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Teknolojinin gelismesiyle biyosensorlerin son yillardaki farkli alanda kullanimi gesitlilik
kazanmustir. Verilere hizli ve kolay ulagsmak amaciyla gelistirilen biyosensorlerin giinliik hayatimizda
kolayliklar sagladigi ortadadir. Biyosensoér teknolojisi igerisinde karsimiza ¢ikan yatay akis
immiinosensorler (LFA) tip, gevre, gida, biyomedikal, eczacilik gibi birgok alanda kullanilmaktadir. Bu
sistemlerin kullanilmasinda kolay ulasilabilir olmalari, uzman gerektirmemeleri ve maliyetlerinin diisiik
olmasi gibi sebepler etkilidir. Yatay akis testleri kisa siirede sonu¢ vermeleriyle, saglik kurulusuna
bagvurmadan, evde bakim hizmetleri diye adlandirilan ilk tan1 asamasinda biiyiik katkilar saglamaktadir.
Yatay akis immiinosensorlerle hormonlarin, proteinlerin, niikleik asitlerin ve daha birgok biyobelirtecin
tayini yapilabilmektedir. Bu tez ¢alismasinda insan hayatinda biiylime ve gelismede 6nemli metabolik
faaliyetlerde rol oynayan biiyiime hormonunun tayinine yonelik yatay akis immiinosensor gelistirilmistir.
191 amino asitten olusan bir peptit olan bilylime hormonunun kandaki degerinin takibi gocukluk ve
yetiskinlikte olduk¢a 6nemlidir. Biiylime hormonunun insan viicudunda az veya ¢ok salgilanmasi ciicelik,
devlik, akromegali gibi hastaliklar1 beraberinde getirmektedir. Bu yiizden biiyiime hormonunun kandaki
miktarmin teshisi ve takibinin yapilabilmesi amaciyla LFA test kiti elde edilmistir. Yapilan ¢aligmada LFA
sisteminin temel bilesenleri olan membran, numune pedi ve konjugasyon pedinin optimizasyonlari
yapilmistir. Elde edilen sensérle biiylime hormonuna yonelik kalitatif ve kantitatif tayin yapilmistir.
Tasarlanan sensoriin bitylime hormonu i¢in LOD degeri 8,38 ng/mL ve LOQ degeri 25,40 ng/mL olarak
hesaplanmigtir. Bunun yani sira gelistirilen sensoriin hassasiyet degeri 5,37 mV/ng mL? olarak
bulunmustur. Gelistirilen LFA sisteminin kisa (2 saat, 24 saat) ve uzun donem (6 ay) kararlilik
caligmalarinda test cevabinin 6 ay sonunda bile stabil kaldig1 gozlenmistir. Gelistirilen LFA test kitinin bu
alanda standart metot olarak kabul edilen ELISA ydntemiyle dogrulama testi yapilmustir. Ticari yapay
serum Orneklerinde gerceklestirilen ELISA yontemiyle elde edilen geri kazanim degerleri %77,19 -
9%100,20 arasinda bulunurken, LFA dogrulama testlerinde ise bu deger %79,00 - %109,34 araliginda
bulunmustur. Bu sonuglar gelistirilen LFA sisteminin bityiime hormonunun kalitatif tayininin yani sira
kantitatif analizi i¢in de kullanilabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Akromegali, Biyobelirteg, Biiyiime hormonu, Kagit tabanli sensorler, Yatay
akis testleri
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The use of biosensors in different areas has diversified in recent years with the development of
technology. It is obvious that biosensors developed to access data quickly and easily provide convenience
in our daily life. Lateral flow immunosensors (LFA), which we encounter within biosensor technology, are
used in many areas such as medicine, environment, food, biomedical and pharmacy. The reasons for using
these systems are that they are easily accessible, do not require an expert, and are low in cost. Lateral flow
tests provide results in a short time and make great contributions to the initial diagnosis phase, called home
care services, without resorting to a healthcare institution. Hormones, proteins, nucleic acids and many
other biomarkers can be determined with LFA. In this thesis, a lateral flow immunosensor was developed
for the determination of growth hormone, which plays an important role in metabolic activities in human
growth and development. Monitoring the blood level of growth hormone, a peptide consisting of 191 amino
acids, is very important in childhood and adulthood. Too much or too little secretion of growth hormone in
the human body causes diseases such as dwarfism, gigantism and acromegaly. Therefore, an LFA test kit
was obtained to determine and monitor the amount of growth hormone in the blood. In the study,
optimizations were made on the membrane, sample pad and conjugation pad, which are the basic
components of the LFA system. Qualitative and quantitative determination of growth hormone was made
with the obtained sensor. The LOD value of the designed sensor for growth hormone was calculated as 8.38
ng/mL and the LOQ value was 25.40 ng/mL. In addition, the sensitivity value of the developed sensor was
found to be 5.37 mV/ng mL™%. In short (2 hours, 24 hours) and long term (6 months) stability studies of the
developed LFA system, it was observed that the test response remained stable even after 6 months. The
developed LFA test kit was tested for verification using the ELISA method, which is considered the
standard method in this field. While the recovery values obtained by the ELISA method performed on
commercial artificial serum samples were found to be between 77.19% and 100.20%, this value was found
to be between 79.00% and 109.34% in the LFA verification tests. These results showed that the developed
LFA system can be used for quantitative as well as qualitative determination of growth hormone.

Keywords: Acromegaly, Biomarker, Growth hormone, Paper-based sensors, Lateral flow tests
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Simgeler

c Standart sapma

m Kalibrasyon egrisinin egimi

A Dalgaboyu

Kisaltmalar

PAD Kagit tabanli analitik cihaz (Paper-based analytical device)
POC Yerinde tani1 teknolojileri, (point-of-care)

BH Biiylime hormonu

PCR Polimeraz Zincir Reaksiyonu

ELISA Enzime Bagli Immiinosorbent Testi

uPAD Mikroakiskan biyosensorleri

LFA Yatay akis testleri

SERS Yiizeyi Gelistirilmis Raman spektroskopisi
GHRH Biiylime hormonu salgilayan hormon

IGF-I Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii

ITT Insiilin Tolerans Testi

GTT Glikoz Tolerans Testi

SPCE Ekran baskili karbon elektrotlari

LOD, TS Teshis Sinir

GCE Camsi karbon elektrot

HBH Insan biiyiime hormonu

MIP Molekiiler baskilanmis polimer

SPRIi Yiizey plazmon rezonans goriintiileme

PTHLH Paratiroid hormon benzeri hormon

AuNP Altin nanopartikiil

BSA Bovin serum albiimin

BITAM Bilim ve Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi
FESEM Alan Emisyonlu Taramali Elektron Mikroskobu
STEM Taramal1 gegirimli elektron mikroskobu

PBS Phosphate Buffer Saline

PBST Phosphate Buffer Saline + Tween-20 )

EDX Enerji Dagilimli X-Isin1 Spektrometresi

m-BH Monoklonal anti-biiyiime hormon antikoru
p-BH Poliklonal anti-biiyiime hormon antikoru
LOQ,TAS  Tayin Alt Sinir1 Degeri

BSS Bagil standart sapma (Relative standard deviation)
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1. GIRIS

Son yillarda 6zellikle nanoteknolojideki gelismelerden dolayi, "hasta yani tani
(Point-of-Care: POC)" kitlerinin bir grubunu olusturan kagit tabanli analitik aygit (paper-
based analytical device, PAD) calismalarina iligkin calismalarda hizli bir artig
kaydedilmistir. POC tani kitlerinin gelistirilmesi biiyiik 6nem arz etmektedir. POC tani
kitleri standart testlere kiyasla daha hizli, basit ve maliyeti diisiiktiir. Bu 6zelliklerinden
dolayr sinirli kaynaklara erisimi olan toplumlarda son derece kullanigh bir nitelige
sahiptir (Hu vd., 2014; Ju vd., 2016). Optik degisime dayali PAD sistemleri igerisinden
yatay akis testleri (LFA) yaygin olarak kullanilmakta olup bu sisteme dayali olarak
gelistirilen tan1 kitlerinin ticarilesme potansiyeli son derece yiiksektir. Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) ve Enzime Baghh Immiinosorbent Testi (Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay: ELISA) gibi geleneksel yontemlerle yapilan analizlere kiyasla
POC tani testlerinin g¢esitli avantajlar1 mevcuttur. Hasta basi tani testleri kolay
uygulamalari, kiiciik, tasinabilir, tek kullanimlik ve hizli sonug veren raporlama sistemine
sahip olmalarinin yani sira islevlerini egitimli kisiye ihtiya¢c duymadan evde, hastane ya
da ambulansta verebilen sistemler olmalarindan dolay1 da etkili tedavi i¢in gerekli 6n
miidahaleyi saglayabilme imkan1 sunabilmektedir (Ding vd., 2015; Jung vd., 2015).

Cagimizin en gelismis teknolojik ve bilimsel kaynaklarindan yararlanarak,
hastalig1 daha ortaya ¢ikmadan yalnizca tedavi etmekle kalmaz, ayn1 zamanda hastaligin
ortaya ¢ikmasini da tamamen engelleyebiliriz. Doktorlar gibi saglik profesyonellerinin ve
hatta kendimizin hassas saglik hizmetimizi hizla takip etmeye olanak taniyan bir teshis
sistemi hayal ettigimizde, saglik profesyonellerinin bu sistemle en iyi tedavi yontemlerini
belirleyebileceklerini 6ngorebiliriz (Gambhir vd., 2018). Ayni1 zamanda, bu sistem
fizyolojik bir degisikligin habercisi olan biyobelirteclerin izlenmesine de olanak
tanidigindan sadece tedavi amacl degil bazi1 6zel ve 6nemli durumlar i¢in de test 6zelligi
tasimakta olup onem arz etmektedir. Genetikten korunmaya, teshis ve tedavi siirecinden
yonetimine kadar tiim siireci kapsayan ve son yillarda Harward Universitesi (Pesheva,
2021), Stanford Universitesi (Richter, 2015), Kaliforniya iiniversitesi (UCLA, 2021)
gibi diinyanin en prestijli iniversitelerinin tip fakiiltelerinin giindemindedir. Bu kurumlar
yatirimlarinda 6dnemli bir yer tutan hassas saglik, bireyin kendi hastaliklarini 6nleme ve
takip etme yetkisine/olanagina sahip olmasi agisindan toplumun ve saglik sisteminin

geleneklerini degistirebilir (Gambhir vd., 2018). Ozellikle, bu becerinin bireylere



kazandirilmasi sinsi ve belirtisiz bir sekilde ilerleyebilen hastaliklarin erken tanisinda
etkili olmasindan dolay1 son yillarda baglica aragtirma konusu olmaktadir.

Tam1 kitleri genellikle hastalik belirtileri sonrasinda tani koymak ig¢in
kullanilirken, etkili bir tedavinin takibinde veya yiiksek riskli gruplarin belirti
gostermeyen muhtemel hastaliklarinin takibi i¢in kullanilmaktadir. Bundan dolayi, tani
Kitlerinin saglik hizmeti sisteminde 6nemli bir yeri varken, toplumsal olarak halk sagligi
konusunda da kritik dneme sahiptir. Ornegin, tedavi edilebilir olmasina ragmen erken
teshis probleminden dolay1 sitma hastaligir Afrika’da her 45 saniyede bir ¢cocugun, yillik
ise 1 milyon insanin Olimiine neden olmaktadir (Hu vd., 2014). Gelismis tani
teknolojilerinden olan PCR ve ELISA gibi testler, gelismis lilkelerde uygulama alani
bulsa da bu testler egitimli personele ihtiyag duymaktadir. Bununla birlikte, yiiksek
yatirim maliyetleri, sarf malzemelerinin siirekli gereksinimi ve laboratuvar alt yapisinin
gereksinimi gibi parametrelere de bagli olmasi, bu teknolojilerin gelismekte olan
ilkelerde yaygin olarak kullanilmasini engellemektedir.

Saglik hizmeti sistemleri hastay1 ilk olarak hastalik ortaya ¢ikmadan once degil
ortaya ciktiktan sonra odagina alir. Ancak, ¢agimizin en gelismis teknolojik ve bilimsel
kaynaklarindan yararlanarak bir hastalik daha ortaya ¢ikmadan yalnizca tedavi etmekle
kalinmaz, ayni zamanda ortaya ¢ikmasi da tamamen engellenebilir. Bu kapsamda,
fizyolojik bir degisikligin habercisi olan biyobelirteglerin izlenmesi bir hastaligin erken
teshisi ve hastalik seyrinin takibi icin test 6zelligi tasimakta olup énem arz etmektedir.
Bunlardan biri olan, viicutta birden fazla metabolik aktiviteye eslik eden biiylime
hormonu (BH) biyobelirtecinin tayini ve takibi onemlidir. Ciinkii bu biyobelirtecin
miktarinin kanda bulunma araligindaki sapmalar Akromegali ve Dwarfizm gibi biiylime
ile ilgili saglik sorunlarina sebep olmaktadir ve bu yiizden erken teshis ve tedavi siireci
icin kandaki bulunma degerlerinin takip edilmesi gerekmektedir. Bu oOnemi ele
alindiginda, bu tez ¢alismasi kapsaminda 6nemli metabolik faaliyetlerde etkin yeri olan

BH'nin tayini i¢in bir biyosensor ¢esidi olan LFA sistemi gelistirilmistir.

1.1. Biyosensorler

Biyo-tanima elemani ve doniistiiriiciiden olusan algilama cihazlar1 biyosensorler
olarak tanimlanmaktadir. Analite 6zgii olan bir biyo-tanima elemaniyla analit arasindaki
etkilesim sonucu meydana gelen fizikokimyasal &zelliklerdeki degisimler sayesinde
tanimlama gerceklesmektedir. Fizikokimyasal 6zellik olarak optik, termal, elektriksel ve

termodinamik ozelliklerdeki degisiklikler bir doniistiiriicti tarafindan elektrik sinyaline



doniistiiriilmektedir. Sekil 1.1°de biyosensdrlerin genel yapist ve calisma prensipleri
gosterilmistir.  Biyolojik tamima  malzemeleri  olarak enzimler, antikorlar,
mikroorganizmalar, dokular, organeller, DNA ve RNA’lar gosterilebilir (Ding vd., 2015).

Biyosensorler, kaynaklarin sinirli olmasi durumunda hastalik teshisi, tedavisi ve
takibi olmak tizere medikal uygulamalarda, ¢cevre uygulamalarinda ¢evre kirleticilerinin
tespiti ve izlenmesinde, gida giivenligi gibi uygulamalarda ve hayatimizda bir¢ok alanda
yaygin kullanim alanlarina sahiptirler. Bunun sebebi olarak da kolay kullanilmalari,
ekonomik olmalari, hizli yanit verebilmeleri, uzman gerektirmeden uygulanabiliyor
olmalar1 ve kolay tasmabiliyor olmalar1 gosterilmektedir (Tang vd., 2022). Diger
biyosensor sistemlerine kiyasla kagit tabanli sensdrlerin biyouyumluluk, hafiflik, diisiik
maliyet, esneklik ve yiizey-hacim oranlarinin biiytikliigii gibi avantajlari vardir (Lee vd.,
2018; Tirgil, 2022).
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Sekil 1.1. Biyosensoriin genel yapisi ve galigma prensibi (Srinivasan & Tung, 2015)

1.1.1. Kagit Tabanh Biyosensorler

POC uygulamalarinda kagit tabanli analitik cihazlara (PED) diger sensorlerde
kullanilan materyaller (silikon, cam veya plastik vb.) ile kiyaslandiginda ucuz olmalari,
tiretimlerinin kolay olmasi algilama kabiliyetlerinin yiiksek olmasi gibi 6zellikleri
bakimindan giderek artan bir ilgi olustugu gozlenmektedir. Bunun yani sira saklama ve
imha kosullarinin kolaylig1 da dikkat ¢cekmektedir. Bu 6zelliklerine ek olarak kagitlarin
gozenekli yapisi, hidrofiliklik gibi karakteristik 6zellikleri sayesinde herhangi bir takviye



giic kullanmaksizin kilcal hareketliligini saglamaya yardimci olmaktadir (Ghasemi vd.,
2023; Q. H. Nguyen & Kim, 2020).

Kagit tabanli biyosensorler daldirma ¢ubugu testi, mikro akiskan biyosensorleri
(LPAD) ve yatay akis testleri (LFA) olarak gruplandirilmaktadir. Kagit tabanl
biyosensorlere ait gruplandirma semasi Sekil 1.2°de gdsterilmistir. Bu biyosensorlerin

calisma prensiplerine gore birden ¢ok cesidi bulunmaktadir.
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Sekil 1.2. Kagit tabanl biyosensdrler (Hoang vd., 2021)

1.1.1.1. Daldirma Cubugu Testi

Kagit tabanli biyosensorlerin bir ¢esidi olan daldirma gubugu testleri kalitatif
tayin yapan hareketsizlestirilmis mekanizmalardan olusan basit teshis araclaridir.
Daldirma gubugu testleri basit olmalarindan dolay ticari kullanimlart oldukga yaygindir.
Ancak kantitatif tayinlerdeki yetersizligi bu yontemin dezavantajini olusturmaktadir
(Bambang Kuswandi & Ensafi, 2019).

1.1.1.2. Mikroakiskan Sistemler

Kantitatif ve c¢oklu analit algilamada kullanilan pPAD sistemlerde iki bdlge
bulunmaktadir. Bu bolgelerden ilki olan hidrofilik kanallarda kilcal hareketle reaktif
maddeler akis saglarken, ikinci bdlge diye adlandirilan hidrofobik bariyerler ise bu akisa
engel olmaktadir. uPAD'in genel yapisi Sekil 1.3’te gosterilmektedir. uPAD' lerde reaktif
maddenin yiizeyde yatay olarak hareket ettigi tasarimlar 2 boyutlu olarak ifade edilirken,

3 boyutlu konfigiirasyonda, numune hem yatay (x-y diizlemi) hem de kagit boyunca dikey



olarak (z yonii) hareket etmektedir. 3 boyutlu konfigiirasyon ¢ok adimli deneyler i¢in
algilama sensoérlerinin performansini artiran bir avantaj saglamaktadir (Ghasemi vd.,

2023).

Hidrofobik bariyer On taraf
Hidrofilik alan

Sar1 boyanin kilcal etkisi

Filtre kagidl ‘=

Ornek yiikleme bolgesi —
Kolorimetrik algil <
olorimetrik alglama . )
bolgesi k4

Sekil 1.3. pyPAD'in sematik gosterimi (Li vd., 2016; Sriram vd., 2017)

1.1.1.3. Yatay Akis Testleri (LFA)

Diinya Saglik Orgiitii'ne gore ASSURED (Affordable, Sensitive, Specific, User-
friendly, Rapid and Robust, Equipment-free and Deliverable) kriterlerini saglayan (uygun
fiyatli, hassas, spesifik, kullanict dostu, saglam, ekipman gerektirmeyen ve teslim
edilebilir) (Kettler vd., 2004) yatay akis sistemleri, son zamanlarda yapilan diizenleme ile
REASSURED (Real-time connectivity, Ease of specimen collection, Affordable,
Sensitive, Specific, User-friendly, Rapid and robust, Equipment-free or simple, and
Deliverable to end-users) (ger¢ek zamanli baglanabilirlik, numune toplama kolayligi,
uygun fiyath, hassas, spesifik, kullanic1 dostu, hizli ve saglam, ekipman gerektirmeyen
ve ¢evre dostu ve son kullanicilara teslim edilebilir) halini almistir (Land vd., 2019). POC
teknolojisinde yanal akig testleri, bircok alanda yaygin olarak kullanilmaktadir (Urusov
vd., 2019). LFA’lar ELISA, klasik kromatografi gibi yontemlerin yiiksek dogruluk
vermelerine ragmen laboratuvar ekipmanlarinin bulunmadigi yerlerde tahlil siirelerinin
kisalig1 sebebiyle olduk¢a avantajlidir (Nuntawong vd., 2022).

Genel olarak bir yatay akis platformu dort temel birimden olusmaktadir. Bu
kisimlar Sekil 1.4°te ifade edilmektedir. Numune pedi, analitin damlatildig1 kisimdir, test

ve kontrol ¢izgilerinin bulundugu kisim nitroseliiloz membran, konjugasyon pedi ise



nanopartikiillerle antikorlarin konjugasyonunun saglandig1 yapiy1 olusturmaktadir. Atik

pedi ise fazla analitin toplandig1 kisimdir (Parolo vd., 2020).

/ Destek kart .
Atik pedi w
Membran Kontrol bélgesi

Test bolgesi

\Y
Konjugasyon pedi A. .
\ -
Antikor koloidal altin .
Numune pedi \ nanopartikiil konjugatlar

Sekil 1.4. Genel bir yatay akis testi ve temel bilesenleri (Nuntawong vd., 2022)

Numune Pedi: Numunenin uygulandigi, analitin testin diger bolgelerine
aktarildig1 ve testi baglatan bilesendir (Nuntawong vd., 2022). Numune pedinin en 6nemli
gbérevi numuneyi konjugasyon pedine homojen bir sekilde dagitmak ve numunenin
konjugasyon pedine dogru yonelimini saglamaktir (Koczula & Gallotta, 2016). Numune
pedi genel olarak seliilozdan yapilir, ancak cam elyaftan yapilan kiigiik pedler de
mevcuttur (Alam vd., 2021; Nuntawong vd., 2022; Tsai vd., 2019). Bu malzemelerin
ticari olarak temin edilebilen seliiloz lifleri ve dokuma aglar1 olmak tizere iki tiirli vardir.
Seliiloz liflerinden yapilan numune pedleri 250 um’den daha kalin, biiyiik yatak hacimli
(>25 pL/cm?), ucuz ve tampon ¢dzeltilerine kars1 daha yiiksek toleransa sahiptirler. Islak
olduklarinda kullanim i¢in daha zayif karakter gostermeleri bu malzemelerin
dezavantajlar1 olarak gosterilmektedir. Dokuma aglardan yapilan numune pedleri iyi bir
gerilme direncine sahiptirler. Yatak hacimleri oldukga diisiiktiir ve numune hacmi 1-2
uL/cm? dir. Diger gozenekli yapilarla kiyaslandiginda maliyeti yiiksektir (Millipore,
2013; Parolo vd., 2020). Baz1 durumlarda akis hizini, konjugasyon pedinde numunenin
tutulma siiresini, test ve kontrol ¢izgilerindeki segiciligi artirmak amaciyla numune
tampon, protein veya viskozite artirict madde ile on isleme tabi tutulmaktadir
(Nuntawong vd., 2022).

Atk (Adsorban) Pedi: Bu ped sistemdeki fazla sivinin tutuldugu alandir. Test
sisteminin en son kismina yerlestirilen bu pedin asil amact numune sivisinin fazlasini
zardan gecirdikten sonra test ve kontrol bolgelerinde test hassasiyetini artirarak en son

artan s1viy1 toplamaktir. Test hassasiyeti belli bir noktaya kadar emici pedin kalinlig1 ve



uzunlugu ayarlanarak artirtlabilir. Atik pedlerinin ana materyalleri olarak genellikle
seliiloz filtreler kullanilmaktadir (Koczula & Gallotta, 2016; Sukumaran vd., 2021).

Konjugasyon (Eslenik) Pedi: Etiketli biyotanima molekiillerinin dagitildigi
yerdir. Konjugasyon pedi sivi numune ile temas ettiginde numuneyi dagitma 6zelligi olan
malzemelerden yapilmalidir ve test boyunca etiketli konjugat stabil kalmalidir. Etiketli
konjugatin hazirlanma agsamasindaki eksiklikler test hassasiyetini olumsuz etkilemektedir
(Sajid vd., 2015). Ideal bir konjugasyon pedinde spesifik olmayan baglanmalarm en az
olmasi ve kararl bir akis karakteri gibi 6zelliklere sahip olmasi gerekmektedir (Millipore,
2013). Konjugasyon pedi olarak 100-500 um kalinliga sahip cam elyaflar en gok tercih
edilen malzemeler olmakla birlikte seliiloz ve polyester malzemelere de rastlamak
mimkiindiir (Parolo vd., 2020).

Membran : Test ve kontrol ¢izgilerinin konumlandirildigi nitroseliiloz yapilardan
elde edilen membran, LFA testlerinin hassasiyetlerinin belirlenmesinde &nemli rol
oynamaktadir. Genellikle farkli 6zelliklerde degisik gozeneklere sahip nitroseliiloz
membranlar bulunmaktadir (Sajid vd., 2015). Nitroselilloz membran gézenekleri 0,050
ile 12 um arasinda degismektedir. Etkili bir membran se¢imi yapilirken membran
gbzeneginden daha ¢ok sivinin zar seridine gitmesi ve zarin seridini tamamen doldurmasi
icin gereken siire olan kapiler akis siiresi dikkate alinmaktadir. Bunun sebebi olarak da
gozeneklerin {iretim sirasinda esit olarak dagitilmamasi gosterilmektedir (Koczula &
Gallotta, 2016).

LFA sistemlerinde kalitatif ve kantitatif tayin yapilirken sistemin farkli tanimlama
prensipleri bulunmaktadir. Genel olarak bilinen tanimlama yontemleri ise sandvi¢ model

(konvansiyonel model; standart model) LFA ve yarismali model LFA’dir.

1.1.1.3.1 Sandvi¢c Model (Konvansiyonel Model; Standart Model) LFA

Sandvi¢ model LFA proteinler, viriisler, hastalik bakterileri gibi biiyiik molekiilli
(>1 kDa) analitlerin tespitinde kullanilan yontemdir. Genel olarak sandvig tipi bir LFA’da
birden fazla antijenik bolgeye sahip ve ayni anda iki farkli antikoru baglayabilen
molekiillerle ¢alisilmaktadir (Parolo vd., 2020; Zhang vd., 2021). Sandvi¢ modelde
numunedeki analit konjugasyon pedindeki renkli etiketleme materyali konjugasyon
pedinde bulunan antikora baglanir ve analit-antikor-renk molekiilii kompleksi meydana
gelir ve bu kompleks membran iizerinde yol alir. Daha sonra test ¢izgisine gelindiginde
analite secici diger antikorlarla baglanarak test ¢izgisinde gozle goriiliir bir renk gozlenir.

Boylece test bolgesinde baglanmanin gerceklesmesi sebebiyle olusan renkli ¢izgi, testin



pozitif olarak adlandirilmasii saglamaktadir. Negatif testlerde iSe numune icerisinde
aranan analit olmadigi i¢in konjugasyon pedindeki segici antikora baglanma
olmayacagindan test c¢izgisi bolgesine ulasan numune test ¢izgisinde baglanma
gerceklestiremeyecek ve test ¢izgisinde renk (sinyal) gézlenmeyecektir. Her iki durumda
da testin gecerliligini kanitlamak amaciyla kontrol bolgesindeki konjugasyon pedindeki
antikora spesifik antikor oldugu i¢in o bolgede kontrol ¢izgisi yanacaktir. Kontrol ¢izgisi
ayni zamanda numunenin o bdlgeye ulastigini saglamak ve testin gecerliligini kontrol
etmek amaciyla da kullanilmaktadir. Ozetle sandvi¢ tip LFA sisteminde pozitif
sonuglarda membran yiizeyinde test ve kontrol gizgilerinde sinyal goriiliirken (¢ift ¢izgi),
negatif numunelerde kontrol ¢izgisinde sinyal olurken test ¢izgisinde renk (sinyal)
gozlenmeyecektir (Kaya vd., 2014). Sandvi¢ model LFA Sekil 1.5’te ifade edilmektedir.
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Sekil 1.5. Sandvich tip LFA sistemlerinin genel yapis1 (Quesada-Gonzalez & Merkogi, 2015)

1.1.1.3.2 Yarismah Model LFA

LFA sistemlerinde kullanilan bir model olan yarigsmali modelde ise tek antijenik
determinanta sahip kiiciik molekiil kiitleli (<I kDa) analitlerin tespiti yapilmaktadir.
Kii¢iik molekiillerin ayn1 anda iki antikora baglanamama gibi 6zelliklerinden dolay1 bu
modelde iki farkli antikor kullanilmaktadir (Kaya vd., 2014; Parolo vd., 2020). Bu
modelde sandvi¢ modelin aksine test ¢izgisinde renk degisiminin olmamasi yani test
cizgisinde sinyal olmamasi (tek ¢izgi) pozitif sonucu ifade ederken hem test hem de

kontrol ¢izgilerinin ayn1 zamanda renklenmesi (gift ¢izgi) negatif sonucu gostermektedir



(Bahadir & Sezgintiirk, 2016). Yarismali model LFA’ya ait genel tasarim Sekil 1.6’da

gosterilmektedir.
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Sekil 1.6. Yarigmali tip LFA sistemlerinin genel yapisi (Quesada-Gonzalez & Merkogi, 2015)

1.1.2. Yatay Akis Testlerinin Tayin Yontemleri

Yatay akis testlerini tayin yontemlerine gore genel olarak optik LFA, termal LFA,
manyetik LFA ve elektrokimyasal LFA olarak gruplandirilmaktadir (V. T. Nguyen vd.,
2020). Bunlar da tayin yonteminin ¢esidine gore kendi aralarinda alt gruplara

ayrilmaktadir.

1.1.2.1. Optik LFA

Optik tabanl biyosensorler ucuz ve basit olarak bilinen, kalitatif analizlerde yanit
verebilen ancak kantitatif analizlerde optik dedektor gerektiren sensorlerdir (Quesada-
Gonzalez & Merkogi, 2017). Kolorimetrik, floresans, SERS, kemiliiminesans gibi
cesitleri bulunmaktadir (V. T. Nguyen vd., 2020). Bu tez ¢alismasinda da optik LFA olan
kolorimetrik LFA galismasi yapilmistir.

1.1.2.1.1 Floresans LFA

Florometrik LFA sistemleri diisiik tespit limitlerine sahip sistemlerdir. Floresans
LFA’larda raporlayict olarak organik floresan etiketler kullanilmaktadir. Organik
floresan etiketler, giiclii optik ve floresans Ozelliklerinin yani sira biyouyumluluk ve
diisiik maliyet gibi avantajlara da sahiptir. Kolorimetrik sistemlerde kullanilan

nanopartikiillerle kiyaslandiginda diisiik tayin limitleri bu sistemlere avantaj
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saglamaktadir (Zeng vd., 2018). Diisiik teshis smir1 (LOD) degerlerinde yapilan
tespitlerde floresans emisyonun tespiti hassas oldugu i¢in bu LFA yOntemi

kullanilmaktadir. Fakat bu sistemin de yalin gézle gozlenememe ve cihaz gerektirmesi

gibi dezavantajlar1 bulunmaktadir (Gong vd., 2017; Mak vd., 2016; Schmidt vd., 2021).

1.1.2.1.2 SERS LFA

SERS teknolojisi, Raman haberci molekiilleri ile substrat yiizeylerinin
etkilesimine dayanmaktadir (Sharma vd., 2012). SERS LFA sistemleri geleneksel AuNP
tabanli LFA sistemlerinin hassasiyetlerinin diislik olmasindan dolay yiiksek hassasiyette
sonuglar elde etmek amaciyla gelistirilen sistemlerdir. Iz analizinde giilii bir arag olan
SERS teknigi, hassasiyet tespit yetenegi ve parmak izi tanima 6zelligi yiliksek bir tekniktir
(Fu vd., 2016). SERS LFA sistemleri ile birgok testin hizli ve giivenilir bir sekilde
yapilmasint saglanmaktadir. SERS sistemi kullanilarak biyomolekiillerin tayin
siirlarmin diismesi ve hassasiyetin artmasi saglanmaktadir (Yadav vd., 2021). Fakat hala
baz1 diisiik konsantrasyonlu numunelerde ultra duyarl algilama yapilamamaktadir (G. Li
vd., 2022).

SERS LFA sisteminde sinyal raporlayicilari olarak geleneksel AuNP’lerin yerine
SERS tabanli SERS nano etiketleri kullanilir (Khlebtsov vd., 2019). SERS etiketlerinin
diger sinyal etiketlerine gore yiiksek hassasiyet, stabilite, SERS spektrumlarinin essiz
olmasi ve kolorimetrik nanopartikiilleri kullanarak hazirlanmalarindan dolay: ikili sinyal
hem kolorimetrik hem de SERS sinyalleri iiretebilme gibi 6zellikleri vardir (G. Li vd.,
2022). SERS aktif nanomalzemeler olarak NP'ler, 1D nanoyapilar, 2D nanoyapilar ve 3D
nanoyapilar kullanilmaktadir (Wang vd., 2022).

1.1.2.1.3 Kolorimetrik LFA

Kolorimetrik LFA’lar kolay ve basit olmalarindan dolay1 farkli uygulama
alanlarinda kullanilmaktadirlar. Kolorimetrik LFA sistemleri genel olarak biyomolekiil
(Choi vd., 2016), metal partikiiller (Srinivasan vd., 2023) veya pestisit tayininde (Wu vd.,
2022) kullanilmaktadir. Genel olarak kimyasal veya enzimatik reaksiyonlar sonucu
meydana gelen renk degisimi yalin gozle kolorimetrik algilama yapilmaktadir (Hoang
vd., 2021).

Son yillarda kullanilan okuyucu sistemleri LFA sistemlerinde kantitatif analiz

yapilmasina, verilerin saklanmasina, iletilmesine, verilerin dijitallesmesiyle sonuglarin
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yorumlanmasinda olusabilecek hatalar1 en aza indirmede faydalar saglamaktadir
(Yamada vd., 2017). Ozellikle son yillarda akilli telefonlarla entegre sistemlerin elde
edilmesi de buna olanak saglamaktadir. 2010 -2019 yillar1 arasinda yapilan bir ¢alismanin
verilerine bakildiginda kolorimetrik algilama 2010°da %93,7 iken 2019 yilinda %78,1’e
diistiigii ancak 2019’da kolorimetrik algilamanin ortalama %82,5 ile yaygin kullanilan
yontem oldugu gozlenmistir (Di Nardo vd., 2021).

Eemiliminesans % 1
_Manyetik %1

SER5%2_ Diger % 1

® Kolorimetrik

® Floresans
®SERS

B Kemiliminesans
® Manyetik
EDiger

Kolorimetrik %83

Sekil 1.7. 2010-2019 yillar1 arasindaki LFA tespit yontemlerinin genel dagilimi (Di Nardo vd., 2021)

1.1.3. LFA Sisteminin Avantaj ve Dezavantajlari

LFA’lar bir¢ok alanda hizli, kolay, ucuz ve tasinabiliyor olmalarindan dolay:
ihtiyag aninda kullanilan bakim noktast uygulamasi olarak tercih edilmektedir.
Depolama kosullarinin  uygunlugu, ek bir ekipman gerektirmeden sonuglarin
degerlendirilebiliyor olmas1 nedeniyle uzman personele gerek olmamasi ve bu sayede
kalifiye is gliclinii en aza indirmesi bakimindan da gelismekte olan iilkelerde birincil
taramalar i¢in uygun sistemlerdir (Koczula & Gallotta, 2016; Nuntawong vd., 2022).

LFA’lara ait avantaj ve dezavantajlar Sekil 1.8’de sunulmustur.
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Sekil 1.8. LFA sistemlerinin avantaj ve dezavantajlar1 (Kaya vd., 2014; Torul, 2016)

1.2. Biiyiime Hormonu (BH)

Insan yasami boyunca biiyiime ve gelismede temel bir unsur olarak énemli bir rol
oynayan BH, 191 amino asitten olusan bir peptittir (Guevara-Aguirre vd., 2018;
Ramanaviciene vd., 2012). Viicutta salgilandigi hipofiz bezinin hormonal igerigin
yaklagik %]10’unu teskil eden BH’nin salgilanma mekanizmasi1 hormonal, ndral ve
metabolik faktorleri iceren karmasik bir sisteme sahiptir. Her ne kadar BH salgilanmasina
farkl biyokimyasal tiirlerin (ghrelin, galanin, Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii (IGF-1)
vb.) etkisi olsa da, BH’nin salgilanmasi biiyiik oranda 6n hipofizde tiretilen iki farkl
hormon tarafindan kontrol edilmektedir (Guevara-Aguirre vd., 2018). Bu hormonlardan
ilki biiylime hormonu salgilayan hormon (GHRH), BH’nin sentezi ve salgilanmasini
saglarken, somatostatin olarak adlandirilan ikincisi ise salgilatici ilk hormona yanit olarak
BH salgilanmasini inhibe edici gérev yapmaktadir (Carter vd., 2002). Bu hormonlarin
etkisinin sonucu kana aktarilan BH’nin plazma seviyeleri cinsiyet ve yasa gore farklilik
gosterirken, tiim bireylerde uyku 6ncesi ve sonrasi zamanlarda ¢ok farkli degerlere
ulagabilmektedir. Pulsatil degisimin oldugu bu noktada BH pikleri uyku ile iliskili olarak
gece zirve yaparken, bu artiglar disindaki gilinliik zaman diliminde bazal seviyesine
gerileyebilmektedir (Boguszewski, 2021; Gabreanu, 2018).
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Sekil 1.9. BH’nin salgilanmasinin genel mekanizmasi ve biyokimyasal fonksiyonlar1 (C.Guyton, 2017)

Salgilanan BH’nin viicuttaki dogrudan ve dolayli aktivitelerine iliskin
biyokimyasal etkileri de genel hatlariyla Sekil 1.9’da sematize edilmistir. BH, yag ve
karbonhidrat mekanizmasinda yag yikimini ve salinimi, kan sekeri ve diger anti-insiilin
etkilerinin artirtlmasi gibi fonksiyonel gorevleriyle metabolik faaliyetleri dogrudan
etkileyebilmektedir. Diger taraftan, dolayli olarak etki ettigi asil ve onemli metabolik
faaliyetlerde ise BH’nin karaciger ve diger dokulara aktarilarak IGF-I’in olusumunu
aktive etmesiyle bilinir (C.Guyton, 2017). BH’nin bilyiime ve gelismedeki asil roliinii
yerine getirmesini saglayan IGF-I molekiilii 7647 Da agirliginda bir polipeptittir. BH nin
dolayl etkilerindeki anabolik ve mitojenik 6zelliklerinde etkili bir rol oynayan IGF-I’in
viicuttaki miktarinin biiyiik miktart (>%80) BH aktivasyonu sonucu karacigerde
sentezlenmektedir. IGF-I kemik vb dokularda da sentezlenir, ancak biyolojik aktivitesi
sadece sentezlendigi dokuyla siirli kalmaktadir (Erdag, 2012). Serum numunelerinde
serbest IGF-I degeri kadinlar igin 375 ng/mL, erkekler i¢in 292 ng/mL ortalama referans
degere sahip olup, yasa gore azalan degere sahiptir (Svensson vd., 1997).

BH sonucu salgilanan IGF-I’in, basta kikirdak olusumu ve iskelet sistemi
biiyiimesinin tetiklenmesi olmak {lizere viicutta protein sentezini artirarak hiicre
biliyiimesini saglamak gibi metabolik gorevleri bulunmaktadir (C.Guyton, 2017).
Dolayisiyla, insan viicudunun biiyiimesi ve gelisimi i¢in vazgecilmez peptitlerden olan

BH ve IGF-I’'nin varligy, ileri yaslarda insan sagliginin siirdiiriilebilmesi noktasinda da
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onemlidir (Guevara-Aguirre vd., 2018). Ornegin, ¢ocuklarin biiyiime siireglerinde gerekli
olan bir¢ok protein yapisinin sentezi dogrudan BH salgilanmasiyla iligkiliyken, yetiskin
bireylerde ise BH metabolizma diizenleyici olarak goérev yapmaktadir (Hoybye &
Christiansen, 2015). BH ve IGF-I seviyeleri ergenlik doneminde yiiksek seviyelere ¢ikar
ve daha sonra ilerleyen yaslarda giderek azalir (Ashpole vd., 2015). Bir insandaki kemik
gelisiminin tamamlandigt 20-30’lu yaslara kadar gerceklesen degisimler bir denge
halinde BH ve IGF-I salgilanmasiyla yiiriitiiliir (Ohlsson vd., 1998). Bunlara ek olarak,
diger birgok hormonun (tiroit hormonu, glukokortikoitler ve seks steroitleri vb) kemik
mineralizasyonu iizerinde onemli etkileri de bulunmaktadir (Drinkwater vd., 2010).
Ancak, BH s6z konusu mekanizmalarla biiyiime plagi ve kemik biiylimesini dogrudan
uyardigi i¢in bu olusumlar BH ile IGF-I tarafindan kontrol edilmektedir (Ohlsson vd.,
1998). Sonug olarak, bir endokrin ve otokrin/parakrin tarzinda hareket eden BH ve IGF-
I polipeptitleri iskelet biiylimesini kontrol eden ana eksene sahiptir (Haspolat ve
Karakaya, 2018). Ayrica, bu hormonlarm beyin fonksiyonlarinda énemli bir yere sahip
oldugu da bilinmektedir (Donahue vd., 2006).

1.2.1. BH Diizensizliginin Neden Oldugu Hastaliklar

BH salgilanmasindaki diizensizlikler sonucu plazmada gerekenden eksik veya
fazla miktarda BH bulunmasi fizyoloji tizerine son derece etkilidir. Her ne kadar BH
eksikliginin veya fazlaliinin viicutta neden oldugu hastaliklar, bir biitiin icerisinde
degerlendirilebilir nitelikte olsa da BH’nin viicuttaki aktivitelerine gore asagidaki gibi

genellestirilebilir.

1.2.1.1. BH’nin Dogrudan Aktivitesinden Dolay1

BH miktarindaki farkliliklar, dogrudan veya dolayli aktiviteleriyle iliskili
biyokimyasal mekanizmalarindan kaynakli olarak viicutta birden cok fonksiyonel
degisiklikler meydana getirebilmektedir (Kopchick vd., 2020). BH eksikliginin gesitli
yaglarda farkli sorunlar olusturma potansiyeli bulunmakla birlikte, fiziksel etkileri
bliylime geriligine yol actigindan cocuklarda c¢cok daha siddetli bir sekilde ortaya
¢ikabilmektedir (Juan Trevino vd., 2009). BH’ nin dogrudan aktivitesindeki biyokimyasal
fonksiyonlar1 nedeniyle, BH eksikligi bulunan erken siit dénemindeki cocuklarda
hipoglisemi ataklar1 goriilebilmekte, buna bagli olarak da zeka geriligi veya oliimlii
vakalar gozlenebilmektedir (Growth Hormone Research Society, 2011). BH eksikligi

olgularinda yag kiitlesinin artmasi ve diger viicut kiitlesinin azalmasi1 (6zellikle de
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kaslarda) bulgular1 da bulunmaktadir (Salvatori, 2020; Tzanela vd., 2010). Ayrica, agir
BH eksikligi olan yetiskin bireylerde ise belirtileri daha zor anlasilsa da, kemik kiitlesi ve
gii¢ kaybiyla birlikte kardiyovaskiiler riskin olustugu da gozlenmistir (Isgaard vd., 2015).
Genellikle, hipofiz tiimérlerinden kaynaklanan BH fazlaligi ise uzun siire regiile
edilmedigi zamanlarda dogrudan etkisi nedeniyle glukoz intoleransina neden
olabilmektedir (Kopchick vd., 2020). Sonug olarak, hem eksikliginin hem de fazlaliginin
olusturdugu dogrudan problemler nedeniyle potansiyel BH salgilanmasindaki

diizensizlikleri tespit etmek 6nemlidir.

1.2.1.2. BH’nin Dolayh Aktivitesinden Dolay1

Bir¢ok organda var olan BH nin dogrudan aktivitelerinin neden oldugu yukaridaki
hastaliklarin yani sira dolayli aktiviteye bagli yani ikincil etkilerinin ise IGF-I lizerinden
oldugu bilinmektedir (Sigalos & Pastuszak, 2018). Biiylimeyi saglayan ve diizenleyen
IGF-1 ile birlikte BH miktarindaki anomalilerin akral yumusak doku biiylimesine ve
metabolik fonksiyonlara olan etkileri yillar icinde sinsi bir sekilde meydana
gelebilmektedir (Gascoin-Lachambre vd., 2011). Genellikle semptomlarin ileri
asamalarda ortaya ¢ikmasindan dolay1 tan1 koymada ge¢ kalinan hastalarda, bulundugu
yasa ve bulgulara gore kandaki basal BH ve IGF-I miktarlar1 ve anomalilere bagli olarak
Dwarfizm (ciicelik hastaligi1), Gigantizm (devlik hastaligi) ve Akromegali (Sekil 1.10)
olarak tanimlanan farkli nitelikte fizyolojik hastaliklar goriilebilmektedir (Lu vd., 2019).
Genetik olmayan ve hipofiz tiimorlerinden dolayr BH salgilanmasinin azligindan
kaynaklanarak ortaya ¢ikan BH eksikligi, ¢ocuk yaslarda ortaya ¢iktigi ve tedavi
edilmedigi takdirde Dwarfizm hastaligina (Sekil 1.10.a) yol agmaktadir. Bu hastalarda,
salgilanan BH eksikliginin yani1 sira BH’nin dolayli etki mekanizmasindan kaynakli
olarak IGF-I eksikliginin de olusmasi kemik gelisimini engelleyen 6nemli bir unsur
olarak da degerlendirilmektedir (Murray vd., 2016; J. Trevifio vd., 2009) Diger taraftan,
BH fazlaligi ise gorildiigii yasa gore farkli sonuglara ve hastaliklara neden
olabilmektedir. BH ve buna dayali IGF-1 fazlaligi c¢ocuklarda ortaya c¢iktiginda,
Gigantizm (Sekil 1.10.b) ad1 verilen ve ileri yaslarda hareket zorluguna neden olan asiri
fizyolojik bozukluklarla sonuglanmaktadir. BH fazlalig1 yetiskinlerde goriildiigiinde ise,
fizyolojik olarak kemik dokulari olusumu tamamlandigi i¢in genellikle akromegali ad1
verilen kikirdak ve yumusak dokulardaki fizyolojik bozukluklara (Sekil 1.10.b-e) neden
olmaktadir (J. Chen vd., 2022; Juan Treviio vd., 2009). Yani, Gigantizm ve Akromegali
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hastaliklarinin kokeni ayni olmakla birlikte (BH ve IGF-I fazlalig1) sadece goriildiigii

yasa gore neden oldugu fizyolojik sonuglardan dolay1 farkli tanimlanmaktadir.

Sekil 1.10. BH miktar1 anomali hastaliklar1 @) Ciicelik (Dwarfizm) ve Devlik (Gigantizm) Hastalig1
(Web_Sayfasi, 2018) b) Akromegali Vakasi (Krug vd., 2016) ¢) Akromegali Vakas1 (Hao Liu vd., 2018)
d) Akromegali Vakasi (Ong & Sy, 2017) e) Akromegali Vakasi (Abdullah vd., 2017)

Insiilin Tolerans Testi (ITT): Dwarfizm gibi hastaliklara neden olan BH
eksikliginde kullanilan testtir. BH salgilanmasini tetikleyici bilesenlerin kullanildig: ITT,
BH eksikligine yonelik degerlendirmelerde ticari olarak altin standart olarak kabul
edilmektedir (Gasco vd., 2021). Saglikli bireylerde viicuttaki BH miktarinin insiilin
verilmesiyle artmasina dayanmaktadir. Sekil 1.11.a’da goriilebilecegi gibi, ITT
uygulamasina karar verilen diisitk BH miktarina (< 0,4 ng/mL) sahip hastalara uygulanan
insiilin sonras1t BH miktarinin yetigkinlerde 7 ng/mL, ¢ocuklarda ise 10 ng/mL ¢ikmasi
ile BH eksikliginden kaynakli Dwarfizm hastaligi dislanir (Savage ve Bang, 2012). Test
esnasinda kontrol amagli IGF-I’in yam1 sira glikoz seviyeleri de gozlenmektedir
(Svensson vd., 1997). Hem BH hem de IGF-I’deki degisimler ele alinarak yapilan
degerlendirmeler sonucu ortaya cikabilecek aksi durumlarda ilave testlere ya da ileri
tetkiklere gegilir (Iwayama vd., 2021).

Glikoz Tolerans Testi (GTT): Akromegali gibi hastaliklarda yiiksek BH
miktarinin gézlenmesinin ardindan uygulanan testtir. BH salinimin1 baskilamak amaciyla
metabolizmaya katilan maddelerin ardindan BH ve IGF-I miktarlarindaki degisimler
degerlendirilmektedir. S6z konusu baskilayici maddeler verildikten sonra yiiksek degerde
olan BH ve IGF-I miktarlarindaki degisimler ele alinir. Saglikli bireylerde viicuttaki BH

miktari, glikoz verilmesiyle azalirken, BH salgilayan adenomlarda bu baskilanma ya
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olmamaktadir ya da yetersizdir. Viicudun vermis oldugu bu yanitsizlik akromegali
tanisinda altin standart olarak kabul edilmektedir (Celik, 2015). Akromegali siiphesi
bulunan hastalarda 6l¢iilen bazal BH ve yas ve cinsiyete gore belirlenmis IGF-I diizeyi
referans degerlerden yiiksek ise tanida bir gecelik aglik sonras1 75-100 g glikoz verilerek
yapilmaktadir. Glikoz verilmesi dncesi ve sonrasi belirli araliklarla alinan numunelerdeki
BH ve IGF-I miktarlar referans degerle karsilastirilmaktadir. Eger bakilan en diisiik BH
diizeyi 0,4 ng/mL’den diisiik ise akromegali diglanir. Ancak 0Ol¢iilen en diisiik BH diizeyi
0,4 ng/mL’den biiyiik ise akromegali tanis1 dogrulanir (Aldallal, 2018). Takip edilen BH
degerlerinin yani sira dogrulayici nitelikte olan IGF-I seviyeleri de takip edilmektedir
(Sekil 1.11). EK 1°de Sekil 1.11 ayrintili bir sekilde verilmistir.

Sonu¢ olarak, Dwarfizm ve Akromegali gibi hastaliklara neden olan BH
diizensizliklerinden siipheli hastalarin 6n kontrol tanisinda oldugu kadar bu tolerans
testleri siiresince de BH ve IGF-I’in seviyelerinin belirlenmesi literatiirde de vurgulandigi
gibi son derece biiyiik bir 6neme sahiptir (Akirov vd., 2021; Boguszewski, 2021.; Lu vd.,
2019; Tidblad, 2022). Tim bu durumlardan dolayr BH seviyeleri hakkinda bilgi
saglayabilecek yerinde tani sisteminin elde edilmesi bu tez g¢alismasinin konusunu

olusturmustur.
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Sekil 1.11. BH diizensizliklerinde a) ITT testi ve b) GTT testi akis semalar1 (Aldallal, 2018; Polidori vd.,
2020)
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Fizyolojik sivilarda BH seviyesinin belirlenmesi, secici ve spesifik bir teknigin
eldesi, diizenli klinik testler i¢in ¢ok dnemlidir. BH analizi i¢in kullanilan geleneksel
yontemler arasinda, biyo-tahlil, reseptor tahlili, bagisiklik tahlili amaciyla kiitle
spektrometrisi igceren sivi ya da gaz kromatografisi, radyoimmiinoassay, floresan
rezonans enerji transferi, ELISA teknikleri sayilabilir (Bohlooli vd., 2021; Reed vd.,
2002). Ancak, bu yontemlerin uzun zaman almasi, yiiksek maliyet gerektirmesi, karmasik
kullanim mekanizmalar1 gibi dezavantajlart bu hormonun tayin ve tespitinde hizli, basit
ve disiik tayin limitlerine inilebilen bir yontem gelistirilmesinin 6niinii agmistir (Chen
vd., 2022). Bu tayinlerin dezavantajlarindan yola ¢ikarak olusturulan biyosensoér mantigi
bu alanlarda yapilacak olan ¢alismalarin temelini olusturmaktadir. Bunun i¢in analizlerde
antijen ve antikor arasindaki etkilesimin segicilik ve yiiksek duyarlilifindan faydalanarak
hem biyolojik hem de tibbi dl¢liimlerde immiinosensor testleri kullanilmistir (Girard ve
Mousseau, 1999; Karir vd., 1999; Langkamp vd., 2008; Moura vd., 2004; Rezaei vd.,
2009). BH analizi i¢in kullanilan sensorlere 6rnek olarak, elektrokimyasal (Hennessey
vd., 2009; Kurtinaitiene vd., 2008), piezoelektrik (Xu vd., 2011), yiizey plazmon
rezonanst (SPR) ve elipsometri  (Balevicius vd., 2011), empedans spektroskopisi
(Ramanavicius vd., 2010; Rezaei vd., 2009) ve atomik kuvvet mikroskopisi
(Ramanaviciene vd., 2006) gibi sensorler gosterilebilir (Ramanaviciene vd., 2012).

N.Li vd., (2019) BH’nin yiiksek hassasiyette tayini i¢in ekran baskili karbon
elektrotlar1 (SPCE'ler) kullanarak tek kullanimlik bir immiinosensor gelistirmislerdir.
Baglayici olarak diazonyum bazli katman SPCE ylizeyine elektrokimyasal olarak
yerlestirmis ve algilama amagli monoklonal BH (m-BH) antikorlarini kullanmislardir.
Elektrokimyasal empedans spektroskopisi yontemiyle az miktarda numune hacmi
kullanarak (20 pL) pikomolar hassasiyetinde BH tespiti yapmislardir. Elde edilen
immiinosensorii biyolojik numulerde (tam kan ve serum 6rneklerinde) test etmislerdir.
Elde edilen sensorle 10 pg/mL ile 100 pg/mL arasindaki dogrusal aralikla 5 pg/mL BH
tespit edildigi belirtilmistir. Yapilan calisma sonucu tasarlanan sensoriin c¢alisma

mekanizmasi ve elde edilen veriler Sekil 2.1’de gosterilmektedir (N. Li vd., 2019).
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Sekil 2.1. Sigan bilylime hormonunun impedimetrik tespitinin kavramsal gosterimi ve elektrokimyasal
empedans spektroskopisi ve dongiisel voltametri (N. Li vd., 2019).

Ramanaviciene vd., (2022) sandvi¢ model kolorimetrik manyeto-immiinosensor
gelistirmislerdir. BH tayini yapmak amaciyla monoklonal insan biiyiime hormonunun
antikorlar1 (anti-hBH) ile modifiye edilmis MNP-Au’lar1 kullanmiglardir. Elde edilen
sensoriin LOD degeri 0,082 nmol/L olarak bulunmustur ve klinik olarak da anlamli bir
dogrusal aralik (0,1-5,0 nmol/L, R?=0,9831) elde etmislerdir. Bu degerlere ait grafikler
Sekil 2.2°de gosterilmektedir. Elde etmis olduklari immiinosensorle insan biiylime
hormonunun serumdaki varligin1 ve konsantrasyonunu belirlediklerini belirtmislerdir
(Ramanaviciene vd., 2022).
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Sekil 2.2.a) BH konsantrasyonuna kars1 450 nm'deki absorbanslar, b) BH tespiti i¢in gelistirilmis
sandvig¢ tip manyeto-immiinoanaliz sisteminin dogrusal araligi (Ramanaviciene vd., 2022)

Allafchian vd., (2018) yapmis olduklar1 calismada elektrokimyasal
immiinobiyosensor tasarlamiglardir. Bunun i¢in camsi karbon elektrot (GCE) yiizeyinde
cicek benzeri fenil alanin peptid nanoyapilar kullanmiglardir. Bu elektrokimyasal
biyosensor ile HBH, 1-100 pg/mL lineer bir tayin araligi sergiledigi belirtilmistir. LOD
degeri 0,38 pg/mL olarak bulunan biyosensoriin aktifligini test etmek amaciyla farkli BH
konsantrasyonlarindaki insan serumu numuneleri toplanarak elektrokimyasal empedans
spektroskopisi metodu kullanilarak gergek numunelerdeki etkinliginin de saglandigi
belirtilmistir (Allafchian vd., 2018).

Belén Gonzalez-Guerrero vd., (2016) bimodal dalga kilavuzu interferometresi
yontemini kullanarak idrarda klinik olarak BH seviyelerini dlgen ultra hassas ve hizli
tespit performanst gésteren bir biyosensor tasarlamiglardir. Etiketsiz olarak tasarlanan
biyosensoriin LOD degerinin 0,30 pg/mL oldugu belirtilmistir (Belén Gonzalez-Guerrero
vd., 2016).

Bohlooli vd., (2021) ferrik oksit nanopartikiilleri ile modifiye edilmis GCE
kullanarak HBH tespiti i¢in molekiiler baskili elektrokimyasal sensor tasarlamiglardir.
LOD degeri 0,6x107° g/cm® bulunan sensér, 1,0x1071%-1,0x107 g/cm® HBH
(R?=0,9588) arasinda dogrusal bir aralik gdstermistir. Yapilan calisma ile insan plazma
orneginde molekiiler baskilanmis polimer (MIP)/Fe3O4GCE’nin kullanimiyla tayin
yapilabilecegi belirtilmistir (Bohlooli vd., 2021).

Vance vd., (2016) yaptiklari galismada insan serumuna eklenen BH 6l¢iimii igin
dogrudan (SPRi) ve giclendirilmis yiizey plazmon rezonans goriintiilemenin
(NanoSPRi), tanisal potansiyelini arastirmiglar ve elde ettikleri sonuglar1 ELISA ile

kiyaslamiglardir. LOD degerleri sirastyla NanoSPRi, SPRi ve ELISA i¢in 0,0092 ng/mL,
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1 ng/mL ve 3,61 ng/mL olarak bulundugu belirtilmistir. Sekil 2.3’te rekombinant BH
tespiti i¢in uygulanan SPRi ve Nano-SPRi yontemleri sematik olarak ifade edilmistir
(Vance vd., 2016).
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Sekil 2.3. Rekombinant BH nin tespitinin sematik gosterimi SPRi ve Nano-SPRi (Vance vd., 2016)

Crespi vd., (2017) yaptig1 bir ¢alisma ile somatostatinin mevcut merkezi sinir
sisteminin ndrotransmisyon oranlarinin oldugu yeri etkiledigini, bagirsak yolunda aktif
oldugunu ve farelerde santral somatostatin benzeri immiinoreaktivitenin énemli 6l¢iide
azaldigin1 rapor etmislerdir. Somatostatinin analizi genel olarak radyoimmunoassay
yontemlerle yapilmaktadir. Bu ¢alismada elektrokimyasal yontem kullanilarak, karbon
bazl1 sensorlerle uygulanan voltametri olarak islenmis karbon fiber mikro elektrotlar
kullanmislardir. Epidermal biiylime faktorii 6zellikle SRIF sinyali gibi dokularda BH’ nin
etkisi incelenmistir (Crespi, 2017).

Yatay akis immiinokromatik testler bircok alanda kullanilmaktadir. Literatiirde
hormon tespitine yonelik bir ¢alisma Chamorro-Garcia vd., (2016) tarafindan paratiroid
hormon benzeri hormonu (PTHLH), saptamak ve 6lgmek insan hiicre hattinin (HaCaT,
LA-N-1, SKN-AS) lizatlarinda ve kiiltiir ortaminda PTHLH’nin saptanmasi igin altin
nanopartikiilleri (AUNP) kullanarak hizli ve kolay bir yatay akis immiin testi
gelistirilmistir. Yapilan ¢alismanin PTHLH {tiretiminde yer alan mekanizmalarin yani sira
teshis icin gelecekteki in vitro ve in vivo ¢alismalar igin yararli bir gelisme olacagi
diistintilmektedir (Chamorro-Garcia vd., 2016).

Hormon tayinine yonelik bagka bir yatay akis immiinosendr ¢alismas1 da Goux
vd., (2023) tarafindan yapilmistir. Yumurtalik rezervinin Kantitatif bir belirteci olan Anti-
Miillerian Hormon tayini i¢in evropiyum (III) selat bazli bir tek adimli yanal akish

floresan bir immiinosensor gelistirmislerdir. Etiket malzemesi olarak floresan evropiyum
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selat nanopartikiillerin kullanilmasi kolloidal altin nanopartikiillerden 300 kat daha hassas
sonug elde edildigi belirtilmistir (Natarajan vd., 2022). Yapilan ¢alisma ile analitik
calisma araligi 0,41-15,6 ng/mL olan ve analitik duyarliligi LOD degeri 0,41 ng/mL olan
bir sensor tasarladiklarini belirtmislerdir (Goux vd., 2023).

Znoyko vd., (2020), Tiroid uyarict hormon (TSH)’nin kantitatif tespiti igin stiper
paramanyetik nanoetiketlere dayanan bir yanal akis immiinolojik test elde etmislerdir.
Tiroid bezi fonksiyonunun ilk degerlendirmesinde ilk basamak belirteci olan TSH’nin 25
dakikadan daha kisa siirede tayin yapabilen bu sensoriin LOD degerinin 0,017 plU/mL
olarak bulundugu belirtilmektedir. Tasarlanan c¢alismaya ait veriler Sekil 2.4’te
gosterilmektedir (Znoyko vd., 2020).
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Sekil 2.4. a) Serum TSH konsantrasyonunun belirlenmesi i¢in kalibrasyon grafigi, b) LFA test seritlerinin
fotografi (Znoyko vd., 2020)

Kim vd., (2021) insan serumunda, insanin zihinsel ve fiziksel sagligiyla yiiksek
iliskisi olan bir stres hormonu olarak bilinen kortizoliin tespiti igin tasiabilir
kemiliiminesans bazli yanal akis platformunu gelistirmislerdir. Kortizol i¢in gdzlemlenen
dogrusal aralikta (0,78-12,5 pg/dL R? = 0,99) LOD degerini 0,342 ng/dL olarak tespit
ettiklerini belirtmislerdir (Kim vd., 2021).

J. Chen vd., (2022) biiyiime hormonu ile iligkili bozukluklarin ve hastaliklarin tani
ve tedavisinde yaygin olarak kullanilan bir polipeptit hormon olarak kullanilan IGF-I’in
tespiti igin sivi kristalin ¢ift kirllimini temel alan etiketsiz bir optik immiinolojik test
tasarlamislardir. insan serumunda IGF-I’in tayini icin 4-siyano-4-pentilbifenilin (5CB)
nematik siv1 kristallerine (LC’ler) dayanan etiketsiz bir optik biyosensor tasarlamiglardir.
Tanima elemani1 olarak IGF-1 antikorunu (AbIGF-1), glutaraldehit (GA) ve (3-
aminopropil) trimetoksisilandan (APTES) olusan bir ¢apraz baglayici yoluyla modifiye
edilmis cam yiizey iizerine immobilize edilerek, antikor (AbIGF-I) ile antijen (AgIGF-1)
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arasindaki spesifik tanima ve baglanma sayisina bagl olarak LC filminin, ¢apraz
polarizor altinda sergiledigi kademeli degisimi gozlemlemislerdir (Sekil 2.5). Optimize
edilmis kosullar altinda, tasarlanan LC tabanli biyosensor, 1,0 ng/mL LOD degeri ve
10,0-2000,0 ng/mL dogrusal aralign (R? = 0,989) ile IGF-I’e kars1 hassasiyetin yiiksek
oldugu belirtilmektedir. Ayni zamanda bu calismanin klinik tanida BH ile IGF-I
arasindaki baglantiyla ilgili hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavisi i¢in de faydali olacagi

belirtilmektedir (J. Chen vd., 2022).
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Sekil 2.5. LC tabanl biyosensoriin IGF-I tespitinin sematik gésterimi, Cam yiizeyi modifikasyonunun
asamalar1 @) Piranha ¢ozeltisi, b) DMOAP, c¢) APTES/DMOAP karisimi, d) GA/APTES/DMOAP
karigimi, €) Abigr.1. f) AgIGF-I'siz hazirlanmis hiicrenin semasi ve polarize optik mikroskop goriintiisii, g)
AQIGF-I’li hazirlanmis bir hiicrenin semasi ve polarize optik mikroskop goériintiisii (J. Chen vd., 2022)

Gergeklestirilen literatiir arastirmast BH tespitine yonelik farkli tekniklerin
kullanildig1 sensor ¢aligmalarinin giincel bir nitelik tagidigini ortaya koymaktadir. Ancak,
s0z konusu calismalardan herhangi birinde hasta veya uzman hekim tarafindan
kullanilabilecek POC testine yonelik bir tani kiti heniiz tasarlanmamistir. Literatiirde
farklt hormon tayinine yonelik de birgok kit tasarimi bulunmaktadir. Bu tez ¢alismasinda,
BH tayini yapmak amaciyla yerinde 6n kontrol veya tespit saglayabilecek bir POC tani
Kiti tasarlanmasina yonelik bir ¢alisma yapilmistir. Yapilan ¢aligsmalara bakildiginda BH
i¢in tasarlanan sensorlerin LOD degerleri 0,00038 ng/mL ve 0,30 pg/mL arasinda degisim
gostermektedir. Bu tez calismasinda elde edilen LFA sistemi ile 0-300 ng/mL araliginda

tayin ve tespitinin yapilabildigi bir LFA gelistirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

Tez c¢alismasinda yatay akis test sisteminde kullanilan temel bilesenler
nitroseliiloz membran (HF090MC100), atik pedi/numune pedi (CFSP001700) ve
konjugasyon pedi olan cam elyaf (GFCP000800) Millipore firmasindan temin edilmistir.
Kalitatif ve kantitatif tayin i¢in gerekli olan hormonlardan biiyiime hormonu Sigma
Aldrich (H5916) ve Abcam (Ab-280333, Ab-51232) firmalarindan, poliklonal anti-
biiyiime hormonu antikoru (p-BH) Abcam, Cloud-Clone ve Elabscience firmalarindan,
monoklonal anti-biiyiime hormonu antikoru (m-BH) ve ikincil antikor olarak kullanilan
tavsana karsi keci antikorlar: ise Abcam, Cloud-Clone firmalarindan temin edilmistir.
Nanopartikiil sentezinde HAUCIsxH20 (Alfa Aesar), trisodyum sitrat (Merck)
kullanilmistir. Yatay akis test kitinin eldesinde kullanilan ana bilesenlerden olan
membran, numune ve atik pedlerinin ve konjugasyonda kullanilan cam elyafin yikanmasi
ve konjugasyonunda kullanilan tampon ¢6zeltiler i¢in fosfat tampon ¢6zeltisi (phosphate
buffer saline, PBS) tablet Sigma ve borat tamponu igin kullanilan borik asit ve sodyum
tetraborat Merck firmasindan temin edilmistir. Ayn1 zamanda yikama ve konjugasyonda
kullanilan siikroz Merck, Tween-20 Merck ve Triton X-100 Sigma firmalarindan temin
edilerek kullanilmistir. Ayrica konjugasyon, yikama ve bloklama islemlerinde
kullanilmak tizere sigir serum albliimin (bovin serum albiimin, BSA) de Merck
firmasindan temin edilmistir. Dogrulama testinde kullanilan BH ELISA kiti ise Cloud-
Clone (SEA044Hu) firmasindan temin edilmistir.

3.2. Kullamlan Cihazlar

Nanopartikiillerin (AuNP) karakterizasyonu i¢in Necmettin Erbakan Universitesi
Bilim ve Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’ndeki (BITAM) Alan Emisyonlu
Taramali Elektron Mikroskobu (FESEM) (ZEISS GeminiSEM 500) cihazinin taramali
gecirimli elektron mikroskobu (STEM) dedektorii kullanilmistir. Yine ayni cihazla LFA
test kitinde kullanilan numune pedi, membran ve cam elyafin topografik ve morfolojik
ozelliklerinin incelenmesi amaciyla elektron mikroskobu yardimiyla karakterizasyonlari
yapilmistir. Ayn1 zamanda BITAM’daki nanopartikiil boyutu 6l¢iim cihaziyla
(Micrimeritics -Nanoplus3) nanopartikiillerin boyut analizi yapilmistir. Nanopartikiillerin
absorbans degerleri Ultraviyole, Goriiniir Bolge ve Yakin Kizil6tesi Spektrometresi (UV-

Vis-NIR) (Shimadzu) cihazi ile dl¢limleri alinmigtir. Kullanilacak olan antikorun en az
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miktarmin bulunmasi i¢in yapilan topaklanma testinde, yine aymi cihazla farkli
derisimlerde hazirlanan antikor-AuNP ¢ozeltilerinin topaklanma Oncesi ve sonrasi
absorbans degerleri ve maksimum dalga boyu degerleri 6lgtilmistiir. Numune pedi, cam
elyaf ve membran kurutma basamaklarinda etiiv (Niive FN 055) ve vakumlu etiiv (CLS
Scientific CLVO - 64T ve Vacucell Eco Line) kullanilmigtir. Konjugasyon asamasinda
(Niive NF 800) santrifiij cihaz1 kullanilmistir. Yatay akis testlerinin kontrol ve test
cizgilerindeki antikorlarin ekimi laboratuvarimizda bulunan numune piiskiirtme cihazi
(Camag, Linomat 5) kullanilarak gerceklestirilmistir. Konjugasyon asamalarinda termal
karistirict (Biosan TS-100C) ve membran yikamalarinda inkiibator karigtirict (Unimax
1010 Heidolp) kullanilmistir. Elde edilen test kitinin kalitatif ve kantitatif tayinlerini
yapmak ve test sinyallerinin siddetini 6l¢gmek amaciyla yine kendi laboratuvarimizda
bulunan kolorimetrik okuyucu (ESEQuant LR3) cihazi kullamilmistir. ELISA testleri
sonuglari (Thermo Scientific Multiskan SkyHigh Mikroplaka Spektrofotometresi) ELISA

okuyucu ile okunmustur.

3.3. Nanopartikiil (AuNP) Sentezi

Yatay akis testlerinde etiket malzemesi olarak birgok nanomalzeme
kullanilmaktadir. Bu nanomalzemeler arasinda genel olarak kullanilan nanopartikiillerin
basinda AuNP’ler gelmektedir (Sajid vd., 2015). Literatiirde yatay akis testlerinde
kullanilan AuNP’lerden boyutu 40 nm olanlarin uygun pargacik boyutu, antikor
konjugasyonunda daha az sterik engel olusturdugu belirtilmektedir (Christopher vd.,
2005; Nuntawong vd., 2022). Bu kapsamda ¢alismalarda genel olarak Turkevich metodu
ile sentezlenen ve yaklasik 40 nm boyutlu AuNP’ler kullanilmistir. AUNP sentezi i¢in
klasik Turkevich metoduyla (Turkevich vd., 1951) farkli derisimlerde hazirlanan
HAUCIsxH20 ¢ozeltileri kullanilarak farkli boyutlarda AuNP’ler sentezlenmistir. Yatay
akis immiinosensorlerde ideal oldugu ifade edilen 40 nm boyutlu AuNP sentezlemek
amaciyla sentez ¢aligsmalarinda optimizasyon yapilmistir. Farkli derisimlerde hazirlanan
cozeltilerle elde edilen AuNP ¢ozeltilerine ait karakterizasyon galismalart yapilmig olup
hedeflenen AuNP’ler elde edilmistir. Sentez i¢in 51 mM HAuUCIlsxH20 ¢o6zeltisinden 150
pL alimip 50 mL saf suya ilave edilmistir. Cozelti kaynayana kadar geri sogutucu altinda
1sitmaya devam edilmistir. Kaynama bagladiktan birka¢ dakika sonra ortama 88 mM
trisodyum sitrat (TSC) ¢ozeltisinden 1,25 mL alinarak hizli bir sekilde ilave edilmistir.
Isitict kapatilarak renk doniisiimii takip edilmistir. Klasik AuNP ¢ozeltisinden farkli

olarak daha agik pembe renkli ¢ozelti elde edilene kadar 300 rpm’de karistirma islemine
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devam edilmistir. Ortama eklenen HAUCIlsxH2O derisiminin, 6zellikle AuNP’lerin
boyutunu etkilemesinden dolayi, sistemdeki madde kaybini en aza indirmek ve
tekrarlanabilirlik saglayabilmek amaciyla sentez c¢aligmalari geri sogutucu altinda
yapilmistir. Senteze ait renk doniisimleri Sekil 3.1°de de gosterildigi {izere baslangigta
seffafa yakin ¢ok acik sar1 olan ¢ozelti rengi sicakligin artmasiyla agik pembe ve zamanla
(yaklasik olarak 20 dakika sonra) literatiirde de 20-40 nm aras1 sentezlenen AuNP rengi
olarak ifade edilen kirmizimsi pembe (Sukumaran vd., 2021) renge dontismektedir (Sekil
3.1). Sentezlenen nanopartikiiller aliminyum folyo ile sarili bir sekilde +4 °C’de

muhafaza edilmistir.

Sekil 3.1. AuNP sentezine ait sentez sirasinda gozlenen renk doniigiimleri

3.4. Numune Pedi Yikanmasi

Test kiti olusumundan 6nce numune pedine 6n hazirlik islemi uygulanmaktadir.
On islem olarak numune pedi immiinotampon (PBS + Tween-20 + %3 BSA) ¢ozeltisiyle
yikanmigtir. Numune pedine ait yikama basamaklar1 Sekil 3.2°de gosterildigi sekilde
yapilmistir. Numune pedinin her iki yiizeyi de ayr1 ayri sirasiyla once saf su, PBS, PBST
(PBS + Tween-20) ve immiinotampon (PBST + BSA) ¢ozeltileriyle yikandiktan sonra
37 °C’de 2 saat siireyle etiivde kurumaya birakilmistir. Kuruyan numune pedleri daha

sonra kullanilmak tizere kapali bir ortamda muhafaza edilmektedir.
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Sekil 3.2. Numune pedinin yikanmasina ait islem basamaklar1

3.5. Konjugasyon Basamagi

Konjugasyon asamasinda AuNP ve antikor konjugasyonu saglanmistir. Bunun
icin AUNP ¢ozeltisi 40 dakika 9000 rpm’de santrifiij edildikten sonra elde edilen ¢okelti
tizerine her bir optimizasyonda farkli olmak tizere farkli miktarlarda antikor eklenip
4 °C’de 20 dakika 640 rpm’de sogutmali karistiricida karistirma iglemi yapilmistir.
Ortama borat tamponunun ilavesinden sonra 4 °C’de 20 dakika boyunca 640 rpm’de
karistirmaya devam edilmistir. Elde edilen ¢ozeltiye %10 siikroz iceren borat tamponu
ilave edilip yikama islemi Sekil 3.3.e-f’de gosterildigi gibi yapilmistir. Antikorla konjuge
edilmis AuNP c¢ozeltisiyle yikanmis cam elyaf 50 mbar vakum altinda 30 °C’de 1 saat
siireyle vakumlu etiivde kurumaya birakilmigtir. Kuruyan cam elyaf test kitinde

kullan1lmak tizere kapal bir sekilde muhafaza edilmistir.

Sekil 3.3. Antikor- AuNP konjugasyon agamalari
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3.6. ELISA Testi

Tez calismasinda elde edilen BH tayinine yonelik test kitinin dogrulugunun
belirlenmesi amaciyla standart metot olarak bilinen ELISA testi kullanilmistir. ELISA
testi sonucu ile elde edilen veriler LFA test kitiyle elde edilen verilerle kiyaslamak
amaciyla kullanilmistir. Bunun igin 5 farkli konsantrasyondaki (10 ng/mL, 25 ng/mL, 50
ng/mL, 75 ng/mL ve 100 ng/mL) BH c¢ozeltisinin {i¢ tekrarli (n=3) olarak ELISA testi
hizmet alimiyla gergeklestirilmistir. BH ELISA kitinin ¢alisma araligi 0,156 — 10 ng/mL
oldugu i¢in BH c¢ozeltilerinin derigimleri 10 kat seyreltilerek analiz yapilmistir. Daha
sonra elde edilen sonuglar tekrar 10 ile carpilarak degerlendirilmistir. ELISA testinin
islem basamaklarina ait fotograflar Sekil 3.4’te gosterilmistir. Test i¢in oncelikle ELISA
standart numunesinin 0,312 ng/mL, 0,625 ng/mL, 1,25 ng/mL, 2,5 ng/mL, 5 ng/mL ve 10
ng/mL derisimlerinde farkli ¢ozeltileri hazirlanmistir. Daha sonra LFA ¢alismasinda
kullanilan hedef analit (BH) ¢ozeltisinin 10 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL, 75 ng/mL 100
ng/mL konsantrasyonlarinda ¢ozeltileri 3 tekrarli olacak sekilde hazirlanmistir.

Hazirlanan tiim ¢ozeltilerden 100 pL alinarak 37 °C’de 1 saat inkiibasyon yapilmistir.

Sekil 3.4. ELISA testi basamaklari

Inkiibasyon sonras1 saptama Reaktifi A’dan 100 pL eklenmis ve tekrar 37 °C’de
1 saat inkiibe edilmistir. Daha sonra 350 puL yikama ¢ozeltisi kullanarak 3 defa yikama
islemi yapilmigtir. 100 pL hazirlanmig Saptama Reaktifi B eklenerek 37 °C’de 30 dakika
inkiibe edilmistir. Daha sonra 350 pL yikama ¢ozeltisi kullanarak bu sefer 5 defa yikama
islemi yapilmigtir. 90 uL substrat soliisyonu eklenerek 37 °C’de 20 dakika inkiibe
edilmistir. Bu asamadan sonra seffaf olan ¢ozelti renkleri Sekil 3.4.b ve Sekil 3.4.c’de

oldugu gibi mavi renk almistir. Daha sonra mevcut ¢ozelti iizerine 50 pL. durdurma
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soliisyonu eklenmis ve mavi olan ¢ozelti renkleri Sekil 3.4.d ve Sekil 3.4.de de
gosterildigi gibi sartya donmiistiir. Elde edilen ¢ozeltilerin absorbanslart 450 nm’de
ELISA okuyucu (Thermo Scientific Multiskan SkyHigh Mikroplaka Spektrofotometresi)

ile okunmustur.
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4. ARASTIRMA SONUCLARI VE TARTISMA

4.1. Nanopartikiil (AuNP) Karakterizasyonu
4.1.1. FESEM Goriintiileme

Sentezlenen nanopartikiillerin FESEM (STEM dedektorii) ile farkli
biiylitmelerdeki goriintiileri alimmustir. Sekil 4.1.a-c’de 0,15 mM HAuUClsxH20
kullanilarak elde edilen AuNP’lerin sirasiyla 100 nm, 40 nm ve 20 nm Olgegindeki
goriintiileri sunulmustur. Sekil 4.1.d-f *de ise 0,30 mM HAUCIsxH20 kullanilarak elde
edilen AuNP’lere ait 100 nm, 40 nm ve 20 nm 06l¢egindeki STEM goriintiileri sirastyla

sunulmustur.
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Sekil 4.1. a-c) 0,15 mM HAUCIsxH,0 ile elde edilen AuNP’ye ait STEM goriintiileri sirastyla 200kx,
500kx ve 1000kx, d-f) 0,30 mM HAuCIl:xHO ile elde edilen AUNP’ye ait STEM goriintiileri sirastyla
200kx, 500kx ve 1000kx

Sentezlenen tim AuNP’lerin FESEM goriintiileri incelendiginde partikiillerin
kendine 6zgii karakteristik kiiresel yapida olduklart ve FESEM o6lgeginde noktadan
noktaya alinan Olgiimler sonucu ortalama 20 nm ve 40 nm civarinda olduklar1 6n
degerlendirme asamasinda anlasilmistir. Elde edilen sonuglarin degerlendirilmesi ve
dogrulanmasi amaciyla Image J programi kullanilarak boyut dagilimi yapilmistir. Sekil
4.2’de verilen boyut dagilim grafigi ile Sekil 4.1.a-c’de STEM goriintiileri verilen
nanopartikiillerin sonuglar1 verilmektedir. Elde edilen nanopartikiillerin boyut dagilimi
ortalama 39,5 nm olarak hesaplanmistir. Bu da hedeflenen boyutta nanopartikiil

sentezinin gergeklestirildigini gostermektedir. Sekil 4.1.d-’"de STEM goriintiileri verilen
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nanopartikiillerin boyut dagilim histogrami ise Sekil 4.3’te sunulmustur. Elde edilen

veriler incelendiginde ortalama 23 nm boyutunda AuNP’ler elde edildigi gozlenmistir.
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Sekil 4.2. 0,15 mM HAuUCIsxH-O ile elde edilen AuNP’ye ait boyut dagilim grafigi
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4.1.2. Nanopartikiil Boyutu Ol¢iimii
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Partikiil boyut dagilimi sonuglarinin dogrulugunu teyit etmek amaciyla

nanopartikiil 6l¢er cihazi ile yapilan 6l¢iim sonuglariyla veriler kiyaslanmis ve elde edilen

sonuglarda da 0,15 mM HAUCI:xH20 ile elde edilen AuNP’lerin boyut dagilimi elde

edilen verilerle orantili ¢ikmistir. Nanopartikiil lger cihazi ile alinan veriler Sekil 4.4 ve

Sekil 4.5’te sirasiyla normallestirilmis yogunluk dagilimi ve kiimiilatif yogunluk dagilim1

olarak gosterilmistir.
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Cap (nm)
Data No Tekrar pH Ortalama PL Ortalama (nm)  Cap (%010) (nm) Cap (%30) (nm) Cap (%090) (nm)
No Cap (nm)
1-AuNP_1 1 NA 456 0,323 61.1 25 56,3 100,5
2-AuNP_2 2 NA 418 0,345 58,1 35 541 96,8
3-AuNP_3 3 NA 424 0,312 55.8 28 517 92
Ortalama 433 0327 583 104 54,0 96,4

Sekil 4.4. 0,15 mM HAuUCIsxHO ile elde edilen AuNP’lerin normallestirilmis yogunluk dagilimina ait

grafik



33

10
-
w
-
o
»
a n
-a “
B
A« — AuNP_1
g e ~ AuNP_2
E “ — AuNP_3
a <
ﬁ =
o
g .
;E »
B ow
-
E )
’ 1 10 L0
Cap (nm)
Data No Tekrar pH Ortalama PI Ortalama (nm)  Cap (%10) (nm) Cap (%50) (nm) Cap (%90) (nm)
No Cap (nm)
1- AuNP_1 1 NA 436 0.323 61,1 25 36.3 100,35
2-AuNP_2 2 NA 418 0.345 38,1 33 4.1 96.8
3-AuNP_3 3 NA 424 0.312 558 23 51,7 92
Ortalama 433 0,327 58,3 10,4 54,0 96,4

Sekil 4.5. 0,15 mM HAuUCIsxHO ile elde edilen AuNP’lerin kiimiilatif yogunluk dagilimina ait grafik

4.1.3. Spektrofotometrik Olciimler

Sentezlenen AuNP’lerin spektroskopik karakterizasyonlart UV-Vis NIR cihazi ile
yapilmis olup 0,15 mM HAuCIlsxH20 ile elde edilen yaklagik 40 nm boyutunda elde
edilen AuNP’lerin maksimum absorbans degerinin 530 nm oldugu goézlenmistir (Sekil
4.6). Elde edilen verilerin literatiirle uyumlu oldugu kaydedilmistir (X. Chen vd., 2022).
Sekil 4.7°de ise 0,30 mM HAuUCIsxH:0O ile elde edilen AuNP’lerin absorbans degerleri
verilmistir. Maksimum absorbans degeri 522 nm olarak 6l¢iilmiistiir. Nanopartikiillerin
boyutlariin biliylimesiyle maksimum absorbans degerlerinin saga kaydigi yani
dalgaboyu degerlerinin arttifi gézlenmistir. Yaklasik 20 nm boyutundaki maksimum
absorbans degerinin 522 nm’den 40 nm boyutundaki nanopartikiillerde 530 nm’ye
kaydig1 gozlenmistir. Cilinkii kiiresel olan altin nanopartikiillerin optik 6zellikleri biiyiik
Olclide nanopartikiillerin ¢gapina baghdir. Boyutlari kiigiik olan nanopartikiiller 6ncelikle
15181 emer ve 520 nm civarinda tepe noktasi olustururken, boyut biiytidiikce biiytik kiiresel
yapiya sahip altin nanopartikiiller artan sacilma sergileyerek genisleyen ve daha uzun
dalga boylarma dogru kayan pikler gostermektedir (kirmiziya kayma). Yani biiyiik
boyutlu kiireler daha fazla 151k sagmaktadir ¢linkii bu nanopargaciklar hem daha biiyiik
optik kesitlere sahiptirler hem de sagilmalarinin toplam sonmeye oranlari fazladir
(WebSayfasi12, 2024).
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Sekil 4.6. 0,15 mM HAUCIsxH20 ile elde edilen AUNP sulu ¢ozeltisinin UV-Vis spektrumu

Amax=522 nm

0.9

0.6

Absorbans, a.u.

0.3

Y
T T T
400 500 600 700 800

0.0

Dalgaboyu, nm

Sekil 4.7. 0,30 mM HAUCIsxH20 ile elde edilen AUNP sulu ¢ozeltisinin UV-Vis spektrumu

4.2. Numune Pedi Karakterizasyonu

LFA sistemlerinde hedef analitin tespitini yapmak amaciyla numunenin
damlatildig1 numune pedinin optimizasyonu olduk¢a 6dnemlidir. Bunun i¢in test kitinde
analitin tespiti oncesi LFA bilesenlerine belirli 6n islemler yapilmaktadir. Sekil 4.8°de
herhangi bir 6n islem yapilmamis numune pedine ait FESEM goriintiileri sunulmustur.

Sirasiyla 40 pm, 20 pum, 4 um ve 2 um dlcegindeki fiber yapilarinin yiizey morfolojileri

incelenmistir.
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Signal A = SE2
Mag = 500 X

Sekil 4.8. Yikanmamis numune pedine ait FESEM gériintiileri, a) 500x, b) 1kx, ¢) 5kx, d) 10kx

Immiinotampon ¢dzeltisiyle yikama islemi sonrasi numune pedinde meydana
gelen morfolojik degisimi gozlemleyebilmek amaciyla da Sekil 4.9°da gosterilen FESEM
goriintiileri alimmustir. Yikama islemi oncesi elde edilen goriintiilerle kiyaslandiginda
yikama islemi sonrasi fiber aralarmmin gozeneklerin daha da kapali hale geldigi
gozlenmistir. Bunun sebebinin yikama ¢ozeltisinde kullanilan immiinotampon ¢6zeltisi

igerisindeki BSA ve PBS tamponundaki tuzdan kaynaklandig diisiiniilmektedir.

Sekil 4.9.Y1kanmig numune pedine ait FESEM gorintiileri, a) 500x, b) 1kx, ¢) 5kx, d) 10kx
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4.3. Konjugasyon Pedi Karakterizasyonu

LFA sistemlerinin diger 6nemli basamaklarindan biri de konjugasyon agamasidir.
Konjugasyon asamasinda antikorla AuNP’lerin  konjugasyonu i¢in Onceden
immiinotampon ¢ozeltisi ile yikanmis ve 37 °C’de 2 saat siireyle etiivde kurutulmus olan
konjugasyon pedi (cam elyaf) kullanilmistir. Konjugasyona hazir hale gelen cam elyaf
kapali ortamda muhafaza edilmistir. Sekil 4.10’da herhangi bir 6n yikama islemi
yapilmamis cam elyafa ait farkl bitytitmelerdeki (40 um, 20 um, 4 um, 2 um 6l¢egindeki)
FESEM goriintiileri sunulmustur. Goriintiilerden de anlasilacagi lizere herhangi bir islem

yapilmamis cam elyaflarin yiizeyleri temizdir.

Sekil 4.10.Y1kanmamig cam elyafa ait FESEM goriintiileri, a) 500x, b) 1kx, c) 5kx, d) 10kx

Immiinotampon ¢dzeltisi ile yikama islemi sonrasi alinan goriintiiler (Sekil 4.11)
ise Sekil 4.10°daki goriintiilerle kiyaslandiginda cam elyaflar arasinda partikiillerin
varlig1 gézlenmistir. Yikama islemi yapilmamig cam elyaflarin aksine fiber yiizeylerinde
biriken bu partikiillerin yikama asamasinda kullanilan BSA ve PBS tamponundan

kaynaklanan kati formlar oldugu diisiiniilmektedir.
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EHT = 2003V Signal A = SE2 .2 Sgral A = SE2
WO = 63 mm Mag = 500 X
-

Sekil 4.11.Y1ikanmis cam elyafa ait FESEM goriintiileri, a) 500x, b) 1kx, c) 5kx, d) 10kx

Konjugasyon asamasindan sonra elde edilen cam elyaflarin AuNP’lerle konjuge
olup olmadigin1 anlamak amaciyla konjuge edilmis cam elyafin yiirlitme basamagi 6ncesi
FESEM goriintiileri alinmistir. Elde edilen goriintiilerde AuNP’lerin ¢ogunlukla fiberler
arasinda olmak tizere fiber yiizeylerinde de toplandig1 gézlenmistir. Konjuge edilmis cam
elyafin 2 pm, 1 pm, 400 nm, 200 nm dl¢egindeki biiyiitmelerdeki FESEM goriintiileri
Sekil 4.12.a-d’de gosterilmektedir.

" sgnalAsSE2 .2 Signel A= SE2
Mag* 1000KX 4 Mag 200K X

ENT = 2000V Signal A = SE2
= 6.5 mm * 10000 KX
e v g oy~ —

Sekil 4.12. Antikor- AUNP konjugasyon sonucunda elde edilen cam elyafa ait FESEM goriintiileri,
a)10kx, b) 20kx, c) 50kx, d) 100kx
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Konjugasyon asamasindaki cam elyafta bulunan altin miktarin1 ve degisimini
gozlemlemek amaciyla Enerji Dagilim X-Isin1 Spektroskopisi (EDX) analizi yapilmistir.
Cam elyaftaki yiiriitme oncesi ve yiiriitme sonrast madde miktarinda meydana gelen
degisimler kalitatif ve kantitatif olarak gézlemlenmistir. Bu amagla 10 um’lik bir alanda
yapilan EDX haritalamasinda silisyum (Si), karbon (C), oksijen (O), aliiminyum (Al),
kalsiyum (Ca), sodyum (Na), magnezyum (Mg), altin (Au) elementlerinin varlig1 kalitatif
olarak kanitlanmistir. Haritalamanin elementel dagilimi incelendiginde AuNP’lerin
genellikle fiberler arasinda yogun olmakla birlikte fiber yiizeylerine de dagildig
goriilmektedir (Sekil 4.13).

I Map Sum Spectrum
W% o

o
C
Si
Au
Ca
Al
Na
M

10pm

Na Ka1,2

Mg Kal,2

10pm 10pm 10pm 10pm

Sekil 4.13. a., ¢.-j) Antikor- AuNP konjugasyon sonucunda elde edilen cam elyafa ait EDX
haritalandirmasi, b) Antikor- AUNP konjugasyon sonucunda elde edilen cam elyafa ait EDX dagilim
spektrumu

Konjugasyon sonrasi elde edilen cam elyafa ait EDX spektrumu Sekil 4.13. b’de
gosterilmektedir. Literatiirde yapilan cam elyaf EDX spektrum sonuglarina bakildiginda
Si, O, C, Mg, Na, Al elementlerinin cam elyafin kendi bilesiminde oldugu teyit edilmistir
(Saribiyik & Gurbuz, 2021). Altmin ise konjugasyonda eklenen AuNP’den geldigi
anlagilmaktadir. Elde edilen spektrum sonuclarindan konjugasyon sonrasi ve yliriitme

oncesi cam elyaftaki Au miktarinin kiitlece %10,3 oldugu belirlenmistir.
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Konjugasyon asamasindan sonra yiiriitme dncesi ve yiirlitme sonrasi cam elyaftaki
topografik ve morfolojik degisimleri gézlemlemek amaciyla yapilan karakterizasyon
calismalar1 kapsaminda aliman FESEM goriintiileri Sekil 4.14’te gosterilmektedir.
Yiiriitme sonrasi antikorlarla konjuge olmus altin nanopartikiillerin yiizeylerden ve
ozellikle de toplanmis olduklari fiber aralarindan ayrildigi gozlenmistir. Yiiriitme
asamasinda ortamdaki altinlarin gorevlerini yerine getirdigi ve konjugasyon basamaginda
cam elyafta bulunan nanopargaciklarin testin ¢alismasi esnasinda test ve kontrol ¢izgisi
bolgelerine tasindigi ve o bolgelerde meydana gelen pembe renk degisimine Sebep

olduklarini gostermistir.

ENT = 2.00 kV Signal A « SE2
WD = 56 mm Mag = 1000KX

- o ;
. ¢ s
'
ENT = 200 kv Signal A = SE2 °
WD = 56 mm Mag = 2000K X

EMT = 2,00 kV

Signal A = SE2 o= EHT = 200 kV Sgnal A = SE2
e WOS OOk Mg 000K =

WD = 56 mm Mag = 100.00 K X (*)
87 S

Sekil 4.14. Antikor- AUNP konjugasyon sonucunda elde edilen cam elyafin yiiriitme sonrasi FESEM
gorintiileri, @)10kx, b) 20kx, c) 50kx, d) 100kx

Yiiritme sonrasi, cam elyafi terk eden AuNP miktarini anlamak amaciyla EDX
haritalama ve spektrum analizleri yapilmistir. Bu amagla yapilan EDX haritalamasina ait

sonuclar Sekil 4.15°te gosterilmistir.
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Sekil 4.15. a), c.-j) Antikor- AUNP konjugasyon sonucunda elde edilen cam elyafin yiiriitme sonrasi EDX
haritalandirmasi b) Antikor- AuNP konjugasyon sonucunda elde edilen cam elyafin yiiritme sonrasi EDX
dagilim spektrumu

Yiritme sonrasi elde edilen cam elyafa ait EDX spektrumu Sekil 4.15.b’de
sunulmustur. Sonuglar degerlendirildiginde Yyiiriitme Oncesi kiitlece %degeri 10,3 olan
altinin kiitlece degerinin %0,3’e diistiigii belirlenmistir. Altin elementi ylizdesindeki bu

azaligin yiiriitme sonrasi cam elyafi terk eden AuNP’lerden kaynaklandig1 anlasilmistir.

4.4. Membran Karakterizasyonu

Membran ylizeyinin karakterizasyonunu yapmak ve yikama asamalarindaki BSA
miktarinin membran yiizeyine etkisini arastirmak amaciyla farkli oranlarda BSA ile
yikanmig ve yikanmamis membranlarin elektron mikroskobuyla yiizey morfolojisi
incelenmistir. Bunun i¢in membranlar sirasiyla %0,5, %1, %2, %3, %4 ve %5 BSA igeren
immiinotampon c¢ozeltileriyle yikanmis ve 37 °C’de 2 saat siireyle etliivde kurumaya
birakilmistir. Yikanmig membranlardaki degisimi gozlemlemek amaciyla referans olarak
islem yapilmamis (immiinotampon ile yikanmamig bos membran) membran
kullanilmistir. Her bir membranin hem yiizey hem de enine kesit FESEM goriintiilemeleri
yapilmistir.  Sekil 4.16’daki FESEM goriintiillerinden anlasildigi  {izere yiizey
goriintiilerinde herhangi bir farklihbk bulunmamaktadir. Yiizey morfolojisinde

nitroseliiloz membranin klasik gozenekli yapist gozlenmistir (Hasan, 2019). Ancak enine
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kesit goriintiilerinde immiinotampon ¢ozeltisi ile yikanan membran iist ylizeyinin

yiizeyden ayrildigi gézlemlenirken bos membranda bdyle bir durum gozlemlenememistir.

a-a’: Bos membran yiizey-Enine kesit FESEM goruintiisii
b-b’:% 0,5 BSA + PBST yiizey-Enine kesit FESEM goriintiisii
c-c’: % 1 BSA + PBST yiizey -Enine kesiti- FESEM gériintiisii
d-d’: % 2 BSA + PBST yiizey -Enine kesiti- FESEM goriintiisii
e-e’: % 3 BSA + PBST yiizey -Enine kesiti- FESEM gériintiisii
f-f: % 4 BSA + PBST ylizey -Enine kesiti- FESEM goriintiisii
g-g’: % 5 BSA + PBST yiizey -Enine kesiti- FESEM gortintiisii

Sekil 4.16. a) Bos membrana ait yiizey FESEM goriintiisii, a’) Bog membrana ait enine kesit goriintiisii,
b) %0,5 BSA igeren immiinotampon ile yikanmig membrana ait ylizey FESEM goriintiisii, b”) %0,5 BSA
iceren immiinotampon ile yikanmis membrana ait enine kesit goriintiisii, ¢) %1 BSA igeren
immiinotampon ile yikanmig membrana ait yiizey FESEM goriintiisii, ¢’) %1 BSA igeren immiinotampon
ile yitkanmig membrana ait enine kesit goriintiisii, d) %2 BSA i¢eren immiinotampon ile yikanmig
membrana ait yiizey FESEM goriintiisii, d”) %2 BSA i¢eren immiinotampon ile yitkanmig membrana ait
enine kesit goriintiisii, €) %3 BSA igeren immiinotampon ile yikanmis membrana ait yiizey FESEM
goriintiisii, €”) %3 BSA igeren immiinotampon ile yikanmig membrana ait enine kesit goriintiisi, f) %4
BSA igeren immiinotampon ile yikanmig membrana ait yiizey FESEM goriintiisi, f) %4 BSA iceren
immiinotampon ile yikanmig membrana ait enine kesit goriintiisii, g) %5 BSA i¢eren immiinotampon ile
yikanmis membrana ait ylizey FESEM goriintiisti, g”) %5 BSA i¢eren immiinotampon ile yikanmis
membrana ait enine kesit goriintiisii

4.5. LFA Sisteminde Yatak Hacmi (Bosluk/Olii Hacim) Hesaplamasi

Yatay akis test kitlerinde hedef analitin numune pedine eklenmesinden sonra
membran yiizeyindeki yiiriiyiisiinde yatak hacmi veya bosluk/6lii hacim diye belirtilen
parametre oldukca 6nemlidir. Yatak hacmi, test Kiti igerisinde bulunan havanin hacmidir

yani membrani 1slatmak igin gereken toplam sivi hacmini hesaplamak igin
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kullanilmaktadir. Yatak hacmi Esitlik 1’de ifade edilen formiille hesaplanmaktadir
(Millipore, 2013; Parolo vd., 2020).

Yatak Hacmi = Toplam ped hacmi X %Gdzeneklilik 1)

Esitlik 1 kullanilarak bu ¢alismada kullanilan kitin membran yatak hacmi (6 cm
uzunlugunda, 5 mm genisliginde, 0,0185 cm kalinliginda ve %70 gozeneklilige sahip olan
kit i¢in) 38,85 pL olarak bulunmustur. Ancak yatak hacmi ozellikle atik pedinin
kullanilmadigi durumlarda 6nem arz etmektedir (Millipore, 2013; Parolo vd., 2020). Bu
tez calismasinda LFA tasariminda atik pedi kullanildigi i¢in yatak hacmi dikkate
alinmamugtir. Literatiirde analit ¢ozeltisinin ideal miktar1 olarak belirlenen 200 pL degeri,
7 mm kalinhigindaki test kiti igin 6nerilmistir (Millipore, 2013). Bu ¢aligmada kullanilan
kitin genisliginin de 5 mm kalinliginda olmasindan dolayu literatiirde 6nerilen bu miktar

kullanilarak ¢alismalara devam edilmesine karar verilmistir.

4.6. Numune Pedi, Cam Elyaf ve Membran Optimizasyonu

Numune pedine damlatilan analitin etkisiyle konjugasyon pedindeki AuNP’lerin
yatay akis platformlarindaki akis hizi incelenmistir. Bunun i¢in belirli parametrelerde
calismalar yapilip AuNP’nin membran yiizeyinde ilk 3 saniyede ulastigi bolge, orta
noktaya gelme hizi ve son noktaya ulagma hizi (saniye cinsinden) degerlerine bakilarak
kullanilacak optimum kosullar belirlenmistir.

Sekil 4.17°de membran yilizeyine herhangi bir islem yapilmamis olmakla birlikte,
konjugasyonda kullanilan cam elyafa ve numune pedine immiinotampon ile yitkamanin
etkisi arastirilmistir. Sekil 4.17.a’daki cam elyaf ve numune pedi de yikanmamustir. Sekil
4.17.b’de ise membranin ylizeyine herhangi bir islem yapilmadan cam elyaf yikanmamis
ancak numune pedi %5 BSA igeren immiinotampon ¢ozeltisi ile yikanmistir. Diger
parametreler ayni tutularak yapilan degerlendirmede numune pedine yikamanin etkisine
bakildiginda ilk, orta ve son noktaya ulasma siirelerinin hemen hemen aymi oldugu
goriilmektedir. Sekil 4.17.c’de cam elyaf ve numune pedi %5 BSA igeren immiinotampon
cozeltisi ile yitkanmis olup membran yikanmamustir. Sekil 4.17.d’de ise numune pedine
ve membrana herhangi bir islem yapilmamis olup cam elyaf %5 BSA igeren
immiinotampon ¢d6zeltisi ile yikanmistir. Elde edilen kitlerin ayni1 noktalara ulagsma

stirelerine bakilmigtir. Sekil 4.17.b ve Sekil 4.17.c’ye bakildiginda yikanmis numune



43

pediyle yapilan denemede yikanmis cam elyaf ile yapilan deneme yikanmamis cam
elyafla yapilan denemeden daha uzun siirede karsiya ulagmistir. Boylece yapilan ¢alisma
sonucu numune pedi ve cam elyafin immiinotampon ¢ozeltisi ile yikanarak
kullanilmasma karar verilmistir. Sekil 4.17.e-h’de ise membrana yikama islemleri
yapilmis olup diger parametreler degistirilmistir. Sekil 4.17.e’de cam elyaf ve
membran %5 BSA iceren immiinotampon ¢ozeltisi ile yikanmis olup numune pedi
yikanmamistir. Sekil 4.17.fde ise tiim bilesenler %5 BSA ig¢eren immiinotampon
¢oOzeltisi ile yikanmustir.

Bundan sonraki asamada yikamanin membran {iizerine etkisini incelemek
amaciyla yikanmis numune pedi, yikanmig cam elyaf kullanilarak yikanmis ve
yikanmamis iki parametre kiyaslanmistir. Sekil 4.17.c ve Sekil 4.17.f ye bakildiginda her
ikisinde de cam elyaf ve numune pedi %5 BSA igeren immiinotampon ¢ozeltisi ile
yikanmistir. Membran ylizeyi ise Sekil 4.17.c’de yikanmamis ancak Sekil 4.17.fde %5
BSA igeren immiinotampon c¢ozeltisi ile yikanmigtir. Karsiya ulagma siirelerine
bakildiginda tiim parametreler yikanarak elde edilen sistemde karsiya ulasma siiresi 40
saniyeyi bulurken yikanmamis membranda ise 25 saniye gibi kisa siirede
gerceklesmektedir. Ancak yatay akis testlerinde istenilen analitin test ve kontrol
cizgilerini atlayarak etkilesimi saglamayacagi diistiniildiigi i¢in akis hizinin bu kadar
hizli olmasi da istenilmemektedir. Ayni zamanda Sekil 4.17.f°de yani tiim parametreler
yikanarak ozellikle yilkanmig membranda konjugasyon pedindeki AuNP’lerin membran
yiizeyinde dagilarak ilerledigi ve kars1 noktaya ulastig1 goriiliirken Sekil 4.17.c’de boyle
bir durum s6z konusu degildir. Tiim bu sonuglar goz Oniine alindiginda caligsmalar
boyunca membran yiizeyinin, numune pedinin ve cam elyafin immiinotampon ¢ozeltisi

ile yikanarak kullanilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.17. immiinotampon ¢dzeltisi ile yikamanin numune pedi ve cam elyaf iizerine etkisi,

a) Yikanmamig cam elyaf, yikanmamis membran, yikanmamis numune pedi, b)Yikanmamis cam elyaf,
yikanmamig membran, yikanmig numune pedi, ¢) Yikanmig cam elyaf, yikanmamig membran, yikanmig
numune pedi, d) Yikanmis cam elyaf, yikanmamis membran, yikanmamis numune pedi, €) Yikanmis cam
elyaf, yikanmis membran, yitkanmamis numune pedi, f) Yikanmis cam elyaf, yikanmis membran,
yikanmis numune pedi, g) Yikanmamis cam elyaf, yikanmis membran, yikanmamis numune pedi, h)
Yikanmamis cam elyaf, yikanmis membran, yikanmigs numune pedi

4.6.1. Tampon Cozeltisindeki Siikroz Optimizasyonu

Konjugasyon asamalarinda borat tamponu igerisinde kullanilan siikroz
cozeltisinin yiizdesinin konjugasyona etkisini arastirmak amaciyla %35, %10, %15 ve %20
oranlarda siikroz igeren borat tamponunun optimizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Siikroz
etkisini arastirirken ayn1 zamanda membran optimizasyonu da g6z Oniinde
bulundurulmus ve immiinotampon c¢ozeltisiyle yikanmis membran ve hicbir islem
uygulanmamis membranlar kullanilmistir. Sekil 4.18.a-h’de farkli parametrelerdeki
caligmalara ait AuNP’lerin ilk, orta ve son noktaya ulasma siireleri gosterilmektedir.

Sekil 4.18.a ve Sekil 4.18.b’de %5 siikroz iceren borat tamponu kullanilarak
konjugasyon islemi gergeklestirilmis olup, Sekil 4.18.b’deki membran immiinotampon
¢ozeltisi ile yikanmistir. Sekil 4.18.c ve Sekil 4.18.d’de %10 siikroz igeren borat tamponu
kullanilmis olup Sekil 4.18.d’deki membran immiinotampon ¢ozeltisi ile yikanmuistir.
Sekil 4.18.e ve Sekil 4.18.f'de %15 siikroz iceren borat tamponu kullanilarak
konjugasyon islemi gerceklestirilmis olup, Sekil 4.18.f’deki membran immiinotampon

¢ozeltisi ile yikanmistir. Sekil 4.18.9 ve Sekil 4.18.h’de ise %20 siikroz igeren borat
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tamponu kullanilarak konjugasyon islemi gergeklestirilmis olup, Sekil 4.18.h’deki
membran immiinotampon ¢ozeltisi ile yikanmustir.

Yapilan c¢aligmada biitlin parametreler incelendiginde membran yiizeyinin
immiinotampon c¢dozeltisiyle yikanmasimin analitin hizli bir sekilde akip gitmesini
engellemis olmakla birlikte nanopartikiillerin akisini olumlu yonde etkiledigi
goriilmiistiir. Immiinotampon ¢ozeltisiyle yikanmis membranlarin siikroz yiizdesi
degerlendirildiginde ise siikroz yiizdesi arttik¢a dzellikle %10’dan sonra yiirime hizinin
yavasladig1 ve nanopartikiillerin yiizeyde dagiliminin zorlagtigi fark edilmistir. Sekil
4.18.b,d,f,h’deki sonucglara bakilarak ideal siire ve ylizeydeki yiiriime parametresi
degerlendirildiginde %10 siikroz iceren borat tamponunun ideal bir sonug¢ verdigi
gozlenmistir. Bundan sonraki calismalarda %10 siikroz igeren borat tamponu ile

caligmalara devam edilmesi gerektigi kanisina varilmistir.

Baslangig | OrtaNoktaya | Son Noktaya

Baslangic | OrtaNoktaya  Son Noktaya OrtaNoktaya | Son Noktaya
L Ulasma Ulagma m

Ul

Baslangig Orta Noktaya | SomNokiaya Baslangic Orta Noktaya | Son Noktaya Z Orta Noktaya | Son Noktaya
Ulasma

Sekil 4.18. Tampon ¢ozeltisindeki siikkroz ve membran optimizasyonu denemeleri, a) %5 siikroz borat
tamponu, ytkanmamis membran, b) %35 siikroz borat tamponu, ytkanmis membran, ¢) %10 siikroz borat
tamponu, yitkanmamis membran, d) %10 siikroz borat tamponu, yikanmig membran, ) %135 siikroz borat
tamponu yikanmamig membran, f) %15 siikroz borat tamponu, yikanmis membran, g) %20 siikroz borat
tamponu, yitkanmamis membran, h) %20 siikroz borat tamponu, yikanmig membran.

4.6.2. Membran Optimizasyonu
Yapilan optimizasyonlar sonucu yikanmis membran kullanilmasina karar verilmis
olup, membran denemelerinde baslangicta literatiirde genellikle en ¢ok tercih edilen

yikama yiizdesi olan %5 BSA iceren immiinotampon ¢ozeltisi ile yikamalar yapilmaistir.
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Ancak membran optimizasyonunu saglamak amaciyla immiinotampon ¢ozeltisinde
kullanilacak BSA oranin1 belirlemek ve BSA’nin ylirlime hizina etkisini aragtirmak
amaciyla membran yiizeyi farkli oranlarda BSA igeren immiinotampon ¢ozeltileriyle
yikanmistir. Bu kapsamda membran yiizeyi saf su, PBS, %0,5’lik BSA, %]1’lik BSA,
%2’1ik BSA, %3’liilk BSA, %4’liik BSA ve %5’°lik BSA i¢eren immiinotampon ¢ozeltileri
ile yikanmistir ve elde edilen sonuglar Sekil 4.19.a-g’de gosterilmistir. Membran
optimizasyonuna ait ¢alismalar incelendiginde artan BSA oraninin membran yiizeyindeki
nanopartikiillerin hareketini kisitladig1 ve akis siiresini uzattigi goriilmektedir. %0,5 BSA
kullanilarak hazirlanan immiinotampon ile yapilan yikama c¢aligmalari %5 BSA
kullanilarak hazirlanan immiinotampon ¢dzeltisi ile yapilan ¢alismayla kiyaslandiginda

her artan BSA miktariyla siirelerin de dogru orantili olarak arttig1 gézlenmistir.

OrtaNoktaya | Son Noktaya Son Nol Baslangi | OrtaNoktaya  Son Nokiaya Orta Noktaya | Son Noktaya
Ulasm I Ulasma

Baghangis

Baglingi; | OrtaNoktaya | Son Noktaya Orta Noktaya | Son Noktaya Orta Noktaya | Son Noktaya
J ’ i Ul

Ona Noktaya | Son Noktaya
Ulagma

Ulayma Ulagma Ulagma Ulasma Ulasma

Sekil 4.19. Membran denemeleri a) Saf su ile yitkanmis membran, b) PBS ile yikanmig membran, ¢) %1
BSA igeren immiinotampon ile yikanmig membran d) %2 BSA igeren immiinotampon ile yikanmis
membran, €) %3 BSA igeren immiinotampon ile yikanmig membran, f) %4 BSA igeren immiinotampon
ile yitkanmig membran, g) %5 BSA i¢eren immiinotampon ile yikanmig membran

Tez c¢aligmasinda membran optimizasyonunda arastirilmasi gereken diger bir
parametre de Tween-20 oranlarinin yiiriime hizina etkisi olmustur. Her bir BSA
yiizdesiyle farkli oranlardaki Tween-20 miktarlarinin yiiriime hizina olan etkisi
incelenmistir. Sirastyla %0,01, %0,025, %0,050, %0,075 ve %0,100 oranlarindaki
Tween-20 miktarlart kullanilarak ¢calisilmistir. Sekil 4.20.a-e’de sirastyla %0,01, %0,025,
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%0,050, %0,075 ve %0,100 oranlarindaki Tween-20 iceren ve %0,5 BSA ile yikanmig

membranda yiiriitme ¢alismalarina ait sonuglar ifade edilmektedir.

‘ Baslangic  OrtaNoktaya  Son Noktaya Baglangic | OnaNoktaya = Soa Noktaya Baglangic Orta Noktaya | Som Nokuya Baglangic | Orta Noktaya | Son Noktaya Baslangic  Orta Noktaya | Son Noktaya
Ulas Ulasm Ulasm Ulasma Ulasma Ulasma Ulasma Jlasma asma

Sekil 4.20. %0,5 BSA ile yikanmig membran a) %0,01 Tween-20, b) %0,025 Tween-20, c) %0,050
Tween-20, d) %0,075 Tween-20 ve e) %0,100 Tween-20

Sekil 4.21°de %1 BSA ile yikanmis membran ve sirasiyla %0,01, %0,025,
%0,050, 9%0,075 ve %0,100 oranlarindaki Tween-20 kullanimina ait ¢aligmalarin
sonuglar1 ifade edilmektedir. Sekil 4.21.a.’da %1 BSA ve %0,01 Tween-20, Sekil
4.21.b.’de %1 BSA ve %0,025 Tween-20, Sekil 4.21.c.’de %1 BSA ve %0,050 Tween-
20, Sekil 4.21.d.’de %1 BSA %0,075 Tween-20 ve Sekil 4.21.e.’de ise %1 BSA ve

%0,100 Tween-20 oranlarina ait ¢aligmalar gdsterilmektedir.

Baglangig Orta Noktaya  Son Noktaya Nokta Son ) Baslangic Orta Noktaya | Son Noktaya
Jlas Ulasma a J Ulagma

Ulagma Ulagma Ulagma

Sekil 4.21. %1 BSA ile yikanmig membran a) %0,01 Tween-20, b) %0,025 Tween-20, ¢) %0,050 Tween-
20, d) %0,075 Tween-20 ve €) %0,100 Tween-20

Diger bir parametrede ise %2 BSA ile yikanmig membranda sirasiyla %0,01,
%0,025, %0,050, %0,075 ve %0,100 oranlarindaki Tween-20 oranlar1 denenmistir. Bu
degerlendirmelere ait sonuglar Sekil 4.22 a-e’de gosterilmektedir. Sekil 4.23. a-e’de ise
%3 BSA igeren immiinotampon c¢ozeltisi ile yitkanmis membran kullanilarak farkli
oranlardaki (%0,01, %0,025, %0,050, %0,075 ve %0,100) Tween-20 oranlarinda yapilan

calismalar gosterilmektedir.
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Baglngic  OraNoktaya | SonNoktaya ~ Baslangic | OrtaNoktaya | Sou Noktaya Baglangic | OrtaNoktaya | SonNoktaya | Beslangic | OrtaNoktaya | Son Noktaya Baslangic | OrtaNoktaya | Son Noktaya
U Ulas Ulasma Ulagma Ulasma Ulasma Ulasma sy 3

Sekil 4.22. %2 BSA ile yikanmig membran a) %0,01 Tween-20, b) %0,025 Tween-20, ¢) %0,050 Tween-
20, d) %0,075 Tween-20 ve €) %0,100 Tween-20

Orta Noktaya | Son Noktaya Orta Noktaya | Son Noktaya
lasa Ula

Baglangig

Orta Noktaya | Son Noktaya Balangig Baglangic | Orta Noktaya ~ Son Noktaya
Ulasma Ulasma

Sekil 4.23. %3 BSA ile yikanmig membran a) %0,01 Tween-20, b) %0,025 Tween-20, ¢) %0,050 Tween-
20, d) %0,075 Tween-20, e) %0,100 Tween-20

BSA orani artirilarak yapilan caligmalarda %4 BSA ile yikanmis membranda yine
ayni oranlardaki (%0,01, %0,025, %0,050, %0,075 ve %0,100) Tween-20’ler
kullanilarak elde edilen veriler Sekil 4.24.a-¢’de sunulmustur.

Baglangic Orta Noktaya | Son
U

OrtaNoktaya = Son Noktaya Noktaya Baglangi¢ OrtaNoktaya | Son Noktay Baslangi; Orta Noktaya | Son Noktaya Baslangig Orta Noktaya | Son Noktaya
Baglangig Y U U » 1l i i
o 150, s 0] o n lasm

Sekil 4.24. %4 BSA ile yikanmig membran a) %0,01 Tween-20, b) %0,025 Tween-20, ¢) %0,050 Tween-
20, d) %0,075 Tween-20, e) %0,100 Tween-20

Sekil 4.25’te ise %5 BSA ile yikanmig membran ve sirastyla %0,01, %0,025,
%0,050, %0,075 ve %0,100 oranlarindaki Tween-20’ye ait ¢aligmalar ifade edilmektedir.
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Sekil 4.25.a> da %5 BSA ve %0,01 Tween-20, Sekil 4.25.b°de %5 BSA ve %0,025
Tween-20, Sekil 4.25.c’de %5 BSA ve %0,050 Tween-20, Sekil 4.25.d’de %5 BSA,
%0,075 Tween-20 ve Sekil 4.25.¢.’de ise %5 BSA ve %0,100 Tween-20 oranlarina ait

calismalar gosterilmektedir.

aslangic | Orta Noktaya | Son Noktaya
Jlagn m

Baglangic  OrtaNoktaya | Son Noktaya |
Ulasma |

Ulasma

Sekil 4.25. %5 BSA ile yikanmig membran a) %0,01 Tween-20, b) %0,025 Tween-20, ¢) %0,050 Tween-
20, d) %0,075 Tween-20, e) %0,100 Tween-20

Optimizasyonlar sonucu test kitinde yiiriitmelerin siireleri incelendiginde Tween-
20 orani arttik¢a nanopartikiillerin membran ylizeyindeki yiiriime siireleri azalmistir.
Tween-20 oranmnin artmasi ile yiiriime siiresinin ters orantili olarak hareket ettigi
gozlenmistir. Bu kapsamda yapilan ¢aligmalarda membran yiizeyinde akis siiresi ve
konjugasyon pedindeki AuNP’lerin yiizeyde dagilma oranlarina bakildiginda en ideal
kosulun %3 BSA ve %0,050 Tween-20 iceren immiinotampon ¢ozeltisi oldugu

gozlenmistir. Bundan sonraki ¢aligmalarda bu parametrelerle devam edilmistir.

4.7. Kalitatif Tayin Calismalar:

Sekil 4.26’da gosterildigi gibi LFA tasarimi1 4 temel bilesenden olugmaktadir.
LFA sisteminde kalitatif ve kantitatif tayinin yapilabilmesi i¢in yani test ve kontrol
cizgilerinin elde edilmesi i¢in gerekli olan membran, konjugasyon pedi, numune pedine
ait optimizasyonlar yapildiktan sonra elde edilen verilerle BH tayinine yonelik LFA test
kitinin bagaril bir sekilde galisip ¢alismadigi kontrol edilmistir. Tez ¢alismasinda hedef
analit olan BH’nin kalitatif ve kantitatif tayini i¢in yapilan optimizasyonlar ise agagida

detayl bir sekilde sunulmustur.
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Atik Pedi

Membran

Numune Pedi . /

Test Kontrol
Cizgisi  ¢izgisi

Konjugasyon Pedi

Sekil 4.26. Genel LFA tasarimi

4.7.1. Kontrol Cizgisi Optimizasyonu

Kontrol ¢izgisi optimizasyonu i¢in membran ylizeyine yazdirilan antikor miktari
ve yazdirma islemindeki cizgilerin homojen dagilmasi i¢in optimizasyon caligmalari
yapilmistir. Bu kapsamda en belirgin kontrol ¢izgisi eldesi igin farkli miktarlarda
antikorlarla calisilmigtir. Konjugasyonda 20 mL AuNP 9000 rpm’de 40 dk santrifiij
yapilmigtir. Uzerine 100 pL borat tamponu daha sonra 100 pL %1 BSA igeren borat
tamponu ve 2,5 pL m-BH antikoru eklenmistir. 20 dakika 25 °C ve 640 rpm’de sogutmali
calkalayicida karistirildiktan sonra 100 puL %10 siikroz igeren borat tamponu eklenmistir.
Cizelge 4.1’de kontrol ¢izgisi calismalarinda kullanilan miktarlar gosterilmektedir.
Belirtilen miktarlarda antikorlar kullanarak elde edilen kontrol ¢izgileri Sekil 4.27°de

gosterilmektedir.

Cizelge 4.1. Kontrol ¢izgisi miktarlart (Etil alkol kullanimi dncesi)

Kontrol Cizgisi
Antikor miktar1 3 uL ikincil antikor (Kegi-Tavsan)
PBS 10 uL

Membran uzunlugu 4,5 cm

Sekil 4.27. Kontrol ¢izgisi optimizasyon ¢alismalar: (Etil alkol kullanimi 6ncesi)
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Yazdirma sirasinda kontrol c¢izgisi bolgesindeki antikorun gereginden fazla
dagildigr goriilmiistiir. Geleneksel kontrol ¢izgisi goriintiisiinden uzak kontrol ¢izgisi
goriintlisiinli yok etmek ve daha ¢izgisel forma sahip bir goriintii elde etmek i¢cin yapilan
literatiir aragtirmasi sonucu antikor ¢ozeltisine %1-10 oraninda alkol (etil alkol, izopropil
alkol veya metil alkol) (Millipore, 2013) eklenmesine karar verilmistir. Bu tez
caligmasinda test ve kontrol ¢izgilerinin membran yiizeyine yazdirilmasinda etil alkol

kullanimina karar verilmistir.

Cizelge 4.2. Kontrol ¢izgisi miktarlari (Etil alkol kullanimi sonrasi)

Kontrol Cizgisi
Antikor miktar1 3 uL ikincil antikor (Keg¢i-Tavsan)
PBS 10 uL
Etil alkol 2 uL

Membran uzunlugu 4,5cm

Cizelge 4.2°de ifade edilen miktarlardaki kontrol ¢izgileri LFA sisteminde
kullanilacak olan membranda farkli bolgelere yazdirilarak kontrol c¢izgisindeki
siddetindeki degerlerine gore ¢izgi yerine karar verilmistir. Sekil 4.28.a’da kontrol ¢izgisi
antikoru test ¢izgisi bolgesine, Sekil 4.28.b’de kontrol ¢izgisi antikoru test ¢izgisi ve
kontrol ¢izgisinin orta bolmesine, Sekil 4.28.c’de kontrol ¢izgisi antikoru, kontrol ¢izgisi
bolmesine ve en son olarak da Sekil 4.28.d’de kontrol ¢izgisi antikoru hem test ¢izgisi

bolmesine ve hem de kontrol ¢izgisi bolmesine yazdirilmstir.

Kontrol
Cizgisi

Test Cizgisi

Sekil 4.28. Kontrol ¢izgisi optimizasyon ¢aligmalari (Etil alkol kullanimi sonrast)
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Sonuglar incelendiginde kontrol ¢izgisi bolgesi olarak konjugasyon pedine en
uzak ve atik pedine yakin olan bolgedeki kontrol ¢izgisi siddetinin en belirgin ve en ideal
oldugu bolgeye karar verilmistir. Ayrica kullanilan yaklasik %10’luk etil alkol ile de daha
homojen ve daha diizgiin ¢izgiler elde edildigi gézlenmistir. Yazdirma parameterlerinin
belirlenmesinde yapilan bagka bir optimizasyon denemesinde ise kontrol ¢izgisi
yazdirmasinda yazdirma igleminin ¢ift atim ile mi tek seferde mi yapilmasi gerektigine
karar verilmistir. Bunun i¢in Cizelge 4.3’te gosterilen miktarlar kullanilarak Sekil 4.29’da

cizgiler elde edilmistir.

Cizelge 4.3. Farkli yazdirma parametrelerinde kullanilan kontrol ¢izgisi miktarlar:

Kontrol Cizgisi Cift Cizim Tek Cizim

Antikor miktar1 3 uL (ikincil antikor/keci-tavsan) 3 pL ikincil antikor (kegi-tavsan)
PBS 10 uL 10 uL
Etil alkol 2 uL 2 uL
Membran uzunlugu 4,5 cm 45cm

Cift Tek

Cizim Cizim

| —

Kontrol Cizgisi | =

Sekil 4.29. Farkli yazdirma parametreleri kullanilarak elde edilen kontrol ¢izgileri

Elde edilen kontrol ¢izgilerinin sinyal siddetleri kolorimetrik okuyucu cihaziyla

okunmus ve elde edilen veriler Sekil 4.30’da sunulmustur.
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500

400

300

Siddet, mV

200 A

100

Tek Cizim Cift Cizim

Yazdirma parametreleri

Sekil 4.30. Kontrol ¢izgisi optimizasyonunda farkli parametrelerde yazdirma ¢esitlerine karsi elde edilen
kolorimetrik okuyucu ile dlgiilen sinyal siddetleri

Yazdirma optimizasyonunda ¢ift ¢izimle elde edilen sinyal siddetinin fazla oldugu
gozlenmistir. Ancak iki deger arasinda biiyiikk bir fark gozlenmemistir. Yazdirma
asamasinda antikorun etkinliginin azalmamasi ve zaman kaybi olmamasi agisindan bu
calismada tek seferde yazdirma ile antikorlarin membran yiizeyine yazdirilmasi
gerceklestirilmistir.  Kontrol —¢izgisi optimizasyonunda antikorlarin  membrana
yazdirilmast sirasinda PBS ve borat tamponundaki dagilimlarinin hassasiyete etkisi
incelenmistir. Ayn1 zamanda bu parametrelerde konjugasyonda alkol kullaniminin da

sinyal siddetine olan etkisi arastirilmistir.

Cizelge 4.4. Tampon ¢6zeltisi denemelerinde kullanilan test ve kontrol gizgileri

Kontrol Cizgisi PBS Borat Tamponu

Antikor miktart 5 uL ikincil antikor (kegi-tavsan) 5 pL ikincil antikor (kegi-tavsan)
Tampon 9 uL 9 uL

Etil alkol 1uL 1uL

Membran uzunlugu 4,5cm 45cm

Cizelge 4.4’te belirtilen miktarlarda hazirlanan test ¢izgilerinin yani sira bu
parametrelerde iki farkli konjugasyonda ortama etil alkoliin eklenmesiyle alkoliin
konjugasyona etkisi incelenmistir. Bunun i¢in hazirlanan konjugasyon ¢ozeltileri ve elde

edilen sonuglar Cizelge 4.5 ve Sekil 4.31°de gosterilmektedir.
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Cizelge 4.5. Tampon ¢ozeltisi denemelerinde kullanilan konjugasyon miktarlari

Konjugasyon 1. Konjugasyon 2. Konjugasyon
AUNP miktar1 10 mL 10 mL

Antikor miktar1 (m-BH) 1,25 puL 1,25 pL

Borat tamponu 50 uL 50 uL

Borat tamponu %1 BSA 50 uL 50 uL

Borat tamponu %10 siikroz 100 pL 100 uL

Etil Alkol 15 pL -

a :PBS

b: PBS+Alkol
c: Borat

d: Borat +Alkol

Kontrol
Cizgisi

Sekil 4.31. Farkli tampon ve farkli konjugasyon ¢6zeltileri kullanilarak elde edilen kontrol ¢izgileri

Elde edilen LFA sistemlerindeki testlerin sinyal siddetleri kolorimetrik okuyucu

cihaziyla 6l¢iilmiis ve elde edilen sonuglar Sekil 4.32°de sunulmustur.
500 -
400 4

300 +

Siddet, mV
E

100

PBS PBS+Alkol Borat Borat+Alkol

Optimizasyon parametreleri

Sekil 4.32. Kontrol ¢izgisi optimizasyonunda kontrol ¢izgisi ve konjugasyonunda uygulanan farkli
parametrelerin kolorimetrik okuyucu ile 6lgiilen sinyal siddeti



55

Grafikte verilen degerler incelendiginde yazdirma sirasinda antikor ¢ozeltisinin
PBS ¢ozeltisi ile hazirlanmasiyla elde edilen sinyal siddetinin borat tamponuyla elde
edilen degerden daha fazla oldugu gozlenmistir. Konjugasyonda alkol kullaniminin
kontrol ¢izgisi siddetine olan etkisi incelendiginde ise sonucun PBS kullanimiyla elde
edilen deger ile arasinda herhangi bir fark gézlenmemistir. Bu veriler dogrultusunda
kontrol ¢izgisi yazdirma asamalarinda PBS tamponunda hazirlanan ikincil antikorun
kullanilmasina karar verilmistir. Kontrol ¢izgisi optimizasyonunda kontrol ¢izgisinin yeri
ve kullanilacak tampon ¢ozeltilerine karar verildikten sonra farkli ¢alismalar sonucu elde

edilen ideal kontrol ¢izgilerine ait fotograflar Sekil 4.33’te sunulmustur.

lm’s"‘ I LRI

|
'l
m |

Sekil 4.33. Farkl1 kontrol ¢izgisi ¢calismalari (Tween-20 kullanimi)

LFA sistemlerinde yiizey aktif madde olarak birden c¢ok siirfektan
kullanilmaktadir. Bunlarin basinda Tween-20, Triton X-100 gibi yiizey aktif maddeler
gelmektedir. Bu tez kapsaminda yapilan c¢alismalarda Tween-20 kullanilmistir.
Hassasiyeti artirmak amaciyla Tween-20 (%0,05) ile ayni oranda Triton X-100 (%0,05)
denenmistir. Tween-20 kullanilarak elde edilen c¢izgiler Sekil 4.33’de Triton X-100
kullanilarak elde edilen ¢izgiler ise Sekil 4.34’te gosterilmistir. Sekil 4.34’ten de
goriildiigii tizere Triton X-100 kullanilarak yapilan ¢alismada Triton X-100 ortamdaki
siringa kaynakl (piiskiirtme esnasinda) hatalar1 da tiim ayrintilariyla ortaya ¢ikarmistir.
Bu kapsamda bu tez galismasinda yiizey aktif madde olarak Tween-20 kullanilmasina

karar verilmis ve ¢alismalara Tween-20 ile devam edilmistir.
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Sekil 4.34. Farkli kontrol ¢izgisi ¢caligmalari (Triton X-100 kullanimi)

4.7.2. Numune Pedi, Cam Elyaf ve Membran Optimizasyonun Test ve Kontrol

Cizgilerine Etkisi

Optimizasyonu yapilan ana bilesenlere elde edilen optimum parametrelerin test ve
kontrol ¢izgilerine olan etkilerini arastirmak amaciyla yapilan denemeler asagida ifade
edilmistir. Cizelge 4.6°da belirtildigi gibi 10 mL AuNP alinarak 9000 rpm’de 40 dakika
santrifiij edildikten sonra ¢okelti (yaklasik 0,2 mL) alinarak ¢okeltiye 1,25 pL. m-BH
antikoru eklenmis, 20 dakika +4 °C’de 640 rpm’de sogutmali karistiricida karigtirilmastir.
Daha sonra ortama 150 pL borat tamponu (pH 9,2) ve 50 puL %1 BSA igeren borat
tamponu eklenmis ve 20 dakika daha +4 °C’de 640 rpm’de sogutmali karistiricida
karistirmaya devam edilmistir. Cozeltiye en son 50 uL %10 siikroz iceren borat tamponu
eklenerek elde edilen c¢ozeltiye cam elyaf daldirilarak konjugasyon islemi
tamamlanmistir. Yikanan cam elyaf 50 mbar vakum altinda 30 °C’de 1 saat vakumlu

etlivde kurumaya birakilmistir.

Cizelge 4.6. immiinotamponla yikamanin etkisinde kullanilan konjugasyon miktarlart

Konjugasyon

AuNP miktar1 10 mL
Antikor miktar1 (m-BH) 1,25 L
Borat tamponu 150 uL

Borat tamponu %1 BSA 50 pL
Borat tamponu %10 siikroz 50 uL

Test ve kontrol ¢izgilerinin yazdirilmasi igin kullanilan membrana Cizelge 4.7°de

belirtilen miktarlarda test ve kontrol ¢izgisi ¢ozeltileri yazdirilmistir. Test ¢izgisi i¢in 5
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uL m-BH, 9 uL PBS ve 1 pL etil alkol kullanilarak hazirlanan ¢ozelti siringa yardimiyla
9 cm uzunlugundaki membran ylizeyine yazdirilmistir. Kontrol ¢izgisi i¢in 5 pL ikincil
antikor (kegiye kars1 tavsan), 9 uLL PBS ve 1 pL etil alkol kullanilarak hazirlanan ¢ozelti
siranga yardimiyla membran yiizeyine yazdirilmistir. Yazdirma islemi yapilan membran,
%3 BSA igeren immiinotampon ¢ozeltisi kullanilarak inkiibator karistiricida 500 rpm’de
15 dakika karigtirilarak 37 °C’de 2 saat etiivde kurutulmustur. Kurutulan membran +4

°C’de kapal1 bir sekilde 24 saat muhafaza edildikten sonra bu siire sonunda kullanilmaya

baslanmustir.
Cizelge 4.7. Test ve kontrol ¢izgisi miktarlar
Cizgiler Test Cizgisi Kontrol Cizgisi
Antikor miktari/gesidi 5 pL m-BH 5 pL ikincil antikor (kegi-tavsan)
PBS 9uL 9uL
Etil alkol 1 uL 1 uL
Membran uzunlugu 9cm 9cm

Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.7°de ifade edilen miktarlar kullanilarak yapilan
denemelerde kullanilan membran ve konjugasyon materyallerinin yikama parametreleri
degistirilmistir. Sekil 4.35’te gdsterilen sonuglarda kullanilan membran %3 BSA iceren
immiinotampon ¢ozeltisi ile yikanmistir. Diger parametrelerden farkli olarak
konjugasyonda kullanilan cam elyaf herhangi bir 6n yikama islemi yapilmadan direk
konjugasyon ¢ozeltisiyle yikanmis 30 °C’de 50 mbar basing altinda vakumlu etiivde 1

saat kurumaya birakilmistir.

PBS 100 300

-

Sekil 4.35. Yikanmis membran, yikanmamis cam elyaf kullanilarak elde edilen LFA’larda PBS, 100
ng/mL ve 300 ng/mL BH ¢ozeltilerinin yiiriitiilmesi sonucu elde edilen test ve kontrol ¢gizgileri
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Test kitinde hassasiyet ve segiciligin saglanmasi i¢in membran ve cam elyafa
uygulanan yikama parametreleri olduk¢a onemlidir. Bu kapsamda sisteme yikamanin
etkisini arastirmak amaciyla ortamda analitin olmadigi tampon ¢ozeltisi (sadece PBS)
LFA sisteminde ylriitiilmis ve pozitif sonu¢ alinmistir. Analit olmamasindan dolay1 bu
durum yanlis pozitif olarak adlandirilmaktadir. Sensor performansini degerlendirmek
amaciyla ortama 100 ng/mL BH ¢ozeltisi eklenmis ve daha sonra derisim daha da
artirtlarak 300 ng/mL BH ¢ozeltisi eklenmistir. 100 ng/mL ve 300 ng/mL BH
¢ozeltilerinin eklenmesiyle yapilan yiiriitmelerde test bolgesindeki sinyal siddetlerinde
bir degisiklik gozlenememistir. Yani Sekil 4.35’te de goriildiigii lizere yikanmis membran
ve herhangi bir 6n isleme tabi tutulmamig cam elyaftan elde edilen sonuglarda tim LFA
sistemlerinde test ve kontrol ¢izgileri elde edilmis fakat elde edilen sensoriin test
hassasiyeti bulunmamaktadir. Ortamda hedef analit (BH) yokken bile pozitif sonug
verdigi ve aranan analit derisimlerinde orantili bir test siddeti vermedigi gdzlenmistir.

Bu amagla yapilan baska bir optimizasyon ¢aligmasinda ise membrana herhangi
bir 6n islem yapilmamis olup, cam elyaf immiinotampon ¢6zeltisi ile yikanmigtir. Sekil
4.36’da gosterildigi gibi elde edilen LFA kitlerinde ortamda hedef analit yokken sadece
saf su ve PBS yiritildiginde yanlis pozitif diye adlandirilan durumla yine
kargilagilmistir. 100 ng/mL’nin iizeri calismalarin aksine bu sefer daha diisiik
derisimlerde (10 ng/mL, 50 ng/mL) calisilmigtir. Diger analit konsantrasyonlarinda da
test siddetlerinde orantili bir siddet gozlenememistir. Yani hangi konsantrasyonda
calisilirsa caligilsin test ¢izgisinde elde edilen sinyalin siddeti hemen hemen hepsinde
aynidir. LFA sistemlerinde secicilik ve hassasiyetin saglanabilmesi ve dogru sonug
alabilmek i¢in yikama parametrelerinin dogru belirlenmis olmasi gerekmektedir. Bu
amagla bu sistemlerde BSA gibi bloklayic1 ajanin kullanilmasiyla spesifik olmayan
etkilesimleri en aza indirip sensor performansini artirmak amaglanmaktadir (Parolo vd.,

2020).
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Saf Su PBS 10 50 100

Sekil 4.36. Yikanmamig membran, yikanmig cam elyaf kullanilarak elde edilen LFA’larda saf su, PBS,
10 ng/mL, 50 ng/mL ve 100 ng/mL BH ¢o6zeltilerinin yiiriitiilmesi sonucu elde edilen test ve kontrol
cizgileri

Cizelge 4.6 ve Cizelge 4.7°deki ifade edilen degerler kullanilarak yapilan
denemelerde membran ve cam elyafa uygulanan yikama parametreleri degistirilmistir.
Sekil 4.37°de gosterilen LFA’da membran ve konjugasyonda kullanilan cam elyafa
herhangi bir 6n yikama islemi yapilmadan deneme yapilmistir. Elde edilen sonuglara
bakildiginda test ve kontrol ¢izgilerinin oldugu bdlgelerde pembe rengin aksine beyaz
renkli ¢izgiler elde edilmistir. Literatiirde “Hayalet Cizgi” (Ghost Line) diye adlandirilan
bu olay bir antikorun hareketsiz hale getirildigi beyaz bir nokta ve onu gevreleyen kirmizi
bir arka planin varlig1 olarak ifade edilmektedir. LFA sistemlerinde bu durumun ortaya
cikmasinin sebebi olarak da test ¢izgisi izerinde konjugati iten yiiksek konsantrasyondaki
yakalama antikorunun olmast ileri siiriilmektedir (Seele vd., 2023). Ortamda herhangi bir
bloklayici ajanin olmamasi, membran ve cam elyafin BSA ile bloklanmamasi sonucu test

cizgisindeki antikor miktarinin fazla gelmesine sebep olmustur.

| Test Cizgisi | | Kontrol Gizgisi |

Vo

Sekil 4.37.Y1kanmamis membran ve yikanmamis cam elyaf kullanilarak elde edilen LFA’da 100 ng/mL
BH ¢ozeltisinin yiiriitiilmesi sonucu elde edilen test ve kontrol ¢izgileri
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Immiinotampon ¢dzeltisinin kullanilmasinin  &neminin anlasilmas1 iizerine
yapilan g¢alismada Cizelge 4.1 ve Cizelge 4.2’deki miktarlar kullanilarak bu sefer
membran ve cam elyaf %3 BSA igeren immiino tampon ¢6zeltisi ile yikanmistir. Elde
edilen LFA sisteminde PBS ve 100 ng/mL konsantrasyonundaki hedef analit BH
cozeltileri yiriitiilmistiir. Elde edilen sonuclar Sekil 4.38’de gosterilmektedir.

PBS 100

Sekil 4.38. Yikanmis membran, yikanmis cam elyaf kullanilarak elde edilen LFA’larda 100 ng/mL BH ve
PBS ¢ozeltilerinin yiriitiilmesi sonucu elde edilen test ve kontrol ¢izgileri

BSA kullanilarak yikanmis membranlarda istenilen bloklama islemleri yapilmis
olup test ve kontrol ¢izgileri PBS ve 100 ng/mL degerlerinde kismen farkli elde edilmistir.
Ancak ortamdaki BSA fazlalig1 ve altin nanopartikiillerin boyutlarinin biiyiikligiinden
dolay1r agregasyon gozlenmis ve pembe renkteki altinlar agregasyon sonucu test
bolgelerinde koyu gri renk olusturmustur. Diger parametrelerde agregasyon ile ilgili
herhangi bir sorun yasanmazken cam elyafin yikanmasi halinde ortamdaki BSA
miktarinin artis1 agregasyonu beraberinde getirmistir. Agregasyon sorununu ¢dzmek
amaciyla literatiirde de ifade edildigi gibi konjugasyon asamasinda ortamdaki tampon
¢ozelti pH’sin1 kullanilan antikorun izoelektrik noktasinda +1 oraninda segmek gerektigi
yani izoelektrik noktasinin sifir oldugu noktaya yakin olmasi gerektigi anlagilmistir
(Millipore, 2013). LFA sisteminde konjugasyon asamasinda kullanilan antikorun
pH’sinin 7,2 olmasindan dolay1 pH’s1 9,2 olan borat tamponunun pH’s1 7,4’¢ ¢ekilerek
bundan sonraki c¢aligmalarda bu degerden devam edilmistir. Yikama optimizasyonu
calismalarinin test ve kontrol ¢izgilerine etkisine bakildiginda membran, cam elyaf ve

numune pedinin yikanarak kullanilmasinin test hassasiyeti ve test sonucunu olumlu yonde
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etkiledigi goriilmistiir. Bundan sonraki tiim calismalarda bu parametrelerde devam

edilmistir.

4.7.3. Topaklanma (agregasyon) testi

Kolloidal siispansiyonlar (AuNP) termodinamik olarak kararsiz ve topaklanma
egiliminde oldugundan, kontrolleri 6nem arz etmektedir. Nanopartikiillerin toplanmasini
onlemek amaciyla onlar1 negatif veya pozitif yiiklii kiigiik molekiillerle kaplayarak
elektrostatik olarak stabil hale getirmek bilinen yaygin bir yontemdir. Ortamda yeterince
Iyonik giiciin bulundugu sulu ¢ozeltilerde elektrostatik itme sonucu stabiliteyi saglamak
amaciyla tuz kullanarak agregasyon yapilmaktadir (Pamies vd., 2014). Topaklanma testi
olarak bilinen bu testte de en temel amag AuNP’lerin konjugasyonu igin gereken
minimum antikor miktarinin bulunmasidir. Bu testin ¢alisma prensibi de AuNP’lerin
yiizeylerinin tamamen antikorlarla fonksiyonlandirildigini anlamak amaciyla NaCl
kullanilmasidir.

Agregasyon testi i¢in her bir ependorfa 150 pL AuNP ¢ozeltisi alinarak tizerlerine
borat tamponu ile hazirlanan farkli derisimlerde (0, 10, 25, 50, 100, 150, 200 pg/mL) anti-
BH antikor ¢ozeltilerinden 10’ar pL eklenerek 600 rpm’de termal karistiricida 20 dakika

karismaya birakilmistir. Elde edilen ¢ozeltilere ait resimler Sekil 4.39°da gosterilmistir.

0 ng/mL 10 pg/mL 25 pg/mL 50 pg/mL 100 pg/mL 150 pg/mL 200 pg/mL

== P ?ﬁﬁ e PEE— ——

Sekil 4.39. Altin agregasyon testi. Farkli derisimlerde hazirlanan (0, 10, 25, 50, 100, 150, 200 pg/mL)
poliklonal anti-BH antikoru igeren ¢ozeltilere ait gorintiiler

Elde edilen her bir ¢ozeltiye kiitlece %10’luk NaCl ¢ozeltisinden 20 uL
eklendikten sonra termal Kkaristirici yardimiyla 10 dakika daha karistirma islemi
yapilmistir. Ortama NaCl ilavesinden sonra AuNP’deki degisimler kontrol edilmistir.
Antikorla konjuge olmamis nanopartikiiller NaCl ile agregasyona sebep olmaktadir. O

ug/mL, 10 ug/mL ve 25 ug/mL derisimlerindeki antikor ¢ozeltisi ilave edilen AuNP
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cozeltilerinin NaCl ilavesinden sonraki degisimlerine bakildiginda pembe olan ¢dzelti
renklerinin laciverte doniistiigii, 50 pg/mL derisiminde antikor ¢ozeltisi ilave edilen
AUNP c¢ozelti renginin ise mor renk aldig1 gozlenmistir. Sonuglar degerlendirildiginde
belirtilen derisim araliklarinda kullanilan antikor miktarlarinda topaklanmanin
gozlemlendigi ve calisma icin uygun aralik olmadigi anlagilmistir. 100 pg/mL
derisimindeki antikor ¢ozeltisi ilave edilen AuNP ¢ozeltisinde ise rengin ¢ok belirgin
olmamakla birlikte hafif bir mor renge doniistiigii gozlenmistir. 150 pg/mL ve 200 pg/mL
derisimlerindeki antikor ¢6zeltisi ilave edilen AuNP ¢ozeltilerinde ise herhangi bir renk
doniislimii  gozlenmemis olup nanopartikiil yiizeylerinin antikorlar tarafindan
cevrelendigi ve NaCl ilavesinden sonra herhangi bir topaklanmanmn olmadig:
gbzlenmistir. Bu calismada 150 pg/mL derisimindeki antikor ¢ozeltisi ilave edilen AuNP
¢ozeltisinin derigsimi (yani 18 kat seyreltilmis) antikor ¢6zeltisinin derisimi ideal miktar
olarak belirlenmis ve calismalarda bu deger kullanmilmistir. NaCl ilavesinden sonra

¢ozeltilerde meydana gelen renk doniistimiine ait resimler Sekil 4.40°da gosterilmistir

0 pg/mL 10 pg/mL 25 pg/mL SOpg/mL 100 pg/mL 150 pg/mL 200 pg/mL

'L §

Sekil 4.40. Altin agregasyon testi. Farkli derisimlerde hazirlanan (0, 10, 25, 50, 100, 150, 200 pg/mL)
poliklonal anti-BH antikoru igeren ¢ozeltilere %10°luk NaCl eklenmesi sonrasi meydana gelen
degisimlere ait goriintiiler

Agregasyon testinde kullanilan ¢ozeltilerin her birinin ortama NaCl ilavesi dncesi
ve sonrast UV Olglimleri alinmis ve elde edilen veriler Sekil 4.41 - Sekil 4.50°de

sunulmustur.
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Sekil 4.41. Saf AuNP, 0 ug/mL BH antikor-AuNP ¢ozeltisinin ve 0 pg/mL BH antikor-AuNP ¢6zeltisine
NaCl ¢ozeltisi eklendikten sonraki UV dlgtimleri
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Sekil 4.42. Saf AuNP, 10 pg/mL BH antikor-AuNP ¢6zeltisinin ve 10 pg/mL BH antikor-AuNP
¢Ozeltisine NaCl ¢ozeltisi eklendikten sonraki UV Olgiimleri



0.05 4

—— Saf AuNP
— 25 ng/mL
— 25 pg/ml. + NaCl
0.04 <
=
<
o 0.03 5
=)
<
i)
=
=]
[72]
< 0027
0.01
0.00 T T T T T T T T T 1
400 450 500 550 600 6350

Dalgaboyu, nm

Sekil 4.43. Saf AuNP, 25 pg/mL BH antikor-AuNP ¢ozeltisinin ve 25 pg/mL BH antikor-AuNP
¢ozeltisine NaCl ¢ozeltisi eklendikten sonraki UV dl¢iimleri
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Sekil 4.44. Saf AuNP, 50 ng/mL BH antikor-AuNP ¢6zeltisinin ve 50 ug/mL BH antikor-AuNP
¢ozeltisine NaCl ¢ozeltisi eklendikten sonraki UV ol¢limleri
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Sekil 4.45. Saf AuNP, 100 pg/mL BH antikor-AuNP ¢6zeltisinin ve 100 pg/mL BH antikor-AuNP
¢ozeltisine NaCl ¢ozeltisi eklendikten sonraki UV dl¢iimleri
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Sekil 4.46. Saf AuNP, 150 pg/mL BH antikor-AuNP ¢6zeltisinin ve 150 ug/mL BH antikor-AuNP
¢Ozeltisine NaCl ¢ozeltisi eklendikten sonraki UV Olgiimleri
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Sekil 4.47. Saf AuNP, 200 pg/mL BH antikor-AuNP ¢6zeltisinin ve 200 pg/mL BH antikor-AuNP
¢oOzeltisine NaCl ¢6zeltisi eklendikten sonraki UV dl¢iimleri
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Sekil 4.48. Farkli derisimlerdeki BH antikor-AuNP ¢ozeltilerinin UV 6lgiimleri (EK 2’de verilmistir)
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Sekil 4.49. Farkli derisimlerdeki BH antikor-AuNP ¢6zeltilerine NaCl ¢6zeltisi ilavesi sonrasi elde edilen
UV olgiimleri (EK 3’te verilmistir)
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Sekil 4.50. Farkli derisimlerdeki BH antikor-AuNP ¢ozeltileri ve NaCl ¢ozeltisi ilavesi sonrast elde
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edilen tiim ¢ozeltilerin UV 6lgtimleri (EK 4’te verilmistir)
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Sekil 4.51. 530 nm’deki absorbans degerinin 580 nm’deki absorbans degerinden ¢ikarilmasiyla elde
edilen ¢ubuk grafikler (Ambrosi vd., 2009; Parolo vd., 2020)

Grafiklerde de gosterildigi tizere (Sekil 4.41 - Sekil 4.45) NaCl ilavesi sonrast UV
degerlerinin 0 pg/mL, 10 pg/mL, 25 pg/mL, 50 pg/mL ve 100 pg/mL derisimlerinde
artti@1, yani maksimum absorbans pikinin saga dogru kaydigi gézlenmistir. 150 pg/mL
ve 200 ug/mL degerlerinde (Sekil 4.46 ve Sekil 4.47) ise dalgaboyunun degismedigi
gozlenmistir. Altin nanopargaciklarin optik 6zellikleri, parcaciklar toplandiginda, her
parcacik ylizeyinin yakinindaki iletim elektronlar1 lokalize oldugunda ve komsu
parcaciklar arasinda paylasildiginda degismektedir. Bu durumda yiizey plazmon
rezonansinin enerjisi diiser, sogurma sagilma tepe noktalar1 daha uzun dalga boylarina
dogru kaymasina sebep olmaktadir. Agregasyon meydana geldiginde, AuNP’ler
kararsizlastig1 i¢in kararl partikiillerin ortamda azalmasimin sonucu olarak daha uzun
dalga boylarinda ikincil bir tepe meydana gelecektir. Ortama eklenen NaCl ile karboksil
gruplar1 protonlanir, zeta potansiyelleri azalir bu da nanopartikiillerin agregasyonuna

sebep olmaktadir (WebSayfasi2, 2024).

4.7.4. pH’mm Kalitatif Tayine Etkisi

BH’nin kalitatif tayin optimizasyon ¢alismalarinda LFA test kitinde segiciligi
artirmak amaciyla literatiirde konjugasyonda kullanilan 40 nm boyutlu AuNP’ler i¢in en
ideal ¢alisma pH’sinin 8 oldugu ve ortam pH’sinin potasyum karbonat kullanarak

ayarlanmasi gerektigi belirtilmistir (Sukumaran vd., 2021). Bu yaklasimdan yola ¢ikarak



69

10 mL AuNP’nin pH’s1, I M potasyum karbonat ile 8,0’a ayarlanmis ve daha sonra
Cizelge 4.8 konjugasyon 2’de ifade edilen 6lgiilerle yapilmistir. Elde edilen sonuglar
Sekil 4.52°de sunulmustur.

Cizelge 4.8. AuNP pH optimizasyonunda kullanilan konjugasyon miktarlari

Konjugasyon 1. Konjugasyon 2. Konjugasyon
AuNP miktart 10 mL (pH 6,5) 10 mL (pH 8,0)
Antikor miktar1 ve ¢esidi 3 uL poliklonal BH 3 uL p-BH
Borat tamponu %1 BSA 20 uL 20 uL

Borat tamponu %10 siikroz 100 uL 100 pL

Cizelge 4.9. AuNP pH optimizasyonunda kullanilan test ve kontrol ¢izgisi miktarlar1

Cizgiler Test Cizgisi Kontrol Cizgisi

Antikor miktar1 ve ¢esidi 4 uL m-BH 4 pL ikincil antikor (kegi-tavsan)
PBS 4 uL 4 uL

Etil alkol 1 uL 1 uL

Membran uzunlugu 4.5cm 45cm

Sekil 4.52. 1. ve 2. kKonjugasyondal00 ng/mL BH ¢6zeltisini yiiriitiilmesi sonucu elde edilen test ve
kontrol ¢izgileri

Sekil 4.52°de goriildiigi gibi AuNP’lere pH ayar1 yapildiktan sonra elde edilen
veriler incelendiginde pH’s1 8’e ayarlanan nanopartikiil ¢ozeltisi ile elde edilen test ve
kontrol cizgilerinin siddetleri pH ayar1 yapilmadan once elde edilen cizgilerden daha
azdir. AuNP’lere konjugasyon dncesi herhangi pH ayar1 yapilmamasi gerektigi sonucuna

varilmigtir. Baska bir pH calismasi da yiiriitiilen BH analit ¢6zeltisinin optimum caligma
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pH’sin1 bulmak amaciyla yapilmistir. Hazirlanan LFA testlerinde farkli pH degerlerinde
(pH 6,0; 7,0; 7,4; 8,0) BH’nin PBS igerisinde ¢ozeltileri hazirlanmis ve LFA test
kitlerinde yiiriitme islemi yapilmistir. Elde edilen test kitlerine ait analit yliriitme sonrasi

goriintii Sekil 4.53’te gosterilmektedir.

Sekil 4.53. Farkli pH degerlerinde (pH 6,0; 7,0; 7,4; 8,0) BH’nin yiiriitiilmesi sonucu elde edilen LFA’lar

Sekil 4.53’te farkli pH calismalar1 sonucu elde edilen test ve kontrol ¢izgileri
gosterilmistir. pH 6,0, pH 7,0 ve pH 7,4 degerlerinde LFA sistemlerinde belirgin bir
sekilde test ¢izgileri gozlenmistir. Bu degerlerdeki kontrol ¢izgilerine bakildiginda ise en
en belirgin test cizgisi pH 7,4 degerinde gozlenmektedir. pH 8,0 degerinde ise test ve
kontrol ¢izgileri belli belirsiz gdzlenmektedir. pH 8,0 degerinde diger pH degerlerinden
farkli olarak agregasyon kaynakli renk degisimi gbzlenmistir. Ayni durum konjugasyon
asamasinda da gozlenmistir ve o asamada da pH ayarlamasi yapilmigtir. Optimum pH
degeri test ve kontrol ¢izgilerinin en belirgin oldugu pH 7,4 degeri olarak belirlenmistir.
Bu deger ticari kan serumunun pH degerine yakin olmasi agisindan da Onem arz

etmektedir.

4.7.5. Antikorun Kalitatif Tayine Etkisi

%3 BSA igeren immiinotampon ¢ozeltisiyle yikanmig membran ile Cizelge
4.10’da ifade edilen miktarlar kullanilarak LFA sisteminde farkli bir hormona ait
konjugasyon ¢alismasi yapilmistir. Konjugasyonda 10 mL AuNP (yaklagik 40 nm) 9000
rpm’de 40 dk santrifiij yapildi. Uzerine 50 pL borat tamponu, daha sonra 50 uL %1 BSA
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borat tamponu 1,25 pL poliklonal farkli bir antikor eklenmistir. 20 dakika 25 °C’de termal
karistirma yapildi. 100 uL %10 siikroz borat tampon ¢ozeltisi eklenmistir. Elde edilen
test kitinde 200 uL 100 ng/mL BH analiti ytirtitiilmiistiir.

Cizelge 4.10. 4.6.5. Antikorun kalitatif tayine etkisinde kullanilan test ve kontrol ¢izgisi miktarlar

Cizgiler Test Cizgisi _Kontrol Cizgisi

Antikor miktart ve ¢esidi 5 pL m-BH 5 pL ikincil antikor (kegi-tavsan)
PBS 9 uL 9uL

Etil alkol 1 uL 1uL

Membran uzunlugu 9cm 9cm

Konjugasyonda anti-BH antikoru harici farkli bir antikor kullanilarak ayni
parametrelerde pozitif sonug alinip alinmadig1 yani yanlis pozitif durumu incelenmistir.
Sekil 4.54’te goriildiigi gibi elde edilen LFA kitinde 200 pL 100 ng/mL BH yiiriitiilmesi
sonucu sistemde yalnizca kontrol ¢izgisi bolgesinde tek ¢izgi gézlenmis test ¢izgisi
bolgesinde herhangi bir ¢izgi olusmamistir. Yani LFA sistemindeki karsilig1 olarak test
sonucu negatiftir. Tersi durumlar da (konjugasyonda BH, test bolgesinde farkli bir
antikor) denenmis fakat farkli bir sonu¢ alinamamustir. Yapilan bu ¢alisma ile antikorun

sandvi¢ kompleks olusumuna etkisinin 6nemi anlagilmstir.

Test Cizgisi Kontrol Cizgisi

I
-l [

Sekil 4.54. Yikanmis membran ve yikanmig cam elyaf kullanilarak elde edilen LFA’da 100 ng/mL BH
yiiriitiilmesi sonucu elde edilen test ve kontrol ¢izgileri (Konjugasyonda farkli analit kullanilan LFA
sistemi)

BH varligin tespit etmek amaciyla optimizasyon ¢aligmalar1 sonucu elde edilen
optimum kosullar belirlenmis, LFA test kiti olusturulmus ve Xkalitatif tayin
gergeklestirilmistir. Cizelge 4.11 ve Cizelge 4.12°de verilen degerler kullanilarak elde
edilen LFA test kitine ait 6rnek goriintii Sekil 4.55’te gosterilmistir.
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Cizelge 4.11. Kalitatif tayin i¢in kullanilan konjugasyon miktarlari

Konjugasyon

AuNP miktar 10 mL
Antikor miktar1 ve ¢esidi 3 uL p-BH
Borat tamponu %1 BSA 2uL
Borat tamponu %10 siikroz 30 pL

Cizelge 4.12. Kalitatif tayin i¢in kullanlan test ve kontrol ¢izgisi miktarlar

Cizgiler Test Cizgisi Kontrol Cizgisi
Antikor miktari/cesidi 4 uL m-BH 4 pL ikincil antikor (kegi-tavsan)
PBS 4 uL 4 uL
Etil alkol 1 uL 1 uL
Membran uzunlugu 45cm 45cm
Test Cizgisi Kontrol Cizgisi

b

Sekil 4.55. 100 ng/mL BH ile elde edilen test ve kontrol ¢izgileri

4.8. Kantitatif Tayin Calismalar:

BH’nin kalitatif olarak tayininden sonra kantitatif tayinini yapabilmek amaciyla
da calismalar yapilmistir. Bunun i¢in 0-300 ng/mL araliginda hazirlanan farkli
konsantrasyonlarda BH c¢ozeltileriyle ¢alisiimistir. Optimizasyon parametreleri sonucu
elde edilen sayisal veriler ve kosullar kullanilarak nihai ¢alisma parametreleri belirlenmis
ve konsantrasyon taramasi i¢in ¢aligsmalar yapilmistir. Bunun icin Cizelge 4.13 ve Cizelge
4.14°te verilen degerler kullanilarak farkli konsantrasyonlarda 0 ng/mL (PBS), 10 ng/mL,
25 ng/mL, 50 ng/mL, 75 ng/mL 100 ng/mL ve 300 ng/mL BH ¢o6zeltilerinin yiriitiilmesi
sonucu elde edilen test ve kontrol ¢izgilerine ait ¢iplak gozle gozlenen LFA sistemleri
Sekil 4.56°da gosterilmektedir.
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Cizelge 4.13. Kantitatif tayinde kullanilan konjugasyon miktarlari

Konjugasyon

AUNP miktar1 10 mL
Antikor miktar1 ve ¢esidi 3 puL p-BH
Borat tamponu %1 BSA 2uL

Borat tamponu %10 siikroz 30 pL

Cizelge 4.14. Kantitatif tayinde kullanilan test ve kontrol ¢izgisi miktarlari

Cizgiler Test Cizgisi Kontrol Cizgisi

Antikor miktari/¢esidi 4 pnL m-BH 4 pL ikincil antikor (kegi-tavsan)
PBS 4 uL 4 uL

Etil alkol 1 uL 1 uL

Membran uzunlugu 45cm 45cm

Sekil 4.56. Elde edilen LFA’larda sirasiyla soldan saga; PBS, 10 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL, 75 ng/mL
100 ng/mL ve 300 ng/mL BH ¢ozeltilerinin yiiriitiilmesi sonucu elde edilen test ve kontrol ¢izgileri

Sekil 4.56’da goriildiigii gibi BH konsantrasyonu arttik¢a test ¢izgisindeki ¢izgi
siddetinin de arttig1 ¢iplak gozle goriilmektedir. Elde edilen LFA sistemlerindeki test ve
kontrol ¢izgilerindeki ¢izgi siddetleri kolorimetrik okuyucu ile Sekil 4.57’de gosterilen
program ile 6l¢iilmiistiir.
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Elde edilen datalarin artan siddetlerine gore elde edilmis sinyal grafiklerinin ekran

goriintlilerinin grafik gosterimi ve konsantrasyonlara karsi ¢izilen sinyal siddetleri Sekil

4.58 ve Sekil 4.59°da gosterilmektedir.

PBS

10 ng/mL

25 ng/mL

50 ng/mL

75 ng/mL

100 ng/mL

300 ng/mL

Sekil 4.58. Farkli konsantrasyonlarda (0 ng/mL (PBS), 10 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL, 75 ng/mL, 100
ng/mL ve 300 ng/mL) degerlerinde hazirlanan BH ¢ozeltilerinin kolorimetrik okuyucu ile elde edilen test
ve kontrol ¢izgilerine ait sinyal siddetlerinin ekran goriintiilerinin grafik gosterimi
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Siddet, mV

10 ng/mL. 25 ng/mL. 50 ng/mL 75 ng/mL 100 ng/mL 300 ng/mL

Konsantrasyon, ng/mL

Sekil 4.59. Farkli BH konsantrasyonlarinda (10 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL, 75 ng/mL, 100 ng/mL ve
300 ng/mL) test ¢izgisinde elde edilen sinyal siddetleri

4.8.1. Teshis Sir1 (TS, LOD) ve Tayin Alt Sinir1 Degeri (TAS, LOQ)

Kantitatif olarak elde edilen verilerden LFA kiti igin teshis sinirmin ve tespit alt
limitinin hesaplanmasi igin Esitlik 2 ve 3’te ifade edilen formiiller kullanilmistir (Engin
vd, 2017).

3.3x0
= )

Buradaki esitlikte “m” kalibrasyon egrisinin egimini “c” ise standart sapmay1

TS =

ifade etmektedir. (“c” degeri kesisim degerinin (y-intercept) standart sapmasi
kullanilarak hesaplanmustir.)

dxo

TAS = ©)

Esitlik 2°deki o: cevabin standart sapmasini, m: kalibrasyon egrisinin egimini
ifade etmektedir. Sekil 4.59’da gosterilen test ¢izgisi bolgesindeki siddetin
konsantrasyonla baglantisini  vermek amaciyla ¢izilen grafik Sekil 4.60°da

gosterilmektedir.
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Sekil 4.60. Farkli konsantrasyonlarda (10 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL, 75 ng/mL, 50 ng/mL, 100
ng/mLve 300 ng/mL) BH ¢ozeltisi ile yiiriitiilen LEA'larin kolorimetrik okuyucu cihazi ile analiz
edildiginde konsantrasyon artigina karsi sinyal siddetindeki degisim

Sekil 4.60’a gore 10 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL, 75 ng/mL ve 100 ng/mL
konsantrasyon araligindaki lineer artisa bakildiginda R? = 0,994 oldugu bolge i¢in elde
edilen grafik Sekil 4.61’de verilmektedir.

800 —

700 —

fo

<

(=]
1

n

)

(=]
1

400

Siddet, mV

300 —

y=537 (2025 x+102,17 (£ 13,64)

200 R2=0,994

100 —

T T T T 1
0 20 40 60 80 100 120
Konsantrasyon, ng/mL
Sekil 4.61. Farkli konsantrasyonlarda (10, 25, 50, 75, 100 ng/mL) biiyiime hormonu ¢6zeltisi ile

yiuriitiilen LFA'larin kolorimetrik okuyucu cihazi ile analiz edildiginde konsantrasyon artisina karsi sinyal
siddetindeki elde edilen lineer egri ve denklemi
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Sekil 4.61° da gosterilen grafikteki degerler kullanilarak biiyiime hormonu i¢in

elde edilen BH-LFA test kitinin LOD ve LOQ degerleri sirasiyla Esitlik 2 ve Esitlik 3
kullanilarak hesaplanmistir. Esitlik 2 ve Esitlik 3 kullanilarak LOD degeri 8,38 ng/mL ve

LOQ degeri 25,40 ng/mL olarak hesaplanmistir. Bunun yam sira gelistirilen sensoriin

hassasiyet degeri 5,37 mV/ng mL™* olarak hesaplanmistir.

4.8.2. ELISA Testi Sonuclari
ELISA testi i¢in tarafimizdan temin edilen ELISA standart numunesinin 0 ng/mL,

0,312 ng/mL 0,625 ng/mL, 1,25 ng/mL, 2,5 ng/mL, 5 ng/mL ve 10 ng/mL derisimlerinde

hazirlanan ¢ozeltilerinin 450 nm’de ELISA okuyucu ile elde edilen degerlerinin

kalibrasyon grafigi Sekil 4.62’de gosterilmistir.
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Sekil 4.62. ELISA standart kalibrasyon grafigi ve denklemi

LFA c¢alismasinda kullanilan hedef analit ¢ozeltisinin 10 ng/mL, 25 ng/mL, 50

ng/mL, 75 ng/mL ve 100 ng/mL konsantrasyonlarinda ¢gozeltileri 3 tekrarli olacak sekilde

hazirlanmistir. ELISA okuyucu ile elde edilen degerler Sekil 4.63’te sunulmustur.
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¥ = 0,0069 (= 0,000508) x + 0,091 (+ 0,0064)
R*= 0984
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Konsantrasyon, ng/mL

Sekil 4.63. BH-LFA konsantrasyon grafigi

ELISA standart ¢ozeltilerinin ELISA okuyucu ile elde edilen degerleri ve LFA’da

kullanilmak {izere hazirlanan ¢ozeltilerin degerleri ayn1 grafik lizerinde Sekil 4.64’te

gosterilmistir. Grafik incelendiginde kullanilan degerlerin birbirleriyle uyumluluk

gosterdigi gozlenmistir.

450 nm'de Absorbans, a.u.

1.2 4
@® ELISA Standart
B Hedef Analit BH
1.0 H
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Sekil 4.64. ELISA standart kalibrasyon grafigi ( 0 ng/mL, 0,312 ng/mL 0,625 ng/mL, 1,25 ng/mL, 2,5
ng/mL, 5 ng/mL ve 10 ng/mL) ve BH-LFA konsantrasyon (10 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL, 75 ng/mL

100 ng/mL) grafigi
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Cizelge 4.15. Gelistirilen BH-LFA’da farkli konsantrasyonlarda yapilan yiiriitmeler sonucu elde edilen
geri kazanim degerleri

Numune Eklenen (ng/mL) Bulunan (ng/mL) Geri Kazanim (%)
1 10 ng/mL 9,40 + 8,21 94,00

2 25 ng/mL 21,69 + 5,69 86,76

3 50 ng/mL 41,56 + 6,69 83,12

4 75 ng/mL 59,25+ 5,43 79,00

5 100 ng/mL 109,34 + 10,62 109,34

Gelistirilen BH-LFA ile BH tayinine yonelik sonuglar Cizelge 4.15te
gosterilmektedir. Geri kazanim degerlerine bakildiginda geri kazanim degerleri 10
ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL, 75 ng/mL ve 100 ng/mL, igin sirastyla %94,00, %86,76,
%83,12 , %79,00 ve %109,34 olarak hesaplanmustir.

Cizelge 4.16. Farkli konsantrasyonlardaki BH’nin ELISA testi ile elde edilen geri kazanim degerleri

Numune Eklenen (ng/mL) Bulunan (ng/mL) Geri Kazanim (%)
1 10 ng/mL 10,02 + 0,59 100,20

2 25 ng/mL 24,28 + 3,80 97,12

3 50 ng/mL 38,60 + 6,28 77,19

4 75 ng/mL 63,05 + 15,01 84,07

5 100 ng/mL 95,37 + 13,32 95,37

Cizelge 4.16’da gosterilen referans metot ELISA ile yapilan yapay serum
orneklerinde BH analizi sonuglarina bakildiginda, ELISA i¢in geri kazanim degerleri 10
ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL, 75 ng/mL ve 100 ng/mL, i¢in sirasiyla %100, 20, %97, 12,
%77,19, %84,07 ve %95,37 olarak hesaplanmistir. Elde edilen geri kazanim degerleri
tasarlanan LFA test kitinin BH tayini i¢in uygun oldugu ve kantitatif analiz i¢in basarili
bir sekilde kullanilabilinecegini gostermektedir (Engin vd, 2017).

4.8.3. Kararhhik Cahsmalari

LFA testlerinde kararlilik testin gegerliliginin kanitlanmasi i¢in 6nemli bir
parametre olmasindan dolay: elde edilen BH-LFA sisteminde kisa (2saat, 24 saat ) ve
uzun donem (6 ay) kararlilik ¢aligmalar1 yapilmistir. Bu amagla, hazirlanan LFA’lar
aliminyum folyo igerisinde kapali bir sekilde oda sicakliginda saklanmistir. Caligmada
tiim kitlerde ayn1 konsantrasyon degerinde (100 ng/mL) BH ¢6zeltisi yiiriitiilmiis ve elde
edilen sonuglar Sekil 4.65’te gosterilmistir.
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Sekil 4.65. Lineer ¢alisma araliginda belirlenen konsantrasyon degerinde (100 ng/mL) kisa ve uzun
doénem kararlik ¢alismalarinda elde edilen LFA’lara ait goriintiiler, a) Kisa donem (2saat), b) Kisa donem
(24 saat), ¢) Uzun dénem (6 ay)

Cizelge 4.17. BH tayinine yonelik gelistirilen LFA test kitinin kisa donem kararlilik sonuglar1

Numune Eklenen (ng/mL) Bulunan (ng/mL) BSS (%)
2 saat 100 ng/mL 118,59 +5,83 4,92
24 saat 100 ng/mL 104,31 +5,89 5,65

Cizelge 4.18. BH tayinine yonelik gelistirilen LFA test kitinin uzun donem kararlilik sonuglari

Numune Eklenen (ng/mL) Bulunan (ng/mL) BSS (%)
6 ay 100 ng/mL 109,47 + 14,90 13,61

Kalibrasyon grafigine gore elde edilen sonuglar, standart sapmalari ve yiizde bagil
standart sapmalar1 (%BSS) Cizelge 4.17 ve Cizelge 4.18’de sunulmustur. Kisa donem
kararlik caligmalarinda 4,92 (2 saat i¢in) ve 5,65 (24 saat i¢in) %BSS degerleri elde
edilmistir. Uzun donem kararlilik cevaplarindaki bu deger ise %13,61°dir. %BSS degeri
her ne kadar zamanla artsa da test cevaplarinda 6nemli bir degisme gozlenmemekle
birlikte alinan test cevaplari birbirlerine yakindir. Uzun donem kararhiliktaki test
sinyalindeki diisiisiin test kitinin saklama kosullarinin ticari bir kitte oldugu kadar
profesyonel bir asama igermemesinden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Sonuglar
degerlendirildiginde, literatiirde biyolojik numunelerde %BSS’nin 10-15 oraninda
konsantrasyon diizeylerindeki degisim olmasi kabul edilebilir bir deger olarak ifade
edilmektedir (Engin vd, 2017). Dolayisiyla, elde edilen test kitlerinin karanlik ortamda

uzun déonemde (6 ay) kadar kullanilabilirliginin oldugu gozlenmistir.
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1. Sonuclar

Bu tez calismasinda biiylime ve gelismede biiylik 6nem tasiyan biiyiime hormonu
(BH) tayinine yonelik hizli sonug alinabilen bir bakim noktasi kiti olan LFA sistemi elde
edilmistir. Bu sayede uzman personele gerek duymadan, hizli, uygulamasi kolay yaklasik
10 dakika gibi kisa siirede yanit verebilen bir BH sensor elde edilmistir. Sensor tasarimi
icin gerekli olan temel bilesenlerin optimizasyon asamalar1 yapilmis ideal kosullar
belirlenmistir. Calismaya konjugasyon asamasinda kullanilacak olan AUNP’lerin sentezi
ve karakterizasyonuyla baslanmigtir. Turkevich yontemiyle elde edilen nanopartikiillerin
boyut stabilitesini saglamak amaciyla geri sogutucu altinda sentez yapilmis, elde edilen
nanopartikiillerin STEM goriintiileri alinmis ve Image J programi yardimiyla partikiil
boyutlart hesaplanmistir. Image J programiyla yapilan hesaplamalar sonucu
nanopartikiillerin  ortalama boyutu 39,5 nm olarak bulunmustur. Calismanin
baslangicinda hedeflenen yaklasik 40 nm boyutlu nanopartikiil kullanimina yonelik hedef
gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar teyit etmek amaciyla hizmet alimiyla partikiil
boyut 6l¢lim cihaziyla nanopartikiillerin boyutlar1 6l¢limii yaptirilmistir. Nanopartikiil
cihaziyla elde edilen sonuglara da bakildiginda normallestirilmis yogunluk dagilimi 43,3
nm olarak ol¢iilmiistiir.

Spektroskopik karakterizasyon asamasinda ise alinan UV 6l¢limlerinde AuNP’ler
530 nm’de maksimum absorpsiyon gosterdigi gozlenmistir. Literatiirde Turkevich
metoduyla elde edilen 15-20 nm boyutundaki AuNP’lerin bordomsu renginin aksine 40
nm boyundaki nanopartikiillerin kirmizimsi pembe renginde ¢ozelti elde edilmistir. UV
Olgimlerinde yaklagik 20 nm boyutundaki nanopartikiillerin 522 nm’de absorpsiyon
gosterdigi gozlenirken boyut biiyiiditkge dalgaboyu degerinin arttigi gézlenmistir.

LFA kitinin olusum asamalarinda birden ¢ok parametrenin optimizasyonu
gerekmektedir. Bunun i¢in LFA’da 4 temel bilesen olan membran, konjugasyon, numune
ve atik pedlerinin optimizasyonlar1 yapilmistir. Her bir bilesene ayr1 ayr1 optimizasyon
yapilmis ve en ideal test kiti elde etmek icin en optimum parametreler belirlenmistir. {1k
olarak numune pedine, konjugasyon pedine ve membrana LFA kiti olusumundan 6nce
herhangi bir 6n islem (immiinotampon ¢ozeltisi ile yikama) yapilmasinin gerekliligi
arastirilmis ve her bir bilesen i¢in immiinotampon ¢ozeltisi ile yitkama yapilmasina karar
verilmistir. Bunun i¢in numune pedine damlatilan analitin konjugasyon pedindeki

AUNP’leri membran yiizeyinde nasil dagittigi ve test kiti boyunca karsiya ulasma
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stirelerine bakilmigtir. Yikama islemine karar verdikten sonra immiinotampon ¢ozeltisi
icerisindeki (BSA ve Tween-20) bilesenlerin miktarlarina karar verilmistir. Membran
yiizeyi bloklamasi i¢in farkli derisimlerde BSA igceren immiinotampon c¢ozeltileri
hazirlanmistir. %0,5 BSA , %1 BSA , %2 BSA %3 BSA, %4 BSA ve %5 BSA
kullanilarak membran yikamalari yapilmistir. Tween-20 optimizasyonu igin de her bir
BSA yiizdesinde ayr1 ayr1 %0,100, %0,075 %0,050 %0,025 ve %0,010 Tween-20 i¢eren
immiinotampon ¢6zelitileri hazirlanmis ve yapilan yiiriitme sonrasi yikama islemi igin en
ideal yikama ¢ozeltisi oranlariin %0,050 Tween-20 ve %3 BSA iceren fosfat tamponu
oldugu gozlenmistir.

Membran yiizeyinde yapilan optimizasyonlar sonucu diizgiin ve homojen bir
sekilde test ve kontrol ¢izgileri ¢izilmis olup, optimum test ve kontrol ¢izgisi miktarlar
sirastyla 4 pL — 4 pL oldugu gozlenmistir. Test ve kontrol ¢izgilerine antikorlarin
yazdirilmasi esnasinda antikorun yiizeye dagilmamasi ve ¢izginin diizgiin ve homojen
olmasi i¢in antikor ¢dzeltisine yaklasik %10 oraninda etil alkol eklenmistir. Boylece test
ve kontrol ¢izgisi bolgelerinde diizgiin ve homojen cizgiler elde edilmistir.

Test ve kontrol ¢izgisi optimizasyonu yapilan membranlar, yaklasik olarak 5 mm
genisliginde kesilerek kullanilmistir. BH tespiti i¢in yapilan test kitiyle kalitatif (var/yok)
analizi yapilmis olup, 100 ng/mL BH varliginda kalitatif tayin basarili bir sekilde
yapilmustir. Kalitatif olarak elde edilen BH-LFA test kitinde analitin farkli pH’larda (6,0;
7,0; 7,4 ve 8,0) ¢ozeltileri hazirlanarak yiiriitme islemi yapilmistir. Elde edilen LFA’larda
test ve kontrol ¢izgilerindeki sonuglar degerlendirildiginde pH 7,4 degerinin en ideal
oldugu anlagilmigtir. Kalitatif tayinin yani sira kantitatif olarak da kolorimetrik okuyucu
yardimiyla 0-300 ng/mL aralifinda siddet veren bir hizli tan1 kiti elde edilmistir. Farkli
derisimlerde hazirlanan BH c¢dozeltileri (0 ng/mL, 10 ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL, 75
ng/mL, 100 ng/mL ve 300 ng/mL) test kitinde yiiriitiilerek yar1 kantitatif BH tayini
yapilabilirligi kanitlanmistir. Test kitindeki test ¢izgilerinin yalin gozle goriilen renk
siddetindeki artisin BH miktar1 ile dogru orantili olmasi ve bu sonucun kolorimetrik
okuyucu ile de onaylanmis olmasi BH’nin kantitatif analizinin de basarili bir sekilde
yapildiginin gostergesidir.

Kantitatif analizler sonucu elde edilen sonuglardan BH i¢in tayin tespit sinir1 LOD
degeri 8,38 ng/mL ve LOQ degeri 25,40 ng/mL olarak hesaplanmistir. Bunun yani sira
gelistirilen sensdriin hassasiyet degeri 5,37 mV/ng mL™* olarak hesaplanmistir,

Kisa ve uzun donem kararlilik testleri de yapilan test Kitlerinde 6 ayda bile test

sinyallerinin biiylik degisim gostermedigi gozlenmistir. Son olarak elde edilen test kitinin
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ELISA testi sonuglar ile kiyaslamasi yapilmis ve ELISA i¢in geri kazanim degerleri 10
ng/mL, 25 ng/mL, 50 ng/mL, 75 ng/mL ve 100 ng/mL i¢in sirastyla %100, 20, %97, 12,
%77,19, %84,07 ve %95,37 olarak hesaplanirken gelistirilen BH-LFA ile geri kazanim
degerleri %79 - %109,34 arasinda bulunmustur.

5.2. Oneriler

LFA sistemlerinde test kitinin diizgiin ve dogru ¢alisabilmesi birden ¢ok
parametreye baglidir. Bunun i¢in yapilan tez ¢alismasinda hizli tani kitini olusturan her
bir bilesenin optimizasyonu yapilmistir. Bunun igin ¢aligmalar sirasinda karsilasilan
zorluklar ve bu konudaki 6neriler asagida sunulmustur.

» AuNP sentezinde elde edilen nanopartikiillerin boyutlarinin stabilitesi i¢in
calismanin geri sogutucu altinda yapilmasi onerilir. Aksi takdirde atmosfer ortaminda
kaynama esnasinda meydana gelen madde kaybi partikiil boyutunu degistirmektedir.

» Elde edilen AuNP’lerde boyut biiyiik olmasindan kaynakli (yaklasik 40
nm) boyutundaki agregasyon gozlenmektedir. Bu yiizden sentezlenen ¢6zeltinin 15 giin
icerisinde kullanilmasi onerilir.

> Immiinotampon ¢ozeltisi beklediginde sararma gibi problemlere sebebiyet
vermesinden dolay1 ¢ozeltinin taze hazirlanmasi ve en fazla 1 hafta icerisinde kullanilip
bitirilmesi onerilir.

» Konjugasyon asamasinda aggregasyonu Onlemek amaciyla kullanilan
tampon ¢ozeltisi pH’sinin antikor pH’sina yakin olmasina dikkat edilmelidir.

» Yikama islemi yapilmis membran kapali bir ortamda muhafaza
edilmelidir.

» Membran yiizeyine test ve kontrol ¢izgilerinde yazdirilmak iizere
kullanilan antikor c¢ozeltilerine eklenecek olan alkol (yaklasik %10) c¢izgilerdeki
dagilmay1 engelleyerek ¢izgi kalinliklarinin kontrol edilmesini saglamaktadir.

» Test ve kontrol cizgilerini yazdirmak i¢in kullanilan siringa her
kullanimdan sonra saf su, etil alkol ve asetonla en az 3’er kez olmak iizere yikanmalidir.
Yikandiktan sonra kuru bir sekilde birakilmasi gerekmektedir. Siringa igerisindeki silikon
baslik deforme oldugunda siringa ¢ozeltiyi akitmaktadir.

> Test Kkitleri giyotin ile kesilirken bir 6nceki kesimden kalan membran
kalintilar1 test kitinin diizgiin kesilmemesine ve membran yiizeyinde deformasyona sebep

olmaktadir. Bunun i¢in giyotinin bigaklarinin her kullanimdan 6nce saf su, alkol ve aseton
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ile temizlenmesi Onerilir. Ayrica test Kitlerinin her seferinde ayni dlgekte kesilmesi i¢in
cetvel kullanilmast onerilir.

» Membran yiizeyinde yiriitme yapilirken hizli eklenen ¢ozelti,
konjugasyon pedinin daha ¢ok numune pedine yakin olan diger tarafindan ortami terk
etmektedir. Bu da konjugasyon pedindeki konjuge edilmis antikorlarin test bolgesine
ulagmasini engellemekte ve ortami numune pedi tarafindan terk etmesine sebep
olmaktadir. Bunun i¢in hedef analit ¢6zeltisinin numune pedine yavas yavas belli bir
periyotta enjekte edilmesi Onerilir.

» Yiritme igleminde ¢ozeltinin fazlas1 atik pedinde toplanmaktadir. Atik
pedinin yetersiz kaldigr durumlarda ortamdaki fazla siviyr almak amaciyla fazladan atik
pedi kullanilabilir.

» LFA kitindeki yanlis olumlu (false pozitif) diye adlandirilan durumun
yasanmamasl1 i¢in membran bloklamasinin (BSA gibi proteinlerle) c¢ok iyi yapilmasi
gerekmektedir. Ancak burada da bloklama yaparken asil test ¢izgisini BSA gibi
bloklayicilarin golgelemediginden de emin olmak gerekmektedir.

> Test ve kontrol ¢izgisine yazdirilacak olan antikorlarin sinyal siddetine
olan etkilerinde antikor konsantrasyonlarinin da Onemli birer parametre oldugu
unutulmamalidir. Bunun igin test ve kontrol ¢izgilerindeki antikorlarin derisim hesabi

yapilmalidir.



85

6. KAYNAKLAR

Abdullah, N. R. A., Jason, W. L. C., & Nasruddin, A. B. (2017). Pachydermoperiostosis:
a rare mimicker of acromegaly. Endocrinology, Diabetes & Metabolism Case
Reports, 2017. https://doi.org/10.1530/edm-17-0029

Akirov, A., Masri-Iraqi, H., Dotan, I., & Shimon, I. (2021). The biochemical diagnosis of
acromegaly. Journal of Clinical Medicine, 10(5), 1-8.
https://doi.org/10.3390/jcm10051147

Alam, N., Tong, L., He, Z., Tang, R., Ahsan, L., & Ni, Y. (2021). Improving the
sensitivity of cellulose fiber-based lateral flow assay by incorporating a water-
dissolvable  polyvinyl alcohol dam. Cellulose, 28(13), 8641-8651.
https://doi.org/10.1007/s10570-021-04083-3

Aldallal, S. (2018). Acromegaly: A challenging condition to diagnose. International
Journal of General Medicine, 11, 337-343. https://doi.org/10.2147/1JGM.S169611

Allafchian, A. R., Moini, E., & Mirahmadi-Zare, S. Z. (2018). Flower-Like Self-
Assembly of Diphenylalanine for Electrochemical Human Growth Hormone
Biosensor. IEEE Sensors Journal, 18(21), 8979-8985.
https://doi.org/10.1109/JSEN.2018.2869071

Ambrosi, A., Airo, F., & Merkogi, A. (2009). Enhanced Gold Nanoparticle Based ELISA
for a Breast Cancer Biomarker. Analytical Chemistry, 82(3), 1151-1156.
https://doi.org/10.1021/AC902492C

Ashpole, N. M., Sanders, J. E., Hodges, E. L., Yan, H., & Sonntag, W. E. (2015). Growth
hormone, insulin-like growth factor-1 and the aging brain. Experimental
Gerontology, 68, 76-81. https://doi.org/10.1016/j.exger.2014.10.002

Bahadir, E. B., & Sezgintiirk, M. K. (2016). Lateral flow assays: Principles, designs and
labels. TrAC  Trends in  Analytical  Chemistry, 82, 286-306.
https://doi.org/10.1016/J.TRAC.2016.06.006

Balevicius, Z., Ramanaviciene, A., Baleviciute, I., Makaraviciute, A., Mikoliunaite, L.,
& Ramanavicius, A. (2011). Evaluation of intact- and fragmented-antibody based
immunosensors by total internal reflection ellipsometry. Sensors and Actuators, B:
Chemical, 160(1), 555-562. https://doi.org/10.1016/j.snb.2011.08.029

Bambang Kuswandi, A., & Ensafi, A. A. (2019). Paper-Based Biosensors : Trending
Topic in Clinical Diagnostics Developments and Commercialization.
https://doi.org/10.1149/2.0092003JES

Belén Gonzalez-Guerrero, A., Maldonado, J., Dante, S., Grajales, D., & Lechuga, L. M.
(2016). Direct and label-free detection of the human growth hormone in urine by an
ultrasensitive bimodal waveguide biosensor.
https://doi.org/10.1002/jbio.201600154

Boguszewski, M. C. S. (2021). Growth hormone deficiency and replacement in children.
Reviews in Endocrine and Metabolic Disorders, 22(1), 101-108.
https://doi.org/10.1007/s11154-020-09604-2

Bohlooli, S., Kia, S., Bohlooli, S., & Sariri, R. (2021). Development of molecularly
imprinted polymer on ferric oxide nanoparticles modified electrode as
electrochemical sensor for detection of human growth hormone. Monatshefte fiir
Chemie - Chemical Monthly, 0123456789. https://doi.org/10.1007/s00706-021-
02877-6

C.Guyton, J. E. H. A. (2017). Guyton ve Hall Tibbi Fizyoloji. Guyton ve Hall Tibbi
Fizyoloji. Giines Tip Kitabevleri.

Carter, C. S., Ramsey, M. M., & Sonntag, W. E. (2002). A critical analysis of the role of
growth hormone and IGF-1 in aging and lifespan. Trends in Genetics, 18(6), 295—



86

301. https://doi.org/10.1016/S0168-9525(02)02696-3

Celik, U. (2015). Akromegali Hastalarinda, Biiyiime Hormonu Ve Insiilin Benzeri
Biiyiime Faktorii-1 ~Diizeyleri Ile Metabolik Sendrom Komponentleri Ve
Kardiyovaskiiler Risk Arasindaki Iliskinin Degerlendilmesi. Uludag Universitesi,
Tip Fakiiltesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dal1,Bursa

Chamorro-Garcia, A., de la Escosura-Muiliz, A., Espinoza-Castafieda, M., Rodriguez-
Hernandez, C. J., de Torres, C., & Merkog¢i, A. (2016). Detection of parathyroid
hormone-like hormone in cancer cell cultures by gold nanoparticle-based lateral
flow immunoassays. Nanomedicine: Nanotechnology, Biology, and Medicine,
12(1), 53-61. https://doi.org/10.1016/j.nan0.2015.09.012

Chen, J., Liu, Z., Yang, R., Liu, M., Yao, J., Zhang, M., Li, N., Yuan, Z., Jin, M., & Shui,
L. (2022). A label-free optical immunoassay based on birefringence of liquid crystal
for insulin-like growth factor-1 sensing. Sensors and Actuators B: Chemical,
352(October 2021), 1-8. https://doi.org/10.1016/j.snb.2021.131028

Chen, X., Ding, L., Huang, X., & Xiong, Y. (2022). Tailoring noble metal nanoparticle
designs to enable sensitive lateral flow immunoassay. Theranostics, 12(2), 574-602.
https://doi.org/10.7150/THNO.67184

Choi, J. R., Hu, J., Feng, S., Wan Abas, W. A. B., Pingguan-Murphy, B., & Xu, F. (2016).
Sensitive biomolecule detection in lateral flow assay with a portable temperature—
humidity control device. Biosensors and Bioelectronics, 79, 98-107.
https://doi.org/10.1016/J.B10S.2015.12.005

Christopher, P., Robinson, N., & Shaw, M. K. (2005). Antibody-Label Conjugates in
Lateral-Flow Assays. Drugs of Abuse, 87-98. https://doi.org/10.1007/978-1-59259-
951-6_5

Crespi, F. (2017). Central [CNS] and peripheral [gastric tissue] selective monitoring of
somatostatin (SRIF) with micro-sensor and voltammetry in rats: Influence of growth
factors (GH, EGF). Biosensors, 7(4). https://doi.org/10.3390/bios7040053

Di Nardo, F., Chiarello, M., Cavalera, S., Baggiani, C., & Anfossi, L. (2021). Ten years
of lateral flow immunoassay technique applications: Trends, challenges and future
perspectives. Sensors, 21(15). https://doi.org/10.3390/s21155185

Donahue, C. P., Kosik, K. S., & Shors, T. J. (2006). Growth hormone is produced within
the hippocampus where it responds to age, sex, and stress. Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America, 103(15), 6031-6036.
https://doi.org/10.1073/pnas.0507776103

Drinkwater, B. L., Nilson, K., Chesnut, C. H. I., Bremner, W. J., Shainholtz, S., &
Southworth, M. B. (2010). Bone Mineral Content of Amenorrheic and Eumenorrheic
Athletes. 311(5), 277-281. https://doi.org/10.1056/NEJM198408023110501

Engin vd, 2017. (2017). “Analitik Yontem Gegerliligi”. Tiirk Farmakope Dergisi. 74-92.

Erdag, E. (2012). Biiyime Hormonu Eksikliginin Derecesini Ve Tedaviye Alinacak
Yamti Ongormede Bazal Igf-1 Ve Igf Bp-3 Degerlerinin Onemi. Ankara
Universitesi, Tip Fakiiltesi, Ankara

Fu, X., Cheng, Z., Yu, J., Choo, P., Chen, L., & Choo, J. (2016). A SERS-based lateral
flow assay biosensor for highly sensitive detection of HIV-1 DNA. Biosensors &
bioelectronics, 78, 530-537. https://doi.org/10.1016/J.B10S.2015.11.099

Gabreanu, G. R. (2018). An update on the diagnosis of growth hormone deficiency.
Discoveries, 6(1), e82. https://doi.org/10.15190/d.2018.2

Gambhir, S. S., Ge, T. J., Vermesh, O., & Spitler, R. (2018). Toward achieving precision
health. Science Translational Medicine, 10(430).
https://doi.org/10.1126/scitransimed.aa03612

Gasco, V., Ferrero, A., Bisceglia, A., Prencipe, N., Cambria, V., Bioletto, F., Ghigo, E.,



87

MacCario, M., & Grottoli, S. (2021). The Cut-off Limits of Growth Hormone
Response to the Insulin Tolerance Test Related to Body Mass Index for the
Diagnosis of Adult Growth Hormone Deficiency. Neuroendocrinology, 111(5),
442-450. https://doi.org/10.1159/000508103

Gascoin-Lachambre, G., Brauner, R., Duche, L., & Chalumeau, M. (2011). Pituitary stalk
interruption syndrome: Diagnostic delay and sensitivity of the auxological criteria
of the growth hormone research society. PLoS ONE, 6(1), 16367.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0016367

Ghasemi, F., Fahimi-Kashani, N., Bigdeli, A., Alshatteri, A. H., Abbasi-Moayed, S., Al-
Jaf, S. H., Merry, M. Y., Omer, K. M., & Hormozi-Nezhad, M. R. (2023). Paper-
based optical nanosensors — A review. Analytica Chimica Acta (C. 1238, s. 340640).
Elsevier. https://doi.org/10.1016/j.aca.2022.340640

Girard, M., & Mousseau, N. (1999). Analysis of human growth hormone by hydrophobic
interaction HPLC. Method development, validation, and comparative selectivity to
reversed phase HPLC. Journal of Liquid Chromatography and Related
Technologies, 22(8), 1103-1116. https://doi.org/10.1081/JLC-100101720

Gong, X., Cai, J., Zhang, B., Zhao, Q., Piao, J., Peng, W., Gao, W., Zhou, D., Zhao, M.,
& Chang, J. (2017). A review of fluorescent signal-based lateral flow
immunochromatographic strips. Journal of Materials Chemistry B, 5(26), 5079-
5091. https://doi.org/10.1039/C7TB01049D

Goux, H. J., Vu, B. V., Wasden, K., Alpadi, K., Kumar, A., Kalra, B., Savjani, G.,
Brosamer, K., Kourentzi, K., & Willson, R. C. (2023). Development of a quantitative
fluorescence lateral flow immunoassay (LFIA) prototype for point-of-need detection
of anti-Miillerian hormone. Practical Laboratory Medicine, 35(April), e00314.
https://doi.org/10.1016/j.plabm.2023.e00314

Growth Hormone Research Society. (2011). Consensus Guidelines for the Diagnosis and
Treatment of Growth Hormone (GH) Deficiency in Childhood and Adolescence:
Summary Statement of the GH Research Society.Journal of Pediatric
Endocrinology and Metabolism (C. 14, Say1 4).
https://doi.org/10.1515/jpem.2001.14.4.377

Guevara-Aguirre, J., Guevara, A., Palacios, 1., Pérez, M., Procel, P., & Teran, E. (2018).
GH and GHR signaling in human disease. Growth Hormone and IGF Research,
38(December 2017), 34-38. https://doi.org/10.1016/j.ghir.2017.12.006

Hao Liu, Z., Li, K., Ding, Y. S., Qiu, J. X,, Meng, S. S., Momin, M., Liu, S. C., Yi, T. C,,
& Li, J. P. (2018). Normalization of plasma growth hormone alleviated malignant
ventricular tachycardia in acromegaly. Journal of geriatric cardiology : JGC, 15(8),
547-550. https://doi.org/10.11909/J.1SSN.1671-5411.2018.08.003

Hasan, 1. (2019). Escherichia Coli Ve Salmonella Enteritidis Tayinine Yonelik Yatay Akus
Analiz Sistemi Gelistirilmesi. Hacettepe Universitesi.

Haspolat, Y. K. (2021). Biiyiime hormonunun kemik metabolizmas 1 iizerine etkileri (Say1
May 2018).

Hennessey, H., Afara, N., Omanovic, S., & Padjen, A. L. (2009). Electrochemical
investigations of the interaction of C-reactive protein (CRP) with a CRP antibody
chemically immobilized on a gold surface. Analytica Chimica Acta, 643(1-2), 45—
53. https://doi.org/10.1016/j.aca.2009.04.009

Hoang, T. X., Phan, L. M. T., Vo, T. A. T., & Cho, S. (2021). Advanced signal-
amplification strategies for paper-based analytical devices: A comprehensive
review. Biomedicines (C. 9, Sayi 5). https://doi.org/10.3390/biomedicines9050540

Hoybye, C., & Christiansen, J. S. (2015). Growth hormone replacement in adults -current
standards and new perspectives. Best Practice and Research: Clinical



88

Endocrinology and Metabolism, 29(1), 115-123.
https://doi.org/10.1016/j.beem.2014.09.006

Hu, J., Wang, S. Q., Wang, L., Li, F., Pingguan-Murphy, B., Lu, T. J., & Xu, F. (2014).
Advances in paper-based point-of-care diagnostics. Biosensors and Bioelectronics,
54, 585-597. https://doi.org/10.1016/J.B10S.2013.10.075

Isgaard, J., Arcopinto, M., Karason, K., & Cittadini, A. (2015). GH and the cardiovascular
system: an update on a topic at heart. Endocrine, 48(1), 25-35.
https://doi.org/10.1007/s12020-014-0327-6

Iwayama, H., Kitagawa, S., Sada, J., Miyamoto, R., Hayakawa, T., Kuroyanagi, Y., Muto,
T., Kurahashi, H., Ohashi, W., Takagi, J., & Okumura, A. (2021). Insulin-like
growth factor-1 level is a poor diagnostic indicator of growth hormone deficiency.
Scientific Reports, 11(1), 16159. https://doi.org/10.1038/s41598-021-95632-0

Ju, Q., Noor, M. O., & Krull, U. J. (2016). Paper-based biodetection using luminescent
nanoparticles. Analyst, 141(10), 2838-2860. https://doi.org/10.1039/C6AN00129G

Jung, W., Han, J., Choi, J. W., & Ahn, C. H. (2015). Point-of-care testing (POCT)
diagnostic systems using microfluidic lab-on-a-chip technologies. Microelectronic
Engineering, 132, 46-57. https://doi.org/10.1016/j.mee.2014.09.024

Karir, T. K., Mirapurkar, S. M., Jyotsana, N., & Sivaprasad, N. (1999). Radioiodination
of recombinant human growth hormone and its use in radioimmunoassay. Journal
of Radioanalytical and Nuclear Chemistry (C. 240, Sayr 1).
https://doi.org/10.1007/BF02349176

Kaya, E., Akata, 1., Bakirci, S., Dereli, D., Kiigiikkgiiven, E., & Yilmaz, I. (2014).
Immiinokromatografik ~ Kart Testlerin Calisma Prensibi Ve  Uretim
Teknikleri,Working  Principle  and  Production  Techniques of the
Immunochromatographic Card Tests. Diizce Tip Fakiiltesi Dergisi Duzce Medical
Journal, 16(3), 45-53.

Kettler, H., White, K., Hawkes, S. J., for Research, U. B. S. P., & in Tropical Diseases,
T. (2004). Mapping the landscape of diagnostics for sexually transmitted infections :
key findings and recommendations / Hannah Kettler, Karen White, Sarah Hawkes
(s. TDR/STI/IDE/04.1). https://iris.who.int/handle/10665/68990

Khlebtsov, B. N., Bratashov, D. N., Byzova, N. A., Dzantiev, B. B., & Khlebtsov, N. G.
(2019). SERS-based lateral flow immunoassay of troponin | by using gap-enhanced
Raman tags. Nano Research, 12(2), 413-420. https://doi.org/10.1007/S12274-018-
2232-4

Kim, H. T., Jin, E., & Lee, M. H. (2021). Portable chemiluminescence-based lateral flow
assay platform for the detection of cortisol in human serum. Biosensors, 11(6).
https://doi.org/10.3390/bios11060191

Koczula, K. M., & Gallotta, A. (2016). Lateral flow assays. Essays in Biochemistry,
60(1), 111-120. https://doi.org/10.1042/EBC20150012

Kopchick, J. J., Berryman, D. E., Puri, V., Lee, K. Y., & Jorgensen, J. O. L. (2020). The
effects of growth hormone on adipose tissue: old observations, new mechanisms.
Nature Reviews Endocrinology, 16(3), 135-146. https://doi.org/10.1038/s41574-
019-0280-9

Krug, S., Boch, M., Rexin, P., Pfestroff, A., Gress, T., Michl, P., & Rinke, A. (2016).
Acromegaly in a patient with a pulmonary neuroendocrine tumor: Case report and
review of current literature. BMC Research Notes, 9(1).
https://doi.org/10.1186/s13104-016-2132-1

Kurtinaitiene, B., Ambrozaite, D., Laurinavicius, V., Ramanaviciene, A., &
Ramanavicius, A. (2008). Amperometric immunosensor for diagnosis of BLV
infection. Biosensors and Bioelectronics, 23(10), 1547-1554.



89

https://doi.org/10.1016/j.bios.2008.01.014

Land, K. J., Boeras, D. I, Chen, X. S., Ramsay, A. R., & Peeling, R. W. (2019).
REASSURED diagnostics to inform disease control strategies, strengthen health
systems and improve patient outcomes. Nature Microbiology, 4(1), 46-54.
https://doi.org/10.1038/s41564-018-0295-3

Langkamp, M., Weber, K., & Ranke, M. B. (2008). Human growth hormone
measurement by means of a sensitive ELISA of whole blood spots on filter paper.
Growth Hormone and IGF Research, 18(6), 526-532.
https://doi.org/10.1016/j.ghir.2008.04.007

Lee, V. B. C., Mohd-Naim, N. F., Tamiya, E., & Ahmed, M. U. (2018). Trends in Paper-
based Electrochemical Biosensors: From Design to Application. Analytical
sciences : the international journal of the Japan Society for Analytical Chemistry,
34(1), 7-18. https://doi.org/10.2116/ANALSCI.34.7

Li, G., Niu, P., Ge, S., Cao, D., & Sun, A. (2022). SERS Based Lateral Flow Assay for
Rapid and Ultrasensitive Quantification of Dual Laryngeal Squamous Cell
Carcinoma-Related miRNA Biomarkers in Human Serum Using Pd-Au Core-Shell
Nanorods and Catalytic Hairpin Assembly. Frontiers in Molecular Biosciences,
8(February), 1-18. https://doi.org/10.3389/fmolb.2021.813007

Li, N., Chow, A. M., Ganesh, H. V. S., Ratnam, M., Brown, |. R., & Kerman, K. (2019).
Diazonium-modified screen-printed electrodes for immunosensing growth hormone
in blood samples. Biosensors. https://doi.org/10.3390/bios9030088

Li, Z.,, Yang, J., Zhu, L., & Tang, W. (2016). Fabrication of paper micro-devices with
wax jetting. RSC Advances, 6(22), 17921-17928.
https://doi.org/10.1039/C5RA26255K

Lu, M., Flanagan, J. U., Langley, R. J., Hay, M. P., & Perry, J. K. (2019). Targeting
growth hormone function: strategies and therapeutic applications. Signal
Transduction and Targeted Therapy, 4(1). https://doi.org/10.1038/s41392-019-
0036-y

Mak, W. C., Beni, V., & Turner, A. P. F. (2016). Lateral-flow technology: From visual
to instrumental. TrAC - Trends in Analytical Chemistry, 79, 297-305.
https://doi.org/10.1016/j.trac.2015.10.017

Millipore, M. (2013). Rapid Lateral Flow Test Strips Considerations for Product
Development.

Moura, J. F., DelLacerda, L., Sandrini, R., Borba, F. M., Castelo, D. N., Sade, E. R., Sella,
S., Minozzo, J. C., Callefe, L. G., & Figueiredo, B. C. (2004). ELISA for
determination of human growth hormone: Recognition of helix 4 epitopes. Journal
of Biomedicine and Biotechnology (C. 2004, Say1 3).
https://doi.org/10.1155/S1110724304308090

Murray, P. G., Dattani, M. T., & Clayton, P. E. (2016). Controversies in the diagnosis
and management of growth hormone deficiency in childhood and adolescence.
Archives of Disease in Childhood, 101(2), 96-100.
https://doi.org/10.1136/archdischild-2014-307228

Natarajan, S., Saatci, E., & Joseph, J. (2022). Development and Evaluation of Europium-
Based Quantitative Lateral Flow Immunoassay for the Chronic Kidney Disease
Marker ~ Cystatin-C.  Journal  of  Fluorescence, 32(2), 419-426.
https://doi.org/10.1007/s10895-021-02886-y

Nguyen, Q. H., & Kim, M. Il. (2020). Nanomaterial-mediated paper-based biosensors for
colorimetric pathogen detection. TrAC Trends in Analytical Chemistry, 132, 116038.
https://doi.org/10.1016/J.TRAC.2020.116038

Nguyen, V. T., Song, S., Park, S., & Joo, C. (2020). Recent advances in high-sensitivity



90

detection methods for paper-based lateral-flow assay. Biosensors and
Bioelectronics, 152, 112015. https://doi.org/10.1016/J.B10S.2020.112015

Nuntawong, P., Putalun, W., Tanaka, H., Morimoto, S., & Sakamoto, S. (2022). Lateral
flow immunoassay for small-molecules detection in phytoproducts: a review.
Journal of Natural Medicines, 76(3), 521-545. https://doi.org/10.1007/s11418-022-
01605-6

Ohlsson, C., Bengtsson, B.-A., Isaksson, O. G. P., Andreassen, T. T., & Slootweg, M. C.
(1998). Growth Hormone and Bone*.
https://academic.oup.com/edrv/article/19/1/55/2530792

Ong, N., & Sy, R. A. (2017). “Overgrowth: Missing a Tumor” Acromegaly without
Imaging Evidence of Pituitary Adenoma and No Ectopic Source: A Case Report.
Journal of the ASEAN Federation of Endocrine Societies, 32(2), 173. https://asean-
endocrinejournal.org/index.php/JAFES/article/view/419

Pamies, R., Cifre, J. G. H., Espin, V. F., Collado-Gonzalez, M., Bafos, F. G. D., & De
La Torre, J. G. (2014). Aggregation behaviour of gold nanoparticles in saline
aqueous media. Journal of Nanoparticle Research, 16(4).
https://doi.org/10.1007/s11051-014-2376-4

Parolo, C., Sena-Torralba, A., Bergua, J. F., Calucho, E., Fuentes-Chust, C., Hu, L.,
Rivas, L., Alvarez-Diduk, R., Nguyen, E. P., Cinti, S., Quesada-Gonzalez, D., &
Merkogi, A. (2020). Tutorial: design and fabrication of nanoparticle-based lateral-
flow immunoassays. Nature Protocols, 15(12), 3788-3816.
https://doi.org/10.1038/s41596-020-0357-x

Pesheva, E. (2021). Precision-Driven Health Equity.

Polidori, N., Castorani, V., Mohn, A., & Chiarelli, F. (2020). Deciphering short stature in
children. Annals of pediatric endocrinology & metabolism, 25(2), 69-79.
https://doi.org/10.6065/APEM.2040064.032

Quesada-Gonzalez, D., & Merkogi, A. (2015). Nanoparticle-based lateral flow
biosensors. Biosensors and Bioelectronics, 73, 47-63.
https://doi.org/10.1016/j.bios.2015.05.050

Quesada-Gonzalez, D., & Merkogi, A. (2017). Mobile phone-based biosensing: An
emerging “diagnostic and communication” technology. Biosensors and
Bioelectronics, 92(June 2016), 549-562. https://doi.org/10.1016/j.bi0s.2016.10.062

Ramanaviciene, A., German, N., Kausaite-Minkstimiene, A., Voronovic, J., Kirlyte, J.,
& Ramanavicius, A. (2012). Comparative study of surface plasmon resonance,
electrochemical and electroassisted chemiluminescence methods based
immunosensor for the determination of antibodies against human growth hormone.
Biosensors and Bioelectronics, 36(1), 48-55.
https://doi.org/10.1016/j.bios.2012.03.036

Ramanaviciene, A., Popov, A., Baliunaite, E., Brasiunas, B., Kausaite-Minkstimiene, A.,
Tamer, U., Kirdaite, G., Bernotiene, E., & Mobasheri, A. (2022). Magneto-
Immunoassay for the Detection and Quantification of Human Growth Hormone.
Biosensors, 12(2), 65. https://doi.org/10.3390/bios12020065

Ramanaviciene, A., Snitka, V., Mieliauskiene, R., Kazlauskas, R., & Ramanavicius, A.
(2006). AFM study of complement system assembly initiated by antigen-antibody
complex. Central European Journal of Chemistry, 4(1), 194-206.
https://doi.org/10.1007/s11532-005-0015-8

Ramanavicius, A., Finkelsteinas, A., Cesiulis, H., & Ramanaviciene, A. (2010).
Electrochemical impedance spectroscopy of polypyrrole based electrochemical
immunosensor. Bioelectrochemistry, 79(2), 11-16.
https://doi.org/10.1016/j.bioelechem.2009.09.013



91

Reed, G. F., Lynn, F., & Meade, B. D. (2002). Use of coefficient of variation in assessing
variability of quantitative assays. Clinical and Diagnostic Laboratory Immunology,
9(6), 1235-1239. https://doi.org/10.1128/CDLI.9.6.1235-1239.2002

Rezaei, B., Khayamian, T., Majidi, N., & Rahmani, H. (2009). Immobilization of specific
monoclonal antibody on Au nanoparticles for hGH detection by electrochemical
impedance spectroscopy. Biosensors and Bioelectronics, 25(2), 395-399.
https://doi.org/10.1016/J.B10S.2009.07.026

Richter, R. (2015). Precision health: Predicting and preventing disease — not just
treating it.

Sajid, M., Kawde, A. N., & Daud, M. (2015). Designs, formats and applications of lateral
flow assay: A literature review. Journal of Saudi Chemical Society, 19(6), 689-705.
https://doi.org/10.1016/J.JSCS.2014.09.001

Salvatori, R. (2015). Growth hormone deficiency in patients with obesity. Endocrine,
49(2), 304-306. https://doi.org/10.1007/s12020-015-0571-4

Saribiyik, A., & Gurbuz, G. (2021). Effects of glass fiber reinforced polymer pipe waste
powder usage on concrete properties. Revista de la Construccion, 20(3), 463-478.
https://doi.org/10.7764/RDLC.20.3.463

Savage, M. O., & Bang, P. (2012). The variability of responses to growth hormone
therapy in children with short stature. Indian journal of endocrinology and
metabolism, 16(Suppl 2), S178-84. https://doi.org/10.4103/2230-8210.104034

Schmidt, C., Borcherding, H., Thiele, T., Schedler, U., Werner, F., Rodiger, S.,
Roggenbuck, D., & Schierack, P. (2021). Fluorescence-encoded poly(methyl
metharcylate) nanoparticles for a lateral flow assay detecting IgM autoantibodies in
rheumatoid arthritis. Analytical Biochemistry, 633(June).
https://doi.org/10.1016/j.ab.2021.114389

Seele, P. P., Dyan, B., Skepu, A., Maserumule, C., & Sibuyi, N. R. S. (2023).
Development of Gold-Nanoparticle-Based Lateral Flow Immunoassays for Rapid
Detection of TB ESAT-6 and CFP-10. Biosensors, 13(3), 1-15.
https://doi.org/10.3390/bios13030354

Sharma, B., Frontiera, R. R., Henry, A. |, Ringe, E., & Van Duyne, R. P. (2012). SERS:
Materials, applications, and the future. Materials Today, 15(1-2), 16-25.
https://doi.org/10.1016/S1369-7021(12)70017-2

Sigalos, J. T., & Pastuszak, A. W. (2018). The Safety and Efficacy of Growth Hormone
Secretagogues. Sexual Medicine Reviews, 6(1), 45-53.
https://doi.org/10.1016/j.sxmr.2017.02.004

Srinivasan, B., & Tung, S. (2015). Development and Applications of Portable Biosensors.
Journal of Laboratory Automation, 20(4), 365-389.
https://doi.org/10.1177/2211068215581349

Srinivasan, S., Ranganathan, V., McConnell, E. M., Murari, B. M., & DeRosa, M. C.
(2023). Aptamer-based colorimetric and lateral flow assay approaches for the
detection of toxic metal ions, thallium( i ) and lead( ii ). RSC Advances, 13(29),
20040-20049. https://doi.org/10.1039/D3RA01658G

Sriram, G., Bhat, M. P, Patil, P., Uthappa, U. T., Jung, H. Y., Altalhi, T., Kumeria, T.,
Aminabhavi, T. M., Pai, R. K., Madhuprasad, & Kurkuri, M. D. (2017). Paper-based
microfluidic analytical devices for colorimetric detection of toxic ions: A review.
TrAC Trends in Analytical Chemistry, 93, 212-227.
https://doi.org/10.1016/J.TRAC.2017.06.005

Sukumaran, A., Thomas, T., Thomas, R., Thomas, R. E., Paul, J. K., & Vasudevan, D.
M. (2021). Development and Troubleshooting in Lateral Flow
Immunochromatography Assays. Indian Journal of Clinical Biochemistry, 36(2),



92

208-212. https://doi.org/10.1007/s12291-020-00887-5

Svensson, J., Johannsson, G., & Bengtsson, B. A. (1997). Insulin-like growth factor-I in
growth hormone-deficient adults: Relationship to population-based normal values,
body composition and insulin tolerance test. Clinical Endocrinology (C. 46, Say1 5).
https://doi.org/10.1046/j.1365-2265.1997.1851001.x

Tang, R., Xie, M. Y., Li, M,, Cao, L., Feng, S., Li, Z., & Xu, F. (2022). Nitrocellulose
Membrane for Paper-based BiosensorN. Applied Materials Today, 26.
https://doi.org/10.1016/j.apmt.2021.101305

Tidblad, A. (2022). The history, physiology and treatment safety of growth hormone.
Acta Paediatrica, International Journal of Paediatrics, 111(2), 215-224.
https://doi.org/10.1111/apa.15948

Tirgil, N. Y. (2022). Paper-Based Biosensor System for Fast and Sensitive Phenolic
Compounds Detection. J. Sci. Eng, 5(1), 13-21.
https://doi.org/10.34088/kojose.887169

Torul, H. (2016). Kagit Tabanl1 Mikro Akiskan Ciplerin Gelistirilmesi; Kan Matriksinde
Glikoz Ve Kanser Biyobelirteg Tayini. Doktora Tezi Analitik Kimya Anabilim Dali
Gazi Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Ankara.

Trevifio, J., Calle, A., Rodriguez-Frade, J. M., Mellado, M., & Lechuga, L. M. (2009).
Determination of human growth hormone in human serum samples by surface
plasmon resonance immunoassay. Talanta, 78(3), 1011-1016.
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2009.01.012

Trevifio, Juan, Calle, A., Rodriguez-Frade, J. M., Mellado, M., & Lechuga, L. M. (2009).
Surface plasmon resonance immunoassay analysis of pituitary hormones in urine
and serum samples. Clinica Chimica Acta, 403(1-2), 56-62.
https://doi.org/10.1016/j.cca.2009.01.015

Tsai, T. T., Huang, T. H., Ho, N. Y. J,, Chen, Y. P., Chen, C. A., & Chen, C. F. (2019).
Development of a multiplex and sensitive lateral flow immunoassay for the
diagnosis of periprosthetic joint infection. Scientific Reports, 9(1), 2-9.
https://doi.org/10.1038/s41598-019-52051-6

Turkevich, J., Stevenson, P. C., & Hillier, J. (1951). A study of the nucleation and growth
processes in the synthesis of colloidal gold. Discussions of the Faraday Society,
11(0), 55-75. https://doi.org/10.1039/DF9511100055

Tzanela, M., Zianni, D., Bilariki, K., Vezalis, A., Gavalas, N., Szabo, A., Drimala, P.,
Vassiliadi, D., & Vassilopoulos, C. (2010). The effect of body mass index on the
diagnosis of GH deficiency in patients at risk due to a pituitary insult. European
Journal of Endocrinology, 162(1), 29-35. https://doi.org/10.1530/EJE-09-0390

UCLA. (2021). What is Precision Health? https://www.uclahealth.org/precision-
health/what-is-precision-health [Ziyaret Tarihi: 4 Haziran 2024].

Urusov, A. E., Zherdev, A. V., & Dzantiev, B. B. (2019). Towards Lateral Flow
Quantitative Assays: Detection Approaches. Biosensors 2019, Vol. 9, Page 89, 9(3),
89. https://doi.org/10.3390/BI0S9030089

Vance, S., Zeidan, E., Henrich, V. C., & Sandros, M. G. (2016). Comparative Analysis
of Human Growth Hormone in Serum Using SPRi, Nano-SPRi and ELISA Assays.
J. Vis. Exp, 107, 53508. https://doi.org/10.3791/53508

Wang, Z., Zhao, J., Xu, X., Guo, L., Xu, L., Sun, M., Hu, S., Kuang, H., Xu, C., Li, A.,
Wang, Z., Xu, X., Guo, L., Xu, L., Sun, M., Kuang, H., Xu, C., Zhao, J., Hu, S., &
Li, A. (2022). An Overview for the Nanoparticles-Based Quantitative Lateral Flow
Assay. Small Methods, 6(1), 2101143. https://doi.org/10.1002/SMTD.202101143

Web_Sayfasi. (2018). Dwarfism And Gigantism; Scientific Views On The Causes(Tallest
And Shortest Man) — Steemit.



93

https://steemit.com/steemstem/@anikys3reasure/dwarfism-and-gigantism-
scientific-views-on-the-causes-tallest-and-shortest-man [Ziyaret Tarihi: 24 Mayis
2024].

WebSayfasi2. (2024). Gold Nanoparticles: Optical Properties — nanoComposix.
https://nanocomposix.com/pages/gold-nanoparticles-optical-properties[Ziyaret
Tarihi: 26 Mayis 2024].

Wu, K. H., Huang, W. C., Chang, S. C., & Shyu, R. H. (2022). Colloidal silver-based
lateral flow immunoassay for detection of profenofos pesticide residue in vegetables.
RSC Advances, 12(21), 13035-13044. https://doi.org/10.1039/D2RA01654K

Xu, T., Miao, J., Wang, Z., Yu, L., & Li, C. M. (2011). Micro-piezoelectric immunoassay
chip for simultaneous detection of Hepatitis B virus and a-fetoprotein. Sensors and
Actuators, B: Chemical, 151(2), 370-376. https://doi.org/10.1016/j.snb.2010.08.013

Yadav, S., Sadique, M. A., Ranjan, P., Kumar, N., Singhal, A., Srivastava, A. K., & Khan,
R. (2021). Sers based lateral flow immunoassay for point-of-care detection of sars-
cov-2 in clinical samples. ACS Applied Bio Materials, 4(4), 2974-2995.
https://doi.org/10.1021/acsabm.1c00102

Yamada, K., Shibata, H., Suzuki, K., & Citterio, D. (2017). Toward practical application
of paper-based microfluidics for medical diagnostics: state-of-the-art and
challenges. Lab on a Chip, 17(7), 1206-1249. https://doi.org/10.1039/C6LC01577H

Zeng, H., Zhang, D., Zhai, X., Wang, S., & Liu, Q. (2018). Enhancing the
immunofluorescent sensitivity for detection of Acidovorax citrulli using fluorescein
isothiocyanate labeled antigen and antibody. Analytical and bioanalytical chemistry,
410(1), 71-77. https://doi.org/10.1007/S00216-017-0690-2

Zhang, Q., Fang, L., Jia, B., Long, N., Shi, L., & Zhou, L. (2021). Trends in Analytical
Chemistry Optical lateral fl ow test strip biosensors for pesticides : Recent advances
and future trends. Trends in Analytical Chemistry, 144, 116427.
https://doi.org/10.1016/j.trac.2021.116427

Znoyko, S. L., Orlov, A. V., Bragina, V. A., Nikitin, M. P., & Nikitin, P. I. (2020).
Nanomagnetic lateral flow assay for high-precision quantification of diagnostically
relevant concentrations of serum TSH. Talanta, 216(March), 120961.
https://doi.org/10.1016/j.talanta.2020.120961



94

EKLER

Jimipuapsbisn aigb siafisun an sep : US| eBap 2196 sjafisuin o4 de), ,

=
=

— GO e——

._ue .._me_; «_."_w_._sw_.._n
EABAfAA an
JuyBu ' 0<HD ¥OSANA

. nwnd|n ' nwn3|g
" 491 34 HD IeSEq ' I-491 3A HO |esed

E]

ISewezy I-49I
..E..u: w 0=HD

—_—
o]
—
4]

EK-1 BH diizensizliklerinde &) ITT testi ve b) GTT testi akis semalar1 (Aldallal, 2018;

Polidori et al., 2020)
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EK-2 Farkl derisimlerdeki BH antikor-AuNP ¢ozeltilerinin UV 6lgiimleri
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EK-3 Farkli derisimlerdeki BH antikor-AuNP ¢ozeltilerine NaCl ¢6zeltisi ilavesi sonrasi
elde edilen UV olgtimleri

0.05

Saf AuNP

—— 0 pg/ml + NaCl
— 10 pg/mL + NaCl
——— 25 pg/ml. + NaCl
——— 50 ng/mL + NaCl
—— 100 pg/mL + NaCl
——— | 50 pg/ml. + NaCl
— 200 pg/ml + NaCl

0.04 4

Absorbans, a.u.

| ' 4 \ '\-\\_‘_‘.xh_ -
0.01 - = "
0.00 ' T T T T T ' T T 1
400 450 500 550 600 650

Dalgaboyu, nm



97

EK-4 Farkli derisimlerdeki BH antikor-AuNP ¢6zeltileri ve NaCl ¢ozeltisi ilavesi sonrasi
elde edilen tiim ¢ozeltilerin UV 6l¢iimleri
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