karakterizasyonu ise  farkli  yontemler uygulanarak
gerceklestirilmistir. Bu amagla taramali elektron mikroskop (TEM) goriintiileri alinmustir.
UV-Vis absorbsiyon spektrumlari incelenmis ve Zeta potansiyel degerleri olgtilmiistiir.

Elde edilen sonuglar bulgular kisminda agiklanmastir.
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Altin nanocubuk sentezi

Altin nanogubuk sentezi, cekirdek buyutme yontemi kullanilarak gerceklestirilmistir
(Nikoobakht ve digerleri, 2003). Bu yontemin kullanilmasindaki amag, farkli boy/en
oranina sahip anizotropik nanopargagiklar1 yiiksek verimle sentezlemektir. Bu amacla ilk
once cekirdek ¢ozeltisi hazirlanmistir. Cekirdek ¢ozeltisini hazirlamak i¢in 0,1 M CTAB
cozeltisinden 7,5 mL alinmis ve igerisine 250 puL 0,01 M HAUCI; ¢ozeltisi ilave edilmistir.
Bu ¢ozelti karistirildiktan sonra buz banyosunda sogutulmus indirgeyici olarak 600 pL
0,01 M NaBHs ¢ozeltisi de ilave edilmis ve 30°C su banyosunda 30 dk boyunca
bekletilerek altin ¢ekirdeklerin olugmasi saglanmistir. Daha sonra altin nanogubuklari
iretmek igin biiytime ¢6zeltisi hazirlanmistir. Bu ¢6zeltiyi hazirlamak igin 4,75 mL 0,1 M
CTAB ¢ozeltisine sirastyla 250 pL 0,01 M HAUCI4, ve 60 pL 0,01 M AgNOs ¢ozeltileri
ilave edilmistir. Baslangicta renksiz olan ¢ozeltinin rengi koyu turuncuya degismistir.
Sonrasinda ise 250 uL 0,1 M askorbik asit (AA) cozeltisi ilave edilmis ve bu ilave ile
renksiz bir ¢ozelti elde edilmistir. Onceden hazirlanmis olan ¢ekirdek ¢ozeltisinden 5 pL
alimarak bliylime c¢ozeltisine ilave edilmis, birka¢ saniye karistirllmis ve 30°C su
banyosunda 3 saat bekletilerek cubuk formunda altin nanopartikiiller iretilmistir. Altin
nanoparc¢aciklar olustuktan sonra ¢dzeltinin rengi maviye donmiistiir. Sentezlenen mavi
renkli ¢ubuk seklindeki nanopartikiiller 13000 rpm’de santrifiijlenerek c¢ozeltisinden
ayrilmis ve 5 mL su ile ve 3 defa yikanarak CTAB molekillerinin asirisinin ortamdan

uzaklagmasi saglanmistir.

Altin nanokire sentezi

Kiiresel yapidaki altin nanopartikiillerin sentezi i¢in indirgeyici olarak sitrat kullanilmisir.
Bunun i¢in ilk 6nce 500 ml % 0,01° lik (h/h) HAUCl4 ¢6zeltisi karistirilarak kaynatilmistir.
Daha sonra kaynayan bu ¢ozeltiye 7,5 ml % 1°lik sodyum sitrat ¢ozeltisi ilave edilmistir.
Sitrat ilavesinden sonra kaynatma islemine 15 dakika daha devam edilmistir. Cozeltinin
rengl turuncudan sarap kirmizisi renge tamamen dondiigiinde kiiresel yapida altin
nanopartikiillerin sentezi tamamlanmistir. Kiiresel altin nanopartikiilleri igeren ¢ozelti

sogutulduktan sonra karakterizasyon iglemleri yapilmig ve analiz igin kullanilmustir.
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Yiizey modifikasyonlar

SAM ylizeyinin hazirlanmasi i¢in sentezlenen altin nanopartikiillerin ve altin levhalarin
yiizey modifikasyonlari, yaygin olarak kullanilan pahali enzimleri kullanmak yerine, ki¢uk
molekiil agirlikli molekiil secimli ligand olan 4-merkaptofenil boronik asit (4-MBA), 1-
dekantiyol (DT), O-(2-Karboksietil)O-(2-merkaptoetil)-heptaetilen glikol (PEG tiyol acid)
ve O[2-(3-Merkaptopropionilamin)etil]-O-metilpolietilen glikol (PEG tiyol) gibi
hidrofobik fonksiyonel gruplarin baglanmasi ile gerceklestirilmistir. Bu amagla altin
nanopartikiillerin ve altin levhalarin yiizeyi belirtilen ligandlarla modifiye edilmistir.
Kullanilan ligandlarin hangisinin ¢alisma i¢in daha uygun oldugunu anlamak igin
optimizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Fakat ilk 6nce ¢alisma kosullarini belirlemek igin 4-
MBA ve DT ile ¢aligmalar yiiriitiilmiistiir. Glikoz molekiillerinin yiizeye tutunmasin
saglamak icin boronik asit ve alkil gruplarina ihtiya¢ vardir. Cilinkii alkan tiyol grubu,
molekiillerin homojen dagilmasini saglayan bir tabaka olarak davranirken, boronik asit
grubu da kompleks olusumunu gergeklestirir (Ciftci ve digerleri, 2013) Boylece hazirlanan

iki bilesenli sistem ile glikoz molekiilleri hassas bir sekilde tayin edilebilmistir.

Altin nanopartikiil yiizeylerinin modifikasyonu

Altin nanogubuklar sentezlendikten sonra karakterize edilmistir. Daha sonra bu
pargaciklarin yiizeyi 4-MBA ve 1-DT ile kendiliginden diizenlenme (self assembly
monolayer-SAM) teknigiyle modifiye edilmistir (AuNPs-4-MBA/DT). Bu amagla ilk 6nce
belirli oranlarda 4-MBA ve 1-DT, etanol ¢6zeltisi icerisinde karistirilarak hazirlanmustir.
Altin nanogubuklar hazirlanan bu ¢ozelti igerisinde dagitilmistir ve bu ¢ozelti 16 saat
boyunca calkalayicida belirli bir hizda karistirilarak 4-MBA ve 1-DT’iin partikiil yiizeyine
baglanmas1 saglanmistir. Cozelti igerisindeki altin nanogubuk ylizeyine baglanmayan 4-
MBA ve 1-DT molekulleri 10000 rpm’de santrifiijlenerek ortamdan uzaklastirilmistir.
Daha sonra modifiye altin nanogubuklar etanol ile yikanmis ve yine 10000 rpm’de
santrifiijlenerek yikama ¢ozeltisi atilmistir. Bu islem 3 kez tekrarlanmis ve bu modifiye

parcaciklar daha sonra kullanilmak {izere etanol ¢ozeltisine alinmistir.
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Altin levha viizeylerinin modifikasyonu

Altin levha yiizeyler nanopargaciklarin modifiye edilmesinde kullanilan ligandlar ile
modifiye edilmistir. Boyutlart 1cm X 1cm olan altin levha yizeyler modifiye edilmeden
once pirana ¢ozeltisi (%75 H2S04-%25 H203) ile temizlenmistir. Altin yilizeyler pirana
cozeltisinde 30 dk. bekletilmis ve daha sonra deiyonize su ile yikanmistir. Yikanan
yiizeyler kullanilmadan 6nce kurutulmustur. Temizlenen altin yiizeyleri modifiye etmek
icin 4-MBA ve 1-DT iceren etanol ¢ozeltisi icerisine daldirilmistir. Ligandlarin altin levha
yiizeylerine baglanmasi i¢in 16 saat calkalayicida belirli bir hizda karistirilarak
bekletilmistir. Modifiye edilen altin levha yiizeyler etanol ¢ozeltisi ile yikanarak yiizeye
baglanmayan 4-MBA ve 1-DT molekdllerinin ylzeyden uzaklastirilmalari saglanmis ve
boylece ylizeyler hazirlanmistir. Sekil 3.1a’da kendiliginden diizenlenme teknigiyle
modifiye edilen altin levha yuzeylerin (Au-4-MBA/DT) sematik gosterimi verilmistir.

Altin Levha ve Altin Nanopartikiillerin Etkilestirilmesi

Modifiye edilen altin levha yiizeyler (Au-4-MBA/DT), modifiye altin nanogubuklari
(AuNPs-4-MBA/DT) iceren 2 ml etanol ¢ozeltisi icerisinde 1 gece bekletilerek, hidrofobik
etkilesimler ile nanopartikiillerin altin levha yiizeyine tutunmalar1 saglanmistir. Sekil
3.1b’de hazirlanan sensor (Au-4-MBA/DT - AuNPs-4-MBA/DT) sematik olarak
gosterilmistir. Altin nanogubuklarla modifiye edilmis yiizeyler etanol ile 3 kez yikanarak
etkilesime girmeyen nanopartikiillerin ylizeyden uzaklastirilmalar1 saglanmistir. Yikama

isleminden sonra yiizeyler kurutulmus ve karakterizasyon caligsmalar1 gerceklestirilmistir.
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. a) Au-4-MBA/DT, b) Au-4-MBA/DT - AuNPs-4-MBA/DT ylzeylerinin sematik gosterimi

Glikoz 6lgumleri igin yontem optimizasyonu

Ligand tliriinin etkisi

Kendiliginden diizenlenme teknigi ile hazirlanan platformu glikoz tayininde kullanirken
optimum sartlarin belirlenebilmesi i¢in DT yerine farkli ligandlar da kullanilmistir. Bunun
icin altin levha yiizeyi ve altin nanogubuk yiizeyleri toplam 20 mM derisimde olacak
sekilde 4-merkaptofenilboronik asit (4-MBA) esliginde ligand olarak 1-dekantiyol, O-(2-
Karboksietil)O-(2-merkaptoetil)-heptaetilen glikol (PEG tiyol asit) ve O[2-(3-
Merkaptopropiyonilamin)etil]-O-metilpolietilen  glikol (PEG  tiyol)  kullanilarak
kendiliginden diizenlenme teknigiyle modifiye edilmistir. Farkli ligandlar ile modifiye
edilen yiizeyler kullanilarak 5 mM glikoz i¢eren 6rnek yiizeyle etkilestirilmis ve 4-MBA’in
YGRS sinyali takip edilmistir. Hazirlanan bu farkli platformlarin glikoza karsi cevaplari
karsilastirilarak en yiiksek sinyal elde edilen platform calismalarda kullanilmak iizere

secilmisgtir.

Hazirlanan bu platformlarin degisen glikoz derisimine karsi cevaplart da incelenmistir.
Bunun igin altin yiizeyler, 10 mM 4-MBA ve 10 mM DT igeren etanol ¢ozeltisinde 16 saat
bekletilerek molekiillerin yiizeye baglanmasi saglanmistir. Ayni prosediir kullanilarak 10

mM 4-MBA ile 10 mM PEG tiyol asit de etanol icerisinde altin yiizeyler ile
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etkilestirilmistir. Fakat PEG tiyol ile ¢alisirken, PEG tiyoliin etanolde ¢oziintirliigii diistik
oldugu i¢in 10 mM 4-MBA ile 10 mM PEG tiyol, 1:1 oraninda hazirlanmis su:etanol
karisimi igerisinde ¢Oziinmdistiir. Ve yine 16 saat molekdillerin ylzeye baglanmasi igin
beklenmistir. Modifiye edilen bu altin yiizeylerle etkilestirilmek {izere altin nanopartikiiller
de modifiye edilmistir. Bunun i¢in altin nanogubuklar, 15 mM 4-MBA ve 5 mM DT iceren
etanol c¢ozeltisi igerisinde homojen olarak dagitilmis ve 16 saat stireyle molekiillerin altin
nanogubuklarla etkilesmesini saglamak i¢in calkalayicida belirli bir hizda karigtirilmustir.
Ayni prosediir kullanilarak 15 mM 4-MBA ile 5 mM PEG tiyol asit de etanol ¢ozeltisi
icerisinde altin nanogubuklar ile etkilestirilmistir. Daha 6nce de belirtildigi gibi ¢oziintirliik
problemi yiiziinden, 15 mM 4-MBA ile 5 mM PEG tiyol ise 1:1 oraninda hazirlanmis
su:etanol ¢ozeltisi  igerisinde altin nanopartikiiller ile etkilestirilmistir.  Altin
nanogubuklarin yiizeyine baglanmayan molekiiller 10000 rpm devirde santrifijlenerek
ortamdan uzaklastirilmistir. Elde edilen bu modifiye altin nanopartikiiller, modifiye altin
yuzeylerle farkli kombinasyonlar elde edilecek sekilde etkilestirilmistir ve degisen glikoz
derisimine kars1 YGRS sinyalleri alinmistir. Bu sonuglara gore en yiiksek ve dogrusal

sinyal elde edilen platformla ¢alismaya karar verilmistir.

Fakat bununla beraber farkli oranlarda ligand kullanilarak altin nanogubuklar modifiye
edildiginde, PEG tiyol ve PEG tiyol asit i¢in sonucun degisip degismedigini gérmek
amaciyla altin nanogubuklar, ligand oranlar1 degistirilerek modifiye edilmistir. Bu amagcla
altin ylizeyler toplam derisimi 20 mM olacak sekilde 1/1 oraninda 4-MBA/ligand
bilesiminde hazirlanmistir. Yiizeylerle etkilestirilmek {izere kullanilan altin nanogubuklar
ise yine toplam derisimi 20 mM olacak sekilde 1/1, 1/3, 3/1 oranlarinda 4-MBA/ligand
bilesimlerinde hazirlanmistir. Farkli oranlarda 4-MBA/ligand kullanilarak hazirlanan
platformlarin glikoza karsi cevaplari incelenmistir. Burada artan glikoz derisimine karsi,

boronik asite ait 1070 cm™’deki YGRS sinyal siddeti grafige gegirilmistir.

Yiizey modifikasyonlarinda ligand olarak DT kullanilmasina karar verildikten sonra hem
altin levha yiizeyine hem de altin nanocubuk ylizeyine baglanan 4-MBA ve DT

molekullerinin molar orani optimize edilmistir.
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Altin levha viizeyinde 4-MBA/DT molar oraninin optimizasyonu

YGRS platformu hazirlanirken kullanilan ligandlarin orani ile glikoz molekdllerinin
yiizeye baglanma miktar1 degisecegi i¢cin 4-MBA ve ligandlarin molar oranlar1 optimize
edilmistir. Burada amag glikoz molekiillerinin yiizeye maksimum oranda tutunmasini
saglamaktir. En yiiksek miktarda baglanmay1 saglamak i¢in altin levha yiizeyinin
modifikasyonu farkli konsantrasyon oranlarinda 4-MBA/DT Kkarisimi kullanilarak
calisgilmistir. Bunun igin toplam konsantrasyonu 20 mM ve 4-MBA/DT konsantrasyon
oranlart 1/1, 1/3, 1/5 ve 3/1 olacak sekilde ¢ozeltiler hazirlanmis ve yiizeylerle
etkilestirilmistir. Altin levha yiizeyine baglanan ligandlarin miktar1 optimize edilirken
hidrofobik etkilesimlerle yiizeye tutturulan altin nanogubuklarin yiizeyinde ise 4-MBA/DT
konsantrasyon orani 1/3 olarak sabit tutulmustur. Bu farkli derisim oranlarinda hazirlanan
yiizeylerin glikoz ile etkilesimini incelemek i¢in 4 mM glikoz ile ¢alisilmistir. Hazirlanan

platformlarin glikoz konsantrasyon karsi cevabi grafige gecirilmistir.

Altin nanopartikiil yiizeyinde 4-MBA/DT molar oraninin optimizasyonu

YGRS platformu hazirlanirken kullanilan altin  yiizeylerindeki ligandlarin  orani
belirlendikten sonra ayni sekilde altin nanogubuklar igin de optimizasyon g¢alismasi
yapilmistir. Altin nanogubuk yiizeyinin modifikasyonu farkli derisim oranlarinda 4-
MBA/DT karigimi kullanilarak gergeklestirilmistir. Bunun igin toplam derisim 20 mM ve
4-MBA/DT derisimleri sirasiyla 1/1, 1/3, 1/5 ve 3/1 oraninda olacak sekilde hazirlanan
cozeltiler ile altin nanopartikiil ylizeyleri kendiliginden diizenlenme teknigiyle modifiye
edilmigtir. Altin nanogubuklar, bir dnceki asamada optimize edilerek 1/1 oraninda 4-
MBA/DT karisimi ile modifiye edilen altin levha yiizeyine hidrofobik etkilesimlerle
tutturulmustur. Bu farkli derisim oranlarina sahip 4-MBA/DT c¢ozeltileri ile hazirlanan
nanogubuk yiizeyleri kullanilarak olusturulan YGRS platformu kullanilarak glikoz tayini
gerceklestirilmigtir. Bunun i¢in 4 mM glikoz ¢ozeltisi ile ¢alisilmis ve sonuglar grafige

gecirilmistir.

Analiz platformunda pH 'nin etkisi

Altin levha ve nanogubuklarin modifikasyonu i¢in kullanilacak olan ligandlart belirleyip

optimizasyon ¢aligmalar1 yapildiktan sonra, boronik asit-glikoz etkilesiminin en yiiksek
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oldugu pH’nin belirlenmesi i¢in g¢alismalar yapilmistir. Literatiirden ve daha onceki
caligmalarimizdan bilindigi lizere boronik asit ve glikoz etkilesiminin gerceklesmesi icin
pH'nin 6-10 arasindaolmasi gereklidir. Bu pH araliginda tampon ¢6zeltiler hazirlanarak
glikoz tayininde optimum pH belirlenmeye calisilmistir. Bunun i¢in daha 6nce anlatildig:
gibi modifiye edilen YGRS platformlarina, pH 6-10 araligindaki ¢ozeltiler kullanilarak
hazirlanan 4 mM glikoz ilave edilmis, 20 dk. siireyle bekletilmis ve ylizeyler ile glikozun
etkilesmesi saglanmistir. Baglanmayan glikozu uzaklastirmak i¢in yiizeyler yikanmis daha

sonra Raman spektrumlar1 alinmistir.

Glikoz molekiilleri ile yiizey etkilesim sitiresinin optimizasyonu

Uygun ligand, ylzey modifikasyonunda ligandlarin uygun derisim oranlar1 ve ¢Ozeltinin
pH" belirlendikten sonra hazirlanan platform ile glikoz molekillerinin etkilesim siiresinin
optimizasyon ¢alismalar1 yapilmigtir. Bunun i¢in optimum kosullarda hazirlanan platform
uzerine, pH 9 tamponunda 4 mM glikoz iceren ¢Ozelti ilave edilmis ve etkilesim igin farkli
strelerde bekletilmistir. Glikoz molekiilleri yiizeyle etkilestikten sonra yiizeye tutunmayan
molekdlleri uzaklastirmak i¢in yikama islemi yapilmis ve daha sonra Raman spektrumlari

alinmistir. Elde edilen sonuglar grafige gegirilmistir.

Kararlilhik calismasi

Hazirlanan YGRS platformunun ne kadar siire ile kullanilabilecegini test etmek amaciyla
kararlilik ¢alismasi yapilmistir. Bu ¢alismada hazirlanan YGRS platformlar1 8 mM glikoz
cozeltisinin analizi igin, hazirlandig1 glin, bir giin sonra, 15 giin sonra ve 2 ay sonra

kullanilmig ve sonuglar degerlendirilmistir.

Kalibrasyon grafiginin olusturulmasi

Optimum kosullarda hazirlanan platform ile 5 dk. yizey-glikoz etkilesim siiresinde ve 2-14
mM glikoz konsantrasyonu araliginda glikoz 6lglimleri yapilmistir. Bu aralikta artan glikoz
konsantrasyonu ile boronik asite ait olan 1070 cm™*deki pik siddeti takip edilmis ve YGRS

sinyal siddetine kars1 Raman kaymasi (cm™) grafige gegirilmistir.
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Kan ortaminda girigim etkisi yapabilecek molekiillerin sonuglara etkisi

Saglikl1 bir insanin kan sekeri seviyesi 4,4-6,6 mM konsantrasyon araligindadir. Pankreas
yeteri kadar insiilin {iretmediginde veya iretilen insilin etkili bir sekilde
kullanilamadiginda seker hastaligi ortaya c¢ikmaktadir ve kandaki glikoz miktarinin
belirlenmesi seker hastalar1 igin onem arz etmektedir. Bu yuzden hazirlanan platformun
kan Ornekleri i¢in uygulanabilirligi arastirilmigtir. Calismaya baslamadan Once gergek
ornek analizi yapilirken, kan matriksinde girisim olusturabilecek tiirlerin etkileri
incelenmistir. Bu amagla boronik asit ve glikoz molekullerinin etkilesimi sirasinda girisim
olusturabilecegi diisiiniilen, diol guruplar1 igeren ve kanda glikoz ile beraber bulunan
dopamin (DA), trik asit (UA) ve askorbik asitin (AA) girisim etkileri incelenmistir. Kan
ornegi icerisinde bu molekiillerin miktarinin glikoz molekiiliinden yaklasik 50 kat daha az
oldugu bilinmektedir. Bu amacla caligmalarda 4 mM glikoz iceren ¢ozeltide, girisim
yapabilecek molekullerin etkisi, 0,1-0,5 mM konsantrasyon araliginda incelenmistir.
Olgiimler YGRS platformu iizerine 4 mM glikoz ve artan derisimlerde girisim yapan
molekdller eklendikten sonra boronik asitteki B-OH gerilme bandina ait olan

1070 cm™°deki pikin siddetindeki degisim incelenmistir.
Gergek ornekte glikoz tayini

Hazirlanan bu YGRS platformu ile gercek Ornekte glikoz tayininin yapilabilirligi test
edilmistir. Bu amagla referans kan 6rneginde glikoz tayini i¢in hazirlanan sistem sekil

3.2°de sematize edilmistir.
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Sekil 3.2. Referans kan 6rneginde glikoz tayininin sematik gosterimi

Yukaridaki semada goriildiigii gibi, kan 6rneginden serum proteinlerinin ayrilmasi igin
klasik bir yontem olan asetonitril (ACN) ile ¢oktlirme yontemi kullanilmistir. Bunun igin,
bes farkli santrifiij tiipine 500’er puL referans kan 6rnegi alinmis ve proteinleri ¢oktirmek
icin Gzerine 750’ser UL ACN eklenmistir. Hazirlanan 6rnekler 12000 g’de, 10 dk. sireyle,
oda sicakliginda santrifiij edilmistir. Santrifiij sonunda elde edilen supernatantlarin 800’er
uL’si temiz tlplere alinmigtir. Sonrasinda 0,1 M borik asit/borat tamponu (pH 9,0)
icerisinde stok glikoz ¢ozeltisi hazirlanmistir.  Siipernantantlar1 iceren ¢ozeltilere son
konsantrasyonlar1 2, 4, 6, 8, 10 mM olacak sekilde, hazirlanan stok glikoz ¢ozeltisinden
ilave edilmistir. Hazirlanan ¢ozeltilerin hacimleri borat tamponu ile 1000 pL’ye
tamamlanmistir. Ayn1 prosediir kullanilarak farkli bir tiipte glikoz eklenmemis bir 6rnek
hazirlanmistir. Hazirlanan 6rneklerin homojenligini saglamak i¢in vorteks ile karistirilmig
ve YGRS platformu ile ornekler etkilestirilmistir. Daha sonra baglanmayan glikoz
molekdllerinin yizeyden uzaklastirilmasi i¢in 3 kez deiyonize su ile yikama yapilmustir.
Yaklasitk 3 pum spot biiyiikliigiine sahip lazer 15181 20X objektif lens kullanilarak
odaklanmis ve &rnekle etkilestirilmistir. Platformun 500-1800 cm™? araliginda YGRS
sinyalleri 140 mW lazer giicii kullanilarak 20 s etkilesim siiresinde elde edilmistir. Her bir

ornek icin 10 farkl bolgeden Ol¢lim alinmis ve bu verilerin ortalamasi alinarak YGRS
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sinyal siddetleri hesaplanmistir. Standart ekleme yontemi ile kalibrasyon grafigi

olusturulmug ve gerekli hesaplamalar yapilmistir.

Kagit tabanli mikro akiskan cip kullanimi ile glikoz tayini

Tam kan Orneginde glikoz tayini i¢in kagit tabanli mikro akiskan ¢ip tasarlanmistir.
Nitroseliilloz membran kullanilarak kan matriksinden kan hiicreleri ve proteinler ayrilmis
ve daha sonra glikoz tayini gerceklestirilmistir. Bunun icin ilk o6nce nitroseliiloz
membranda hidrofilik kanal olusturmak iizere kagit iizerine desen ¢izilmis ve mum
baskilama yontemi ile hidrofobik duvarlar olusturulmustur. Daha sonra altin nanogubuklar
4-MBA ve DT ile modifiye edilmis ve bu partikiiller kagit yiizeyinde YGRS 6l¢lim alanina
uygulanmis ve kurutulmustur. Bdylece hazirlanan mikro akiskan ¢ipler kullanilarak
kandaki glikoz seviyesinin Olcimi hi¢ bir 6n islem uygulanmadan YGRS ile

gerceklestirilmistir. Ayrica hazirlanan ¢ipler SEM kullanilarak da karakterize edilmistir.

Altin nanogubuk sentezi ve modifikasyonu

Calismada cekirdek biiylitme yontemi kullanilarak altin  nanogubuk sentezi
gergeklestirilmistir. Bunun igin ilk Once altin ¢ekirdek sentezlenmis ve bu cekirdekler
biiyiitme ¢6zeltisine alinarak nanogubuk tiretilmistir. Glikoz molekillerini yakalamak igin,
altin nanogubuklarin yiizeyi 4-MBA ve DT ile modifiye edilmistir. Bunun ig¢in altin
nanogubuklar 10 mM 4-MBA ve 10 mM 1-DT igeren 2 ml etanol ¢ozeltisine alinmis ve bir
gece boyunca siirekli karistirilarak etkilesmesi i¢in beklenmistir. Hazirlanan bu ¢ozelti
santrifiijlenerek baglanmayan 4-MBA ve DT uzaklastirilmistir. Daha sonra bu modifiye

pargaciklar YGRS 0l¢iim yiizeyini olusturmak i¢in kullanilmistir.

Kagit tabanli mikro akiskan ciplerin Gretilmesi

Kagit tabanli mikro akiskan ¢iplerin tretilmesi igin ilk basamak nitroseliloz membran
yuzeyine mikro kanallarin baskilanmasidir. Bu amagla seliiloz nitrat membran {izerine
desen cizilerek mum ile baskilama yapilmistir. Kapiler akisi saglamak i¢in kanallar 1 mm
capinda, 2 cm uzunlukta olacak sekilde tasarlanmistir. YGRS 6l¢iim alan1 12 mm? ¢apinda
hazirlanmstir. ikinci 6nemli basamak ise mumun kagit icerisine niifuz etmesi asamasidir.

Mum baskilanmig seliiloz nitrat membran, igerisine mumun niifuz etmesini saglamak
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amaciyla 1sitict ile 110 °C’de 2 dk. boyunca 1sitilmistir. Burada 1sitma sicakliginin biiytik
onemi vardir. Mum baskilar 130 °C’den daha yiiksek sicakliklarda deforme olabilirler.
Bunun yaninda nitroseliiloz membran 200 °C’de yiiksek oranda yanicidir. Bu ylizden
1sitma sicakligi iyi ayarlanmalidir. Isitma isleminden sonra mum baskilanmis nitroseliiloz
membranlar 1-2 dakika igerisinde oda sicakligina getirilmistir. Bu yontemle hidrofobik
desenler ve hidrofilik kanallar olusturulmustur. Mum baskilama iglemi yaklasik 10 dk.
igerisinde tamamlanmistir. Baskilama isleminden sonra 1-3 pL. modifiye altin nanogubuk
¢ozeltisi, mum baskilanmis nitroselilloz membranin hidrofilik kanalinin ug¢ bdlgesine
damlatilarak uygulanmis ve YGRS 0Ol¢imu igin platform olusturulmustur. Sekil 3.3’de
hazirlanan kagit tabanli mikro akiskan ¢iplerin iiretim semasi yer almaktadir (Torul ve

digerleri, 2015).

110°C'de 2 dk
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Sekil 3.3. Kagit tabanli mikro akiskan ¢iplerin {iretim semast

Kagit tabanli mikro akiskan c¢ipler hazirlandiktan sonra ve ayrica kan Ornegi ile
etkilestikten sonra SEM Olglimleri alinarak karakterize edilmistir. Bunun i¢in 6rnekler
altinla kaplanmig ve 10-15 kV' da SEM olgiimleri alinmistir. Bunun yaninda modifiye altin

nanogubuklarin kagit yiizeyindeki davranisini gérmek icin de YGRS ol¢timleri alinmistir.
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Kagit tabanli mikro akiskan ¢ipler igin yontem optimizasyonu

Altin nanocubuk ¢ozeltisi miktarinin optimizasyonu

Nitroseliloz membran yiizeyine immobilize edilen altin nanogubuk ¢ozeltisinin miktari
optimize edilerek Raman sinyal siddeti artirilmistir. Bu amagla farkli hacimlerde ve damla
sayisinda altin nanogubuk ¢ozeltileri, YGRS 06lgiim alani olusturmak tizere membran
yiizeyine damlatilmistir. Her bir kombinasyon igin ylzeylere ait YGRS sinyalleri 6l¢iilmiis

ve sonuglar grafige gegirilmistir.

Kan miktarinin optimizasyonu

Glikoz molekdllerinin kan matriksinden yiiksek verimle ayrilabilmesi i¢in deneylerde
kullanilacak kan 6rneginin hacmi optimize edilmistir. Bunun i¢in 3 ve 10 pL arasinda kan
ornekleri ile deneyler gerceklestirilmistir. Daha sonra Raman dl¢limleri alinmis ve sonuglar

karsilastirilarak deneylerde ¢alisilacak 6rnek hacmine karar verilmistir.

Etkilesim siUresinin optimizasyonu

En yiiksek Raman sinyalini elde etmek icin 6rnegi ¢ipe damlattiktan sonra 6l¢iim i¢in
beklenen siirenin optimizasyonu gergeklestirilmistir. Optimum etkilesim siiresi, hidrofilik

kanal boyunca kan 6rneginin akisi takip edilerek belirlenmistir.
Kan ortaminda girisim yapabilecek molekiillerin sonuglara etkisi

Bilindigi gibi glikoz molekiilleri ile birlikte kan o6rneginde var olan ve glikoz tayini
sirasinda girisim olusturabilecek tlirler mevcuttur. Bu yiizden glikoz molekiillerinin bu
girisim yapan tiirlerin varlifinda segici bir sekilde tayininin yapilmasi i¢in bir yontem
gelistirilmesi olduk¢a Onemlidir. Bu calismada, askorbik asit (AA), iirik asit (UA) ve
dopamin (DA) gibi olas1 girisim yapabilecek tiirlerin etkisi, gelistirilen kagit tabanli YGRS
cipleri kullanilarak incelenmistir. Girisim yapabilecek tiirler farkli konsantrasyonlarda
olacak sekilde, modifiye membran yiizeyine damlatilmis ve B-OH gerilme bandina ait olan

1070 cm™’deki Raman pikinin degisimi incelenmistir.
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Kagit tabanli mikro akiskan ¢ip kullanilarak gergek ornekte glikoz tayini

Kan hiicrelerinin ve proteinlerin ayrimin1 saglamak icin, 20 kat seyreltilmis kan 6rnegi
kagit ¢ipin tizerine damlatilmistir ve glikoz molekulleri YGRS 6l¢iim alanina dogru
hareket ederek modifiye altin nanoparcaciklarla etkilesmesi icin beklenmistir. YGRS
Ol¢iimleri, 785 nm lazer kaynagr ve CCD dedektor iceren DeltaNu Examiner Raman
mikroskobu (Deltanu Inc., Laramie, WY) ile gerceklestirilmistir. Serum YGRS aktif
bolgeye ulastigi zaman Olclimler alinmistir. Calismada pH 9 borat tamponunda farkli
konsantrasyonlarda glikoz ¢ozeltileri hazirlanmis ve son konsantrasyonlar1 0.5 ve 10 mM
olacak sekilde referans kan 6rnegine ilave edilmistir. Daha sonra hazirlanan 6rnekler son
hacmi 1 ml olacak sekilde tampon ¢ozelti ile seyreltilmistir. Hazirlanan bu ornekler kagit
ciplere damlatilmis ve 5 dk beklendikten sonra kan hiicreleri ve proteinler ayrilarak
numunenin serum kismmin YGRS 6l¢iim alanina kadar ilerledigi gzlenmistir. Protein ve
hiicre kalintilart 6rnek akist sirasinda nitroseliiloz membranda hidrofilik kanal igerisinde
hapsolmustur. Daha sonra da 500-1800 cm™ dalga sayis1 araliginda 6rneklerin YGRS
spektrumlar1 alimmistir. Yaklasik 3 um spot biiytlikliigline sahip lazer 15181 20X objektif
lens kullanilarak odaklanmis ve 6rnekle etkilestirilmistir. YGRS sinyalleri 140 mW lazer
giicii kullanilarak 20 s etkilesim siiresinde elde edilmistir. Her bir 6rnek i¢in 10 farkl
bolgeden Olglim alinmig ve bu verilerin ortalamasi alinarak YGRS sinyal siddetleri
hesaplanmistir. YGRS aktif bolgedeki takip edilen Raman bantlarmin sinyal siddetleri,
glikoz molekiilleri ile etkilesmeden once ve sonra kaydedilmistir ve sinyal siddetleri

arasindaki degisim incelenmistir.

3.2.2. Kanser biyobelirtec tayini icin yontem gelistirilmesi

Tezin ikinci ¢alismasinda ise yatay akis test stripleri hazirlanarak karaciger, akciger,
pankreas, rahim ve meme kanseri gibi kanser tiirlerinin tanist i¢in kanser biyobelirteci olan
karsino embriyonik antijenin (CEA)’nin tayini yapilmistir. Bu ¢alismada floresanss
sinyalleri cep telefonu tabanli floresanss mikroskop kullanilarak elde edilmistir. Bu
bolumde ilk énce CEA tayini igin hazirlanan yatay akis test striplerinin {iretim asamasina
ve daha sonra ise dretilen stripler kullanilarak CEA tayininin yapilacagi floresanss
mikroskobun hazirlanma agamasina yer verilmistir. Test striplerinin iiretim asamasi; Qdot
tabanl etiketlerin hazirlanmasi, test ve kontrol hatlarini1 olugturmak icin altin nanopartikiil-

antikor komplekslerinin hazirlanmasi ve yatay akis test striplerininhazirlanmasi olmak
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tizere ii¢ baslik altinda detaylandirilmistir. Son olarak mikroskobun Gretimi ve analiz

prosediirii agiklanmastir.

Qdot-CEA monoklonal antikor konjugatinin hazirlanmasi

Biyotin ve streptavidin yapilar1 arasinda kisa siirede giiclii bir baglanma ilgisi oldugu i¢in
Qdot-CEA monoklonal antikor konjugatinin hazirlanmasinda, biyotin-streptavidin
etkilesim mekanizmasindan yararlanilmistir. Kisaca, 1 uM Qdot stok ¢ozeltisinin 10 ul’si
ve 1mg/ml monoklonal antikorun 20 ul’si karistirtlmig, 170 uL 0,01 M fosfat tamponu
(PBS) (pH 7,4) ile seyreltilmistir. Hazirlanan bu ¢6zelti oda sicakliginda 2 saat boyunca
karigtirilarak inkiibe edilmistir. Daha sonra baglanmayan antikorlarin uzaklastiriimasi
nanosep santrifiij tiipii kullanilarak gergeklestirilmistir. Bunun igin 6ncelikle, nanosep
santrifdj tplne 400 ul PBS ¢ozeltisi alinmis 5000 rpm’de 15 dk. santrifiij edilmis ve bu
islem iki kez tekrar edilerek tlipiin sartlanmasi saglanmistir. Daha sonra Qdot-CEA
monoklonal antikor konjugatlarin1 ve baglanmayan tiirleri igeren ¢ozelti, sartlanmis olan
nanosep santrifiij tiiptine alinmis ve 5000 rpm devirde 15 dk boyunca santrifiij edilmistir.
Filtre yizeyinde kalan Qdot-CEA monoklonal antikor konjugatlar1 200 pl, 0,5% BSA
¢ozeltisi ile toplanmistir. Hazirlanan bu stok ¢6zelti, % 1 BSA, % 7 Sukroz, % 2 PEG 300,
ve % 0,1 Tween-20 igeren fosfat tamponu ile 10 kat seyreltilmistir. Seyreltilen bu ¢ozelti
sukroz molekiillerinin konjugatlar1 tamamen sarmasi i¢in gece boyunca 4°C’de
saklanmistir. BOylece seker molekiilleri tarafindan ¢evrelenen Qdot-CEA monoklonal
antikor konjugatlar1 konjugasyon pedine yapismayacak ve konjugatlarin pedden salinimi

kolaylastirilmis olacaktir.

AUNP-CEA poliklonal ve ikincil antikor konjugatlarinin hazirlanmasi

AuNP-CEA poliklonal ve ikincil antikor konjugatlarinin hazirlanmasi igin, biyotinli
antikorlar streptavidin bagli altin nanoparcaciklarla inkiibe edilmistir. Bu amagla 50 pl
streptavidin bagli altin nanopargacik ¢ozeltisi koruyucusunun uzaklastirilmasi igin 10000
rpm devirde 30 dk boyunca santrifiij edilmistir ve altin parcaciklar 50 ul 0.01 M PBS (pH
7,4) igerisine alinmustir. Bu ¢ozelti igerisine 50 ul, 100 ug/ml biotinli poliklonal antikor
cozeltisi ilave edilmis ve oda kosullarinda karigtirilarak 2 saat boyunca inkiibe edilmistir.
Inkiibasyondan sonra baglanmayan antikorlar nanosep santrifiij tiipii kullanilarak

uzaklastirilmigtir. Saflastirilan AUNP-CEA poliklonal antikorlar, agikta kalan yiizeylerin
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bloke edilmesi igin % 1 BSA iceren fosfat tamponuna alinmistir. Ayni prosediir
kullanilarak AuNP-CEA ikincil antikor konjugati da hazirlanmistir. Her iki AuUNP-CEA

poliklonal ve ikincil antikor ¢ozeltisi, kullanilana kadar 4 °C’de saklanmustir.

Yatay akis test striplerinin hazirlanmasi

Yatay akis test stripleri temel olarak numune uygulama pedi, konjugasyon pedi, analitik
membran ve absorban ped olmak {izere dort bilesenden olusmaktadir. Bu galismada,
numune uygulama pedi olarak kan hiicrelerinin ayrimi i¢in de uygun olan lifli yapida cam
ped kullamlmustir. Ilk 6nce numune uygulama pedi, lazer kesici ile 3 mm x 2.2 c¢m
boyutlarinda pargalara kesilmistir. Daha sonra ise Ornekteki proteinlerin pede tutunup
kalmasini1 engellemek i¢in pedler, % 1,0 BSA ve % 0,1 Tween-20 iceren 10 mM fosfat
tamponu ile 1 saat boyunca etkilestirilerek bloke edilmistir ve 37°C’de 2 saat siire ile
kurutulmustur. Konjugasyon pedi olarak yine lifli yapida fakat daha seyrek istiflenmis bir
cam ped kullanilmigtir. Belirli hacimde 10 kat seyreltilmis Qdot-CEA monoklonal antikor
¢ozeltisi konjugasyon pedine uygulanmistir ve inkiibatorde 37°C’de 45 dk. sire ile
kurutulmustur. Qdot-CEA monoklonal antikor ylklenen konjugasyon pedi lazer kesici ile
2 mm X 5 mm boyutlarinda kesilmistir ve kullanilana kadar 4°C’de saklanmistir. Analitik
membran olarak nitroseliiloz membran kullanilmigtir. Membran Uzerinde test hattini
olusturmak igin belirli hacimde AUNP-CEA poliklonal antikor ve kontrol hattini
olusturmak i¢in ise AuNP-CEA ikincil antikor ¢Ozeltisi, yatay akis dagiticist ile membran
ylzeyine uygulanmistir. Hatlarin kurumasi i¢in oda sicakliginda 30 dk. bekletilmistir.
Daha sonra test ve kontrol hatlarini bulunduran nitroseliloz membran, %1 kazein igeren
bloke etme ¢ozeltisine daldirilmis ve 30 dk. boyunca g¢alkalayicida karistirilarak bloke
edilmistir. Daha sonra fazla deterjan1 uzaklastirmak amaci ile 10 mM sodyum fosfat, 0,15
M NaCl ve % 0,05 Tween-20 iceren PBS-T (pH 7,5) ile calkalayicida 5 dk karistirilarak 3
kez yikanmistir ve oda sicakliginda 1 saat kurutulmustur. Hazirlanan analitik membran
jilet kullanilarak 2 mm x 2 cm boyutlarinda kesilmistir. Pamuk lifinden olusan absorban
ped de lazer kesici kullanilarak 4 mm x 2.2 cm boyutlarinda kesilmistir. Sonug olarak,
biitiin bu bilesenler mikroskop cami iizerinde ¢ift tarafli bant kullanilarak birlestirilmistir.
Cozelti akigin1 saglamak i¢in biitiin bilesenler 2 mm Ortlisecek sekilde siralanmugtir.
Hazirlanan yatay akis test stripleri kararliliklarinin saglanmasi igin karanlik bir ortamda

oda sicakliginda muhafaza edilmistir.
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Cep telefonu tabanl floresans mikroskobun tasarlanmasi

Cep telefonu tabanli floresans mikroskobun tasarlanmasi igin Nokia Lumia 1020
kullanilmisgtir. Bu cep telefonu 1.5GHz ¢ift c¢ekirdek islemci, BSI-CMOS sensor,
Qualcomm Snapdragon c¢ip seti ve 2 GB bellege sahiptir. Coziiniirliigiie 41MP ve ayrica
resmi JPEG veya TIFF gibi formatlara dontistiirmeden 6nceki islenmemis veriyi saklama
ozelligine sahip oldugu i¢in tercih edilmistir. Bu sayede elde edilen sonuglarda veri kayb1
olmadan goriintii isleme gergeklestirilir. Piksel boyutu 1.12 pm, 6n kamera odak mesafesi,
f 7.2 mm ve diyafram agiklig: £/2.2 dir. Bu telefon ayrica white balans, odak, ISO hizi,
etkilesim siiresi ve zitlik gibi kamera parametrelerinin ayarlanmasina olanak saglar. Bu

sayede elde edilen fotograflarin ¢oziniirliigi artirilabilir.

Gelistirilen cep telefonu tabanli floresans mikroskobu ile yaygin olarak kullanilan hizli tant
test (Rapid diagnostic test-RDT) okuyuculara alternatif olarak miniyatiirize bir tasarim
hazirlanmistir. Bunun i¢in ise yukarida o6zellikleri verilen cep telefonuna diisiikk maliyetli
optik bilesenler ilave edilmistir. On iki mm ¢apinda ve 24 mm odak mesafesine, diyafram
acikligi f2 olan bir plano-konveks lens kullanilmistir. Kullanilan bu harici lens, cep
telefonunun mevcut lensinin Oniine yerlestirilmistir. Bu iki lensin birlikte kullanilmasi
yatay akis test strip yiizeyi ve cep telefonunun CMOS sensor yiizeyi arasinda yaklasik 3.33
gibi bir biiyiime faktorii (f2/f) saglamistir. Orneklerin floresanss goriintiisiinii elde etmek
icin, iki tane AA alkali pil ile gliglendirilen 4 tane UV-LED lamba, homojen aydinlatmanin
saglanabilmesi amaciyla esit araliklara sahip olacak sekilde yerlestirilmis ve Ornegin
uyarilmast saglanmistir. Calismada kullanilmak iizere 395 nm dalga boyunda UV 1s1k
emisyonu yapan LED’ler, ¢alisilan Qdot’in uyarma dalga boyuna goére belirlenmistir.
LED’lerin bant geniglikleri 8-10 nm oldugu i¢in bir uyarma filtresi kullanma gerekliligi
olmamigtir. Bunun yaninda 151k kaynaginin emisyonunu bloke etmek i¢in 418 nm ve
Uzerini gegiren bir long-pass emisyon filtresi kullanilmistir. Bu emisyon filtresi cep
telefonunun mevcut lensi ve harici lens arasina yerlestirilmistir. Gelistirilen cep telefonu
tabanli floresans mikroskobun mekanik pargalart ABS termoplastik materyal ile ti¢ boyutlu
yazict (3D-printed, Stratasys, Dimension Elite) kullanilarak basilmistir. Cep telefonun
yerlestirilecegi parca degistirilerek, farkli cep telefonlarina uyumlu hale de
getirilebilmektedir. Ayrica basit bir sekilde optik bilesenleri degistirerek farkli tiirde RDT

okuyuculari insaa etmek de miimk{indiir.
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Sekil 3.4. Cep telefonu tabanli floresanss mikroskobun (a) sematik gosterimi ve (b) fotograflari

CEA protein analiz prosediiri

Stardart ¢ozeltileri hazirlamak igin 10,5 pg/ml stok CEA protein ¢ozeltisi kullanilmistir.
Bu stok CEA ¢ozeltisinden belirli hacimlerde kan drneklerine ilave edilerek son derisimleri
0,1-105,0 ng/ml araliginda olacak sekilde 21 farkli 6rnek hazirlanmistir. Daha sonra PBS
ilave edilerek kan drneklerinin 20 kat seyreltilmesi saglanmistir. Hazirlanan 6rneklerin 80
ul’si numune uygulama pedine damlatilmis ve analitik membran boyunca ilerleyip test ve
kontrol hatlar ile etkilesmeleri icin beklenmistir. immiinoreaksiyon gerceklestikten sonra,

yatay akis test stripleri cep telefonu tabanli floresans mikroskobun numune haznesine
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stirilmiis ve floresans goruntuleri alinmigtir. Daha sonra drneklerdeki CEA molekdllerinin

miktarini bulmak igin test ve kontrol hatlarinin floresans siddetleri hesaplanmustir.

Yatay akis test stripleri icin optimizasyon calismalari

Nitroseliloz membranda secici olmayan baglanmalar: engellemek icin yapilan

optimizasyon ¢alismasi

Nanopartikiil tabanli immiinoassaylerde seg¢ici olmayan baglanma problemi ¢6ziilmesi
gereken olduk¢a Onemli bir zorluktur. Genellikle bu tiir secici olmayan baglanma
problemlerini ¢6zmek icin membran bloke edilir. Membranin bloke edilmesindeki asil
amag etiketli nanopartikiil konjugatlarinin ve proteinlerin test ve kontrol hatlar1 disindaki
membranin diger bolgelerine baglanmalarini 6nlemektir. Fakat bunlarin yani sira
membranin hidrasyonunun saglanmasi, membran emme hizinin diizenlenmesi, test ve
kontrol hatlarindaki proteinlerin stabilitesinin saglanmasi gibi bir takim diizenlenmelerin
saglanmas1 i¢in de bloke etme islemi onemlidir. Bloke etme islemi genellikle protein,
ylizey aktif madde ve polimer gibi maddeleri iceren bir ¢dziicli i¢erisine membranin
daldirilmasi ile gerceklestirilir. Bloke etme prosediirii, elde edilen iiriiniin kullanim stiresi
acisindan en uygun performansin saglanmasi i¢in dikkatli bir sekilde kontrol edilmelidir.
Ayrica bloke etme islemi tamamlandiktan sonra sivinin kurutulmasi iglemi de Uriinde

olusabilecek degisiklikleri en aza indirmek i¢in optimize edilmelidir.

Bu calismada segici olmayan baglanmalari engellemek i¢in ilk once ti¢ farkli ¢ozelti
denenmistir. Bu ¢o6zeltilerden bir tanesi protein olarak % 5 Bovin serum albumin (BSA),
yuzey aktif madde olarak % 0,1 Tween-20 ve polimer olarak da % 2 polivinil pirolidon
(PVP) icermektedir. Ikinci ¢zeltide ise yalnizca polimer degistirilmis ve polietilen glikol
(PEG-400) kullanilmigtir. Sonuncusunda ise herhangi bir polimer kullanilmamustir.
Nitroselilloz membran bu ¢ozeltilerin igerisine daldirilmis ve iki saat boyunca
calkalayicida etkilesim icin bekletilmistir. Bu sire sonunda membran ¢oOzeltiden

cikartilmis ve bir saat oda sicakliginda kurutulmustur.

Bloke etme islemi tamamlandiktan sonra numune uygulama pedi, konjugasyon pedi ve

absorban ped de hazirlanarak stripler hazirlanmistir. Numune uygulama pedine yalnizca
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tampon ¢ozelti damlatilarak konjuge Qdot’larin 15 dk. boyunca membrandan ilerlemeleri

icin beklenmistir. Daha sonra mikroskop goriintiileri alinarak sonuglar karsilastirilmistir.

Bir kag¢ giin sonra hazirlanan test stripleri kullanildiginda membranda tikanmalarin oldugu
ve numune akisinin saglanamadigi gozlenmistir. Bu problemin ¢6ziimii icin cesitli
caligmalar yapilmis ve %1 kazein iceren farkli bir bloke etme ¢ozeltisi kullanilmasina
karar verilmistir. Membran bloke edildikten sonra ise fazla kazeinin uzaklastirilmasi igin
PBS-T ile yikama yapilmistir.  Elde edilen sonuglar bir 6nceki ¢alismada en iyi sonug

alinan PEG-400 iceren ¢ozelti ile elde edilen sonug ile karsilagtirilmastir.

Qdot miktar optimizasyonu

Tez calismasinda CEA antikorlarini isaretlemek icin Qdot kullanilmistir. Qdot’lar
biiyiikliiklerine bagli olarak degisen emisyon dalga boyuna, genis absorbsiyon bandina, dar
ve simetrik fotoliiminesans spektrumuna, gii¢lii liminesansa ve fotokararliliga sahip
olmalar1 gibi optik Ozellikleri dolayisiyla tercih edilmislerdir. Literatiirde yaygin olarak
kullanilan Qdot’lar arasinda en yiiksek quantum verimliligine sahip olanlar kadmiyum
selenit (CdSe) ve kadmiyum tellirid (CdTe)’dir. Bununla beraber cekirdek kabuk
yapisindaki Qdot’larin quantum verimliliginin daha yiiksek oldugu bilinmektedir. Bu
ylizden c¢alismada ¢ekirdek kabuk yapisindaki c¢inko siilfit kapli kadmiyum selenit
(CdSe@ZnS) kullanilmistir. Secilen bu Qdot, 625 nm dalga boyunda maksimum emisyona
sahiptir. Antikorlar1 etiketleme kolayligi acisindan yaklastk 20 nm c¢apinda Qdot-
streptavidin konjugatt kullanilmistir ve absorbsiyon ve emisyon spektrumu Sekil 3.5’te

gosterilmistir.
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Sekil 3.5. Streptavidin bagl Qdot-625’¢ ait absorbsiyon ve emisyon spektrumlari
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Qdot tabanli yatay akis testlerinde elde edilen floresanss sinyali direkt olarak konjuge
Qdot’larin test ve kontrol hatlari ilizerinde yakalanan miktari ile ilgili oldugu icin
konjugasyon pedindeki Qdot miktarinin optimize edilmesi olduk¢a 6nemlidir. Bu amagla
konjuge Qdot ¢ozeltisi farkli oranlarda seyreltilmis ve 1,0 nM; 2,5 nM; 5,0 nM: 10,0 nM:
50,0 nM Qdot igeren ¢ozeltiler hazirlanmistir. Daha sonra bu ¢ozeltiler konjugasyon
pedine emme kapasitesi dikkate alinarak damlatilmis ve inkiibatérde 37°C’de 1 saat
kurumaya birakilmistir. Bes farkli derisimde Qdot konjugati emdirilen konjugasyon
pedlerinin her birinden 3 tane olmak iizere test stripleri hazirlanmis ve 10 ng/ml CEA
protein igeren ¢ozelti ile stripler test edilmistir. Bununla beraber her bir derisim i¢in yine
iicer tane daha strip hazirlanmis ve CEA igermeyen tampon ¢ozelti ile kor olgiimleri
alimmigtir. Buna gore test hattinin sinyal siddetinin kontrol hattinin sinyal siddetine orani

(T/C) ve sinyalin giiriiltiiye oran1 (S/N) hesaplanarak grafige gecirilmistir.

Etkilesim stiresinin optimizasyonu

Hazirlanan yatay akis test stripleri kullanilarak gerceklestirilen CEA tayininde en yiiksek
sinyali elde etmek i¢in en uygun etkilesim siiresi belirlenmistir. Bu amagla 3 farkli test
stribine 10,0 ng/ml CEA protein igeren ¢ozeltiden damlatilmis ve farkli zamanlarda
mikroskop goriintiileri alinmustir. Sinyal siddetleri hesaplanarak sonuglar T/C ve S/N

olmak iizere her iki sekilde de grafige gecirilmistir.

Kan miktarinin optimizasyonu

Gergek Ornekte CEA analizi yapmak i¢in tam kan 6rnegi kullanilmistir. Farkli seyreltme
oranlarinda kan 6rnekleri hazirlanmis ve 10,0 ng/ml CEA spike edilmistir. Daha sonra 5,
10, 20 ve 40 kat seyreltilen bu 6rnekler test striplerine damlatilarak CEA molekiillerinin
test hatt1 ile etkilesmesi i¢in beklenmis ve mikroskop goriintiileri alinmistir. Goriintiilerden

elde edilen sinyaller T/C ve S/N olarak grafige ge¢irilmistir.

CEA protein tayini icin vatay akis test striplerinin analitik performansinin

degerlendirilmesi

Bu calismada hazirlanan yatay akis test striplerinin analitik performansi optimum deney

kosullart altinda incelenmistir. Bu amagla CEA molekiillerinin tayini i¢in gelistirilen
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yontemin hassasiyeti 0,1 ng/ml ve 105,0 ng/ml arasinda farkli derisimlerde standart CEA
protein ¢ozeltileri ile test edilmistir. Stok CEA protein, fosfat tamponu (PBS) (pH 7,4) ile
seyreltilerek standartlar hazirlanmistir. Artan CEA derisimine karsi elde edilen T/C
degerleri grafige gecirilmistir. Elde edilen kalibrasyon grafigi kullanilarak LOD degeri

hesaplanmuistir.

Gelistirilen yontemin kesinlik ¢alismalart hem kan 6rnegine hem de tampon ¢ozeltiye CEA
protein spike edilerek hazirlanan &rneklerle gerceklestirilmistir. Ornekler hazirlandiktan
sonra kesinligin Olgiiti olan giin i¢i ve giinler aras1 tekrarlanabilirlik ¢aligmalar
yapilmistir. Bu amagla 0,1 ng/ml ile 105,0 ng/ml arasinda 9 farkli derisimde CEA protein
iceren Ornekler hazirlanmigtir. Yani glin iginde her bir derisim igin i¢ test stribi
hazirlanmis ve 6rnekler test edilmistir (Yatay akis test stripleri hazirlandiktan 3 saat sonra).
Ayni zamanda hazirlanan yatay akis test striplerinin kullanim siireleri hakkinda da fikir
sahibi olmak amaci ile iki hafta sonra (Yatay akis test stripleri hazirlandiktan 340 saat
sonra) ¢ozeltiler 3 test stripi ile tekrar test edilmistir. Elde edilen sonuglar kesinlik i¢in bir

sayisal ol¢iit olan bagil standart sapma (BSS) degerleri hesaplanarak degerlendirilmistir.

Ayrica, test striplerinin 6rnek ile etkilesiminden ne kadar siire sonra sinyal kaybinin
gbzlendigini anlamak icin kararlilik ¢alismast yapilmistir. Bu amagla dort farkl derisimde
CEA molekiillerini icerecek sekilde kan ornekleri hazirlanmis ve test edilmistir. Bu test
striplerinin mikroskop goruntisi farkli etkilesim siirelerinde alinmis ve T/C degerleri

hesaplanmis ve sonuglar grafige ge¢irilmistir.

Tam kan 6rneginde CEA protein tayini

Gelistirilen yontemde Qdot tabanli yatay akis testlerinin  klinik ¢alismalara
uygulanabilirligini gostermek igin 20 Kat seyreltilmis ve farkli derisimlerde CEA katilmis
tam kan Ornekleri optimum kosullarda analiz edilmistir. Bu amagla 0,1 -105,0 ng/ml
araliginda CEA iceren 21 kan 6rnegi hazirlanmistir. Bu 6rneklerin 80 pl’si her bir 6rnek
icin li¢ kez olacak sekilde Qdot tabanli yatay akis test striplerine uygulanmis ve 20 dk
sonra cep telefonu tabanli mikroskop ile floresanss goriintiileri alinmistir. Bu goriintiilere
gore her bir drnek i¢in T/C degerleri hesaplanmis ve grafige gecirilmistir. Sonuglar ii¢
Olcimin standart sapmasi alinarak verilmis ve grafik iizerinde hata c¢ubuklari ile

gosterilmistir.
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4. BULGULAR
4.1. Glikoz Tayini I¢in Yontem Gelistirilmesi

4.1.1. Kendiliginden diizenlenme (SAM) teknigiyle hazirlanan biyosensor ile glikoz

tayini

Glikoz tayini i¢in kendiliginden duizenlenme yontemi ile YGRS platformu olusturulmustur.
YGRS platformunu hazirlamak i¢in altin nanopartikiiller sentezlenerek, bu partikiiller ve
altin levha yiizeyi ¢esitli ligandlarla modifiye edilmis, daha sonra karakterizasyon ve
optimizasyon ¢aligmalari tamamlanmistir. Daha sonra ise optimize edilen yiizeylerle kan

orneginde glikoz tayini yapilmis ve deney sonuglar asagida ayrintili olarak verilmistir.

Altin nanopartikiil karakterizasyonu

Kiiresel yapida ve c¢ubuk seklinde altin nanopartikiller sentezlenerek karakterize
edilmistir. Altin nanopartikiillerin karakterizasyonu icin TEM goriintiileri alinmig, UV-Vis
absorbsiyon spektrumlar1 incelenmis ve Zeta potansiyel degerleri 6lciilmiistiir. Elde edilen

sonuglar asagida verilmistir.

Altin nanog¢ubuk karakterizasyonu

Cubuk formunda sentezlenen altin nanopartikillerin TEM gorlntlisi Resim 4.1°de
verilmistir. Elde edilen bu TEM goériintiisii iizerinden yapilan 6lgimler sonucunda ¢ubuk
formunda altin nanopartikiillerin ortalama uzunlugu 48 = 7 nm ve ortalama ¢ap1 22 £ 5 nm
olarak hesaplanmistir. Ayrica ¢ubuk formundaki altin nanopartikiillerin en/boy oranlarinin
yaklagik 1/3 oldugu bulunmustur. Resim 4.1°den de goriildiigii lizere boyutlart diizglin bir
dagilim gosteren ¢ubuk formunda altin nanopartikiillerin tiretimi basarili bir sekilde

gergeklestirilmistir.
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—————1 100 nm

Resim 4.1. Cubuk formundaki altin nanopartikiillerin TEM gdrintuleri
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Uretilen cubuk formundaki nanopartikiillere ek olarak kemik seklinde nanopartikiller de

sentezlenmistir. Sentezlenen nanopartikiillerin TEM goruntust Resim 4.2’de verilmistir.

Resim 4.2. Kemik seklinde altin nanopartikiillerin TEM goriintiisii

Sentezlenen altin nanogubuklarin karakterizasyonu icin  UV-Vis spektroskopi de
kullanilmustir. Partikiillerin optik 6zellikleri ve sekilleri hakkinda fikir veren absorpsiyon
spektrumlart Sekil 4.1°de verilmistir. Sekil 4.1a’da goriilen ilk plazmon bandi gubuk
formundaki altin nanopartikiile ait 548 nm’deki enine plazmon bandidir. Spektrumda 735
nm’deki plazmon bandi ise ¢ubuk formundaki altin nanopartikil i¢cin boyuna plazmon
bandi olarak tanimlanan banttir. Sekil 4.1a’da modifiye edilmemis altin nanogubuklarin
absorbsiyon spektrumu verilirken, Sekil 4.1b’de ise modifiye altin nanogubuklarin
absorbsiyon spektrumu verilmistir. Goriildiigii gibi modifikasyondan sonra plazmon
bantlarinda 3-4 nm kayma gozlenmistir. Spektrumda g6zlenen kayma bize altin nanogubuk

ylizeyinde modifikasyonun basarili bir sekilde gerceklestigini géstermistir.
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Sekil 4.1. UV-Vis absorbsiyon spektrumlari a) Altin nanogubuk b) Modifiye edilmis altin
nanogubuk
Ayrica sentezlenen altin nanogubuklarin zeta potansiyel degeri olgiilmiistiir. Olgiim

sonucunda altin nanogubuklarin zeta potansitel degeri pozitif ve yaklasik 75 mV olarak

bulunmustur. Elde edilen bu deger altin nanopartikillerin pozitif yiikli oldugunu ve

cozelti icerisinde kararl bir yapida bulundugunu géstermistir. Altin nanogubuklara ait zeta

potansiyel grafigi Sekil 4.2°de gosterildigi gibidir.
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Sekil 4.2. Altin nanogubuklara ait zeta potansiyel dagilimi
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Kiiresel yapida altin nanopartikil karakterizasyonu

Kiiresel yapida sentezlenmis altin nanopartikiilleri karakterize etmek i¢in partikiillerin
TEM gorlntiisii alinmistir. Resim 4.3’te gosterilen TEM goriintiisii iizerinden yapilan
olcimler sonucunda kiiresel yapidaki altin nanopartikiillerin ortalama c¢apinin 20£4 nm

oldugu saptanmustir.

100 nm .

Resim 4.3. Kiiresel yapidaki altin nanopartikiillerin TEM goriintiisii

Kiiresel yapidaki altin nanopartikiillerin optik 6zellikleri ve sekilleri hakkinda fikir almak
icin UV-Vis spektrofotometri ile absorpsiyon spektrumlari alinmigtir. Sekil 4.3’te verilen
spektrumda 520 nm’de gozlemlenen bant kiiresel yapidaki altin nanopartikiillere 6zgu

banttir.
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Sekil 4.3. Kiiresel yapidaki altin nanopartikiillere ait UV-Vis absorbsiyon spektrumu

YGRS platformunun karakterizasyonu

YGRS platformunu olusturmak igin sentezlenen altin nanogubuklarin UV-Vis spekrumlari
alinmis ve Sekil 4.1b’de gosterilmistir. Bu spektrumda 548 nm’de goriilen enine plazmon
bandimin 551 nm’ye kaydigi ve 735 nm’deki boyuna plazmon bandinin ise 739 nm’ye
kaydigi goriilmistiir. Plazmon bandlarindaki bu kayma altin nanogubuk yiizeylerinin 4-
MBA ve DT ile modifiye oldugunu gostermektedir. Bu modifiye olan altin nanopartikiiller
ve modifiye altin levha ylizeyler ile olusturulan YGRS platformunun karakterizasyon
calismalart TEM goriintiileri, su degme agilar1 (contact angle) ve Raman spektrumlari

alinarak gergeklestirilmistir.

YGRS platformu igcin TEM goruntileri Resim 4.4’te verilmistir. TEM goriintiileri
incelendiginde, modifiye altin partikiillerin altin levha yiizeyinin geneline homojen olarak
dagildigi ancak bazi bolgelerde nanopartikiillerin kiimelendigi goriilmistiir (Resim 4.4a).
Goriintlilerin biliyiitme dereceleri artirildiginda ise modifiye altin nanogubuklarin yiizeyin
her tarafinda bulunmadig1 ve partikiiller arasinda bosluklu yapilarin oldugu goriilmiistiir

(Resim 4.4b).
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Resim 4.4. YGRS platformunun TEM gorintuleri a) x200, b) x13.000 blyitme

Ayrica Au-4-MBA/DT yizeyine, AuNPs-4-MBA/DT partiklllerin homojen bir sekilde
tutunup tutunmadigmmi kontrol etmek i¢in AFM Ol¢imleri yapilmistir. Resim 4.5a’da
modifiye edilmemis altin levha yiizeyin AFM gorintlsi gorilmektedir. Bu ylzeye 4-MBA
ve 1-DT molekillerinin baglanmasindan sonra altin yiizeydeki katmanlarin arttig
gozlenmektedir (Resim 4.5b). Modifye edilen altin levha yiizeyi ile 4-MBA ve 1-DT
molekdlleri bagli olan altin nanogubuklarin etkilesiminden sonra elde edilen yiizeyin

katmanlarinda ise onemli derecede artis goriilmektedir (Resim 4.5¢c). AFM goruntileri



88

altin levhanin ylizeyine altin nanogubuklarin uygun bir dagilim gerceklestirerek

baglandigini1 gostermektedir.

Resim 4.5. AFM gorintileri a) Au yuzey, b) Au-4-MBA/DT ve c) Au-4-MBA/DT-AuNPs-4-
MBAJ/DT yizeyleri
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Hazirlanan yiizeylerin su degme acis1 6l¢iimleri DSA 100 model degme acis1 6l¢iim cihazi
ile alinmistir. Yiizeylerin su degme agilari, altin levha icin 8.51°, Au-4-MBA/DT yizeyi
icin 74.9° ve Au-4-MBA/DT - AuNPs-4-MBA/DT yiizeyi icin ise 58.3° olarak
Ol¢tilmiistiir. Temel olarak yiizeylerin hidrofobik karakteri arttiginda ytlizeyin su damlasi ile
etkilesimi daha az olacak ve bu sayede su degme agist daha biiylik bulunacaktir.
Beklenildigi gibi altin levha yiizeyin su degme acis1 oldukga kiiclik bir degerdir. Au-4-
MBA/DT - AuNPs-4-MBA/DT yiizeyinin su degme agisinin, Au-4-MBA/DT ylzeyinin
degme ac¢isindan daha kiiciik ¢ikmasi beklenen bir sonugtur. Dekantiyol molekilleri, 1/1
oraninda MBA/DT ile modifiye edilmis altin levha yiizeyine hidrofobik ozellik
kazandirmistir. Daha sonra ise 3/1 oraninda MBA/DT ile modifiye edilmis altin
nanucubuklarin ylizeye baglanmasiyla hidrofilik karakteri yiksek olan boronik asit

gruplarinin miktar1 artacagi i¢in su degme agisinda diisiis gozlenmistir. Resim 4.6’da

yiizeylere ait degme agilar1 gosterilmistir.

Resim 4.6. a) Au yizey, b) Au-4-MBA/DT, ve c¢) Au-4-MBA/DT- AuNPs-4-MBA/DT
ylizeylerinin su degme agis1 fotograflari

YGRS platformu i¢in hazirlanan ylzeylerin Raman spektrumlari DeltaNu Examiner
Raman mikroskop cihazi ile alinmigtir. Au-4-MBA/DT ylzeyinin Raman spektrumunda
kaydadeger ve yorumlanabilecek siddette pikler goriilmezken (Sekil 4.4a), Au-4-
MBA/DT-AuNPs-4-MBA/DT yiizeyinde nanogubuklarin ortamda bulunmasindan dolay1
YGRS etkisi ile siddetli Raman sinyalleri alinmistir (Sekil 4.4b). Au-4-MBA/DT-AuNPs-
4-MBA/DT yiizeyinin Raman spektrumunda 698, 1000, 1024, 1070, 1184, 1290, 1490,
1583 cm™*de pikler gdzlenmistir. 698 ve 1024 cm™*’de goriinen pikler C-S gerilme moduna
ait, 1000 cm™°de goriilen pik ise fenil grubuna ait piktir (Kanayama ve digerleri, 2000;
Rycenga ve digerleri, 2008) 1290 ve 1490 cm™’de goriilen pikler ise fenil halkasinda
bulunan C-C ve C=C gerilme modlarina ait piklerdir (Erdogdu ve digerleri, 2009).
1070 cm® ve 1184 cm™°deki pikler ise boronik asitin B-OH ve B-C gerilme modlarma ait
piklerdir (Kurt ve digerleri, 2009). Au-4-MBA/DT-AuNPs-4-MBA/DT yiizeyinin Raman
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spektrumunda gorunen bu pikler, ylzeyin altin nanogubuklarla kaplanmis oldugunun bir

gOstergesidir.
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Sekil 4.4. a) Au-4-MBA/DT, b) Au-4-MBA/DT-AuNps-4-MBA/DT yizeylerinin Raman
spektrumu
Au-4-MBA/DT ve Au-4-MBA/DT-AuNPs-4-MBA/DT yiizeylerine glikozun baglanma
ilgileri SPR sensor kullanarak belirlenmistir. SPR 6lguimleri sonucunda Au-4-MBA/DT-
AuUNPs-4-MBA/DT ylzeyine glikoz baglanma ilgisinin, Au-4-MBA/DT ylzeyine
baglanma ilgisinden daha yiksek oldugu tespit edilmistir. Konsantrasyonu 100 mM olan
borat tamponu (pH 9) igerisinde farkli konsantrasyonlarda glikoz cozeltileri, Au-4-
MBA/DT yiizeyi (Sekil 4.5a) ve Au-4-MBA/DT-AuNPs-4-MBA/DT yizeyinin (Sekil
4.5b) her ikisiyle de etkilestirilmistir. Elde edilen veriler basit 1:1 Langmuir etkilesim

modeli ile uyumlu olmustur.

Sakkaritlerin borik ve boronik asit tiirevleri ile etkilesimi bilinen bir reaksiyondur (Ludwig
ve digerleri, 1994). Boronik asit gruplar1 yakin diyol gruplari igeren bilesiklerle tersinir
ester diizenlenmesi ile kompleks olusturur. Bunun yaninda glikozun yiizeyde tutunmasini
saglamak icin alkil gruplarina ihtiyag¢ duyulmustur (Ciftci ve digerleri, 2012). DT

kullaniminin sagladigi en onemli avantaj glikoz molekiillerinin etkili bir sekilde ylizeyde
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dagilimin1 saglamak i¢in yiizeye yakin bir dagilma tabakasi olusturmaktir. Bu ylizden

kendiliginden diizenlenen platform iki bilesenli olarak hazirlanmistir.
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Sekil 4.5. SPR sensorgramlar1 a) Au-4-MBA/DT b) Au-4-MBA/DT-AuNps-4-MBA/DT (glikoz
konsantrasyonlari; 2,8; 5,6; 11,1 ve 22,2 UM)

SPR  sensor kullanilarak  Au-4-MBA/DT ve Au-4-MBA/DT-AuNPs-4-MBA/DT
yiizeylerine glikozun baglanma ilgisi incelenmistir. Glikozun Au-4-MBA/DT-AuNPs-4-
MBA/DT olgiim yiizeyine baglanma ilgisinin, Au-4-MBA/DT yizeyine balanma
ilgisinden daha yiiksek oldugu bulunmustur. Farkli derisimlerde glikoz ¢ozeltisi (pH 9,0
100 mM borat tamponu) her iki ylzeye de enjekte edilmistir. Sekil 4.5a ve b’de gosterilen
baglanma verileri 1:1 Langmuir etkilesim modeli ile elde edilmistir. Buna gore glikoz-
boronik asit kompleksinin Au-4-MBA/DT-AuNPs-4-MBA/DT yizeyinde afinite sabiti, 7.7
x 10* M olarak hesaplanmistir. Bu deger Au-4-MBA/DT yiizeyi ile elde edilen sabittten
iic kat daha yiiksektir (2.5 x 10* M?). Bu artis altin nanopartikiillerin yiizeye ilave
edilmesinin sonucudur. Ayrica altin nanopartikiillerin SPR sistemlerinin hassasiyetini
artirdig1 bilinmektedir. Altin nanopartikiillerin ilavesiyle yiizey alanindaki artis sayesinde
glikoz molekiilleri ylizeye daha yiiksek oranda baglanmis ve plazmon rezonansinda

zamana bagl olarak artisa neden olmustur.

Glikoz 6lciimleri icin ydntem optimizasyonu

Ligand trndin etkisi

YGRS platformu hazirlanirken farkli ligandlar kullanilarak optimum yiizey modifikasyonu
gerceklestirilmistir. Bu amagla altin levha ve altin nanogubuk yiizeyleri 4-MBA ile ligand
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olarak DT, PEG tiyol asit ve PEG tiyol kullanilarak kendiliginden diizenlenme teknigiyle
modifiye edilmistir. Bu ylzeylerin sabit glikoz miktarina karsi cevaplari 4-MBA’in YGRS
sinyali takip edilerek karsilastirilmistir. Sekil 4.6’da farkli ligandlar ile modifiye edilen
yiizeyler kullanilarak elde edilen sonuglar grafige gecirilmistir. Grafik incelendiginde
yuzey modifikasyonu icin 4-MBA/DT kullanildiginda elde edilen sinyalin pik siddetinin
daha yiiksek oldugu gozlenmektedir.

MBA/DT MBA/PEG tiyol MBA/PEG tiyol asit
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Sekil 4.6. 4-MBA ile farkli ligandlar kullanilarak hazirlanan YGRS platformlari ile elde edilen
Raman sinyallerinin karsilagtirmasi

PEG tiyol ile modifiye edilen platformda, PEG tiyol etanol-su karigimiyla ¢6ziildiigii i¢in
sonuglart olumsuz etkilemistir. Coziicii ortaminda su bulunmasi yilizey modifikasyonu
esnasinda altin yiizeyle ligandin etkilesimini azaltmig ve baglanmanin diger ligand

tiirlerine gore daha az olmasina neden olmustur.

Sekil 4.6.’da gbzlenen sonucu desteklemek amaciyla DT disindaki diger ligandlarin farkli
glikoz konsantrasyonlarina karsi cevabini gérmek i¢in hazirlanan YGRS platformlarinin
her biri ile kalibrasyon grafigi olusturulmustur. Hazirlanan bu ii¢ farkli yiizeyde ayr1 ayr 2,
4, 6, 8, 10 mM glikoz konsantrasyonlarina kars1 4-MBA’ ya ait YGRS sinyali takip
edilmistir. Sekil 4.7.de de goriildiigii gibi ayni kosullar altinda hazirlanan platformlar
arasinda yalnizca 4-MBA ile DT kullanilarak hazirlanan yiizeyde dogrusal bir grafik elde
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edilmistir. Diger iki ylizeyde artan glikoz derisimine karsi gozlenen YGRS sinyalleri

rastgele degisim gostermektedir.
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Sekil 4.7. 4-MBAJPEG tiyol, 4-MBA/PEG tiyol asit, 4-MBA/DT kullanilarak hazirlanan YGRS
platformlar ile elde edilen kalibrasyon grafikleri

Son olarak altin nanogubuklar 4-MBA ile birlikte farkli oranlarda PEG tiyol ve PEG tiyol

asit ile modifiye edilerek, modifiye altin yiizeylerle etkilestirilmistir. Hazirlanan YGRS

platformlarinin glikoza karsi cevaplari incelenmistir. Burada artan glikoz derisimine karsi,
boronik asite ait 1070 cm™ deki YGRS sinyalleri Sekil 4.8 ve 4.9’da goriildiigii gibi
grafige gecirilmistir.
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Sekil 4.8. 4-MBA/PEG tiyol asit (1/1) ile modifiye edilen altin levha yiizeyine, (1/1), (1/3), (3/1)
oranlarinda 4-MBA/PEG tiyol asit ile modifiye edilen altin nanopartikiillerin
immobilizasyonuyla hazirlanan YGRS platformlar1 kullamildiginda elde edilen
degisim egrileri
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Sekil 4.9. 4-MBAJ/PEG tiyol (1/1) ile modifiye edilen altin levha yiizeyine, (1/1), (1/3), (3/1)
oranlarinda 4-MBA/PEG tiyol ile modifiye edilen altin nanopartikiillerin
immobilizasyonuyla hazirlanan YGRS platformlar1 kullanildiginda elde edilen
degisim egrileri

Her iki grafik incelendiginde sonuglarin rastgele degisim gosterdigi gézlenmistir. Ancak 1-

dekantiyol ile hazirlanan yiizeylerde pik siddetindeki degisim glikoz derisimiyle orantili

olarak azalmaktadir (Sekil 4.7). Pik siddetindeki bu azalmanin, glikoz ile B-OH

gruplarinin etkilesmesinin sonucu oldugu diistiniilmektedir (Esitlik 4.1).

oH HO 0
/ /
B\ + —_— + Hf
OH HO 1 \O

HO

Tt

Esitlik 4.1. Fenil boronik asit ve glikoz molekiillerinin reaksiyon mekanizmasi

Yizey modifikasyonu icin bu ligandlara ek olarak dodekantiyol de 4-merkaptofenil
boronik asitle birlikte kullanilmistir. Fakat ¢oziiniirlilk problemiyle karsilasilmistir.
Dodekantiyol etanolde ¢oziinmedigi i¢in nanopartikiillerin, altin levha yiizeyine hidrofobik
etkilesimlerle immobilizasyonu gergeklestirilememistir. Yapilan tim bu deneylerin
sonucunda ayni kosullarda hazirlanan yiizeyler arasinda en yliksek ve en dogrusal sinyal,

4-MBA ile DT birlikte kullanildiginda hazirlanan YGRS platformlarn ile elde edilmistir.



95
Bu ylzden g¢alismanin devamina, yizey modifikasyonu igin 1-DT kullanilmasina karar

verilmistir.

Yiizey modifikasyonlarinda ligand olarak DT kullanilmasina karar verildikten sonra hem
altin levha yiizeyi hem de altin nanogubuk yiizeyinin hazirlanmasinda kullanilan 4-MBA
ve 1-DT molekiillerinin molar orant optimize edilmistir ve sonuglar asagida

detaylandirilmistir.
Altin levha yiizeyinde 4-MBA/DT molar oraninin optimizasyonu

Altin levha yiizeyine en yiiksek miktarda baglanmayi saglamak icin farkli konsantrasyon
oranlarinda 4-MBA/DT hazirlanarak yiizeyler modifiye edilmistir. Hazirlanan
platformlarin glikoz konsantrasyon karsi cevabi grafige gecirilmistir. Altin levha yiizeyinin
modifikasyonu ic¢in en yuksek sinyal 4-MBA/DT derisim orani 1/1 oldugunda elde
edilmistir (Sekil 4.10). Bundan sonraki ¢alismalarda ylzey modifikasyonu icin 4-

MBA/DT konsantrasyonu orani 1/1 olarak kullanilmistir.
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Sekil 4.10. Altn levha yiizeyinin farkli konsantrasyonlarda 4-MBA/DT oranlarinda
modifikasyonun glikoz dl¢imlerine etkisi
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Altin nano¢ubuk yizeyinde 4-MBA/DT molar oraninin optimizasyonu

Altin levha ylizeyindeki optimizasyondan sonra, farkli konsantrasyon oranlarinda 4-
MBA/DT ile modifiye edilen altin nanogubuklar ile hazirlanan platformlar ile glikoz
miktar1 Olglilmistiir. Sonuclar degerlendirildiginde, altin nanogubuklarin modifikasyonu
icin en yuksek sinyal 4-MBA/DT derisim orani 3/1 oldugunda elde edilmistir (Sekil 4.11).
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Sekil 4.11. Altin nanogubuk ylizeyinin farkli konsantrasyonlarda 4-MBA/DT oranlarinda
modifikasyonunun glikoz él¢limlerine etkisi

Altin levha ve altin nanogubuk yiizeylerinde kullanilacak 4-MBA/DT konsantrasyon orani
optimizasyon c¢alismalar1 sonucunda; altin levha yiizeyi i¢in (1/1) ve altin nanogubuk
yuzeyi igin (3/1) olarak belirlenmistir. Modifiye edilen bu yiizeyler, dekantiyol gruplarinin

hidrofobik etkilesimleri ile birbirlerine baglanmistir.

YGRS sinyallerine ¢Ozelti pH sinin etkisi

Glikoz molekdlleri ve YGRS platformundaki boronik asit molekdllerinin en ylksek oranda
etkilesimini saglamak i¢in ¢alisilan tampon ¢ozeltinin pH"1 optimize edilmistir. Boronik
asit-glikoz kompleksinin baglanma sabiti yiiksek pH'larda artar (Torun ve digerleri, 2009).
Hazirlanan yizeyler 7-10 pH araliginda calisarak incelenmistir. Sonuglar Sekil 4.12°de
goriildiigii gibi grafige gecirilmistir. Elde edilen sonuglar yiizeylerin glikozla etkilesmeden
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once ve etkilestikten sonraki sinyallerinin farki alinarak verildigi icin grafikte gozlenen
sinyal farkinin biiylik olmas1 daha fazla glikoz molekiiliiniin yiizeyle etkilestigini gosterir.
Buna gore calisilan pH araliginda elde edilen en yiksek sinyal pH 9 (borik asit/borat)

tamponunda calisildiginda saglanmustir.
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Sekil 4.12. pH degisiminin YGRS sinyaline etkisi

Glikoz molekiilleri ile yiizey etkilegim siiresinin optimizasyonu

Glikoz molekiillerinin hazirlanan YGRS platformu ile etkilesme siiresini optimize etmek
icin ayni konsantrasyona sahip glikoz ¢0Ozeltisi yiizeylerle 2-20 dk araliginda
etkilestirilmistir. Yiizeylerin her birinden farkli siireler sonunda Raman sinyalleri elde
edilmistir. Inkiibasyon siiresi 10 dk’dan daha fazla oldugunda pik siddeti neredeyse sabit
kalmistir. En yiikksek sinyal, 5 dk sonra Ol¢im alindiginda elde edilmistir.

7000

(=2
=
(=]
=

5000
4000
3000

2000

Raman siddeti degisimi (Al)

p—
=
(=
=

=
h

10 15 20 25

Zaman, dk

Sekil 4.13. Glikoz 6él¢limiine glikoz-boronik asit gruplarinin etkilesim siiresinin etkisi
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Gelistirilen YGRS platformunun kararhilik ¢alismasi

Hazirlanan YGRS platformu igin kararlilik ¢alismasinin sonuglari Sekil 4.14°de verilmistir.
Glikoz molekilleri ile boronik asitin etkilesimi sonucunda B-OH gerilme bandina ait olan
1070 cm™’deki pikin siddetinde azalma oldugu icin bu pikdeki degisim takip edilmistir.
Sekil 4.14’deki sonuglara gore hazirlanan platform iki ay icerisinde kullanildiginda elde
edilen sonuglarda 6nemli bir degisim gozlenmemistir. Bunun sonucu olarak platformun en

az iki ay kullanilabilecegini sOyleyebiliriz.
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Sekil 4.14. Hazirlanan YGRS platform i¢in stabilite ¢aligmasi sonuglari

Kalibrasyon grafiginin olusturulmasi

Calisma kosullart belirlendikten sonra hazirlanan YGRS platformu kullanilarak, 2-14 mM
glikoz konsantrasyonu araliginda olglimler almmistir. Bu aralikta artan glikoz
konsantrasyonu ile glikoz molekdllerinin boronik asite baglanma orani artacagindan
boronik asite ait olan 1070 cm™ deki pik siddetinin dogrusal olarak azaldig1 gozlenmistir.
YGRS sinyal siddetine karst Raman kaymasi (cm™) grafige gecirilmis ve Kkalibrasyon

grafigi olusturulmustur.
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Sekil 4.15. Artan glikoz konsantrasyonu
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ile YGRS platformundan elde edilen Raman

Artan glikoz konsantrasyonu ile pik siddetinde meydana gelen azalmadan faydalanarak,

konsantrasyona karsi Raman pik siddetindeki azalma grafige gegirilmis ve 2-14 mM

araliginda dogrusal bir degisim gozlenmistir (Sekil 4.16). Cizilen kalibrasyon grafigine

gore R? degeri 0,9928 olarak bulunmus ve dogrunun denklemi y = 849,47x + 1773,6

olarak elde edilmistir. Buna gore gelistirilen YGRS platformu igin teshis sinir1 0,108 mM

olarak hesaplanmigtir.
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Sekil 4.16. Glikoz tayini icin kalibrasyon grafigi

Gelistirilen YGRS teknigi ve mevcut sistemler Cizelge 1’de karsilastirilmistir. Elde edilen
LOD degeri literatiirdeki diger sistemlerle elde edilen degerle kiyaslandiginda daha yiiksek
bulunmasina ragmen, kandaki glikoz derisim aralifin1 kapsayacak sekilde genis bir
dogrusal aralik saglanmistir. Ayrica yontemin tekrarlanabilirligi 4 mM glikoz kullanilarak
basgaril bir sekilde test edilmis ve bagil standart sapma (BSS) degeri % 4.42 (n = 4) olarak

bulunmustur.
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Cizelge 4.1. Literatiirdeki mevcut sistemler ve gelistirilen YGRS tekniginin karsilastiriimasi

Uygulanan Teknikler LOD Dogrusal aralik
Floresanss spektroskopi (Ling ve digerleri, 2014) 8,0uM 0,01 uM-0,1 uM
Enzimatik olmayan glikoz biyosensor (X. Wang ve digerleri, 2014) 0,1 uM 0,4 uM-12 uM
Elektrokimyasal impedans spektroskopi (Shervedani ve digerleri, 0,016 uM 0 uM-10 uM
2006)

Floresanss spektroskopi (Jin ve digerleri, 2011) 0,005 uM 0,01 uM-0,5 uM
GC/Ktle Spektroskopi (Wahjudi ve digerleri, 2010) 0,3 uM 0,05 uM-1 pM
HPLC-ELDS (Ma ve digerleri, 2014) 0,4 UM 1,1 uM-11 pM
Triosmiyum karbonil - boronik asit-YGRS (Kong ve digerleri, 2013) 0,1 mM 0,1 mM-10 mM
AUNStar@SiO2 -YGRS (Al-Ogaidi ve digerleri, 2014) 16,0 uM 25 uM-25 mM
1-Dodekantiyol kapli Ag nanokiip- YGRS (Rycenga ve digerleri, - 0 mM-250 mM
2008)

HRP modifiye Au ve GOX-YGRS (Wu ve digerleri, 2006) 0,46 mM 0,50 mM-32 mM
Gelistirilen YGRS yontemi 0,108 mM 2 mM-14 mM

Kan ortaminda girisim etkisi yapabilecek molekiillerin sonuclara etkisi

Sekil 4.17°de goriildigi gibi 4 mM glikoz iizerine farkli derisimlerde DA eklendiginde,

glikoz 6lguimiine ait Raman spektrumunda % 8,7 oraninda degisiklik olmustur. AA ve UA

ile yapilan calismalarda ise 1070 cm™’deki pik siddetinde sirasiyla % 20,3 ve % 15,5

oraninda dogrusal olmayan degisim gozlenmistir. Bu pik siddetindeki degisikliklerin, AA

ve UA’In glikoza blok etkisi yaparak yilizeye ulasmasini engellemelerinden kaynaklandigi

diistintilmustiir. Fakat degisimler rastgele oldugu igin hazirlanan platformun glikoza

secimli oldugu diisliniilmiistiir. Kan matriksinde calisildiginda bu molekiillerin girisim

etkisi yaratmayacagina karar verilmistir.
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Sekil 4.17. Glikoz tayininde, girisim ¢aligmasi

Gercek drnekte glikoz tayini

YGRS platformu ile ger¢ek ornekte glikoz tayini gergeklestirmek igin referans kan
ornegine konsantrasyonlari 2, 4, 6, 8, 10 mM olacak sekilde stok glikoz ¢ozeltisinden ilave
edilmis ve bu ornekler gerekli 6n islemler tamamlandiktan sonra YGRS platformu ile
etkilestirilmistir. Daha sonra platformun 500-1800 cm™ arahiginda YGRS sinyalleri

almmistir. Bu standart ekleme yontemi ile kalibrasyon grafigi olusturulmustur.
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Sekil 4.18. Referans kan drneginde glikoz konsantrasyonuna karsi, boronik asidin 1070 cm™” deki
pik siddetindeki degisimi gosterir YGRS spektrumu

Sekil 4.18’de goriildiigli gibi kan eslenigi igerisine ilave edilen glikoz konsantrasyonun

artistyla 1070 cm™’deki B-OH’m pik siddetinde orantili bir azalma gézlenmistir. Bu

sayede, standart ekleme yontemiyle kan eslenigi igerisindeki glikoz konsantrasyonu

hesaplanabilmistir. Elde edilen kalibrasyon grafigi Sekil 4.19°de gosterilmistir.
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Sekil 4.19. Standart ekleme yontemi ile olusturulan kalibrasyon egrisi

Referans kan oOrnegindeki glikoz miktari, olusturulan kalibrasyon grafigine gore
hesaplanmis ve 6.17+0.11 mM olan glikoz konsantrasyonu 5.61+0.29 mM olarak
bulunmustur. Gergek deger ve hesaplanan deger arasindaki fark % 95 giiven sinirlar
icerisinde anlamsizdir. Buna gore geri kazanim degeri % 90,9 olarak hesaplanmistir. Bu
iki sonug arasindaki benzerlik gelistirilen sensoriin ger¢ek kan drnegindeki glikozun tayini
icin kullanilabilir oldugunu gostermistir. Boylece gelistirilen yontem, glikoz tayininde
enzimatik olmayan YGRS tabanli bir sensor gelistirmek igin yeni bir potansiyel platform

saglanmistir.
4.1.2. Kagit tabanh mikro akiskan ¢ip kullanim ile glikoz tayini

Kagit tabanli mikro akiskan cipin karakterizasyonu

Kagit tabanli mikro akiskan ¢ipler mum yazici kullanilarak hazirlanmis ve YGRS 6l¢im
alaninin olusturulmast icin MBA ve DT ile modifiye edilmis altin nanogubuklar
kullanilmistir. Hazirlanan kagit tabanli mikro akigkan ¢iplerin karakterizasyonu igin SEM
gorintiileri alinmistir. Resim 4.7°de kagit tabanli mikro akigkan ¢ipin YGRS 6l¢iim alanina
altin nanopartikiil damlatilip kurutulduktan sonraki SEM g0riintiileri incelenmistir. Resim

4.7a’da hidrofilik kanal yani seliiloz nitrat membrandan olusan kismin SEM g0rintlsi
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verilmistir. Resim 4.7b’de altin nanopartikiil damlatilmis YGRS 6l¢iim alaninin SEM
gorintust ve Resim 4.7¢’de ise mum ile baskilanmis hidrofobik bolgenin SEM goriintiisii

verilmistir.
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Resim 4.7. Kagit tabanli mikro akiskan ¢ipe ait a) kanalin, b) partikiil kapl 6l¢iim alaninin ve ¢)
mum kapli bariyerin SEM goriintiileri
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Modifiye altin nanoparcacik c¢ozeltisi membran ylizeyine damlatildiginda ¢ozeltinin
membranin i¢ kisimlarina dogru niifuz ettigi goriilmektedir. Bu da yiiksek oranda glikoz
molekdllerinin YGRS 6l¢iim alaninda boronik asit molekiilleri ile etkilesebilecegini ve
gelistirilen yoOntemin hassasiyetinin artabilecegini gostermektedir. Resim 4.7¢’de ise
membranin gozeneklerinin mum ile dolduruldugu ve hidrofobik bariyerlerin homojen bir

sekilde olusturuldugu goriilmektedir.

Kagit tabanl mikro akiskan cipler icin yontem optimizasyonu

Altin nanocubuk ¢ozeltisi miktarinin optimizasyonu

YGRS ol¢iim alanmna farkli miktarda modifiye altin nanogubuk g¢ozeltileri uygulanarak
optimum sinyal elde edilmistir. Sekil 4.20°de goriildiigii gibi her bir kombinasyon igin
YGRS sinyalleri grafige gecirilmistir. Bu sonuglara gére optimum YGRS sinyali, 3 pl
hacminde modifiye altin nanogubuk ¢ozeltisi ile Ol¢lim alan1 hazirlandiginda elde
edilmistir. YGRS sinyalinin, en yiiksek hacimde ve damla sayisinda altin nanogubuk
cozeltisi kullanildiginda en yiiksek siddette olmasi beklenmesine ragmen diisiik miktarda
cozelti kullanildiginda siddet artirilmistir. Gozlemlenen YGRS sinyal siddeti, sekilde de
goriildiigii lizere, damla sayisinin artis1 ile azalmistir. Burada molekiil sayist arttiginda
soniimlenme s6z konusu oldugu icin sinyallerde diisiis gdzlenmistir. Bu ylizden membran
baskilanip kanal olusturulduktan sonra modifiye altin nanogubuk ¢6zeltisinin 3 ul’si tek
uygulama ile nitro seliloz membran yiizeyine damlatilarak YGRS 0lgim alani

hazirlanmstir.
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Sekil 4.20. Altin nanogubuk ¢6zelti miktar1 ve damla sayisinin YGRS sinyallerine etkisi
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Kan miktarinin optimizasyonu

Kan drnegi haciminin belirlenmesi i¢in, 1 mm x 2 cm boyutundaki kagit tabanli ¢iplerle
ayni konsantrasyonda 3 ve 10 pL arasinda kan o6rnekleri ile ¢alisilmistir. Deneylerde 10 pl
gibi yiiksek ornek hacmi ile c¢alisildiginda, kan hiicrelerinin tamaminin kanalda
tutunmadigr ve YGRS 6l¢iim alanina ulastigi ve boylece sinyalleri engelledigi ya da kan
orneginin kanaldan tastig1 gézlenmistir. Bunun yaninda 3 pl gibi diisiik 6rnek hacimleri ile
calisildiginda ise kan 6rneginin yalnizca kanalin orta bolgesine kadar geldigi ve Ornegin
blyuk boluminin YGRS o6l¢iim alanina ulasamadigi gozlenmistir. Ancak 5 pl 6rnek
hacmi ile ¢alisildiginda plazma YGRS 6lgiim alanina ulagsmis ve optimum YGRS sinyali

elde edilmistir.
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Sekil 4.21. Calisilan kan 6rnegi miktarinin YGRS sinyal siddetine etkisi

Etkilesim stiresinin optimizasyonu

Ornegin boronik asit molekiilleri ile etkilesmesi icin optimum 6l¢iim siiresi belirlenmistir.
Cipe kan damlatildiktan sonra belirli zaman araliklarinda olgiimler alinarak en yiksek
Raman sinyalinin elde edildigi slire belirlenmistir. Sekil 4.22de elde edilen sonuglara gore
Raman 6l¢iimiiniin alinmasi i¢in etkilesim siiresi en az 5 dk olarak belirlenmistir. Yapilan
caligmalarda 5 dakikadan sonra kan miktarinin YGRS sinyal siddetini degistirmedigi

gozlenmistir.
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Sekil 4.22. Olgiim siiresinin YGRS sinyal siddetine etkisi

Biitiin bu optimizasyon ¢aligmalar1 tamamlandiktan sonra firetilen c¢iplerin kullanim
stiresinin tespit edilmesi acisindan kullanilan membranin kararlilik ¢alismasi yapilmastir.
Hazirlanan ¢iplerde nitroseliilloz membranin orjinal yapist 2 aya kadar korunmaktadir.
Fakat 2 ay sonra, membranin yapist bozulmaya baslamistir. Ayrica kanal olusturmak i¢in
kullanilan mum, nitroselilloz membranin hidrofilik kanallarina dogru niifuz etmeye
baglamis ve kanallar tikanmistir. Bu ylzden hazirlanan mikro akiskan nitroseliiloz

membranlarin kullanim siiresi 2 ay olarak belirlenmistir.

Kan ortaminda girisim vapabilecek molekiillerin sonuclara etkisi

Kan 6rnegi ile galisilirken glikoz molekiilleri ile girisim olusturabilecek tiirlerin sonuclara
etkisi de incelenmistir. Bunun igin AA, UA ve DA gibi olasi girisim yapabilcek tiirler ile
calistlmistir. Bu molekullerin farkli konsantrasyonlarda ¢ozeltileri hazirlanmis, glikoz
iceren kan orneklerine ilave edilmis ve membran ylizeyine damlatilmistir. Daha sonra 1070
cm¥’deki Raman pikinin degisimine gore sonuclar grafige gecirilmistir. Sekil 4.23’de
goriildiigi gibi Raman sinyal siddetindeki degisim UA igin % 5,10; DA icin % 2,49 ve AA
igin ise % 2,39 olarak bulunmustur. Elde edilen bu veriler, gelistirilen kagit tabanli YGRS
cipi ile glikoz molekiillerinin tayininin UA, AA ve DA molekiillerinin varliginda segici bir

sekilde yapilabilecegini gostermistir.
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Sekil 4.23. Glikoz tayininde Raman sinyallerine 5, 10, 15 mM drik asit (UA), dopamin (DA), ve
askorbik asit (AA) varliginin etkisi

Kagit tabanli mikro akiskan cip kullanilarak gercek ornekte glikoz tayini

Hazirlanan ¢ipin hidrofilik mikro kanali, yiiksek akis hizindan diisiik akis hizina kontrolll
olarak degisen ¢ok basamakli bir pompa gibi davranir. Bu sayede serum YGRS o6l¢im
alanina dogru ilerler (Martinez ve digerleri, 2008). Nitroseliiloz membranda serumun kan
orneginden ayrilip ayrilmadigmni belirlemek icin SEM goriintiileri alinmistir. Bu
goruntilere gére YGRS o0lciim alaninda hi¢ bir kan hiicresine ya da kalintisina
rastlanmamistir. Buna ek olarak nitroseliiloz membrana kan 6rnegi damlatildiktan sonra
kanalda meydana gelen olaylar1 aydinlatmak amaciyla hidrofilik kanal boyunca her bir
bolgenin SEM goriintiisic alinmigtir. Resim 4.8a incelendiginde 6rnegin damlatildig
bolgenin kan matriksiyle dolu oldugu goriilmektedir. Kan 6rnegi hidrofilik kanal boyunca
kapiler etki ile hareket ederken, kan hiicreleri ve proteinler nitroseliloz membranda
hapsolmustur ve kan Ornegindeki kiigiik molekiller YGRS 0l¢iim alanmna dogru
ilerlemistir. Resim 4.8b’de membranda, kan matriksinin hapsoldugu ve serumnun ilerledigi
faz ayrimi gosterilmistir. Olgme alanma yakin bélgelerde artik bilyiik molekiillere ve kan

hiicrelerine hi¢ rastlanmamaktadir. Glikoz molekullerinin YGRS 0l¢iim alanina akisi
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tamamlandiktan sonra, kan ornegindeki glikoz konsantrasyonunu belirlemek i¢cin YGRS

Ol¢iimleri alinmistir.

GUFEE

Resim 4.8. Kagit tabanli mikro akigkan ¢ip kullanilarak kan ornegi c¢alisilirken, a) kanin
damlatildigi, b) serumun ayrildigi ve ¢) kiigiik molekiillerin ilerledigi bolgelerin SEM
goruntdleri
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Kanda bulunan proteinlerin kanal boyunca hareketini belirlemek icin, a-amino grubunun
en karakteristik reaksiyonu olan ninhidrin reaksiyonu kullanilmistir. Bu yontemde amino
asitler, ninhidrin ile tepkimeye girerek mor renkli bir kompleks olustururlar. Esitlik 4.2’de
reaksiyon mekanizmasi gosterilmistir (Bottom, Hanna ve Siehr, 1973). Serum ile
hazirlanan Kagit tabanli mikro akigkan ¢ip etkilestirildikten sonra ¢ipin farkli bolgelerine
ninhidrin ¢ozeltisi damlatilmistir. Ozellikle 6rnegin uygulandig1 bolgeye yakin bolgelerde
mor renk gozlenmis ve bu bdlgelerde protein varligi tespit edilmistir. Fakat 6l¢tim alaninda
ise mor renge rastlanmamistir. Bdylece proteinlerin 6l¢iim alanina ulasmadan Once

nitroseliiloz membran tarafindan hapsedildigi belirlenmistir.
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Esitlik 4.2. Amino asitlerle ninhidrinin reaksiyon mekanizmasi

Cubuk seklinde sentezlenen altin nanopargaciklar, glikoz molekilerinin tutunmasini
artirmak i¢in 15 mM 4-MBA’nin yanmisira 5SmM 1-DT ile modifiye edilmistir. Bu
molekllin tercih edilmesinin nedeni, tiyol grubu iceren uzun alkan zinciri sayesinde
homojen bir dagilim saglamasidir. Fenil boronik asit gruplari ise kompleks olusum ajani
olarak davranir (Torul ve digerleri, 2014). Modifiye altin nanogubuklarin Raman pikleri
Sekil 4.24°de goriildiigii gibi 698, 1000, 1024, 1070, 1184, 1290, 1490, 1583 cm™ olarak
g6zlenmistir. Daha &nce belirtildigi gibi 698 ve 1024 cm™’de goriinen pikler C-S gerilme
moduna, 1000 cm™’de goriilen pik ise fenil gruplarina ait piklerdir (Kanayama ve digerleri,
2000; Rycenga ve digerleri, 2008). 1290 ve 1490 cm™’de goriilen pikler ise fenil
halkasinda bulunan C-C ve C=C gerilme modlarina ait piklerdir (Erdogdu ve digerleri,
2009). 1070 cm™ ve 1184 cm™’deki pikler ise boronik asitin B-OH ve B-C gerilme
modlarina ait piklerdir (Kurt ve digerleri, 2009).

Glikoz molekiilleri boronik asit ile etkilestiginden, B-OH gerilme moduna isaret eden
1070 cm™’deki pik glikoz konsantrasyonunun artisi ile orantili olarak azalmaktadir. Bu

azalmadan yola ¢ikilarak kalibrasyon grafigi olusturulmus ve glikoz molekiillerinin tayini
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gerceklestirilmigtir.  Sekil 4.25°de gosterildigi gibi, kan ornegine 0,5 ve 10,0 mM
konsantrasyon araliginda glikoz cozeltileri ilave edilerek Ornekler hazirlanmis ve bu
ornekler kullanilarak kalibrasyon egrisi olusturulmustur. Buna gore gelistirilen yontem ig¢in
dogrusal ¢alisma araligi 0,5 and 10,0 mM iken LOD degeri 0,1 mM olarak bulunmustur.
Ayrica sekilde glikoz konsantrasyonuna bagli olarak pik siddetindeki degisim de

gosterilmistir.

Kan o6rneginden glikoz molekiillerinin tayini olusturulan kalibrasyon grafigi kullanilarak
gerceklestirilmistir. Kullanilan kan esleniginde glikoz konsantrasyonu, firmadan saglanan
bilgilere gore 6,17 £ 0,11 mM olarak bilinirken gelistirilen yontemle elde edilen sonug
5,43 = 0,51 mM’dir. Glikoz konsantrasyon degeri kalibrasyon egrisi kullanilarak % 95
gliven seviyesinde deneysel olarak hesaplanmig ve istatistiksel olarak drin igin belirtilen
deger ile hesaplanan deger arasinda anlaml bir farklilik bulunmamaistir. Bununla birlikte
kan eslenigindeki glikoz konsantrasyonunun geri kazanim degeri % 88 olarak
hesaplanmistir. Elde edilen bu sonuglara gore, hi¢ bir 6n hazirlik islemi yapilmadan gercek

ornekte glikoz tayininin gelistirilen yontem ile yapilabilecegi sOylenebilir.
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Sekil 4.24. Kagit tabanli mikro akigkan ¢ip ylizeyinde artan glikoz konsantrasyonuna karst boronik
asidin 1070 cm™ deki pik siddetindeki degisimin Raman spektrumu
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Sekil 4.25. Kagit tabanli mikro akiskan ¢ip kullanilarak standart ekleme yontemi ile olusturulan
kalibrasyon egrisi

4.2. Kanser Biyobelirte¢ Tayini I¢in Yontem Gelistirilmesi
4.2.1. Hazirlanan yatay akis test striplerinin ¢caliyma prensibi

Tipik bir yatay akis test stripi, numune uygulama pedi, konjugasyon pedi, analitik
membran ve absorban pedi olmak Uzere dort bilesenden olusur. Bu ¢alismada sandvig
immunoassay temeline dayanan Qdot tabanli bir yatay akis test stribi gelistirilmistir.
Gelistirilen immiinoassay ve g¢alisma ilkesi Sekil 4.26’da sematik olarak gosterilmistir.
Yatay akis test stribini insaa etmek i¢in ilk dnce, test ve kontrol hatlarini olusturmak tizere,
sirastyla poliklonal ve ikincil antikorlar ile konjuge edilmis altin nanopartikiiller analitik
membrana uygulanmistir. Burada altin nanopartikiiller Qdot’larin floresanss siddetini
artirmak i¢in kullanilmistir. Son olarak tiim bilesenler bir mikroskop caminin iizerine ¢ift

tarafli bir bant ile her bir bilesen bir digerinin iizerine 2 mm gelecek sekilde tutturulmustur.
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Sekil 4.26. A) Yatay akig test striplerinin sematik gosterimi, B) numune uygulama pedine CEA
protein igeren Ornegin uygulanmasi, C) analit-Qdot kompleksinin duzenlenmesi ve
diizenlenen kompleksin nitroseliiloz membran boyunca kapiler etkisi ile ilerlemesi, D)
test hattinda bulunan poliklonal antikorlar tarafindan CEA-Qdot komplekslerinin
yakalanmasi ve kontrol hattindaki ikincil antikorlar tarafindan baglanmayan Qdot
konjugatlarinin yakalanmasi

Hazirlanan sistemin ¢alisma prensibi su sekilde 6zetlenebilir; tam kan analizi i¢in analit
iceren Ornek numune uygulama pedine damlatilmistir. Kan hicreleri numune uygulama
pedinde hapsolurken, analit kapileri etkisi ile membran boyunca hareket etmis ve ayni
zamanda Qdot-antikor konjugatlari ile etkilesmistir (Sekil 4.26C). Daha sonra dizenlenen
analit-Qdot kompleksi NC membran boyunca ilerlemeye devam etmis ve sonunda segici
antijen-antikor iligkisine dayanan bir tutunma ile test hattinda altin nanopartikiil-Qdot
poliklonal antikor konjugatlar1 tarafindan yakalanmistir. Qdot konjugatlarinin fazlasi ise
kontrol hattinda altin nanopartikiil-CEA ikincil antikor konjugatlar1 tarafindan
yakalanmistir (Sekil 4.26D). Akis, 6rnegin kalan kisminin absorban pedde toplanmasiyla
sonuglanmistir. Qdot-antikor konsantrasyonunun fazla olmasit durumunda NC membran
yuzeyinde Qdot konjugatlarinin toplanmasi ile zemin sinyali arttigi ig¢in, Qdot
konsantrasyonu belirli bir seviyede tutulmustur. Fakat bu durumda ytiiksek derisimde analit
iceren Ornekler ile ¢alisildiginda ortamda yeteri kadar Qdot konjugati bulunmadigr icin
kontrol hattina baglanan Qdot konjugatlarinin miktar1 azalmistir. Yukarida tanimlanan
ilkenin bir sonucu olarak, 6rnekte bulunan analit derisimine bagl olarak kontrol hattindan
alian sinyalin degistigini sdyleyebiliriz. Eger yiiksek derisimde analit igeren bir 6rnek i¢in

kontrol hattindaki sinyal siddeti belirli bir seviyenin altinda veya yok ise test gecersizdir
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aksi durumda sonug pozitiftir. Ornek analit icermiyor ise, sadece kontrol hattinda sinyal

g0zlenir ve sonug negatiftir.

Cep telefonu tasarimi yapilirken kullanilacak olan 1s1k kaynagi ve emisyon filtresinin dalga
boyuna karar vermek icin LF405/LP-B (405 nm sonrasini gegiren emisyon filtresi),
QDOT625-C (625 £+ 15 nm’yi geciren emisyon filtresi) ve TXRED-4040C (624 + 40 nm’yi
geciren emisyon filtresi) olmak tzere (¢ farkli filtre seti denenmistir. Bu amacla Olympus
marka mikroskop kullanilmistir. Yatay akis test stribi ile 6rnek etkilestirilmis ve 10X
objektif lens ile 1000 ms uyarma siresinde test hattinin mikroskop goruntisi alinmistir.
Resim 4.9’da elde edilen mikroskop goriintiileri verilmistir. Burada QDOT625-C ve
TXRED-4040C filtre setleri kullanildiginda nitroseliiloz membranin kirmizi dalga boyunda
floresans1  goriilmektedir. LF405/LP-B filtre seti kullanildiginda ise nitroseliiloz
membranin floresansi filtrelenerek Qdot emisyonu belirgin hale gelmistir. Bu sonuglardan
yola ¢ikilarak 395 nm dalga boyunda emisyon yapan 1sik kaynag ile 418 nm ve Uzerini

geciren bir long-pass emisyon filtresi kullanilmistir.

LF 405 QD625 TXRED

Resim 4.9. Test hattinin farkli filtre setleri ile elde edilen mikroskop goriintiisii

Geligtirilen cep telefonu tabanli floresans mikroskop ile kantitatif analiz
gergeklestirilmistir. Burada Ornekteki analit derisiminin artigina karsi test hattindaki
Qdot’larin sinyal siddetinde artis olmasi beklenmektedir. Son olarak yatay akis test
striplerinin gOruntiileri alinarak, test ve kontrol hatlarindaki Qdot’larin floresanss siddetleri
hesaplanmis ve sonuglar test /kontrol hatt1 (T/C) olarak verilmistir. Boylece iiretim siireci
boyunca olusan yatay akis test striplerinin yapisinda olan heterojenlikten kaynaklanan

hatalar elimine edilmis ve ayrica daha giivenilir ve dogru sonuclar verilmistir.
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4.2.2. Yatay akas test striplerinin optimizasyon calismalari

Nitroseliilloz membranda secici  olmavan baglanmalar1  engellemek icin vapilan

optimizasyon calismasi

Ug farkli ¢ozelti kullanilarak bloke edilmis membranlar kullanilarak hazirlanan striplere
tampon ¢ozelti damlatilarak konjuge Qdot’larin kanal boyunca ilerlemeleri beklenmis ve
15 dakika sonra Olympus marka mikroskop kullanilarak, 4X objektif ile floresanss
gorintuleri alinmigtir. Resimlerin sag tarafinda yesil renkli olarak gordiigiimiz ped
absorban pedidir. Sol taraftaki turuncu kirmizi renkli olarak gordiiglimiiz ped ise
konjugasyon pedidir. Tampon ¢ozelti konjugasyon pedinden Once yerlestirilen numune
uygulama pedine damlatilmistir. Resim 4.10a’da PVP kullanilarak hazirlanan ¢o6zelti ile
bloke edilmis membranda kanal boyunca konjuge Qdot’larin emisyonu goriilmektedir.
Yani burada nanopargaciklar membran yiizeyine tutunmuslardir. Resim 4.10c’de ise bloke
etme ajani icermeyen yalnizca protein ve yiizey aktif madde igeren ¢ozelti ile bloke edilmis
membran kullanilarak hazirlanan stripin floresans mikroskop goriintiisii verilmistir. Burada
konjuge Qdot’lar konjugasyon pedinin yakininda toplanmig ve kanal boyunca
ilerleyememistir. Son olarak Resim 4.10b’de ise PEG-400 igeren ¢ozelti kullanilarak
hazirlanan stripin floresans mikroskop goriintisu verilmektedir. Burada ise konjuge
Qdot’larin absorban pede dogru hareket ettigi, kanal boyunca konjugatlarin tutunmasinin
onemli oranda azaldigi ve konjugasyon pedine yakin bolgelerde konjuge Qdot’larin
neredeyse olmadig1 gozlenmistir. Elde edilen bu sonuglara gére % 5 BSA, % 2 PEG-400

ve % 0,1 Tween-20 iceren ¢ozelti ile en iyi sonuclar elde edilmistir.

Bloking cozeltileri

% 5 BSA a)
% 0.1 Tween-20
% 2 PVP

% 5 BSA b
% 0.1 Tween-20
% 2 PEG-400

% 3 BSA C)
% 0.1 Tween-20

Resim 4.10. Farkli bloke etme ¢ozeltileri kullanilarak hazirlanan yatay akis test striplerinde Qdot
konjugatlarinin ilerlemesini gosteren mikroskop goriintiileri
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Stripler hazirlandiklar1 giin kullanilmadiklart takdirde, membranin emme kapasitesi
diistiigii i¢in bloke etme islemi i¢in ¢ozelti degistirilmis ve %1 kazein iceren bir ¢ozelti
kullanilmistir. Bunun yan1 sira bloke etme islemi tamamlandiktan sonra mebranda kalan
tuzlarin temizlenmesi ve membranin tekrar hidofilik 6zelligini kazanmas i¢in PBS-T ile
yikama iglemi uygulanmistir. Resim 4.11a’da kazein igeren ¢ozelti ile hazirlanmig stripin
floresans mikroskop goriintisu ile Resim 4.11b’de ise BSA, PEG-400 ve Tween-20 iceren
cozelti ile hazirlanmis stripin floresans mikroskop goruntiisti gorilmektedir. Buna gore

kazein kullanildiginda konjuge Qdot’lar membran boyunca baglanmadan ilerlemistir.

Bloking cozeltileri

% 1 Kazein cozeltisi |

(+PBS-T ile yikama) |

% S BSA
% 0.1 Tween-20
% 2 PEG-400

Resim 4.11. Bloke etme ajani olarak BSA yerine kazein kullanilmasinin ve bloking isleminden
sonra yikama yapilmasmnin Qdot konjugatlarinin analitik membran boyunca
ilerlemesine etkisini gosteren mikroskop goruntuleri

Bununla birlikte PBS-T ile yikama isleminin yapilmasi membranin goézeneklerinin
acilmasi saglamistir. Bu yikama isleminin test striplerinin kullanim siiresini nasil
etkiledigini anlamak icin farkli zaman araliklarinda eliisyon siireleri degerlendirilmistir.
Membran bloke edildikten hemen sonra 2 cm uzunlugunda ve 2 mm genisligindeki
membran i¢in elusyon suresi 5 dk. olarak belirlenmistir. Hazirlanan bu test stripleri 12 saat
ve 2 gin sonra da test edilmis ve eliisyon siireleri ilk giinkii degerle ayni bulunmustur.

Bloke etme islemine ek olarak yapilan yikama isleminin bloke etme islemi sonrasi
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hazirlanan striplerindeki membranin gozeneklerinin agilmasinda ve hidrofilik 6zelligini
korumasinda etkili oldugu gbzlenmistir. Calismanin bundan sonraki asamalarinda
membran %]1°’lik kazein ¢ozeltisi ile 2 saat bloke edilmis, PBS-T ile 3 kez 5’er dakika
yikanmis, daha sonra 1 saat boyunca oda sicakliginda kurutulmus ve kullanima hazir hale

getirilmistir.

Qdot miktar optimizasyonu

Bes farkli konsantrasyonda (1-50 nM) Qdot igeren konjugasyon ¢ozeltileri ile hazirlanan
test stripleri ile elde edilen sonuclar Sekil 4.27°de gosterilmistir. Sekil 4.27a’da farkli
konsantrasyonlarda Qdot konjugatlar1 ile hazirlanan striplerle CEA protein ve Kkor
cozeltileri ile elde edilen test sonuglari test hattinin floresanss siddetinin kontrol hattinin
floresanss siddetine orani olarak verilmistir. Sekil 4.27b’de ise sinyal/giiriiltii orani
hesaplanarak sonuclar verilmistir. Burada sinyal CEA protein tayindeki test hattinin
floresanss siddetini gosterirken, giirtiltii ise tampon ¢6zelti ile ¢alisildiginda test hattindan
elde edilen floresanss siddeti alinarak hesaplanmigtir. T/C hatt1 oranlar1 dikkate alindiginda
10 ve 50 nM Qdot konjugati emdirilmis konjugasyon pedleri kullanildiginda en yiiksek

sinyalin elde edildigi goriilmektedir.

Bununla beraber S/N oranlar1 incelendiginde ise en yiiksek deger 10 nM Qdot konjugati
emdirilmis konjugasyon pedi ile elde edilmistir. Bunun nedeni Qdot konsantrasyonu
gereginden fazla arttiginda test hattindaki baglanma ile birlikte segici olmayan
baglanmanin da artmasidir. Burada 50 nM Qdot ile ¢alisildiginda segici olmayan
baglanmadan kaynakli sinyal artisi oldugu i¢in ve 10 nM Qdot konjugati emdirilmis
konjugasyon pedleri ile en yiiksek sinyal ve en diisiik se¢ici olmayan baglanma saglandigi

icin bu konsantrasyonda ¢alisilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.27. Farkli konsantrasyonlarda Qdot konjugati kullanilmasinin Qdot-tabanli yatay akis test
striplerinin sinyal siddetine etkisi

Etkilesim siiresinin optimizasyonu

Analiz siiresinin optimizasyonu ig¢in yapilan ¢alismada hazirlanan test striplerinin
mikroskop goriintiileri, ¢dzelti damlatildiktan 5, 10, 15, 20, 30 ve 40 dk sonra alinmustir.
Sinyaller hesaplanmig ve Sekil 4.28’de goruldigii gibi grafige gecirilmistir. Sekil 4.28a’da
CEA ve kor ¢ozelti ile elde edilen sonuglar T/C orani olarak verilmisir. En yiksek T/C
sinyali 20 dk. sonra elde edilmistir. Daha sonraki dakikalarda artik sinyal siddetinde
farklilik olmadigr gozlenmistir. Sekil 4.28b’de ise aymi test striplerine ait S/N oranlari
verilmigtir. Ayni sekilde 20 dk. sonra en yliksek degere ulasilmis ve daha sonraki
dakikalarda onemli bir degisiklik olmadigi gbzlenmistir. Her iki grafikten elde edilen

sonuclara gore analiz siiresi 20 dk. olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.28. Qdot-tabanli yatay akis test striplerinde analiz stiresinin Qdot sinyallerine etkisi

Kan miktarinin optimizasyonu

Farkli oranlarda seyreltilmis kan orneklerine 10 ng/ml CEA spike edilerek hazirlanan
ornekler ile elde edilen sonuglar Sekil 4.29°da gosterilmistir. Sekil 4.29a’da sonuglar test
hattinin kontrol hattina oranit olarak verilmistir. Ayrica ayni grafikte seyreltik kan
orneklerine CEA spike edilmeden hazirlanan kor ¢ozeltileri ile alinmis sonuglar da

gosterilmistir. Resim 4.12°de ise hazirlanan test stripleri goriilmektedir.

Seyreltme orani

1/40

1/20

1/10

1/5

Resim 4.12. Kan Orneginin seyreltme oranimnin optimizasyon ¢alismasinda kullanilan test
striplerinin goruntisd
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Resimlerde goriildiigii gibi 40 ve 20 kat seyreltilmis kan 6rneklerinde kirmizi kan hiicreleri
ornekten basarili bir sekilde ayrilmis ve serum kismi test ve kontrol hatlarina uygun analiz
siiresinde ulagmustir. Fakat 10 kat seyreltilmis kan Orneginde, plazma hatlara dogru
ilerlemesine ragmen plazma ile beraber kan hiicrelerinin bir boliimii de hatlara ulagmustir.
Kan hiicrelerinin hatlara ulagmasi konjuge Qdot’larin hatlardaki antikorlar tarafindan
yakalanmasini engellemesinin yani sira baglanan konjuge Qdot’larin sinyal siddetinde de
azalmaya neden oldugu icin 10 kat seyreltme uygun bulunmamistir. Bes kat seyreltilmis
kan 6rnegi ile calisildiginda ise 6rnek c¢ok derisik oldugu i¢in 6rnek uygulama pedinde ve
analitik membran boyunca Orne§in tamami hapsolmus, test ve kontrol hatlarina
ulasamamustir. Bu sebeple bu 6rneklerden sinyal alinamamustir. Sekil 4.29b’de gosterilen
S/N oranlarina bakildiginda da 1/40 ve 1/20 kat seyreltilmis kan ornekleri ile ¢alisildiginda
elde edilen sinyaller arasinda onemli bir fark olmadig1 ve en iyi sonuclarin bu seyreltme
oranlari kullanilarak alindig belirtilmistir. Caligmada 1/20 kat seyreltilmis kan 6rnekleri

ile calisilmasina karar verilmistir.

5
1.4 = CEA B
. o . f—*"'{'
1.2 m Kor cozelti 4
1
3
0.8 e
= @A
0.6 2
0.4
1
0.2
0 0
1/40 120 1/10 1/5 1/40 120 1/10 1/5
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Sekil 4.29. Kan 6rneklerinin seyreltme oranlarinin CEA tayininde sonuglara etkisi

4.2.3. CEA protein tayini i¢in yatay akis test striplerinin analitik performansinin

degerlendirilmesi

Dogrusal araligin belirlenmesi igin gelistirilen yatay akis test stripleri 0,1 ng/ml ve 105,0
ng/ml arasinda farkli derisimlerde standart CEA protein ¢ozeltileri ile test edilmistir. Elde
edilen kalibrasyon egrisinin denklemi, f(x) = (2.311x? + 6.348x + 40.46) / (x? — 1.177x +
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161) ve R? degeri 0.9931 olarak bulunmustur. Sekil 4.30°de elde edilen egri yakindan
incelendiginde egri 1,05 ng/ml ile 15,0 ng/ml arasinda dogrusal bulunmustur. Dogrusal
grafigin denklemi ise y = 0.1119x + 0.1956 ve R? degeri 0.9952 olarak bulunmustur. Bu
sonuglara gére LOD degeri 0,96 ng/ml olarak hesaplanmustir.

1 b,
y = 0.1119x + 0.1956 }
R?=10.9952
1.6 [ ]
¢
]
12 ;f
- .
0.8
i
® »
04 | "
®
| | )
0 20 40 60 80 100 0 4 8 12 16
CEA derisimi (ng/ml) CEA derisimi (ng/ml)

Sekil 4.30. Tampon ¢0Ozeltide CEA molekillerinin kantitatif tayini; a) Cep telefonu tabanli
floresanss mikroskop kullanilarak CEA molekiillerinin  kantitatif tayini igin
kalibrasyon grafigi, b) 1,05ng/ml ile 15,0 ng/ml derisim araliginda CEA igeren
standart ¢ozeltiler igin test striplerinin dogrusal cevabi

Gelistirilen bir yontemin kesinligi, elde edilen sonuglarin tekrarlanabilme kabiliyeti veya
deney sonuglarinin birbirine yakiliginin bir 6l¢lsudir. Bu amagla yapilan giin i¢i ve
glinler aras1 tekrarlanabilirlik ¢alismalarinda elde edilen sonuglar Sekil 4.31°de gorildigii
gibi grafige gecirilmistir. Sekil 4.31a’daki grafikler tampon ¢ozeltisi icerisine CEA protein
spike edilerek hazirlanan 6rneklerden, sekil 4.31b ise 20 kat seyreltilmis kan Grneklerine
CEA protein spike edilerek hazirlanan 6rneklerden farkl giinlerde alinan deney sonuglarini
icermektedir. Bu grafikler karsilastirildiginda, gerek tampon ¢ozeltisi gerekse kan
orneklerinde hazirlanan orneklerle alinan sonuglar arasinda Onemli bir fark

bulunmamaktadir. Kalibrasyon egrilerinin R? degerleri birbirleri ile uyum gostermektedir.
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Gun ici kesinlik (n=3)

Giinler arasi kesinlik (n=6)

Tamponda Kanda Tamponda Kanda
CEA Bulunan BSS |Bulunan BSS |Bulunan BSS | Bulunan BSS
(ng/ml) |CEA CEA CEA CEA

(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml) (ng/ml)
105 20,36 +0,50 2,44 120,01 +0,64 3,20 20,40 0,73 3,60 ]20,25 +0,58 2,87
26,5 17,16 +0,02 0,14 |18,19 +0,19 1,07 (17,24 0,06 0,37 |18,19 +0,24 1,30
15,0 15,37 +0,65 4,25 |14,20 +0,77 540 ]15,40 0,77 5,00 |14,20 +0,61 4,28
9,5 9,38 +0,30 3,18 |10,23 +0,07 0,73 ]9,36 +0,36 3,83 |9,91 +0,25 2,49
8,4 8,61 +0,04 0,47 |9,24 +0,43 4,60 8,49 +0,15 1,71 |8,95 0,41 4,62
79 7,12 +0,49 6,82 18,02 +0,28 3,55 |7,27 +0,44 6,07 |7,98 +0,22 2,79
5,9 5,92 +0,27 4,57 16,57 +0,51 7,71 5,85 +0,22 3,71 16,38 +0,51 7,92
4,2 3,82 +0,27 7,18 |4.11 +0.26 6.34 ]4,00 +0,31 7,79 |3,83 +0,23 6,07
1,1 1,60 +0,15 9,28 |1.09 +0.01 0.95 |1,54 +0,12 7,96 10,90 +0,04 4,24
Kor 0,29 +0,06 20,5 |0.25 +0.05 18.33 0,23 +0,07 30,5210.04 +0.03 715

*Bagil standart sapma (Relative standard deviation-BSS)

Cizelge 4.2’de hazirlanan test stripleri ile yapilan testlerden elde edilen sonuglar T/C

degerleri hesaplanarak verilmistir. Ayrica Cizelge 4.2°de sonuglarin standart sapmasi ve

BSS degerleri de verilmistir. Sonuglar degerlendirildiginde hazirlanan test striplerinin iki

hafta sonra kullanilmas1 durumunda sonuglar arasinda anlamli bir fark olmamustir. Kesinlik

icin biyolojik orneklerde

% 15 ve diger orneklerde % 10 oraninda konsantrasyon

dizeylerindeki degisimkabul edilebilir degerdir. Bu sebeple Cizelge 4.2’deki sonuglarin

kabul edilebilir degerler oldugu sdylenebilir.
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Sekil 4.31. Yatay akis test stripleri ile gelistirilen yontem i¢in kesinlik testi. Giin i¢i ve giinler arasi
tekrarlanabilirlik ¢aligmalarimin a) tampon ¢dzelti ve b) kan 6rnegi igerisine spike
edilen CEA molekilleri ile elde edilen kalibrasyon grafikleri

Hazirlanan test striplerinin kararlilik ¢aligmasindan elde edilen sonuclar Sekil 4.32°de
grafige gecirilmistir. Stabilite ¢alismasi i¢in 5,0 ng/ml, 6,6 ng/ml, 7,2 ng/ml ve 8,9 ng/ml
olmak {lizere 4 farkli derisimde CEA molekiillerini iceren kan ornekleri test stripleri ile
etkilestirilmistir. ilk dl¢iim analiz siiresinin sonunda yani 20 dk. sonra alinmustir. ikinci
Ol¢ciim 15 saat sonra ve diger Ol¢limler de 30, 60 ve 90 saat sonra alinmistir. Sekil 4.32°de
de goriildiigii gibi ilk 30 saat igerisinde test striplerinden elde edilen sinyallerde herhangi
bir diisiis olmamistir. Fakat 30 saatten sonra test ve kontrol hatlarina baglanmis olan
Qdot’larin floresanss siddeti diistiigi i¢in T/C degerlerinde diisiis yasanmistir. Fakat
burada sonuglar T/C degeri olarak verildiginden, yani test hattinda sinyal diistlisii olurken
kontrol hattinda da diislis oldugu icin test hatlarindaki sinyal kaybi grafikte keskin bir
sekilde goriilmemektedir. Ayrica 30 saatten sonra alinan sonuglarda goézlenen azalma
zamana bagl olarak rastgele degismektedir. Bu sebeple bu siireden sonra test striplerinden
okunan sonuglar dogru sonu¢ vermeyecegi i¢in kullanilmasi dogru degildir. Sonug olarak
uygun saklama kosullar1 saglandiginda 6rnekle etkilestikten sonra bir test stripi 30 saate

kadar dogru sonu¢ vermektedir.
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Sekil 4.32. Yatay akis test striplerinin kan 6rnekleri ile etkilestikten sonraki kararlilik testi

4.2.4. Tam kan érneginde CEA protein tayini

Klinik ¢aligmalara zemin hazirlamasi agisindan Qdot tabanli yatay akis test striplerinin,
tasarlanan cep telefonu tabanli mikroskop ile tam kan Orneklerine uygulanabilirligi test
edilmistir. Bu amagla son derigimi 0,1 ile 105,0 ng/ml araliinda CEA protein i¢eren tam
kan 6rnekleri Qdot tabanli yatay akis test striplerine uygulanmis ve Resim 4.13’de cep
telefonu tabanli mikroskop ile alinan goriintiiler verilmistir. Resimde goriildiigii gibi artan
CEA derisimi ile test hatlarinda elde edilen sinyal artarken kontrol hatlarindaki sinyal
diismektedir. Burada yalnizca dogrusal araliktaki drneklerin goriintiileri verilmistir. Daha
once de deginildigi tizere, zemin sinyalini azaltmak i¢in optimize edilen Qdot miktari ile
calisildiginda, yiiksek derisimlerde CEA igeren 6rnek igin test hattina tutunan Qdot miktari
fazla olacagi icin ¢oOzeltide kontrol hattina yeterince baglanacak kadar Qdot
kalmamaktadir. Bu ylizden elde edilen goriintiilerde yiiksek derisimlerde test hattinin

sinyali artarkan kontrol hattinin sinyali azalmaktadir.



126

10.8 ng/ml
12.2 ng/ml

- p—
-
—
1
N
H=]
<
=
§

3.4 ng/ml
4.2 ng/ml
5.0 ng/ml
6.6 ng/ml
7.2 ng/ml
7.9 ng/ml
8.4 ng/ml
15 ng/ml

Resim 4.13. Farkli derisimlerde (1,05 ng/ml-15,0 ng/ml) CEA protein igeren kan 6érneklerinin 80
ul’si ile etkilestikten sonra Qdot tabanli yatay akis test striplerin floresanss goruntleri

Mikroskop gorintllerine gore her bir érnek icin T/C degeri hesaplanmis ve Sekil 4.33’te
gortildiigii gibi artan CEA derisimine kars1 grafige gecirilmistir. Egrinin denklemi, f(x) =
(1.994x2 + 11.18x + 27.24) [ (x* + 2.826x + 180) ve R? degeri 0,9972 olarak bulunmustur.
Sekil 4.33a’da elde edilen egri yakindan incelendiginde egri 1,05 ng/ml ile 15,0 ng/ml
arasinda dogrusaldir. Grafigin denklemi, y = 0.0913x + 0.1508 ve R? degeri 0,9913 olarak
bulunmugstur. LOD degeri, 3 kez analiz edilen kor ¢ozeltinin standart sapma degeri
kullanilarak 1,0 ng/ml olarak hesaplanmistir. CEA proteinin kandaki en diisiik seviyesi 3,0
ng/ml olarak bilinmektedir. Bu sebeple gelistirilen Qdot tabanli yatay akis test stripleri ile
birlestirilen cep telefonu tabanli mikroskop yontemini kullanarak tam kan orneklerinde

kantitatif tayinin yapilabilecegi soylenebilir.



127

a b
2 1.6
1.4 + ¢
: [
15 i 1.2 *
: . -
..é
[ ]
b= = °
: 0.6 y =0.0913x + 0.1508
E o? R2=0.9913
0.5 it 0.4
: 5
[ ]
0.2 ¢
0 : : : : : 0
0 20 40 60 80 100 0 4 8 12 16
CEA derisimi (ng/ml) CEA derisimi (ng/ml)

Sekil 4.33. Kan 6rneginde CEA molekiillerinin kantitatif tayini; a) Cep telefonu tabanli floresanss
mikroskop kullanilarak CEA molekiillerinin kantitatif tayini i¢in kalibrasyon grafigi,
b) 1,05 ng/ml ile 15,0 ng/ml derisim araliinda CEA igeren standart ¢ozeltiler i¢in test
striplerinin dogrusal cevabi

Son olarak yontemin dogrulugunu degerlendirmek amaci ile 3 hastadan alinan kan
orneklerine 15 farkli derisimde CEA protein eklenerek son derisimleri 2,5 ng/ml ile 15,0
mg/ml arasinda degisen CEA protein iceren Ornekler hazirlanmistir. Hazirlanan bu
ornekler yatay akis test stripleri ile analiz edilmis ve mikroskop goriintiileri alinmustir.
Alnan goriintiilere gore T/C degerleri hesaplanmis ve Sekil 4.34’de gosterilen kalibrasyon
grafiginin denklemi kullanilarak hazirlanan 6rneklerdeki CEA derisimleri hesaplanmistir.
Kan &rneklerine spike edilen CEA derisimlerine kars1 dogru denklemi kulanilarak bulunan
degerler Sekil 4.34’de goriildiigii gibi grafige gecirilmistir. Bu dogruya ait R? degeri
0,9884 ve egim 0,994 olarak bulunmustur. Elde edilen degerler gelistirilen yontemin kan
orneklerinde CEA tayini i¢in uygun oldugunu gostermistir. Cizelge 4.3’de yapilan
dogruluk c¢alismasina ait sayisal veriler sunulmustur. A, B ve C farkli kan 6rnekleri ile
yapilan calismalar1 gdstermektedir. Ug farkli kan oOrneginden elde edilen veriler
degerlendirildiginde, BSS degerleri % 10’un altinda bulundugu i¢in sonuglar arasinda
anlamli bir fark yoktur denilebilir. Boylece gelistirilen yontemin tam kan 6rneklerinde

CEA tayini i¢in uygun olgunu sdyleyebiliriz.
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Sekil 4.34. Farkli derisimlerde CEA igeren insan kaninin, cep telefonu tabanli floresanss mikroskop
ile elde edilen test sonuglari

Cizelge 4.3. CEA molekullerinin tayini icin, ti¢ farkli kan 6rnegiyle yapilan dogruluk ¢alismasi

Hesaplanan CEA derisimi

(ng/ml)
Teorik CEA derisimi Ortalama

(ng/ml) A B C deger BSS
2,5 2,92 2,71 2,35 2,66 10,24 8,87
3,0 3,76 2,70 3,30 3,26 +0,43 13,35
4,0 3,58 3,93 4,06 3,86 +0,20 5,18
4,5 4,66 4,08 4,30 4,35 10,24 5,48
5,0 5,30 4,94 5,18 5,14 0,15 2,94
5,8 5,44 6,18 5,66 5,76 10,31 5,35
6,5 6,73 6,24 6,45 6,47 10,20 3,06
7,0 7,62 6,50 6,83 6,98 10,47 6,77
7,5 7,32 7,36 7,71 7,46 +0,18 2,36
8,0 8,65 8,09 7,68 8,14 +0,39 4,85
8,5 8,37 8,45 9,17 8,66 10,36 4,18
9,0 9,28 9,16 9,01 9,15 10,11 1,21
10,0 9,65 10,70 10,03 10,12 10,43 4,29
12,0 11,76 12,58 11,87 12,07 +0,36 2,99

14,0 14,04 14,09 13,40 13,84 +0,31 2,27
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5. SONUC VE ONERILER

Kanda bulunan molekiillerin tayini hala ¢oziilmesi gereken problemler arasindadir.
Giliniimiizde bu problemi ¢6zmek i¢in gelistirilen sistemler arasinda biyosensér teknolojisi
kullanilarak gelistirilen sistemler énem arz etmektedir. Calismada biyosensor sistemleri
gelistirilerek kanda glikoz ve karsinoembriyonik antijen (CEA) biyobelirteg tayini basarili
bir sekilde gerceklestirilmistir. Temel olarak altin levha kullanilarak kendiliginden

diizenlenen tek tabakalar (SAMs) ve kagit tabanli mikrogipler hazirlanmistir.

SAMs teknigi kullanilarak glikoz tayini

Glikoz ol¢iimiinde kullanilan spektroskopik ve elektrokimyasal teknikler arasinda,
elektrokimyasal olanlar basit olmalari agisindan avantajlidirlar. En basarili elektrokimyasal
teknikler, enzimatik metot kullanilarak glikozun yiikseltgenmesiyle iiretilen hidrojen
peroksitin tayinine dayanir fakat enzimatik sensorlerin kararlilik problemleri vardir.
Alternatif olarak enzimatik olmayan sensorler kullanilmistir. Fakat bu sensorler ile disiik
hassasiyet ve yuksek segicilik saglanamamistir. Bu sebepler yizunden glikoz tayini igin
yeni yontemlerin gelistirilmesi ihtiyact olusmustur. Bu amagcla ilk olarak, 4-MBA/1-DT ile
modifiye edilmis altin kapli yiizey iizerine 4-MBA/1-DT ile modifiye edilmis altin
nanogubuklar ile YGRS platformu olusturulmus ve bu platform kan matriksinde glikoz

tayin parametrelerinin optimum degerlerini bularak karakterize edilmistir.

Kantitatif glikoz tayini i¢in YGRS yiksek oranda hassas, segici ve hizli bir metottur. Bu
calismada glikoz derisiminin belirlenmesi icin basit bir YGRS tabanli yaklagim
gergeklestirilmistir. Bu ¢alisma glikozun YGRS 6lglimlerinde, hidrofobik yiizeyde dagilma
tabakasi olarak davranan 1-dekantiyol grubu ve glikozun yakalanmasi igin kompleks
olusum ajani olarak fenil boronik asit grubu kullanilmasi esasina dayanir. Enzimatik
olmayan reaksiyon kullanilarak hassas glikoz tayini i¢in YGRS sensOrunin
uygulanabilirligi basarili bir sekilde gosterilmistir. Ayrica girisim yapan tiirler varliginda
da glikoz tayini icin YGRS sensoriiniin kullanilabilirligi gosterilmistir. Calismada referans
kan orneginde glikoz tayini i¢in serum Ornegi analizi de gergeklestirilmis ve sonuglar

referans kan 6rnegi icin sertifikali degerle uyumlu bulunmustur.
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Artan glikoz konsantrasyonu ile merkapto fenil boronik asite ait olan 1070 cm™ deki pik
siddetinde meydana gelen azalma, glikoz konsantrasyonuna karsi grafige gecirilmis ve
dogrusal aralik 2-14 mM olarak belirlenmistir (Sekil 4.22). Gelistirilen YGRS platformu
icin LOD degeri 0,11 mM olarak hesaplanmistir. Gelistirilen yontem ile referans kan
ornegindeki glikoz miktari, 5,61 £ 0,29 mM olarak bulunmustur. Referans kan 6rnegindeki
glikoz konsantrasyonu igin sertifikali deger 6,17 £ 0,11 mM'dir. Buna gore geri kazanim
degeri % 90,9 olarak hesaplanmig ve bu degere gore % 95 giiven sinirlari igerisinde fark
anlamsizdir. Elde edilen bu sonuglar, gelistirilen sensoriin gergek kan 6rnegindeki glikozun

tayini i¢in kullanilabilir oldugunu gostermistir.

Kagit tabanli mikrocipler ile glikoz ve kanser bivobelirtec tayini

Kagit tabanli mikrogipler ile glikoz tayini

Daha once de belirtildigi lizere kanda glikoz tayininde yaygin olarak kullanilan
elektrokimyasal tekniklerde enzim kullanilmas: sebebiyle stabilite problemleri
gorilmektedir. Enzimatik olmayan sensorler ise diisiik hassasiyete sahip degildir. YGRS
teknigi ile birlestirilebilir sensorler kullanilarak daha oOnce uygulanan yontemlerin
dezavantajlarinin iistesinden gelinebilecegi diisiiniilmiistiir. Yalniz kan ornekleri ile
calisirken karsilasilan en 6nemli problem kan matriksinden girisim yapabilecek tiirleri
ayirmak icin basit seyreltme iglemleri yapmanin etkili olmamasidir. Bu amagla kullanilan
nitroseliiloz membran, kompleks kan oOrneginden kiiciik hedef molekiillerin etkili bir
sekilde ayrilmasina olanak saglar. Bu sebeple ¢aligmada, kan matriks etkisini yok ederek
glikoz tayini i¢in kullanima hazir basit bir kagit tabanli YGRS platformu hazirlanmistir.
Burada en 6nemli gereklilik, glikoz tayini i¢in yapilan YGRS olg¢limleri sirasinda girigim
olusturan proteinlerin ayrilmasimi saglamaktir. Hazirlanan ¢ip sayesinde, herhangi bir 6n
islem uygulanmadan kan matriksinden glikozun ayrimi bagarili  bir sekilde

gerceklestirilmistir.

Kagit tabanli mikro akiskan YGRS platformunun hazirlanmasi mum baskilama teknigi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Son zamanlarda diisiik maliyetli ve toksik ¢ozeltiler
kullanilmadan hazirlanmasi nedeniyle mum baskilama teknigi kagit tabanli mikro akiskan
¢iplerin iretilmesinde kullanilmaktadir (Carrilho, Martinez ve Whitesides, 2009; R. Lu ve

digerleri, 2009; Yetisen ve digerleri, 2013). Bu ¢alismada, kagit tabanli mikro akigkan
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YGRS platformu baskilama ve pisirme olarak iki ana basamakta iiretilmistir. Membran
yiizeyinde kanallar mum ile bariyerler olusturularak hazirlanmistir. Mum baskilanmis nitro
seliloz membran 2 dk. 110 °C’de 1sitilarak mumun kagidin i¢ kesimlerine nufuz etmesi
saglanmistir. Burada i1sitma sicakligimin optimize edilmesi olduk¢a Onemlidir. Diisiik
sicakliklarda mum tam olarak erimedigi igin nitroseliloz membranin derinlerine kadar
niifuz edemez ve drnegin tamami dl¢lim alanina ilerleyemeden membranin alt kisimlarinda
kenarlara dogru yayilir. Bununla beraber 110°C’den daha yiiksek sicakliklarda
calisildiginda ise mumun akigskanligi artacagi ig¢in yalnizca membranin alt kesimlerine
dogru dikey olarak yayilmak yerine yanlara dogru da ilerleyeceginden olusturulmaya
calisilan kanal tikanacaktir. Membranda kanal olusturulduktan sonra 4-MBA/1-DT ile
modifye edilmis altin nanogubuklar YGRS Olciim alami olusturmak iizere membran
ylzeyine tutturulmustur. Boylece hazirlanan sensér YGRS  Olgimleri  igin
kullanilabilmistir. Deneyler herhangi bir yikama prosediirii uygulanmadan tek basamakli
olarak gerceklestirilmistir. Nitro seliiloz membranda olusturulan gézenekli hidrofilik kanal,
hem akis yatagi ve hem de matriks ayrim alani olarak kullanilmistir. Kan 6rnegi kapileri
etki ile kanal boyunca hareket ederken, kan hiicreleri ve proteinler nitroseliiloz membranda
tutunmus ve kan oOrnegindeki glikoz molekiilleri YGRS 06l¢lim alaninda yakalanmaistir.
Daha sonra YGRS yontemi ile Olcumler alinmis ve degerlendirilmistir. Yukarida
bahsedildigi gibi baskilama, saflastirma ve 6l¢iim basamaklarini iceren deney prosediirii

yaklasik 20 dk.’da gerceklestirilmistir.

Deneysel sonuglar degerlendirildiginde, herhangi bir 6n islem uygulanmaksizin gergek
ornekte glikoz konsantrasyonun hesaplandigi goriilmektedir. Bunun yaninda klinik agidan
bakildiginda, glikoz seviyesinin kan akisinda siirekli dalgalanmasini dogru bir sekilde takip
edilmesi icin, kan &rnegi analizleri gun igerisinde bir kac kez gerceklestirilmelidir. Bu
sebeple gelistirilen yontemin hizli tayin yontemi olmast 6nemli avantaj saglamaktadir. Son
zamanlarda, alternatif olarak diyabet hastalarinda glikoz seviyesini takip etmek icin bir
belirte¢ olan glikat hemoglobin (HbALc) takibi de yapilmaktadir. Kiran ve digerleri (Kiran
ve digerleri, 2010), HbA’dan HbA1c’nin tayinini rapor etmiglerdir. Calismalarinda HbAlc
belirtecinin tayini icin 770 and 830 cm Y’ deki Raman piklerini takip etmisler fakat yine de
kantitatif analizi gerceklestirememislerdir. Hazirlanan kagit tabanli mikro akiskan YGRS
platformu kullanilarak literatiirde rapor edilen kanda HbA 1¢ tayininde yasanan problemler

coziilerek kantitatif analiz gergeklestirilebilir.
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Bu c¢alismada amag¢ mevcut glikoz tayin metotlariyla yarisan bir glikoz sensor gelistirmek
oldugu igin, gelistirilen yontem ve diger enzimatik olmayan YGRS tabanli tekniklerle elde
edilen LOD degerleri ve ¢alisma araliklar1 karsilastirilmistir. Gelistirilen yontem ile elde
edilen LOD degeri 0,1 mM iken dogrusal ¢alisma araligi 0,5 ve 10,0 mM arasinda
bulunmustur. Olivo ve grubu (Kong ve digerleri, 2013), triosmiyum karbonil-boronik asit
kullanarak YGRS tabanli glikoz tayin yontemini 0,1 mM LOD ile optimize etmislerdir.
Daha o6nceki ¢alismalarinda ise altin kapl ¢inko oksit nanotel kullanarak glikoz tayinini
gerseklestirmis ve ¢alisma araligin1 0,9-30,0 mM ve LOD degerini 0,25 mM olarak
bulmuslardir. Al-Ogaidi ve grubu (Al-Ogaidi ve digerleri, 2014) ise altin nanoyildiz@SiO-
cekirdek-kabuk naopartikillerini kullanarak 25,0 uM-25,0 mM gibi genis bir c¢alisma
araliginda 16,0 pM LOD degeri elde etmislerdir. Diger metotlara kiyasla gelistirilen kagit
tabanli sistemin LOD degeri yiiksek olmasina ragmen kan matriksinin ayrimi i¢in santrifij

gibi herhangi bir 6n iglem gerektirmemesi yontemi avantajli kilmaktadir.

Calismada mum baskilanmis nitro seliiloz membranin kullanilmasi; hizli tiretim prosediirii,
diigiik maliyetli olmasi ve sensor iiretiminde organik ¢ozelti kullanilmamasi gibi avantajlar
saglamaktadir. Bununla beraber, gelistirilen yontem diyabet hastaligi i¢in tani prosesini
kolaylastirabilecek ve hastaligin takibi sirasinda da kolaylikla kullanilabilecek bir yontem
olarak goriilmektedir. Ek olarak, hazirlanan kagit tabanli mikro akigkan YGRS platformu,
farkli YGRS metotlar: igin diisiik maliyetli bir biyosensor olarak onerilebilir ve diger tayin
metotlar1 i¢in nitroseliiloz membran yerine gelistirilecek ¢alismaya uygun farkli bir
membran kullanilabilir. Ayrica karigik 6rnek analizlerinin, kagit tabanli mikro akiskan

YGRS platformlari ile basit bir sekilde basarilabilecegi diistiniilmektedir.

Kagut tabanl mikrogipler ile kanser biyobelirteg tayini

Kanser biyobelirte¢ tayini son yillarda kanser tanist ve izlenmesi hususunda ilgi uyandiran
konular arasindadir. Yapilan caligmada karsinoembriyonik antijen (CEA)’in kantitatif
tayini i¢in tasinabilir kagit tabanli bir biyosensor sistemi gelistirilmistir. CEA’nin tayini
icin ilk dnce Qdot tabanli yatay akis test stripleri, numune uygulama pedi, konjugasyon
pedi, analitik membran (NC membran) ve absorban pedin optimum kosullarda
hazirlanmasiyla inga edilmistir. Daha sonra ise cep telefonu tabanli floresans mikroskop
tasarlanmis ve hazirlanan bu iki sistem birlestirilerek yiiksek hassasiyette tasinabilir

biyosensor sistemi gelistirilmistir.
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Biyotin bagli CEA monoklonal antikorlar streptavidin-biyotin etkilesiminin en yiiksek
oldugu pH 7,4’de 10 mM fosfat tamponunda Qdot-streptavidin konjugatlart ile
etkilestirilmislerdir. Elde edilen Qdot-CEA monoklonal antikor konjugatlarinda agik kalan
bolgelerde segici olmayan baglanmanin engellenmesi i¢in bovin serum albimin (BSA)
kullanilmigtir. Hazirlanan Qdot konjugatlarinin konjugasyon pedine tutunup kalmasini
engellemek amaciyla konjugatlar % 1 BSA, % 7 Sukroz, % 2 PEG 300, ve 0.1% Tween-
20 igeren bir tampona alinmistir. Burada sukroz, Qdot-antikor konjugatlarini ¢evreleyerek
konjugasyon pedine tutunup kalmalarini Onler ve numune ¢ozeltisi ile etkilestiginde
kolayca pedden ayrilmalarini saglar. Bunun yaninda numune ¢0zeltisinin viskozitesini
artirarak test ve kontrol hatlarinda etkilesim siiresinin artmasina olanak saglar. YUzey aktif
madde olarak Tween-20 kullanilmasi ise Qdot-antikor konjugatlarinin homojen bir sekilde
dagilmasini saglar. Qdot-antikor konjugatlarini igeren bu bloke etme ¢6zeltisi konjugasyon
pedine damlatilmis ve kurutulmustur. Burada kullanilan konjugasyon pedinin Qdot
salinimina izin verecek kadar gézenekli yapida olmasi 6nemlidir. Konjugasyon pedi olarak
GE Healthcare Life Sciences firmasmdan temin edilen Fusion 5, VF2, ST14 ve ST17 gibi
birgok lifli  yapida cam membran denenmesine ragmen Qdot  salinimi
gergeklestirilememistir. Bu problem EMD Millipore’dan temin edilen yine lifli yapida cam
olan fakat daha gozenekli yapidaki GFDX membran kullanilarak buyik oranda
¢cozilmistiir. Qdot’larin salinimi %100 gergeklestirilememis fakat hatlardaki emisyon
siddeti farkli derisimlerdeki 6rneklerin cevaplarimi ayirt edebilecek kadar yiiksek oldugu
icin GFDX membranin kullanilmasi uygun bulunmustur. Qdot-antikor konjugatlarini

iceren membranlar kullanilmak {izere buzdolabinda (4°C’de) muhataza edilmistir.

Analitik membranin hazirlanmasi test ve kontrol hatlarinin olusturulmasi daha sonra ise
membranin bloke edilmesi basamaklarindan olusur. Birinci asamada test ve kontrol hatlari
sirastyla biyotin bagli poliklonal antikor ve ikincil antikorlarin 20 nm boyutunda
streptavidin bagli altin nanoparcaciklara baglanmasi ile hazirlanan konjugatlarin membran
yuzeyine baglanmasiyla olusturulmustur. Burada altin pargaciklar olusturulacak olan
sandvi¢ yapisinda Qdot sinyallerinin kuvvetlendirilmesi dolayisiyla hassasiyetin artirilmasi
amaciyla kullanilmistir. Bu sinyal kuvvetlendirmesinin gergeklesmesi i¢in altin ve Qdot
pargacilarinin arasinda yaklasik 12 nm uzaklik olmasi gerekmektedir (Bardhan, Grady,
Cole, Joshi ve Halas, 2009; Dey ve Zhao, 2016; Kulakovich ve digerleri, 2002; Tam,
Goodrich, Johnson, ve Halas, 2007). Gelistirilen sistemde pargaciklar arasinda yaklasik 14

nm uzaklik bulunmaktadir ve bu mesafe kuvvetlendirme i¢in uygun bulunmustur. Ikinci
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asamada ise yarim saat hatlarin kurumasi i¢in beklendikten sonra membran % 1 kazein
iceren tampon ¢ozelti ile bloke edilmistir. NC membrani bloke etmek i¢in 0,1-0,5 % wiv
jelatin, 1 — 2 % a/h kazein, 1 — 2% a/h BSA, 1 — 2% a/h 1gG, 0,5 - 1 % a/h PVP (8 — 10
kDa) ve 0,1 — 1% a/h PVA (8 — 10 kDa) bloke etme ajanlari denenmis optimizasyon

isleminden sonra kazein igeren tampon ¢ozelti kullanilmasina karar verilmistir.

Manuel olarak gergeklestirilen bloke etme islemlerinde membran bloke etme ¢ozeltisine
daldirilir. Burada daldirma isleminin membranin gézeneklerindeki hava ile ¢ozucunin yer
degistirmesine olanak saglayacak kadar yavas yapilmasi gerekir. Bu ayrintiya dikkat
edilerek bloke etme islemi gerceklestirilmistir. Kullanilan bloke etme ¢ozeltisinde bloke
etme ajan1 miktar1 azalacagindan ¢ozeltiler tekrar kullanilmamistir. Membran bloke
edildikten sonra yiizeyindeki fazla bloke etme ajaninin uzaklastirilmasi oldukg¢a 6nemlidir.
Ciinki fazlas1 kuruyarak kristallesir ve fiziksel olarak gézeneklerin tikanmasina sebep olur.
Bunu engellemek igin genellikle diisiikk derisimde tampon cozeltiler ile yikama yapilir.
Ayrica membanin yeniden i1slanmasini kolaylastirmak icin yikama c¢dzeltisine diisiik
konsantrasyonda deterjan ilave edilebilir. Tiim bunlar dikkate alinarak bloke edilen NC
membranin stabilitesi, % 0,05 Tween-20 iceren 10 mM PBS (pH 7,5) c¢ozeltisi ile
yikanarak saglanmistir. Bu membranlar yeniden hidrasyon olusumunu Onlemek i¢in
genellikle oda sicakliginda ve bagil nemi diislik olacak sekilde saklanmalidir. Hazirlanan
analitik membranin saklanma kosullar1 kullanim émriinii ciddi oranda degistirmektedir. Bu
sebeple membranlar nem dengesinin saglanmasi i¢in desikant igeren bir saklama kabinda

muhafaza edilmistir.

Yatay akis test stripleri numune uygulama pedi, konjugasyon pedi, analitik membran (NC
membran) ve absorban pedin kesilmesi ve bir mikroskop cami tizerinde ¢ift tarafli bant ile
ortiisecek sekilde birlestirilmesiyle olusturulmustur. Bu tlr sistemlerde absorban ped
kullanmanin baglica amaci test stribine giren 6rnek hacminin artirilmasidir. Bu hacim artigi
sayesinde baglanmayan partikiillerin test ve kontrol hatlarindan uzaklastirilmas: da
saglanabilir. Boylelikle zemin sinyali azaltilarak hassasiyet artirilabilir. Fakat gelistirilen
sistemde seyreltik kan Ornegi ile ¢alisildigi icin analize bir yikama basamag:

eklenmemistir.

Hazirlanan yatay akis test striplerinin muhafaza edilmesi hususu énemlidir. Nitroseliiloz

membranlar i¢in 6zel bir saklama kosuluna gerek yoktur fakat yine de organik ¢oziicii
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buharindan uzak tutulmalidir. Ciinkii organik c¢oziiciler membran yiizeyine tutunarak
yiizeyin hidrofobik o6zellik kazanmasina sebep olurlar. Ayrica yiizeyde toz ve kirlilik
birikmesini dnlemek i¢in kapali tutulmalar1 gerekmektedir. Nem orami diisiik oldugunda
nitroseliiloz membran 6nemli oranda statik yiik meydana getirir. Bu da membranin farkl
yiizeyler tarafindan itilmesine ya da c¢ekilmesine neden olur. Destek materyal igcermeyen
membranlar bu durumdan daha fazla etkilenirken, icerenler ise daha agir yapida olduklari
icin genellikle daha az etkilenirler. Fakat her ikisinde de bu statik yik sonucunda toz ve
kirliligin ylizeyde toplanmas1 kac¢iilmazdir ve genellikle ylizeye zarar vermeden
temizlenmeleri ¢ok glctiir. Bu yiizden uzun siireli saklama kosullarinda ortam sicakligi 10-
25 °C arasinda ve bagil nem oran1 % 30 ile % 70 arasinda tutulmahidir. Fakat yine de test
strip stabilitesini sadece membran stabilite profiline gore degerlendirmek dogru olmaz.
Test stripte yer alan biyolojik bilesenler de iiriin stabilitelisini belirlemede oldukc¢a 6nem

arzeder.

Yatay akis test stripleri oda sicakliginda, karanlik bir ortamda ve nem dengesi korumak
icin desikant varliginda muhafaza edilmistir. Bu sekilde muhafaza edilen yatay akis test
striplerinin raf 0mri en az 2 haftadir. Bunun igin gergeklestirilen tekrarlanabilirlik
deneylerinde farkli derisimlerde CEA protein igeren 6rnekler ayni yatay akis test stripleri
ile iki hafta arayla test edilmistir. ki hafta sonra elde edilen sonuglarin striplerin
hazirlandig1 giin elde edilen sonuglarla %91,4 ve %98,8 arasinda uyumlu oldugu
bulunmustur. Fakat daha uzun strede kullanilabilirlikleri test edilmemistir. Yatay akis test
striplerinin hazirlanmasinda kullanilan bilesenler, tim kimsayal ve biyolojik materyaller
g6z onilinde bulundurularak maliyet hesab1 yapildiginda bir tane test stripi i¢in bu deger
yaklastk 5 TL olarak bulunmustur. Buna goére maliyeti oldukca diisiik bir sistem

gelistirilmistir.

Yatay akis test stripleri optimum kosullarda hazirlanip uygun saklama kosullar
belirlendikten sonra, cep telefonu tabanli floresans mikroskobun tasarimi {izerinde
calisilmistir. Bu amagla ilk énce sinyali takip edilecek olan Qdot’in uyarilma ve emisyon
dalga boylarina uygun bir sistemin olusturulmasi amaciyla 1sik kaynagi olarak LED
lambalar ve emisyon filtresi se¢ilmistir. Qdot-625’¢ ait Sekil 5.1°deki spektrum dikkate
almarak 395 nm dalga boyunda UV 1s1k emisyonu yapan LED’lerin kullanilmasinin uygun
olacagina karar verilmistir. Ornegi 4 LED lamba ile aydinlatmak, gerekli sinyal siddetini

sagladigindan yeterli bulunmustur. Bununla beraber LED’lerin bant genislikleri yaklasik
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8-10 nm oldugu i¢in bir uyarma filtresi kullanmamistir. Emisyon filtresi olarak 418 nm ve
Uzerini geciren bir long-pass emisyon filtresi cep telefonunun mevcut lensi ve harici lens
arasina yerlestirilmistir. Ek olarak biiylitme faktoriinii artirmak i¢in 12 mm ¢apinda ve 24
mm odak mesafesine, diyafram aciklig1 f2 olan bir plano-konveks lens, cep telefonunun
mevcut lensinin Oniine yerlestirilmistir. Bu iki lensin birlikte kullanilmas: 6rnek ve cep
telefonunun CMOS sensor yiizeyi arasinda yaklasik 3.33 gibi bir biiylime faktort (f2/f)
elde edilmesini saglamistir. Tim bu pargalarin birlestirlmesi igin bir prototip
hazirlanmigtir. Bunun i¢in ii¢ boyutlu yazic1 (3D-printed, Stratasys, Dimension Elite)
kullanilmistir. Cep telefonu olarak Nokia Lumia 1020 kullanilmistir. Bu telefonunun
kullanilmasiin en Onemli sebebi 41MP ¢oziiniirliigiine sahip olmasidir. Ayrica g¢ekilen
fotograflar1 JPEG veya TIFF formatlarina donistirmeden onceki islenmemis veriyi
saklama ozelligine sahip oldugu igin tercih edilmistir. Bu sayede elde edilen sonuglarda
veri kayb1 olmadan goriintii isleme gerceklestirilebilir. Ornek ile etkilestirilen yatay akis
test striplerinin goriintlisii white balance, odak, ISO hizi, etkilesim siiresi ve zitlik gibi
kamera parametrelerinin ayarlanmasindan sonra alinmistir. Bu paramatrelerin optimize
edilmesi elde edilen goriintiiniin netliginin ayarlanmasi1 ve dolayisiyla Orneklerden en

yiiksek emisyon siddetinin saglanmasi agisindan olduk¢a 6nemlidir.

Mikroskop insa edilip kosullar optimize edildikten sonra sistemi valide etmek i¢in CEA
protein analizi i¢in kalibrasyon grafigi olusturulmus; dogrusallik, ¢alisma araligi, dogruluk
ve kesinlik parametreleri belirlenmistir. Valide edilen sistemle kan 6rneklerinde CEA

protein tayini basarili bir sekilde gerceklestirilmistir.

Yontemin sinirlamasi, hazirlanan yatay akis test striplerinde Qdot konjugatlarinin analitik
membran yilizeyine tutunmasi yliziinden olusan zemin sinyalini azaltmak i¢in optimize
edilen Qdot miktar1 (10 nM) ile galisildiginda, yiiksek derisimlerde CEA igeren ornek
analiz edilmek istendiginde test hattina tutunan Qdot miktari1 fazla olacagr i¢in ornekte
kontrol hattina yeterince baglanacak kadar Qdot bulunmamasidir. Bu sebeple floresanss
goruntilerinde (Sekil 4.44) de agik¢a goriilmektedir ki yiiksek derisimlerde CEA igeren
cozelti ile calisildiginda test hattinin sinyali artarkan kontrol hattinin sinyali azalmaktadir.
Bununla beraber diisiik derisimlerde CEA igeren ornek ile calisildiginda ise Qdot
konjugatlarinin ¢ok az bir miktar1 test hattina tutunacagi icin kontrol hattina tutunmaya
yetecek kadar Qdot konjugati ornek igerisinde mevcuttur ve test hattina baglanma

gerceklestikten sonra kalan konjugatlar kapileri etki ile membran boyunca ilerlemeye
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devam ederken kontrol hattina tutunurlar. Bu tiir 6rneklerde ise kontrol hatlarinin sinyal
siddeti yiksektir. Dolayisiyla kontrol hattinin sinyal siddeti numunede CEA derigimi hangi
seviyede olursa olsun ayni siddette olmayacaktir. Bu etkiyi ortadan kaldirmak ve striplerin
hazirlanmasinda yasanan homojen olmayan iiretimden kaynakli hatalar1 da elimine etmek
icin sonuglar test hattinin ortalama sinyal siddetinin kontrol hattinin ortalama sinyal
siddetine orani (T/C) olarak verilmistir. Ayrica belirtilmesi gereken bir baska husus sudur;
calismada, belirlenen dogrusal araligin en diisiik noktasindaki CEA derisimi (0,8 ng/ml) ile
calisildiginda stribin test hattindan elde edilen ortalama floresanss sinyal siddetinden 10-15
birim daha diisiikk ortalama sinyal aliman durumlarda test gecersiz kabul edilmelidir.
Sagliklt bir insanin kaninda bulunan CEA derisimi yaklagik 3,0 ng/ml civarindadir. Bu

yiizden testte negatif sonu¢ olmayacaktir. Yalnizca pozitif ve gecersiz sonuglar olabilir.

Literatiirde yapilan c¢aligmalarda, sadece meme kanserine isaret eden kanser
biyobelirteglerinin degil ayn1 zamanda diger kanser tiirlerine isaret eden bazi kanser
biyobelirtecler icin de opto-akiskan sistemler rapor edilmistir. Yang ve grubu (Q. Yang ve
digerleri, 2011), insan kaninda kanser biyobelirte¢ tayini i¢in Qdot tabanli bir
immiinokromatografik test stribi ile test strip okuyucunun birlestirilmesiyle olusan yeni bir
taginabilir floresans biyosensor sistemi gelistirmistir. Tayin bolgesi ve analitik membran
olarak nitroseliiloz membran kullanmislardir. Amaglanan immiinosensdriin performansini
gostermek icin karacigerle ilgili kanser tiiriine isaret eden kanser biyobelirteglerinden biri
olan alfa fetoprotein (AFP) model olarak se¢ilmistir. Yapilan ¢alismada 50 pl 6rnek hacmi
ile calisildiginda 10 dk analiz siiresinde AFP i¢in LOD degeri 1,0 ng/ml olarak

bulunmustur.

Z. Li ve grubu (Li, Wang, J. Wang, Tang ve Pounds, 2010) bir yatay akis test stribi ve
Qdot’lar ile protein biyo belirtegleri i¢in taginabilir bir floresanss biyosensor ingaa etmistir.
Kalp hastaliklar1 ve akciger kanserinin dnemli biyobelirteclerinden nitratli seruloplazmin
(NC), amacglanan Qdot tabanli yatay akis test stribinin performansini test etmek igin model
protein biyobelirte¢ olarak kullanilmistir. Analitik membran olarak nitroseltiloz membran
ve NC-Qdot konjugatlarinin floresansini dlgmek igin bir test strip okuyucu kullanilmistir.
Test strip 6rneklerinin goriintiilenmesi i¢in ayrica dijital kamera da kullanmislardir. Ayrica
biyosensdr NC protein spike edilmis insan plazma 6rnegi i¢in degerlendirilmistir. Genis bir

calisma araliginda LOD degerini 8 ng/ml olarak bulmuslardir.
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M. Hu ve grubu (M. Hu ve digerleri, 2010), kanser biyobelirteglerinin ¢oklu tayini igin bir
mikroakigkan protein ¢ip gelistirmiglerdir. Bu c¢alismada, CEA ve AFP’nin tayini i¢in
PDMS kullanarak bir mikro akiskan ¢ip hazirlamiglardir. Etiket olarak g¢ekirdek-kabuk
yapisinda bir Qdot kullanmiglardir. Qdot- CEA ve Qdot-AFP konjugatlarinin floresanss
sinyalini 6lgmek igin CCD dedektor ve optik filtrelerle birlestirilmis bir floresans
mikroskop kullanmiglardir. Insan kaninda yapilan analizlerde, serumda CEA igin LOD
degerini 0,45 ng/ml bulmuslardir. Yalniz tampon ¢ozeltisinde ¢alisildiginda CEA ve AFP
icin LOD degerinin 0,04 ng/ml oldugu hesaplanmastir.

D. Liu ve grubu (D. Liu ve digerleri, 2013), floresans etiket olarak CdSe/ZnS Qdot ve
matriks olarak karboksil bagli mikro gozenekli naylon membran kullanarak serumda
biyobelirte¢ tayini icin ¢coklu imminoassay biosensor gelistirmislerdir. Down Sendromu
(DS) i¢in iki ana biyobelirte¢ olan B-insan koriyonik gonadotropin (B-hCG) ve a-fetal
protein (AFP), bu biyosensor sisteminde tayin edilmek {izere se¢ilmislerdir. DS’in segici
bir sekilde belirlenmesi igin, ilk 6nce fizyolojik 6rneklerden hedef antijenler, antikor
baglanmis mikro gozenekli naylon membran tarafindan yakalanmistir ve membran
ylzeyinde antikor-antijen immiinokompleksi olusturulmustur. Daha sonra bu
immunokompleksler Qdotot-antikor konjugatlar1 ile etkilesmis ve tglii sandvi¢ yapisi
diizenlenmistir. B-HCG ve AFP’in kantitatif analizi gergeklestirilmis ve bu yeni dedektor
sisteminin tayin edebildigi seviye B-HCG igin 10 IU/L ve AFP icin ise 1,0 ng/ml’den az
bulunmugtur. Zenginlestirme iglemi yapilmadan ydritilen bu sistemin analiz suresi

goreceli olarak kisadir.

Shuxue Qu ve grubu (Qu ve digerleri, 2013), karaciger, akciger, pankreas, rahim ve meme
kanserleri icin biyobelirte¢ olarak bilinen karsinoembriyonik antijen (CEA) tayini igin
kemiliiminesans immiinoassay tabanli bir immunosensor gelistirmistir. Anti-CEA antikoru
ve imminomanyetik boncuklari (iMBS) ile etiketlenmis horseradish peroksidazi (HRP)
kullanarak bir sandvi¢ sistem hazirlamislardir. Calismada hedef protein olan CEA
varliginda sandvi¢ yapilarin (iMBS-CEA antikor-HRP etiketli) olusumu gergektirilmistir.
Antikor ylzeyindeki HRP liminesans yuzeyini katalitik olarak oksitleyerek optik sinyalleri
olusturmustur. CEA derisimine bagli olarak degisen sinyalleri takip ederek analizi

gerceklestirmislerdir. Yapilan ¢alismada teshis sinirini 5,0 pg/ml olarak bulmuslardir.
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Calismada oncelikli olarak CEA tayini igin yatay akis test stripleri insaa edilmis daha sonra
ise cep telefonu tabanli floresans mikroskop dizayn edilmistir. Gelistirilen bu biyosensor
sisteminde tam kan &rnekleri ile yapilan analizde calisma araligi 1,05-15,0 ng/ml
arasindadir ve CEA’ne ait LOD degeri 1,0 ng/ml olarak bulunmustur. Literatirde CEA
tayini i¢in bazi yontemler gelistirilmistir ve bazi patentler de mevcuttur fakat gelistirilen

yontemin en 6nemli yeniligi sonuglar analiz ederken cep telefonu kullanilmasidir.

Kagit tabanli bir sistemle c¢alismanin bazi avantajlari, diisik maliyetli bir sistem
gelistirmek, diflizyon basamagini hizlandirmak ve reaktif sarfiyatin1 azaltmaktir. Bunlara
ek olarak kiigiik hacimde biyolojik 6rnekleri 6n isleme gerek duyulmadan hazirlayabilmek
ve kisa siire icerisinde testlerin tamamlanmasi agisindan da avantaj saglamaktadir.
Hazirlanan yatay akis test striplerinde Ol¢iimler ise hazirlanmis oldugumuz cep telefonu
tabanli floresans mikroskop ile gerceklestirilmistir. Burada amacimiz diisiik maliyetli ve
kullanim kolayligi olan tasmabilir sistemlere gecis yapmaktir. Bu ticari amagla rutin

analizlerde kullanim kolaylig1 saglamasi ac¢isindan biiyiik 6nem arz etmektedir.

Daha genis bir agidan bakacak olursak; kanser belirteglerinin kandan direkt tayini icin
kullanilabilen bu sistem kolay uygulanabilirligi, hizli bir yontem olmasi, 6n hazirlik
asamalaria gerek duyulmamasi sebebiyle mevcut sistemlere gore tistiinliik saglamaktadir.
Bu bilgiler esliginde gelistirilen yontemin rutin analizler i¢in de uygun bir sistem olmasi
diistiniilmektedir. Boylelikle kanser hastalarinin tedavi siiresince takibi daha kolay ve hizli
hale gelecek ve tedavi siireci hizlanacaktir. Ayrica kanser hastaliginin erken asamada
belirlenmesi sayesinde etkili tedavi siireci baglatilabilecektir. Tedavi siresince kanser
belirteglerinin  konsantrasyonlarinin  hizli takibi hastaya miidahale yontemini de

belirlemekte 6nemli bir unsurdur.

Calismada cep telefonu kullanilmasindaki amag, ileriye doniik olarak kullanilabilir
sistemler gelistirmektir. Cep telefonuna entegre ettigimiz sistem sayesinde telefona
onceden yiiklenmis uygulamalarla saglik calisanlar1 yerinde oOl¢iim yapma olanagi
bulabilecektir. Ayrica teknolojinin ilerlemesiyle birlikte rutin olarak dl¢iim almasi gereken
hastalar sonuglarin1 alarak telefondan mesaj ya da e-posta yoluyla doktorlarina
iletebileceklerdir. Bu durum saglik personelleri i¢in de gegerli olup hastalardan aldiklari

verileri daha hizli bir sekilde ilgili hekime veya saglik kurumuna iletebileceklerdir.
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Boylece daha ¢ok saha taramasi, az gelismis bolgelerdeki saglik taramalar1 ve hasta takibi

yapilabilecektir.

Daha once yapilan ¢alismalarda mikro akiskan deneylerinde 6l¢iim almak i¢in cep telefonu
kullanilmasi rapor edilmistir (Navruz ve digerleri, 2013). Yerinde biyomedikal teshis igin
cep telefonu kullaniminin, dermatoloji (Wurm, Hofmann-Wellenhof, Wurm ve Soyer,
2008), mikroskopi (Breslauer, Maamari, Switz, Lam ve Fletcher, 2009), g6z bilimi
(Pamplona, Mohan, Oliveira ve Raskar, 2010), deneylerinde kullanimi ispatlanmistir. Daha
once yapilmis olan bu tiir ¢alismalar cep telefonu tabanli floresans mikroskobun da
uygulanabilir oldugunu desteklemektir. Fakat RDT okuyucu yerine cep telefonu
kullanilmas ile ilgili ¢alismalar yakin zamanda ¢alisilmaya baslanmistir. Cep telefonu ile
calisilmasinin en 6nemli avantajlarindan biri de mevcut kameralar1 sayesinde, ayrica pahali

bir optik sistemin kurulmasina gerek kalmadan daha diisiikk maliyetli bir tiretim olanagidir.
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