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Yanal akis tan1 teknolojisi, basit uygulama, yiiksek algilama hizi, tasima kolayligi, hizli sonug
alma gibi avantajlart nedeniyle biyomedikal uygulama alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir. Yanal akig
test seritleri numune pedi, konjugasyon pedi, tayin pedi (nitroselilloz membran) ve atik pedi olmak tizere 4
temel kisimdan olusur. Nitroseliiloz membran, yanal akis test sisteminde sinyalin tiretildigi seridin 6nemli
bir Dbilesenidir. Nitroseliloz membranin performansi, bir test sonucunun dogrulugunu ve
tekrarlanabilirligini dogrudan etkilemektedir. Membranin temel 6zellikleri siralandiginda, homojen bir
akis1 kolaylastirmasi, biyoreseptorii yakalamak igin iglevsellestirilebilir bir kat1 yilizey saglanmasi ve diisiik
spesifik olmayan etkilesim gostermesi 6n plana ¢ikmaktadir. Calismanin amaci, hizli tan1 kitlerinin temel
malzemesi olan nitroselilloz membranlara alternatif nitro-nanoseliiloz membranin gelistirilmesidir.
Nanoseliiloz biyouyumluluk, optik seffaflik, hidrofiliklik, yiiksek gozeneklilik, yiiksek yiizey alani ve
yliksek mekanik dayanim gibi ayirt edici ozellikler sergilemektedir. Caligmada elde edilen nitro-
nanoseliiloz sahip oldugu bu 6zellikler ve nanoboyutta fiberler icermesi 6zelligi ile sagladig1 genis yiizey
alan1 sayesinde yiiksek oranda test antikoru baglama ve hem bu 6zelligi hem de optik seffafligi sayesinde
hassasiyetin artirilmasi, spesifik olmayan etkilesimlerin engellenmesi, membran yiizeyinde akis igin
surfaktan ihtiyacinin azalmasi gibi nitelikleri bir arada bulundurmaktadir. Calismada ilk olarak bakteriyel
nanoseliiloz elde edilmis, nitrolanmasi ve karakterizasyonu gerceklestirildikten sonra kurutma islemi
gergeklestirilmigtir. Devaminda altin nanopartikiil sentezlenerek karakterize edilmistir. Son olarak elde
edilen nano-nitroseliilozun hizli test kitinde kantitatif analiz performansi incelenmis olup ticari membran
ile hazirlanan hizli test kitinin performans ile kiyaslanmistir. Bu ¢alismalarda model analit olarak insan
immunoglobulin (HIgG) test edilmistir. Kantitatif analiz sonucunda ticari membran ile hazirlanan test i¢in
teshis sinir1 (LOD) degeri 1,12 pg/mL ve tayin alt sinir1 degeri (LOQ) 3,39 ug/mL olarak hesaplanmistir.
Calismada elde edilen membran ile hazirlanan LFA i¢in LOD ve LOQ sirastyla 0,93 pg/mL ve 2,82 pg/mL
olarak hesaplanmistir. Gelistirilen LFA'nin kisa ve uzun donem kararlilik ¢aligmalart gerceklestirilmistir
ve test cevabini 6 ay siiresince esit oldugu bulunmustur. Sonug olarak ELISA yontemiyle karsilagtirarak ve
ticari yapay serum Orneklerinde gerceklestirilen LFA dogrulama testlerinde %90 - %107 araliginda elde
edilen geri kazanim degerleri gelistirilen LFA'nin kantitatif analizlerde kullanilabilecegini gostermistir

Anahtar Kelimeler: Alternatif test membrani, Immiinosensor, Kagit esasli sensor, insan
immunoglobulin, Yanal akis test.

v



ABSTRACT

MS THESIS
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FLOW ASSAYS

Ayse BOYRAZ

THE GRADUATE SCHOOL OF NATURAL AND APPLIED SCIENCES OF
NECMETTIN ERBAKAN UNIVERSITY THE DEGREE OF MASTER OF
SCIENCE IN DEPARTMENT OF NANOSCIENCE AND NANOENGINEERING

Advisor: Prof. Dr. Erhan ZOR
2026, 75 Pages

Jury
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Lateral flow assay technology is widely used in the field of biomedical application due to its
advantages such as simple application, fast detection speed, ease of transportation, and rapid results. Lateral
flow test strips consist of 4 basic parts: sample pad, conjugation pad, determination pad (nitrocellulose
membrane), and the absorption pad. The nitrocellulose membrane is an important component of the strip
from which the signal is generated in the lateral flow assay. The performance of the nitrocellulose
membrane directly affects the accuracy and repeatability of a test result. When the basic properties of the
membrane are considered, facilitating a homogeneous flow, providing a functionalizable solid surface to
capture the bioreceptor, and showing low non-specific interaction are important. The aim of this study is
development of nano-nitrocellulose membrane, an alternative to nitrocellulose membranes, which is the
basic material of rapid diagnostics. Nanocellulose exhibits distinctive properties such as biocompatibility,
optical transparency, hydrophilicity, high porosity, high surface area and high mechanical strength. The
nano-nitrocellulose obtained in this study will contribute to meeting the detection pad needs in rapid
diagnosis kits due to these properties. In addition, its properties such as hightest antibody binding thanks to
its large surface area due to its large surface area, increasing sensitivity thanks to this feature and optical
transparency, preventing non-specific interactions, and reducing the need for surfactant for flow on the
membrane surface, compared to the nitrocellulose membranes available in the market, are the advantages
of it In this study, bacterial nanocellulose was first obtained, nitration and characterization were carried
out, and then the drying process was performed. Subsequently, gold nanoparticles were synthesized and
characterized. Finally, the qualitative and quantitative performance of nano-nitrocellulose in the kit was
examined and compared to LFA consisting commercial nitrocellulose. As a result of quantitative analysis,
the limit of detection (LOD) value for the test prepared with the commercial membrane was calculated as
1.12 pg/mL and the limit of quantification value (LOQ) as 3.39 pg/mL. For the LFA prepared with the
membrane obtained in this study, LOD and LOQ were calculated as 0.93 pg/mL and 2.82 pg/mL,
respectively. Short and long term stability studies of the developed LFI were carried out and it was found
that the test response was equal even after 6 months. Comparing with the ELISA method, the LFA accuracy
tests performed on commercial artificial serum samples, the recovery values obtained between 90% and
107% show that the developed LFA can be used for quantitative analysis.

Keywords: Lateral flow assay, alternative test membrane, Immunosensor, Paper-based sensor,
human immunoglobulin G.



ONSOZ

Yiiksek lisans 6grenim siirecinde danigsmanligimi yapan, tez calismami belirleme,
hazirlama ve yazma siirecinde yol gosteren, yiiksek lisans hayatim ve tez yazma dénemim
boyunca ilgi, sabir, anlayis ve calisma azmi ile bana her zaman 6rnek olan, bilimsel
caligmalarimda yol gostericim olan, basarili bilim insan1 kimliginin yaninda ¢ok basarili
bir danisman olan degerli hocam Sayin Prof. Dr. Erhan ZOR’a bana sagladig1 tiim imkan,
kazanim ve hosgoriisii i¢in sonsuz saygi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Calismalarimda bana her daim yardim eden, eksiklerimi gidermem hususunda
beni aydmlatam.2 bana hem hoca he{n dg calisma arkadasi olan sabirli, anlayisli ve ¢ok
degerli hocam Ogr. Gor. Dr. Eda GUMUS’E sonsuz tesekkiir ve saygilarimi sunarim.

Calismalarimda bana destek olan islerini azimle ve titizlikle yapan calisma
arkadasim Gokberk ASLAN’a tesekkiirlerimi sunar, hayatta basarilar dilerim.

Hayatim boyunca yanimda olan beni desteklerinden hi¢bir zaman mahrum
etmeyen, egitim hayatimda her daim yardim eden, sevgilerini ve sabirlarini benden
esirgemeyen sevgili aileme tiim kalbimle tesekkiir ederim.

Egitim hayatimi kosulsuz destekleyen, calismalarimda yanimda olup destek
veren, yardimlarini esirgemeyen, anlayisiyla egitim hayatimi kolaylastiran ve beni hep
cesaretlendiren sevgili esim Hact Ahmet BOYRAZ’a hayatimda oldugu i¢in ve bu siiregte
bana destek oldugu i¢in tiim kalbimle tesekkiir ederim.

Arastirmamda bursiyer ve proje desteginden dolay1 TUBITAK a tesekkiir ederim.

Ayse BOYRAZ
KONYA-2026
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Bu ¢alismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, agiklamalar ile birlikte asagida
sunulmustur.
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EDS Enerji dagilimli X-Isin1 spektroskopisi
ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay
FESEM Alan emisyonlu taramali elektron mikroskobu
FT-IR Fourier doniistimlii kizil6tesi spektroskopisi
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TUBITAK Tiirkiye bilimsel ve teknolojik arastirma kurumu
UV-Vis Ultraviyole-goriiniir bolge spektroskopisi
QCM Kuartz kristal mikrobalans
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1. GIRiS

Amerika ve Almanya gibi gelismis ililkelerde saglik alanindaki kararlarin yaklagik
%66’s1 tani islemi siireglerinin sonucunda alinmasina ragmen, iilkelerin toplam saglik
hizmeti harcamalarinin yaklasik %2’sini olusturmaktadir (Rohr vd., 2016). Gelismekte
olan {ilkelerde ise meydana gelen oliimlerin %95’1 diisiik maliyetli erken teshis ve
miidahalelerin gerceklestirilememesinden kaynaklanmaktadir (Hu vd., 2014). Ozellikle
kliniklerdeki etkili tan1 gergeklestirme problemleri ve ileri asama saglik harcamalarinin
ylksek olmasi nedeniyle olusan bu hasta kaybi, hastalarin saglik durumlarinin uzaktan
kontrollerine yonelik teknolojilerin hem akademik hem de endistriyel olarak ilgi
¢ekmesine sebep olmustur. Diinya genelinde sektorel piyasa danigmanligi saglayan
MarketsandMarkets ve ResearchandMarkets raporlarma gére 2019 yilinda 19,2 milyar
dolar hacme sahip olan hizli tan1 teknolojilerinin 2024 yilina kadar yaklasik 1,5 kat
artarak, en az 31,5 milyar dolar hacme ytikselecegini ve sirketlerin yillik birlesik biiyiime
oraninin %8,3 olacagini ifade etmistir (Markets ve Markets, 2020). Bununla birlikte,
yaklagik 20 yildir 80’den fazla iilkede pazar arastirmasi yapan IDTechEx (ABD) kurulusu
sadece yerinde tayin yapabilen teknolojileri kapsayan iriinler konusunda bile pazar
paymin 43 milyar $’a ¢ikacagii vurgulamistir (IDTechEx, 2019). Ozellikle, yaslanan
diinya niifusu, artan saglik harcamalar1 ve yasam tarzindan kaynaklanan hastaliklardan
(kanser, genetik vb.) dolayi artigin siirecegi ifade edilmis ve bu alandaki sirket gelirlerinin

de hizla artacagi raporlamistir (Sekil 1.1-a)
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Ulkemizde s6z konusu durum, toplumsal ihtiyag ve saglik politikalar1 kapsaminda
farkli kurumlarimiz (TTGV, ASO, TUBA vb.) tarafindan degerlendirilmis ve eylem plani
lizerine raporlar yaymlanmistir. Her ne kadar 2007 yilinda Avrupa Birligi ile uyum

cercevesinde tibbi cihaz tanim ve yonetmelikleri yeniden diizenlenmis olsa da 6zellikle



0zel sektorde olmak tlizere Ar-Ge faaliyetlerinin yeterli seviyeye ulasmadigi belirtilmistir
(Ankara Sanayi Odasi, 2014). Tiirkiye Teknoloji Gelistirme Vakfi (TTGV, Ankara)’na
gore 2016 yili itibariyle yaklasik 2 milyar dolara kadar ulasan Tiirkiye Tibbi Cihaz
Pazari’nda ulusal pazar payinin biiyiik bir orani (yaklasik %85) ithalatla karsilanmaktadir
(TTGV: 2030’a Dogru Saglik, 2018) Ulke ekonomisinin olumsuz yonde etkilendigi de
belirtilen bu raporda, 84. madde olarak belirtilen “Oniimiizdeki dénemde tibbi cihaz
sektoriinde hangi alanlarin 6ne ¢ikacagina bakarsak, ilk sirada in-vitro tani oldugu
goriilmektedir” ifadesi kullanilmis olup 2022 yila kadar %70’lik biiylimeyle in-vitro
tan1 sistemlerinin ilk sirada oldugu vurgulanmigtir (Sekil 1.1-b). Ayrica, bu raporda, 2018
yilinda tek basina mobil saglik pazarinin 28 milyar ABD dolar1 oldugu da vurgulanmastir.
Tip ve toplum saglig1 acisindan 6nemi vurgulanan bu raporlarin yani sira acil eylem plani
gerektiren bu durumu éncelikli hedefleri igerisinde degerlendiren TUBITAK ise, 2 Kasim
2004 yilinda yayimlanan Ulusal Bilim ve Teknoloji Politikalar1 2003-2023 Strateji
Belgesi’'nde yer vermistir (Strateji Belgesi, 2004). Bu belgede, Yasam Kalitesinin
Yiikseltilmesi baslig1 altinda “Hekimlerin, 6rnekleri laboratuvarlara yollamadan, hasta
basinda gerekli testleri yapmalarini ve siiratle hastalarina miidahale etmelerini saglayacak
tan1 kitleri gelistirebilmek” hedefini ortaya koymustur. Bu noktada, ozellikle
nanoteknoloji alanindaki gelismelerle bu durumun daha etkin olacagi da belirtilmistir. Bu
kapsamda yiiriitiilen politikalarla, 2018 yilinda TUBITAK — ARDEB kapsaminda
Tanibilim (Diagnostics) Cagr1 Programi (1003-SAB-TANI-2018-1 Yenilik¢i Tam
Kitleri) ve 2018 yilinda 1511-Oncelikli Alanlar Arastirma Teknoloji Gelistirme ve
Yenilik Projeleri Destekleme Programi kapsaminda da Saglik-Tibbi Tani Cihazlar
(1511-SAB-TANI-2017-2) cagrilarim1 yayimlamistir (ARDEB, 2018a, 2018b). Yine
TUBITAK tarafindan yapilan son ¢agrida ise, Tiirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma
Kurumu Miikemmeliyet Merkezi Destek Programi (1004 Programi) kapsaminda, Yiiksek
Teknoloji Platformlar: 2021 Yili Cagrisi, Imalat ve Hizmet Sektdrlerinde Yiiksek
Teknoloji NACE Rev.2 Kodlariyla belirtilen 21.2 eczaciliga iliskin ilaglarin imalat: alt
bashiginda da bu kitlere olan énem bir kez daha vurgulanmistir (TUBITAK, 2021).
Dolayistyla, bu cagrilardaki “Tan1 veya taniya yardimcr Kkitlerde sinyal arttiric
malzemelerin gelistirilmesi, Tam1 veya taniya yardimci immunoassay Kkitlerinin
gelistirilmesi” maddelerine hizmet eden calisma sonuglarinin iilkemizin 6ncelikli
hedeflerine hem deneysel hem de bilim insan1 yetismesi noktasinda katki sagladig:

kanaatindeyiz.



TUBITAK tarafindan éncelikli alanlar icinde kabul edilen saglik alani, ulusal
saglik teknolojilerinin yenilikg¢i ve rekabet¢i yoniiniin gelistirilmesi amaciyla T.C. Saglik
Bakanligi ve TUBITAK arasinda bir is birligi protokolii imzalanarak, Eyliil 2012
tarihinde TUBITAK tarafindan 1003-Oncelikli Alanlar Ar-Ge Projeleri Destekleme
Programi kapsaminda “Tani, Tedavi ve Destek Amacli Yenilik¢i Tibbi Cihazlar
(TCO0101)” bashikli 6nemli bir ¢agr1 programi baglatilmistir. Bu ¢agr1 kapsamindaki
calisma Onerilerinin hem katma degeri yiiksek, yaratici ve yenilik¢i olmasi, hem de saglik
alaninda uygulama projelerine temel teskil edecek veya uygulama projelerine girdi
saglayacak teknolojik iirlin ve bilgi iiretmeye yonelik olmasi hedeflenmistir. Bu
cergevede yer alan alt konular ele alindiginda, bunlardan bir tanesi olan ve bu ¢alismanin
da ana hedefiyle dogrudan ilgili olan "Hasta bas1 (point-of-care) (POC) tan1 teknolojileri"
kapsaminda hizli ve pratik tan1 kitlerinin gelistirilmesi biiylik 6nem arz etmektedir.

Hastaliklarda erken taninin ciddi 6nem tasidig1 bu donemlerde hastaliklarin teshis
ve takibinde kullanilan bir¢ok sistem maliyet ve uzman personel gereksinimlerinden
dolay1 ozellikle az gelismis bolgelerde insanlar i¢in ulasilmasi zor ve kisith olarak
goriilmektedir (Lopez-Marzo ve Merkoci, 2016). POC sistemleri bu zorluklarin
asilabilmesi, pek ¢ok hastalikta tan1 ve takip araci olarak kullanilmakta olup yenilerinin
gelistirilmesi ve sagladig1 avantalar dolayisiyla giincel bir alan teskil etmektedir (Qin vd.
2019; Yang vd., 2019). Saglik alaninda kesin sonuglarin elde edilmesi hususunda POC
tan1 kitleri lizerine tartigsmalar bulunsada, bu konuda gerceklestirilen ¢aligmalarda genel
olarak bu sistemlerin dogrudan kazanmimlar (maliyet, zaman) sagladigi gibi dolayh
kazanimlar (uzman, cihaz maliyeti) da sundugu ortaya konmustur (EI-Osta vd., 2017;
Spaeth vd., 2018; Abbott 2015). POC sistemleri 6zellikle dogruluk, erisilebilirlik ve
uygun fiyat gibi temel biinyesinde barindirmasiyla Diinya Saglik Orgiitii'niin ASSURED
(Affordable, Sensitive, Specific, Userfriendly, Rapid and Robust, Equipment-free and
Deliverable) ve 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) kriterlerini bir¢ogunu (hizli, ekipman
gerektirmeyen, gercek zamanli baglanabilirlik hassas, saglam, numune toplama
kolayligina sahip, spesifik, kullanici dostu, c¢evre dostu ve teslim edilebilir)
saglamaktadir (Kettler vd., 2004; Land vd., 2019).

Hizla gelisen teknolojin faydalanilarak elektrokimyasal, optik, piezoelektrik,
akustik, termometrik gibi ¢ok cesitli fiziksel sinyallere dayali olarak gelistirilen POC

teknolojileri genel itibariyle yanal akis tani (lateral-flow assay, LFA), yiizey plazmon



rezonans (SPR), kuartz kristal mikrobalans (QCM), yonga iizeri laboratuvar (LOC)
mikroakigkan ve mikrokanal sistemler ve elektrokimyasal sensor sistemleri olarak
siniflandirilabilir (Darwish vd., 2018). Son yillarda giyilebilir sensor sistemlerine entegre
edilebilen esnek polimer esasl yapilar olduk¢a 6nemli arastirma konular1 teskil ederken
(Wang vd., 2016), kagit-esash platformlar kolay bulunabilmesi, ekonomik olmasi, pasif
stvi  tagimasina izin veren Yyapisi, (biyo)kimyasallarla olan uyumlulugu ve
(biyo)molekiiller ile yazdirilabilmesi ve kaplanabilmesi nedeniyle hala tercih edilmektir.
Ilk kagit esashi biyotahlil platformu (glukoz testi), 1957 yilinda kagit iizerine
kimyasallarin emdirilmesi ve ornekleme gergeklestirildiginde ortaya ¢ikan renk
degisikligine dayanirken (Free vd., 1957), 1982 yilinda ilk defa nitroseliiloz membran
lizerine antikor immobilize edilmesiyle immiinosensor test cubuklari elde edilmistir
(Hawkes vd, 1982). Kapiler etki ile yiiriitiillen yanal akis sistemlerinin geleneksel test
c¢ubugu teknolojisi ile ilk bulugmasi ise 1989 yilinda gerceklesmistir (Rosenstein ve
Bloomster, 1989; Gordon vd., 1990).

Kagit-esasli biyosensorler igerisinde yer alan ve genel yapisi Sekil 1.2°de sunulan
LFA sistemleri, test g¢ubuklarmin kullaniminda uygulanan inkiibasyon ve yikama
adimlar gibi standart prosediirleri ortadan kaldirarak kisa siirede diisiik tan1 sinirlarina
ulasma olanagi sunmustur. Yanal akig sistemleri kullanilarak halihazirda kullanilan
ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) testi ile uzun ve ugras gerektiren
prosediirlere pratik olarak ve 6zellestirilmis cihazlar gerektirmeyen avantajlar saglayarak
bu sistemlerin kagit esasli sensorlere basarili bir sekilde aktarildigi goriilmektedir. Sonug

olarak, yaygin kullanim alani bulmaya baslamislardir (Fung vd., 2009; Zor vd., 2025).
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Sekil 1.2. Yanal akis tan1 sistemi bilesenleri (Zor vd., 2025)



Yanal akis tan1 teknolojisi, basit uygulama, yiliksek algilama hizi, tagima kolayligi,
hizli ve giivenilir sonu¢ alma ve benzeri avantajlart nedeniyle biyomedikal uygulama
alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir. En yaygin bilinen 6rnegi gebelik testleri olmakla
birlikte pestisit, agir metal tayinleri, kotiiye kullanimi olan ilaglar i¢in hizli tan1 kitlerinde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Qin vd., 2012). Optik temelli LFA’lar test sonug¢larinin
cok cesitli cihazlar (cep telefonu, ucuz kolorimetrik cihazlar vb) Olgiilebilir olmasina
ragmen kullanic1 gozii ile var/yok (veya pozitif/negatif) testi islevini yerine getirmesi ve
herhangi bir cihaza ihtiya¢ duyulmamasi yoniiyle en ¢ok tercih edilen sensorler i¢inde yer
almaktadir. LFA 4 temel kisimdan olugmaktadir. Bunlar sirasiyla numune pedi (1),
konjugasyon pedi (II), tayin pedi (nitroseliiloz membran) (III) ve atik pedi (IV) olarak
adlandirilir.

Dogada en bol bulunan yenilenebilir biyopolimer olan seliiloz, diisiik maliyetli
cihazlar tasarlamak i¢in uygun bir malzeme ¢esitlidir. Ayrica, seliiloz bazli malzemeler
esnektir, biyouyumludur, biyolojik olarak pargalanabilir ve seri iiretimin yani sira
dogrudan islevsellestirmeye uygundur. Kagit, tekstil/iplik ve nanoseliiloz dahil olmak
tizere seliilozik substratlarin bu rakipsiz 6zellikleri ve biiyiileyici {iretim basitlikleri ve
akilli telefonlar gibi gilinlimiiz kosullarinda her yerde ulasilabilen teknolojilerle
birlestirilebilmeleri, onlar1 6zel olarak hazirlanmis biyoalgilama platformlar1 haline
getirmektedir. Ayrica, seliiloz bazli biyosensor yaklasimlari, Diinya Saglik Orgiitii'niin
ideal tani testleri/cihazlar1 icin REASSURED (gergek zamanli baglanti, numune toplama
kolaylig1, uygun fiyatli, hassas, spesifik, kullanic1 dostu, hizli ve saglam, ekipmansiz ve
son kullanicilara ulastirabilir) kriterlerini karsilayabilmektedir. Bu nedenle, seliiloz,
yenilik¢i analitik cihazlar1 tasarlamak icin biyosensor arastirmacilarina miikemmel
malzemeler saglamaktadir.

Nitroseliilloz membran, LFA sisteminde sinyalin tretildigi seridin 6nemli bir
bilesenidir. Nitroselilloz membranin performansi, bir test sonucunun dogrulugunu ve
tekrarlanabilirligini dogrudan etkiler (Quesada-Gonzalez vd., 2019). Membranin temel
ozellikleri siralandiginda, homojen bir akis1 kolaylastirmasi, biyoreseptdrii yakalamak
icin islevsellestirilebilir bir kat1 ylizey saglanmasi ve diisiik spesifik olmayan baglanma
(etkilesim) gostermesi On plana ¢ikmaktadir (Parolo vd., 2020). Nitroseliiloz membranlar
seliiloz nitrat ve seliiloz asetattan olusurlar ve seliiloz asetat membranlarin tek basina
sunduklarindan daha yiiksek protein baglama etkililigi ortaya koyarlar (Hua vd., 2020).
Proteinlerin bu baglanma etkililigi termodinamik olarak adsorbe edilmeye

yonlenmesinden kaynaklanmaktadir. Bu ¢ekime sebep olan karbon igeren nitroseliiloz ile



proteinin hidrofobik kismi arasindaki hidrofobik bir etkilesimdir. Proteinlerin
adsorplanmasindaki diger sebep ise esas olarak nitroseliilozdaki nitrat gruplariin
dipolleri ile protein icindeki dipoller arasindaki elektrostatik bir etkilesim olarak
tanimlanmaktadir. Her iki durumda da proteinlerin nitroseliiloz yapiya adsorbe olacagi
bilinmektedir. Bu niteligi gdz online alindiginda seliilloz membran yerine nitrolanmis
selilloz olan nitroselilloz membranlarin LFA sistemleri i¢in daha avantajli oldugu
goriilmektedir (Fridley vd., 2013).

Mevcut nitroseliilloz membranlar normal substrat malzemeleri olarak ¢esitli kagit
bazli biyosensorler hazirlamak icin siklikla kullanilmaktadir. Gozenekli nitroseliiloz
membranlar, sivi numunede bir analitin varligimi veya yoklugunu belirlemek igin
immiinokomplekslerin olusturuldugu ve tayinin gorsellestirildigi yanal akis sistemlerinde
altlik tayin pedi olarak kullanilir (Tang vd., 2022). Nitroseliiloz membranlarin optimum
performansi, test reaktiflerinin nitroseliiloz ile etkilesimlerinin ve reaktif konumunun test
duyarlilig1 tizerindeki etkilerinin anlagilmasi biiylik 6nem arz etmektedir (Choi vd.,
2016). Malzemenin yiizey serbest enerjisi, hidrofilik-hidrofobik ve polar ylizeyin dengesi
en diisiikk oldugunda, protein ve malzeme yiizeyi arasindaki etkilesim diizeyi oldukca
yiiksektir. Nitroselilloz yapilarin  farkli  biyomolekiillerin adsorpsiyon 06zelligini
kargilamasi1 arzu edilmektedir. Her bir fonksiyonel kagit bazli biyosensor i¢in gelecekte
farkli hidrofilik-hidrofobik 06zelliklere sahip nitroseliiloz membran hazirlanmasi
gerekliligi ortaya konulmustur (Tang vd., 2022). Benzersiz bir sekilde, nano olcekli
selilloz (nanoseliiloz olarak da bilinir), hidrofiliklik, genis kimyasal modifikasyon
kapasitesi ve ¢ok yonlii yar1 kristal fiber morfolojilerinin olusumu gibi énemli seliiloz
ozelliklerini nano Ol¢ekli malzemelerin spesifik 6zellikleriyle birlestirir (Klemm vd.,
2011). Nanoseliilozun, c¢esitli morfolojilerde (6rnegin nanokristaller, nanolifler ve
nanofilmler) ve esneklik, yiiksek kristallik, biyolojik olarak pargalanabilirlik 6zelligi
mevcuttur. Ayrica biyouyumluluk, optik seffaflik, hidrofiliklik, yiiksek gozeneklilik
(porozite), hidroksil igeren gruplarla yiiksek yiizey alan1 ve yliksek mekanik dayanim gibi
ayirt edici 6zellikler sergiler (Morales-Narvaez vd., 2015). Mevcut calismada bakteriyel
yontemle elde edilen ve nitro grubu baglanan nitro-nanoseliiloz sahip oldugu bu 6zellikler
sebebi ile belirtilen bu ihtiyacin karsilanmasina katki saglayacaktir. Ayrica, mevcut
piyasada bulunan nitroseliiloz membranlara goére nanoboyutta fiberler igermesi 6zelligi
ile nanoboyutun saglayacagi genis ylizey alani sayesinde yiiksek oranda test antikoru

baglama ve hassasiyetin artirilmasi, spesifik olmayan etkilesimlerin engellenmesi,



membran yiizeyinde salinim i¢in deterjan (surfaktan) ihtiyacinin azalmasi gibi nitelikleri

bir arada bulundurmaktadir.

Arastirmanin amaci

Nitroseliilloz membran biyolojik denemelerde en 6nemli sarf malzemelerden
birisidir ve aslinda hizli test kitlerinin en 6nemli temel bilesenlerinin basinda yer alir.
Ulkemizde hizli tami kitleri iireten birkac firma bulunurken bu test kitlerinin temel
bilesenlerini lireten firma/kurulus bulunmamaktadir. Bu hususta, yerli iiretimin artmast
ve diga bagimliligin azaltilmasi konusunda 6ncii firmalar/kuruluslar mevcut olsa da hala
temel ihtiyac olan nitroselilloz membranlarin iiretimi konusunda eksiklikler vardir. Bu
calisma ile s6z konusu yerli/yabanci liretim test kitlerinin en dnemli temel bilesenlerinden
olan tayin pedinin (membran) iiretimi hem nano boyutta stabil seliilozik fiberler
sentezlenerek elde edilmis olup hem de bakteriyel olarak elde edildigi i¢in ¢evreye duyarli
cevre dostu iirlin elde edilmistir. Bu kapsamda c¢alismanin 6nemi ve literatiire katkisi

hususlar1 olarak detayli olarak analiz edilmistir.

Seliiloz iiretiminin ihtiyacit ve digsa bagimliligin azaltilmas1 konusunda yapilan
aragtirmalarda 2020 y1linda Kocaeli Sanayi ve Teknoloji Bakanlig1 tarafindan yapilan On
Fizibilite Raporu seliiloz asetat iiretimine yatirimin arttirilmasini konu aldig1 gériigmistiir
(Sanayi ve Teknoloji Bakanligi, 2020). Bu c¢alismada seliiloz tiirlerinin {iretiminin diinya
ve Tirkiye’deki durumu hakkinda veriler gosterilmistir. Sektdrde one ¢ikan iilkelerle
birlikte diinyadaki toplam ithalat miktar1 son 5 yila ait verileri g6z 6niine alindiginda 2019
yilinda sektorde yapilan ithalat miktarlarina bakildiginda Tiirkiye’nin diinyaya yaptigi
37.726 tonluk ihracatla 10. sirada yer aldigi goriilmiistiir. 5 yilin ihracat verileri
incelendiginde en fazla ihracat degeri olan alt kirihmin 391239 GTIP kodlu
hidroksipropil seliiloz ve diger seliiloz eterleri grubunda oldugu goriilmiistiir. Bu grubu
sirastyla, seliiloz esterleri ve diger seliiloz ve kimyasal tiirevleri, karboksimetil seliiloz ve
tiirevleri, seliilloz asetatlar1 ve seliiloz nitratlar izlemistir. Son 5 yilda Tirkiye’de
sektordeki ihracatin ithalati karsilama oranina bakildiginda, 2015 yilinda %34
seviyesinde oldugu, bu oranin 2016 ve 2017 yillarinda %29’a diisttigii, 2018 yilinda %37
ve ardindan 2019 yilinda %50 seviyesine ulastig1 goriilmiistiir. Tiirkiye’nin seliiloz ve
tiirevleri sektoriinde ihracat miktar ithalattan fazla olmasina ragmen, ithalat degerinin
ithracat degerinden fazla oldugu goriilmistiir (Sanayi ve Teknoloji Bakanlig1, 2020). Bu
durumun ihrag edilen iiriinlerin katma degerinin ithal edilenlere gore daha az oldugu ya

da ithal edilen {ilkelerden gelen iirlinlerin maliyetinin fazla oldugu yoniinde



yorumlanabilir. Calismanin ¢iktilar1 ile 6zellikle yiiksek teknoloji sinifinda yer alan tani
kitlerinin hammadde {iiretiminin yerli olmas: ile maliyetin diisiiriilerek ithalattan ¢ok

ihracat yapilmasina olanak saglayacak olmasi énemli etkenlerden biridir.

2021 yilinda benzer bir fizibilite raporu Batman ilinde seliiloz iiretimi ile ilgili
yapilmustir (Sanayi ve Teknoloji Bakanligi, 2021). Ulkemizde ticari olarak seliiloz
tiretimi gerceklestiren 24 isletme vardir fakat hammaddeye olan ihtiyacin ¢ok olmasindan
dolay1 talep ithalat yoluyla karsilanmaktadir. Seliilloz ihtiyaci olan isletmeler talep
miktarlarina gore ya imalat¢1 firmalardan temin etmekte ya da ithalat¢i firmalardan yurt
icinden almaktadirlar. Seliilozun ithalat rakamlarina bakildiginda ithal seliilozun ortalama
kg fiyatinin 3,9$ seviyesinde, piyasada ise kg fiyat1 10$ civarinda oldugu rapor edilmistir
(Sanayi ve Teknoloji Bakanligi, 2021). Raporlarin sonuglar1 dogrultusunda ham madde
olarak iiretim ihtiyacinin oldugu seliilozun olduk¢a genis bir pazar paymin oldugu ve bu
pazar payinda maliyetin diisikk olarak elde edilmesi ile bu ihtiya¢ karsilanabilir hale
gelecektir. Gergeklestirilen calismamizda bu iiretim ihtiyaglart géz oniine alinarak diisiik
olan seliiloz iiretiminin ve bunun yani sira yine 6nemli bir husus olarak dogal bir proses
ile nanolif esasli nanoseliiloz elde edilmistir. Yukarida verilen fizibilite raporlari
degerlendirildiginde c¢alisma sonucu elde edilen iiriin ile lilkemiz ekonomisi ve diga
bagimlilig1 azaltacak ve ileriye doniik yeni {iretim proseslerine dncii olacak etkilerinin
olacag diisiiniilmektedir.

T.C. Sanayi ve Teknoloji Bakanliginin Hamle Programi kapsaminda Gilimriik
Tarife Istatistik Pozisyonu (GTIP) Kodlarma Gore Uriinler icerisinde yer alan
391239850000 GTI kodlu seliiloz eterleri ve 391290900000 kodlu seliiloz, kimyasal
tiirevleri (baska yerinde belirtilmeyen) (ilk sekilde) Kimya Sektdrii Oncelikli Uriin
Listesinde yer alan seliiloz tiirevlerine olan oncelik belirtilmistir (Web Sayfasi-1).
Caligsma konusu olan seliiloz ve sonrasinda katma degeri yiiksek ve hizli test kitlerinde
temel bilesen olan nitroseliiloz tiretimine yonelik yenilik¢i yontem ile 6nemi vurgulanan
seliiloz ihtiyacinin karsilanmasi ve yerli tiretime katki saglayacag diistiniilmektedir.

Literatiirde nitroseliilozun liretim proseslerine yonelik birbirine benzer yontemler
gerceklestirilmistir (Mattar vd., 2020). Ancak, {iretiminin 6nemli olmasina ragmen hala
iilkemiz tarafindan ithal ediliyor olmas1 ve son zamanlarda gelisen teknolojinin bu gibi
temel materyallere olan ihtiyaci artmasina ragmen test kitleri icin tayin pedi liretimine
yonelik bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu boslugu doldurmaya yardimci olmak igin

caligma sonucundaki ¢iktilarin katk: saglayacagi ongoriilmektedir.



LFA teknolojisi i¢in nitratlanmis bakteriyel nanoseliiloz iiretiminin iilkeye
kazandirilmasi gerekmektedir. Nanoseliiloz (NS), seliiloz nanokristalleri (SNK), seliiloz
nanofiber (SNF) ve bakteriyel nanoseliilloz (BNS) olarak siniflandirilabilir. Fosil tiirevli
hammaddelerin yerini almak ic¢in c¢ok sayida endiistriyel kullanima sahip yeni
biyomalzemelerdir. Arzu edilen O&zellikler arasinda genis yiizey alani, benzersiz
morfoloji, miikkemmel mekanik Ozellikler, spesifik yiikksek mukavemet, iyi
biyouyumluluk, yenilenebilirlik, uyarlanabilir yiizey kimyasi ve iyi optik 6zellikleri
bulunur. Cesitli siirdiiriilebilir ve yenilenebilir malzemelerin gelistirilmesinde
kullanimlar1 son yillarda 6nemli 6l¢lide artmistir. Pazar, esas olarak, recinelere, sentetik
koyulastiricilara, gii¢lendiricilere ve plastik katki maddelerine alternatif olarak
SNF'lerden olusmaktadir. SNF bazli iiriinler, basta Japonya olmak {izere, halihazirda
piyasaya c¢ikmis olup ambalaj ve kompozit pazarlarinda 6nemli gelismis biyomalzeme
¢Oziimleri olarak goriilmektedir. Kisisel bakim ve kozmetik sektorlerinde SNK ve BNS
tiriinleri mevcut piyasada yer almaktadir. Japonya'daki pazar biiyiik bir hacme sahip iken,
Asahi Kasei, Blue Biofuels, Inc., Bucha Bio, CelluComp Ltd., Chuetsu Pulp & Paper Co.,
Ltd., Daicel, Daio Paper Corporation, Inventwood LLC, Melodea, SAPPI, DKS Co. Ltd.
gibi biiyiik oyuncularin yer aldigi 150'den fazla nanoseliiloz (seliiloz nanolifleri, seliiloz
nanokristalleri ve bakteriyel nanoseliiloz lireticileri) iireten sirket profili bulunmaktadir
(Web Sayfasi-2). Ancak iilkemizde bu alanda {iretim yapan bir kurulus bulunmamaktadir.
Onerilen bu ¢aligmanin temel amac1 LFA teknolojisi igin alternatif tayin pedi iiretimi
olmakla birlikte, caligmada elde edilecek olan nanoseliilozun da ayri bir katma degere

sahip oldugu diisiintilmektedir.

Arastirmanin onemi

Calisma kapsaminda elde edilecek olan bakteriyel nanoseliilloz, nitroseliiloz
haline getirilerek nitro (-NO2) grubunun getirmis oldugu o6zellikler ile LFA sistemine
dahil edilmesi planlanmistir. Seliiloz diisiik yogunlugu ve farkli yiizey o6zellikleri elde
etmek i¢in kimyasal tiirlerin baglanmasini kolaylagtiran -OH yan gruplarinin reaktif bir
ylizeyine sahiptir (Moon vd., 2011) (Sekil 1.3-a.). Nitroseliiloz, yaygin seliilozun bir
stilfiirik/nitrik asit karigimi ile islenmesiyle iiretilen ve polimer yapisinda hidroksil (-OH)
gruplarinin nitro gruplar ile yer degistirmesi ile sonuglanan bir seliillozik bilesiktir
(Romanholo vd., 2020) (Sekil 1.3-b.). Nitroseliiloz giinliik yasamda bir¢ok kullanim alani
bulmus bir {irlindiir. Fiziksel formu, beyaz liflerden ince tabakalara ve kalin siviya kadar

genis Ol¢lide degisebilir. Diger giincel kullanimlar arasinda DNA, RNA veya proteini
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hareketsiz hale getirmek (konumlandirmak) i¢in kullanilan ve daha sonra etiketli bir dizi
veya antikor (Western blot) tahlilleri yapmak, elektroteknikler, cilt koruyucular,
mikrofiltreler ve problanabilen membranlarin yapimi yer almaktadir (Dennis J Naas vd.,
2018). Nitroseliiloz, diistik fiyati, gii¢lii baglayiciligi nedeniyle LFA sistemlerinde en
yaygin kullanilan membrandir (Parolo vd., 2020). Proteinlere gii¢lii baglanma afinitesi
sayesinde (en ¢ok kullanilan antikorlar ve biyoreseptdr tipi dahil) ve ayarlanabilir
Ozellikleri ile farkli akis siirelerinin elde edilmesi ve ylizey aktif madde igeriginin
degistirilmesi Ozelliklerinden dolay1 tercih edilmektedir (Sartorius Stedim Biotech,

2018).

2) OH . b)

Sekil 1.3. a) Seliiloza ait molekiil yapisi b) Nitroseliiloza ait molekiil yapist

Mevcut piyasada LFA sistemlerinde kullanilan tayin pedlerinin kullanimi oldukga
yaygin halde iken iiretimi tamamen yerli olarak yapilmamaktadir ve ayrica LFA tayin
pedlerinde kullanilmak iizere alternatif nitroseliiloz ihtiyacinin oldugu goriilmektedir.
Calismadan elde edilen nitro-nanoseliiloz hazir halde ve farkli firmalarca {iretilen LFA
sistemlerinde kullanilan nitroselilloz membranlara kiyasla dogal ve g¢evre dostu bir
yontem olan bakteriyel sentez ile nano boyutta sentezlenmistir. Cesitli bakteriler
(Achromobacter, Acanthemoeba ve Acetobacter gibi bakteriler) ve algler’den (Valonia,
Chaetmorpha) de seliilloz sentezlenmektedir (Klemm vd., 2005) (O’sullvian, 1997).
Yapilacak olan sentezde seliiloz polimeri bakteriyel bir yontemle biyoteknolojik olarak
elde edilecek olup biyouyumlu, stabil ve diisiik maliyete sahip iiretim prosesi
gerceklestirilecektir. Gelecekteki nano yapili ve nanoteknolojinin sunacagi farkli
sistemlere uygulanabilecek olan bu temel malzemenin hazirlanmasi saglanarak literatiire

katki saglanacag diisiiniilmektedir.
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2. KAYNAK ARASTIRMASI

Tezin bu boliimiinde ¢alisma ile ilgili makaleler, patentler, faydali modeller ve

tescil taramalar1 asagida farkli basliklar altinda sunulmustur.

2.1. Ilgili Cahsmalar

LFA sistemlerinde hassasiyeti artiran bir strateji olarak en ¢ok kullanilan antikor-
analit etkilesim siiresini uzatmak i¢in numune akisini gegici olarak korumak veya
azaltmak tizere tasarim miihendisliklerinden faydalanabilmektedir. Bu baglamda, bazi
yeni ¢aligmalar ile gesitli ilging yaklasimlar bildirmistir (Torn’e-Morat o vd. 2025).

Sena-Torralba vd. (2020) LFA’da hedef ve etiket nanopartikiillerini test ¢izgisinin
(TL) ustiinde segici ve gegici olarak biriktirmek amac ile ¢éziiniir mum bariyerlerinin
kullanilmasi ile ilgili bir ¢calisma gergeklestirmislerdir. Nitroseliiloz membran iizerinde
test ¢izgisinin hemen sonrasinda balmumu ile hidrofobik bir bariyer olusturulmus ve
baglanma olaymin gergeklesmesi igin gerekli siireyi arttirmislardir. Uzattiklari
inkiibasyon siiresi ile Insan IgG (HIgG) tespiti icin sinyal artis1 ve hassasiyette 51,7 kat
artis yakaladiklarinin belirtmislerdir. Arastirmanin grafiksel ozeti Sekil 2.1°de

gosterilmistir
A Nanoparticle Test Line Control Line
sample w\ \ v/ N e y«- pad
\/ “r
L "
Conjugate pad Membrane Laminated card
B standard LFA C waxbarrier LFA D

| et

S 999999999 V' Antisugo
Vs o oo

Sekil 2.1. Balmumu bariyerleri ile modifiye edilmis LFA (Sena-Torralba vd., 2020)

Wang vd. 2020 calismalarinda viriisleri, bakterileri ve proteinleri tespit etmek i¢in
elektrospin yontemiyle, gorsellestirmeye dayali ekonomik, taginabilir, tek kullanimlik ve
giivenilir bir LFA sensorii gelistirmeyi amaclamiglardir. Nitroselilloz bazli

immiinokromatografi test seritlerinin hedef tespitine duyarliliginin sorun teskil
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etmesinden yola ¢ikarak, erken gebelik tespiti icin geleneksel nitroseliiloz fiber membran
farkl1 olarak elektroegrilmis nitroseliiloz fiber membran kullanmislardir. Gozenek
boyutunu, gozeneklilifi ve membranin morfolojisini ayarlamak i¢in kullanilan bu
membranlarda fiber ¢apinin uygun sekilde sec¢ilmesiyle, diisiik akis hizina ve yiiksek
protein yiiklemesine sahip seritleri elde etmislerdir. Testin sagladigi 6zelliklere dayanarak
insan koryonik gonadotropinin kolorimetrik tayini i¢in kullanish ve hassas bir yontem

gelistirdiklerini bildirmislerdir. Arastirmanin grafiksel 6zeti sekil 2.2°de gosterilmistir.

9P o Electrospun nitrocellulose
membrane

Positive Negative

Sekil 2.2. Elektrospin yontemiyle nitroseliiloz membran eldesi ve LFA gelistirilmesi (Wang vd., 2020

Torn’e-Morat’o vd. (2025) yaptig1 ¢alismada rekabetci LFA'larin duyarliligim
artirmak i¢in tasarlanmis bir electroegirme (elektrospin) yontemiyle polikaprolakton
istifleyerek  tayin  pedi  gelistirmiglerdir. ~ Sigir  kanindaki  progesterondan
konsantrasyonlarinin hayvanlarin kizginlik dénemlerinin belirlenmesinin 6nemi belirten
calismada polikaprolakton membranlarini iiretmek i¢in elektrospin diizenegi ile yeni bir
membran gelistirmislerdir. Nitroseliiloz yapidaki bu membran boyunca akis1 etkilemeden
otomatik bir 6n inkiibasyon adimi1 olusturulmasi amaglanmis ve tam sigir kaninda yerinde
ciplak gozle goriilebilen sinyaller elde etmislerdir. Arastirmanin grafiksel 6zeti Sekil

2.3’te gosterilmistir.
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Sekil 2.3. Polikaprolakton kullanarak elektroegirme yontemiyle tayin pedi gelistirimis LFA (Torn’e-
Morat’o vd., 2025)

2.2. Cahsma Konusu ile Tlgili Ulusal ve Uluslararas: Patent, Faydalh Model ve Tescil
Taramalan

Calisma konusu ile ilgili Ulusal ve Uluslararas1 Patent, Faydali Model ve Tescil
Taramalar1 “http://www.tpe.gov.tr”, “tr.espacenet.com”, “http://www.epo.org”, “Google
patent search” web sayfalar1 iizerinden taranmistir. Yapilan patent incelemelerinde

calisma konusuyla ilgili olan patent ¢caligmalarinin genel igerigi asagida sunulmustur.

US20030129673A1 (Test apparatus for the detection of pharmacologically

active compounds from saliva)

Bu patent, aktif farmakolojik bilesikleri tiikiiriik veya idrarda test etmek amaciyla
kullanilan, alt kisimda test seridi tutucular1 olan ve immiinolojik test i¢in bir nitroseliiloz
matrisi bulunan iki parcali gévdeden olusan sistem ile ilgilidir. Patentin temel prensibi,
test tiikiiriigiiniin analitler iceren §ziitiin bir toplama membranina ge¢cmesi ve adsorpsiyon
dolgusunda reaksiyon i¢in bir fitil i¢inden gegmesinin ardindan immiinotani sistemi i¢in
nitroseliilloz matrisine aktarilmasina dayanmaktadir (Schwarz, 2003). Patent kiti hazir

olarak alinan nitroseliiloz matrisi ile gergeklestirilmistir.
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CN 112834741(A) (Preparation method of ordered microstructure

nitrocellulose membrane for lateral flow analysis)

Ilgili patent yanal akis testi icin mikro yapiya sahip bir nitroseliiloz membranin
hazirlanmasina yonelik bir yontemle ilgilidir. Kolay elde edilen hammaddeler, basit
kontrol kosullar1 avantajlarma sahip mikro yapilt nitroseliilloz membranin hazirlanma
yontemini saglamay1 amaglamaktadir (Zhao Xiangwei, 2021). Bu patentte mikro boyutta

fiberlerden olusan nitroseliilloz membran elde edilmistir.

JP 6845499 (B2) JP2018090694A (Nano Nitrocellulose and its manufacturing
method)

Nano nitroselilloz sentezi ile ilgili gellistirilen yontem kapsamindaki bulus
konusu, nitroseliiloz i¢in hammadde olarak nanoseliiloz jelinin (n-C jeli) kullanilmas1
konusunu kapsamaktadir. Siilfiirik asit ile dnceden yapilan islem, n-C jelinin sismesini
destekledigi ve nitrasyonun ilerlemesinde etkili oldugu goriilmiis ve seliilozun nitrasyon
sirasinda bile nanoyapilara sahip olmasi nedeniyle nitrasyon hizi arttirilabilir oldugu
sonucuna vartlmistir. Nitro seliiloz elde etmek icin geleneksel bir calisma olarak,
nitroseliiloziin bir ¢oziicii iginde ¢dziinmesi ve 90 ila 150 - 400 ila 500 nm ¢apa sahip
nanofiber benzeri nitroseliiloz iiretmek i¢in elektro-egirme yontemi (elektro-egirme

yontemi) kullanilmistir (Ken Aida Okada, 2021).

CN101838332(A) (Method for preparing nanometer nitrocelluloses)

Bu bulusta nitro-nanoseliiloz hazirlamak i¢in bir yontem gelistirilmistir.
Yayimlanan patentin temel prensibi pamuk seliiloz tozu kullanilarak, buz banyosunda
ultrasonik On islem ardindan slizme ve daha sonra elde edilen seliilozun belirli bir
konsantrasyondaki bir siilfiirik asit c¢ozeltisine daldirilip reaksiyon soliisyonun
hazirlanmasini kapsamaktadir. Reaksiyon sollisyonu 6-7 arasinda bir pH degerine diyaliz
edilmis ve daha sonra stabil bir nanoseliiloz siispansiyonu elde etmek icin ultrasonik
metotla ile dagitilmis. Nihai iiriin eldesi i¢in uygun miktarda nitrik asit eklenmis ve bir
siire buz banyosunda reaksiyonu bekledikten sonra 50°C'de vakum altinda kurutulmus
toz halde nitro-nanoseliiloz tozu elde edilmistir. Bu patent igeriginde baslangic maddesi
olarak c¢alismamizdan farkli bir baslangic maddesi kullanilarak, farkli bir yontemle

nitroseliiloz elde edildigi goriilmiistiir (Zigiang, 2011).
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RU2724764(C1) (Method Of Producing Nanosized Nitrocellulose or

Composites Based Thereon)

Patent ¢alisma konusu nano-boyutlu nitroseliiloz veya buna dayali kompozitler
iretmek i¢in Onerilen yontemler ile ilgilidir. Bu yontem aseton igindeki nitroseliiloz
¢ozeltisi; karbon nanotiipler, demir (III) oksit nanopargaciklarinin bir karisiminin
stiperkritik karbondioksit ile belirli bir sicaklikta islemden gecirilmesi temeline
dayanilarak yapilmistir. Nano boyuta sahip demir (III) oksit parcaciklari ile nitroseliiloz
nanokompozitin elde edilmesine yonelik deneyler gerceklestirilmistir. Bu patent nano
boyutta metal nanopartikiillerin nitroseliilloz ile muamele edilmesi sonucu elde

edilebildigini gostermektedir (Zharkov Mihail Nikolayevich, 2020).

CN104358026(A) (Nitrocellulose diacetate nano-fiber membrane capable of

adsorbing and desorbing protein)

Ilgili patent proteini adsorbe ve desorbe edebilen bir nitroseliiloz fiber yapimini
kapsamaktadir. Diasetat nanofiber membranin ve degistirilmis nitroseliiloz diasetat
formiilii ile yiiksek boyut dagilimina sahip nitroseliiloz diasetat nanofiber membran
hazirlanmas1 amaglanmustir. Seliiloz diasetatin nitril grubu proteine 6zgii adsorpsiyon ve
nitrath seliiloz diasetatta eklenmesi ile yeni iki pargali solvent sistemi elde etmislerdir.
Statik egirme ile film olusturma yontemi kullanarak membranin mikro yapisini optimize
etmekle kalmayip, ayn1 zamanda hammaddenin proteine emilimini iyilestirdigi tespit
edilmis. Elde edilen lif boyutlarinin esit olarak dagitilmis ve protein adsorpsiyon
miktarinin yiiksek oldugu goriilmiistiir. Ayrica yikanmasi kolay oldugu belirtilmistir (Lan
Tian, 2014). Bu patent ¢alismasi sonucu elde edilen nitroseliiloz esasli membranin statik

egirme yontemi kullanilarak elde edilmistir

US2776965 (A) (Nitric acid esters of cellulose and method of preparation)

Bu patent seliilozun yeni nitrik asit esterleri ve bunlarin hazirlanmasi ile ilgilidir.
Patent de stabil olmayan ve kiikiirt bilesikleri icermeyen seliilozun yeni nitrik asit esterleri
ile nitrat gruplarinin hidrolizi olmadan nitratlama karistmlarimin kullanilmast i¢in
gelistirilen yontem ile ilgilidir. Bu bulusa gore seliilozun nitrik asit esterleri, seliilozun
nitrik asit, magnezyum nitrat ve su i¢eren bir nitratlama karigimi ile reaksiyon vermesi
saglanarak Ttretilmistir. Harcanan nitratlama karistminin uzaklastirilmasindan sonra
olusan nitrik asit esterleri standart 134,5°C 1s1 testinde ve sonrasinda yapilan stabilizasyon

islemine gerek kalmadan dakikalarca stabil kaldigi gozlenmistir (Heilig, 1994). 2016
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yilinda yaymlanmis olan bir ¢alismada termal bir yontem kullanilarak diisiik miktarda su
oranina ait nitroseliiloz ¢ozeltilerinin hazirlanmasi1 amaglanmistir. Ham nitroseliiloz
cozeltisi kullanilmis ve damitilmis buharlagtirma yontemi ile kiitlece %25 -%30
nitroseliiloz elde edilmistir. Elde edilen bu nitroseliillozun kullanim alan1 kaplama ve
baski miirekkebi endiistrisi tarafindan talep edilen nitroseliiloz ihtiyacin1 karsilamak
oldugu belirtilmistir (Driesen, 2016).

Gergeklestirilen literatiir aragtirmasit ve yayimlanan patent ¢alismalarinda
nitroseliiloz iiretimi ile ilgili ¢alismalar mevcut oldugu goriilmiistiir ancak bakteriyel
olarak sentezlenmis nanoseliiloz yapist ile nitrolanmis nanoseliiloz eldesine yonelik
benzer bir ¢aligmaya rastlanilmamistir. Yapilan bu c¢alismalarda elde edilen
nitroseliillozun nano boyutta olmamasinin yani sira g¢aligmalarin temeli bakteriyel
seliilozdan elde edilmemis oldugu ve bu proseslerle elde edilen nitroseliiloz tiirevinin
LFA sisteminde kullanildig1 herhangi bir uygulamaya ulagilamamistir. Ayrica, yukarida
verilen patentlerin yani sira nitroselillozun stabil olmasi ile ilgili patentler de
(GB841738A (Ernst Thoenert, 1963), US2077455A (Baker ve I, 1937),
US647420A(Heilig, 1994) yaymmlanmustir. Az su igerigine sahip nitroseliilozun
hazirlanmasi ile ilgili patentler ise EP2144936B1 (Tepzz, 2016) EP08734894.2 (Driesen,
2008)’dir. LFA sistemi iginde nitroseliloz kullanimi  oldugunu belirten
US20180319657A1 (Joanne, 2018), CN102955036B (Lu Xiang Zhang, 2012),
US4460411A (Griffin, 1984), EP0494607A1 (Syed Ahmed, 1984) patentler de
bulunmaktadir. Bu patentlerde kullanilan LFA kitlerindeki test pedlerindeki nitroseliiloz
membranlar ticari olarak temin edilmistir.

Ozetle; gerceklestirilen literatiir ve patent arastirmasi LFA sistemlerinde
kullanilmak iizere bakteriyel olarak sentezlenmis nanoseliilozden nitro-nanoseliiloz elde
etme yontemi ile ilgili benzer bir ¢alismaya/patente rastlanilmamaistir. Calisma konusu ile
ilgili ulusal veya uluslararas1 patent, faydali model ve tescilin bulunmamasi ¢alismanin

konusunun 6nemini ortaya koymaktadir.

2.3. Calisma Ciktisinin Yenilik¢i Yonii, Pazar ve Sektordeki Benzerlerine Gore

Ongoriilen Farkhhk

Calisma ¢iktis1 olan bakteriyel nitro-nanoseliiloziin test kitlerinde kullanilan
nitroseliilloz membran gibi temel materyallerin iiretimine 6ncii olacag1 ve bu alanda yerli

tiretim yapilmasi i¢in yol gosterecek bir ¢alisma olacag: diistiniilmektedir.
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LFA sistemleri i¢in nitroseliiloz iireten ve sektdrde dnde gelen Sartorius, Cytiva,
Merck Milipore, Mdi Membrane Tecnologies ve Pall Corporation isimli firmalar vardir.
Bu firmalarin yani sira Nupore, Shantou Ealon Membrane, Test ve Balya nitroseliiloz
iireten firmalar arasindadir. COVID sonras: siirekli talep vaadine baglh olarak membran
tiretici firmalara bu talebin kargilanmasi ve liretimi artirma istegi olusmustur. Nitroseliiloz
Grubu (Tayland) miirekkep ve kaplama pazarinda yaygin olarak kullanilan bir film
olusturucu regine olan endiistriyel nitroseliillozun diinyanin 6nde gelen iireticilerinden
biridir. Regine disinda dogal selillozun (dogranmis odun hamuru) veya pamuk
linterlerinin ~ siilfiirik  ve nitrik  asitlerle islenmesiyle {iretim faaliyetlerini
stirdiirmektedirler (Web Sayfasi-3). Bir Alman firmasi olan Sartorius biyofarmasotik
endiistrisi alaninda saflastirma, filtrasyon ylizey protein testlerinde kullanilmak iizere
nitroseliiloz membran imalati yapmaktadir (Web Sayfasi-4). Cytiva onde gelen
nitroseliiloz ireticilerindendir. Biyolojik asilar ve ilaglar ve test kit malzemeleri
tiretmektedir (Web Sayfasi-5). Avrupa’da yer alan Merck Millipore diger nitroseliiloz
iireten firmalar arasindadir ve biyoteknoloji ve farmasoétik ilag tedavilerinin arastirilmast,
gelistirilmesi ve iiretimi yapmaktadir (Web Sayfasi-6). Mevcut piyasada var olan bu
firmalarda tiretimi gergeklestirilen nitroseliiloz membranlar genellikle agac¢ ya da pamuk
gibi hammaddeleri kullanarak seliiloz elde etmektedir. Mevcut calisma ile iiretilmesi
planlanan bakteriyel nitroseliiloz ile diinyaca {inlii firmalara alternatif bir iiretim yontemi
saglayacak olmasi yenilik¢i yoniinii gostermektedir ve bu iiretimin yerli yapilmasina
katkida bulunarak maliyet (Maliyet ile ilgili bilgiler Sekil 2.5’te detayli olarak verilmistir)
konusunda disa bagimlilig1 azaltacaktir. Ayrica, seliiloz kullanimi gelisen teknoloji ile
farkl1 boyutlarda elde edilip nano teknoloji ¢agina ayak uydurabilmesi agisindan
gelismeye ihtiyact olan bir materyaldir. Calisma ile elde edilen bu hammaddenin nano
boyuttaki fiberlerden olusmasi pazar ve sektordeki benzerlerine gdre olan diger bir
yenilik¢i yonii ve farkliligidir. Bunlarin yam sira, piyasada iiretimi gerceklestirilen
nitroseliilloz membranlarin yapiminda kullanilan hammadde genel olarak aga¢ ve pamuk
gibi hammaddeler ile gergeklestirildiginden dogal kaynaklarin tiiketilmesine sebep
olmaktadir. Caligmada bakteriyel bir yontemin tercih edilmesinin en &nemli sebebi
zararsiz ¢evre dostu olmasmin yani sira herhangi baska bir kaynag: tiiketmeden elde
edilebilir olmasidir. Bu yoniiyle de ¢calismanin kullanilan kaynak agisindan stirdiiriilebilir

bir nitelik sergilemektedir.
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LFA sistemlerinde test pedi olarak kullanilan nitroseliiloz membranin temelde iki
onemli rolii bulunmaktadir. Test ile kontrol hatlari iizerinden numune akiginin saglanmasi

ve antikorlarin membran iizerinde sabitlestirilmesidir.

2.4. Calisma Ciktisinin Ticari Onemi

Ticarilesme potansiyeli olarak degerlendirildiginde 2020 yilinda Washington
{iniversitesi tarafindan yapilan Covid-19 I¢in Yanal Akis Testleri: Kiiresel. Nitroseliiloz
Peyzaj1 baslikli LFA sistemlerine olan ihtiya¢ hakkinda hazirlanan sunumda; mevcut
nitroseliilozun alternatif membran fizibilitesi olabilecek malzemeler konu alinmistir.
Nitroseliiloz membran gozenek yapisi performansini etkileyen unsurlardan birisi polimer
¢oktiirme islemi ile gézenek yapisini belirlemektir. Uygun olmayan solvent buharlagmasi
cok farkli gbzenekler olusturdugu vurgulanmistir. Cogu test gelistiricisi, nitroseliillozun
mevcut en 1yi membran oldugu konusunda hemfikirdir ve alternatiflere olan 6nem
belirtilmistir. Bu konuda 6nde gelen alternatifler sentetik polimer membranlardir; PVDF,
naylon, PES gibi nitroseliiloza benzer hava veya 1slak dokiim hatlar1 gerektirir.
Nitroseliiloz membran kapasitesinin kiiresel artis1 sinirlidir, 2022'de 6nemli bir artis
miimkiin oldugu ve ¢ogu firma tarafindan 6ngoriilen talebe karsi hala ihtiyac acig1 oldugu
belirtilmistir. Ureticiler hala bazi ek dzelliklere sahip olan membranlara ihtiyag oldugunu
ve yatirim yapilmasi i¢in onemli bir pazar oldugu belirtilmistir. Tercih edilen 6nemli
seliiloz tiirevi olan nitroseliiloz pazarinin maliyetinin yapilan degerlendirmeler sonucu 1
adet LFA igin nitroseliiloz membran maliyeti 0,02$ iken market payinin 120M$ oldugu
verilmistir (Sheahan vd., 2020) (Sekil 2.4).

NC MEMBRANE MARKET - 2020

NC Membrane Cost for ILFA  Market Size Market Size / Cost 2B Units for Covid

LFAs
— m $120M/$0.02 = 6B Units for 6B LFAs
Source: Mologic Source: 360 Research Reports

4B Units for Non-
Covid LFAs

Sekil 2.4. Nitroseliiloz iiretim maliyeti (Sheahan vd., 2020) (en son 2020 verisi bulunmaktadir, yeni veri
yayimlanmamigtir

2018 yilinda 219,5 milyar $ degerinde olan seliiloz ve tiirevlerini de kapsayan
seliiloz pazarmin 2026 yilinda %4,2 oraninda biiyliyerek 305,1 milyar $’a ulasmasi
beklenmektedir. (Fortune Business Insights, 2018). Seliiloz ve tiirevleri 2018 yilinda
diinyada en cok ticareti yapilan 456. iirlin olarak kaydedilmistir (The Observatory
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Economic of Complexity, 2020). Yatirima konu olan seliiloz ve tiirevlerinin pazar1 2017
yilina gore 2022 yilinda %5,07 oraninda biiytimesi beklenmektedir (Markets ve Market,
2018 - son veri). Seliiloz ve tiirevleri sektoriinde Kuzey Amerika ile Asya Pasifik iilkeleri
(Cin, Hindistan ve Giineydogu Asya) liderdir (Sanayi ve Teknoloji Bakanligi, 2020).
Bunun yani sira, farkli iiriin ve uygulama alanlarina sahip olan ve ¢alismayla dogrudan
iligkisi olan bakteriyel nanoseliilloz pazarmin 2019 yilinda yaklasik 95 Milyon ABD
dolar1 degerinde oldugu ve 2026 yilina kadar 3.5 Milyar ABD dolarin1 asmasi1 ve 2020-
2026 tahmin doneminde %21'lik bir yillik bilesik biiyiime oraninda (CAGR) biiylimesi
beklenmektedir (Web Sayfasi-7). (Sekil 2.5)

@ DATA Global Bacterial Nanocellulose Market
Executive Summary: Value in USD Million
'
1
Product Types | Application Types
'
H a aox
a.1% 1%
'
I
2019: 2027 : 18.7% 2019: 19.3% 2027
USD X000 X USD X00CX 1 USD 30000 USD X0000X
Mn Mn : Mn 2.5% Mn B24%
362% I/BI% 1
1
® Nano fibrillated Cellulose ® Nano fibrillated Cellulose : Composites Composites _
Nanocrystalline Cellulose Nanocrystalline Cellulose 1 Paper Processing Paper Processing
Bacterial Nanocellulose Bacterial Nanocellulose H - Fo.cd & Beverages - FD.Qd & Beverages
: = Paints & Coatings = Paints & Coatings
I = Others = Others
USD Million | UsD Million

2019 2027 H Lo 2o . 2001
1 Composites Paper Processing ® Food & Beverages

. . . 1
B Nano fibrillated Cellulose = Nanocrystalline Cellulose ® Bacterial Nanocellulose 1 g paints & Coatings = Others
'

Sekil 2.5. Uriin ve uygulama alanlarma gére seliiloz tiirevlerine ait pazar paylarinin
gosterimi (Web Sayfast-7).

Nitroseliiloz membranlar, yiiksek protein baglama yeteneklerine sahip gézenekli
kagit benzeri substratlar olarak, POC immiinolojik testler alaninda c¢ok popiilerdir.
Bununla birlikte, mikroakiskan kagit tabanl analitik cihazlar1 (uPAD'ler) imal etmek i¢in
nitroseliiloz membranlarda saglam hidrofobik yapilar olusturmak biiyiik bir zorluk
olmaya devam etmektedir. 2022 yilinda yapilan bu caligma ile serigrafi yoluyla
nitroseliilloz membranlarda pPAD'leri imal etmek i¢in hidrofobik bir malzeme olarak su
bazli poliiiretan akrilatinin kullanilmasini 6nerilmistir (Lin vd., 2022). Maliyeti diisiirerek

daha etkin bir membran eldesinin yapilmasi literatiirde biiylik 6nem arz etmektedir.
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3. MATERYAL VE YONTEM

Calismanin tiim asamalarinda kullanilan kimyasal malzeme, cihaz ve yontemlere

ait bilgiler asagida 6zetlenmistir.

3.1. Geregler

Calismada kullanilan kimyasal malzeme ve cihazlar asagida verilmistir.

3.1.1. Kullamlan kimyasal maddeler

Calismada kullanilan kimyasallar yiiksek saflikta olup, uluslararasi kimyasal iiriin
dagiticilarindan (Sigma-Aldrich, Merck, Alfa Aesar, Millipore) tedarik edilmistir. Tiim
kimyasallar herhangi ek bir isleme tabi tutulmadan kullanilmistir. Bakteriyel
nanoseliillozun eldesi ve nitrolanmasi i¢in Acetobacter xylinum kiiltiirii, glikoz, yeast
exract, H>O2, H>SO4/HNOs siilfiirik asit, nitrik asit, sodyum karbonat kimyasallar1t Merck
markasindan, (NH4)2SO4, KH2PO4, MgS0O4.7H20, NaOH kimyasallar1 Sigma-Aldrich
markasindan temin edilmistir. Altin (III) kloriir trihidrat (HAuCls-3H20) Alfa Aesar'dan
trisodyum sitrat ¢ozeltisi (Na3CeHs0O7), bovine serum albumin (BSA), human serum,
10mM pH 7.4 fosfat tamponlu salin tabletler borate buffer, sodyum kloriir, Tween-20,
siikroz Sigma Aldrich'ten satin alimmistir. Direct-Q3 (Millipore) cihazi ile elde edilmis
olan ultra saf su (direnci 18,2 M Q cm) her deney 6ncesinde taze olarak temin edilmistir.

Analit olarak Human IgG whole molecule (Sigma I2511), test cizgisi antikoru
olarak Antibody anti-human IgG (produced in goat) (Sigma [1886), konjugasyon antikoru
Antibody anti-human IgG y-chain specific biotinylated (produced in goat) (Sigma
B1140), ve kontrol cizgisi antikoru Antibody anti-goat IgG (Abcam ab86245)
kullanilmistir. Konjugasyon pedi olarak kullanilan cam elyaf (GFCP00080000), numune
ve atik (adsorbent) ped olarak kullanilan seliiloz elyaf (CFSP001700), ticari altlik olarak
kullanilan nitroseliilloz membran ve destek karti (HFO90MC100) Millipore'dan satin
alinmastir.

Hazirlanan nanomalzemeleri iceren cozeltiler ve tampon c¢ozeltiler +4 “C’de

buzdolabi icerisinde karanlik ortamda muhafaza edilmistir.

3.1.2. Kullanilan cihazlar

Calisma siiresince kullanilan cihaz ve kullanim amaglar1 asagida tablo olarak

gosterilmistir (Tablo 3.1.)
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Tablo 3.1. Calisma siiresince kullanilan cihaz ve kullanim amagclari

Adi1/Marka Kullanim Amaci
Alan Emisyonlu Taramali Elektron Mikroskobu Elde edilen altin nanopartikiillerin gériintiilenmesi ve boyut
(FESEM-STEM dedektorii)/ ZEISS GeminiSEM  karakterizasyonu ayrica BNS ve nBNS morfolojik
500 (ZEISS)* karakterizasyonunda kullanilmigtir.
Ultraviyole Goriiniir Bolge Spektrofotometre Elde edilen altin nanopartikiillerin spektrofotometrik
(UV-Vis) / Shimadzu UV-160 karakterizasyonu isleminde kullanilmistir.

Test ve kontrol ¢izgilerinin diizgiin ve homojen sekilde

Linomat 5 / Camag yazdirilmasi

Yanal akis immiisensoriin cevabinin (test ve kontrol

Colorimetric Lateral Flow Reader / ESEQuant sizgilerinin siddetinin) lgiilmesi

Vakumlu etiiv, Etiiv vb laboratuvar cihaz ve Numune, adsorbsiyon ve konjugasyon pedlerin kurutulmasi
ekipmanlari isleminde kullanilmistir.

Sogutmali termal ¢alkalayici (+4 °C) / Biosan AuNPs'nin antikor ile fonksiyonlandirilmasi isleminde
TS-100C kullanilmagtir.

Santrifiij cihazt / HETTICH AuNPs'nin antikor ile fonksiyonlandirilmasi igsleminde

kullanilmigtir.
Laboratuvar tipi buzdolabi (+4/-20°C) / Antikor, ¢dzelti ve hazirlanan test kitlerinin sogukta
LIEBHERR muhafazasi isleminde kullanilmustir.
Brunauer-Emmett-Teller (BET) * nBNS nin ylizey alan1 ve gdzenek boyutu dagilimlarini
Quantachrome — Quadrasorb Evo 4 belirlemek i¢in kullaniimigtir

*Karakterizasyon ve ELISA analizleri ¢calisma kapsaminda hizmet alimlari ile ger¢eklestirilmistir

3.2. Yontem

3.2.1. Bakteriyel nanoseliiloz eldesi

BNS literatiirde bilinen (Golmohammadi vd., 2015) ve grubumuz tarafindan farkl
calismalar (Zor, 2018; Zor vd., 2018; Copur vd., 2019) i¢in uygulanan ¢evre dostu bir

yontemle iiretilmistir. Bu basamak i¢in; Acetobacter xylinum bakteri kiiltlirti, D-glikoz
(50 g), maya 6zii (yeast extract) (5 g), (NH4)2SO4 (5 g), KH2PO4 (4 g), sitrik asit (1,5 g),
pepton (5 gr) ve MgSO4.7H>0 (0,1 g) igeren 1 litre suda 24 °C'de inkiibe edilmis olup iki
hafta karanlik bir ortamda bekletilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Bakteriyel nanoseliillozun eldesi. a) D-glikoz, b) maya 6zii, ¢c) (NH4)2SO4, d) KH,POs, ¢)
MgS04.7H,0, f) sitrik asit, g) pepton, i) saf su o) a-g aras1 gorseldeki bilesenlerin saf suya eklenmesi, p)
Acetobacter xylinum bakteri kiiltiiriiniin eklenmesi r-t) Temiz bir bez ile kapatilmas1 ve karanlik ortama
bekletilmesine ait gorseller
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Hazirlanan ¢ozelti iki hafta boyunca 24 °C sabit sicaklikta bir karanlik ortamda
bekletildikten sonra, cam reaktor iceresinde yaklasik 4 mm kalinliginda, seliilloz nano
liflerden olusan, saflastirilmamis sari-agik kahverengi renkli 1slak jelimsi mat olustugu
(BNS) gozlenmistir. Olusan BNS'ye ait gorseller ve tartima ait sonuglarin gorselleri Sekil

3.2’de sunulmustur.

Sekil 3.2. Olusan sari-agik kahverengi renkli 1slak jelimsi bakteriyel nanoseliiloz mat ve tartimina ait
gorselleri

3.2.2. Bakteriyel nanoseliiloziin saflastirilmasi

Elde edilen sari-kahverengi renkli BNS mati (Sekil 3.3-a), bakteri ve diger
safsizliklardan arindirmak i¢in ilk olarak agirlike¢a %5°lik NaOH igerisinde oda
sicakliginda 24 saat bekletilmistir (Sekil 3.3-b). Bu islemin ardindan saf su ile yikama
islemi gerceklestirilmistir ve Sekil 3.3c'de gosterildigi lizere daha acik renkli bir jelimsi
mat elde edilmistir. Ardindan, elde dilen agik renkli jelimsi mat agirlik¢a %1°lik NaOH
ve agirlikea %0,2°lik H>O7 ile muamele edilmistir (Sekil 3.3-d) ve 80 °C'de 1 saat (Sekil
3.3-e) bekletilmistir. Bu islem sonucunda beyaz renkli ve yari-seffaf karakter sergileyen

BNS mati elde edilmistir (Sekil 3.3-f).

Sekil 3.3. BNS'nin saflastirilmasina ait gorseller a) BNS’nin %5 lik NaOH’a eklenmesi, b) 24 saat sonra
BNS ¢) BNS’nin temizlenmis hali, d) BNS’nin %5 lik NaOH’a eklenmesi, ¢) 1 saat 80 °C'de bekletilip
%0,2 lik H,O, eklenmesi asamasi, f) On-saflastirma islemi son
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Ikinci saflastirma adimi olarak, bakteriyel seliiloz nanoliflerinden iiretilen 1slak
mat, kimyasallar1 uzaklastirmak ve seffaf bir BNS elde etmek i¢in ultra saf su ile

yikamistir. Elde edilen BNS'e ait goriintiiler Sekil 3.4’te sunulmustur.

Sekil 3.4. Ultra saf su ile yikanmis ve saflastirilmig BNS'e ait gorseller

Elde edilen BNS yapisinin morfolojik karakterizasyonu Alan Emisyonlu Taramali
Elektron Mikroskobu-FESEM gergeklestirilmistir. FESEM goriintiileri  bulgular

kisminda verilmistir.

3.2.3. Bakteriyel nanoseliiloziin nitrolanmasi

Bu basamakta, literatlirde uygulanan (Budaeva vd., 2019; Sun vd., 2010) seliilozik
yapilarin nitrolama yontemine benzer bir yontem gergeklestirilmistir. Caligmada elde
edilen BNS pargalayict (blender) yardimi ile pargalanmig ve liflerin ayrilmasi
saglanmistir. (Sekil 3.5). Daha sonra 9.000 rpm’de 30 dakika santrifiij edilmis ve

coktiiriilerek sudan ayrilmistir.

Sekil 3.5. BNS’nin pargalanmasi ait gorseller. a) Saflastiriimis BNS, b) BNS’nin pargalayici (blender)
yardimiyla homojen olarak par¢alanmasi, ¢) Saklamak i¢in uygun kapakli bir malzeme igerisine alinmasina
ait gorseller

Coken BNS nanofiber yapilar1 petri kabia alimmistir (Sekil 3.6-a) ve ardindan
stilfiirik asit-nitrik asit (1:50) karisimina eklenmis ve sirkiilator yardimiyla ceketli balon
icerisinde sicaklik 25-30°C (kontrollii) ve reaksiyon siiresi 40 dakika olacak sekilde
kanistirllmistir (Sekil 3.6-b). Bu siire sonunda ortamda kalan asitler uzaklastirmak elde

edilen nitrolanmis Bakteriyel Nanoseliiloz (nBNS) 1 saat 85-95°C'de su ile karistirma
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islemine tabi tutulmus ve ardindan %0.03'liik sodyum karbonat ¢ozeltisi ile 3 saat 85-
95°C'de ve sonra tekrar su ile 85-95°C'de 1 saat muamele edilerek notr pH degerine kadar
yikanmigtir. Sekil 3.6-c son agamadaki elde edilen nBNS'nin jelimsi yapidaki kivamh

siispansiyonu gostermektedir.

SN

Sekil 3.6. BNS’nin nitrolanmasi a) Saflagtirilmig BNS, b) BNS’nin nitrolanmasi i¢in kullanilan ceketli
balon ve reaksiyon ortaminin hazirlanmasi, c) Jel kivaminda nBNS'e ait gorseller

3.2.4. Nitrolanmis bakteriyel nanoseliiloziin kurutulmasi

Calismanin bu basamaginda nBNS Dr. Blade sistemi kullanilarak ve homojen bir
sekilde yayilarak diizglin bir yapr olusturulmustur. Kullanilan sistem Sekil 3.7°de

gosterilmistir.

&

Sekil 3.7. nBNS’nin Dr. Blade sistemi ile yayilmas1

Elde edilen nBNS, uygun yanal akis elde etmek i¢in Dr. Blade sisteminde 2-5 mm
kalinliklarinda (thickness) homojen bir sekilde yayilmis ve kurutma islemi
gerceklestirilmistir. Sistem iizerinde yayilmis farkli kalinliklardaki (sirasiyla 2,3 ve 5
mm) nBNS’ler Sekil 3.8’de verilmistir.

Sekil 3.8. Dr. Blade sistemi ile farkli kalinliklarda nBNS dokme iglemine ait gorseller. a) 2 mm, b) 3
mm kalinlik, ¢) 5 mm kalinlik
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Uygun yanal akis ve homojen gozenek boyutu elde etmek i¢in 40, 70 ve 100 °C
sicakliklarinda kurutma islemleri gergeklestirilmistir (Sekil 3.9).

Sekil 3.9. Farkli sicaklikta (40,70 ve 90 °C) ve kalinliklarda (ince-2 mm, orta kalinlikta-3 mm, kalin- 5
mm) dokiilen nBNS'lerin kurutma sonuclarina ait gérseller

3.2.5. AuNPs’nin sentezi

Altin nanopartikiil (AuNPs) c¢ozeltisi, kararli ve homojen partikiil dagilimi
gosteren Turkevich metoduna gore sentezlenmistir (Turkevich vd. 1951). Bu sentez
isleminde Oncelikle tanecik olusumunu ve boyut dagilimin1 bozacak etki yaratabilen
kontaminasyonu engellemek amaciyla kullanilan tiim cam malzemeler ve manyetik
karistirict baliklar kral suyu (HNOs3;/HCI=1:3, v/v) ile temizlenip distile su ile
durulandiktan sonra etiivde kurutulmustur. Prosediire gore 50 mL HAuCl4-3H>O (5 mM)
¢oOzeltisi hazirlanmis ve bu ¢ozelti hizlica karigtirilarak kaynatilmistir. Hazirlanan
trisodyum sitrat (TSC) ¢ozeltisi (Na;CsHs07-%1, 1.25 mL), kaynayan ¢ozeltiye hizlica
eklenmis ve 10 dakika boyunca karistirma igslemi gergeklestirilmistir. Bu islem sonucu
koyu mavi renkten karakteristik kirmizi renge dogru renk degisimi gdzlemlenmistir (Sekil
3.10). Cozelti oda sicakligina soguyana kadar karigtirma islemine devam edilmis ve daha
sonra giin 1s1¢indan korumak icin aliiminyum folyo ile sarilarak karanlik ortamda +4

°C'de muhafaza edilmistir.
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Sekil 3.10. AuNPs sentezi a) Saf su, b) HAuCl4-3H20 eklemesi, c-d) Kaynama e) TSC eklenmesi, f-k) Renk
degisimin gézlemlenmesi
3.2.6. AuNPs’nin yiizey fonksiyonlandirilmasi ve konjugasyon pedinin

hazirlanmasi

Fonksiyonlandirma islemi AuNPs ve B1140 kodlu antikorunun uygun oranlarda
karigtirilmasiyla elektrostatik etkilesimler ve antikor yapisindaki sistein gruplarinda
bulunan kiikiirt atomu ile kuvvetli tiyol bagi olusturabilen AuNPs sayesinde
gerceklestirmistir (Chamorro-Garcia vd., 2016; Quesada-Gonzilez vd., 2019). Bu
asamada AuNPs ¢ozeltisi ile antikor sogutmali ¢alkalayici yardimi ile +4 °C'de 30 dakika
600 rpm’de karigtirllmistir. Karigim +4 °C'de 20 dakika santrifiij yapilarak ¢oktiiriilmiis
ve ¢oken antikor ile fonksiyonlandirilmis AuNPs (Antikor@AuNPs) borat tamponu (2
mM pH 7,4 + 10% ‘luk siikroz) i¢inde dagitilmistir (Parolo vd., 2020). Daha sonra cam
elyafa emdirilerek konjugasyon pedi hazirlanmistir. AuNPs nin fonksiyonlandirma

basamaklari ile ilgili gorseller Sekil 3.11°de verilmistir.

Sekil 3.11. AuNPs fonksiyonlandirmasi a) Borat tamponu i¢inde Antikor@AuNPs, b) Cozeltiyi
eppendorflara boliinme, ¢) Sogutmali ¢alkalayicida karisma (+4 °C'de 30 dakika 600 rpm), d) BSA
eklenmesi, e) Sogutmali ¢alkalayicida karisma (+4 °C'de 30 dakika 600 rpm), f) Santrifiij tiipiine alinma,
g) Coktiirme, 1) Borat tamponunda (2 mM pH 7,4 + 10% ‘luk siikroz) dagitma, j) Cam elyafa emdirme k)
Vakum altinda kurutmaya ait gorseller
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3.2.7. LFA pedlerin hazirlanmasi

LFA sistemleri temelde numune pedi, adsorben ped, konjugasyon pedi ve tayin
pedi (nitroseliiloz) olmak {izere 4 bilesenden olugmaktadir. Sistemde kullanilan numune
pedi, adsorben ped ve konjugasyon pedi ¢alismadan temin edilmistir. Tayin pedi olarak
calisma c¢iktis1 olan nBNS tayin pedi olarak kullanilmistir.

Numune ve atik pedi ve konjugasyon pedi Sekil 5.1'de gosterildigi gibi sirasiyla
saf su, fosfat tampon ¢oOzelti (phosphate buffer solution -PBS, pH=7,4), surfaktan
(Tween-20) iceren fosfat tampon c¢ozelti (PBS+ Tween-20 - PBST) ve sigir serum
albumin (bovine serum albumin — BSA) iceren immiinotampon ¢ozeltileri ile yikanarak

37 °C'de 2 saat etiivde kurutulmustur (Quesada-Gonzalez vd., 2019) (sekil 3.12).

Sekil 13.12. Pedlerin yikanmasina ait gorseller a) Saf su yikamasi, b) PBS yikamasi, c) PBST
yikamasi, d) PBST+BSA yikamasi, ¢) Kurutma basamaklarma ait gorseller

3.2.8. LFA Kkitinin olusturulmasi

Bu basamakta, yikanarak kurutulan pedler ve daha 6nce hazirlanan konjugasyon
ile tim bilesenler calismadan temin edilen altlik {izerinde bir araya getirilerek uygun
ebatlarda kesilmis ve LFA test kitleri elde edilmistir. Sekil 3.13’te LFA test kitlerinin

birlestirilme agamalar1 gosterilmistir.

-

Sekil 3.13 LFA test kitlerinin olusturulmasi a-c) Altlik iizerine nBNS'in yapistirilmasi, d) Konjugasyon
pedinin yapistirilmasi, ¢) Numune pedinin yapistirilmasi, f) Adsorben pedinin yapistirilmasi, g,h) Kitin
uzun boyutu, 1) Istenilen boyutta kesilmesi, j) 5 mm kalinlik



28

4. BULGULAR VE TARTISMA

Aragtirma siiresince elde edilen bulgular bu boliimde basliklar halinde verilmistir.

4.1. Bakteriyel nanoseliilozun karakterizasyonu
4.2. Nitrolanmis bakteriyel nanoseliilozun karakterizasyonu
4.3. AuNPs’in karakterizasyonu

4.4. Elde edilen test pedinin LFA sisteminde denenmesi

4.1. Bakteriyel Nanoseliiloziin Karakterizasyonu

Elde edilen BNS yapisinin morfolojik karakterizasyonu Alan Emisyonlu Taramali
Elektron Mikroskobu-FESEM ile hizmet alimiyla gergeklestirilmistir. Bakteriyel
nanoseliiloza ait FESEM ve EDS analiz gorlintiilerine ait gorseller Sekil 4,1°de
sunulmustur. FESEM goriintiilerinden gortildiigii iizere, yaklasik 50 nm ¢apinda ve birkag
mikron uzunlukta fiberlerin olustugu goézlenmistir. Yapilan EDS analizinde yapida
seliiloz yapisinin olustuguna dair karbon (C) ve oksijen (O) varlig1 tespit edilmis olup
sodyum (Na) varlig1 yikama esnasinda kullanilan NaOH'in tamamen uzaklasmadigina

atfedilmistir.

Sekil 4.1. BNS’e ait FESEM ve EDS analiz goriintiilerine ait gorseller
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Sonug olarak her sentez sonunda 50 g iizeri BNS elde edilmistir. Elde edilen
BNS’lerin FESEM goriintiileri alinmis ve nanofiberlerin 10-50 nm civarinda fiber ¢apina

sahip oldugu gozlenmistir.

4.2. Nitrolanmis Bakteriyel Nanoseliiloziin Karakterizasyonu

Elde edilen nBNS yapisinin morfolojik karakterizasyonu FESEM ile
gerceklestirilmis ve nBNS’nin FESEM ve EDS analiz goriintiilerine ait gorseller Sekil
4.2'de sunulmustur. FESEM goriintiilerinden gorildigi tizere, yaklagik 10-50 nm
capinda ve birka¢ mikron uzunlukta fiberlerin yapisini korudugu gézlenmistir. Yapilan
EDS analizinde yapida gézlemlenen karbon (C) ve oksijen (O) varlig: seliiloz yapisinin
varligini korudugunu gostermis olup azot (N) varlig1 nitrolama isleminin gergeklestigi ile
ilgili fikir vermistir. Ayrica sodyum (Na) varlig1 yikama esnasinda kullanilan sodyum

karbonatin (Na;CO3) tamamen uzaklasmadigina atfedilmistir

Sekil 4.2. nBNS ait FESEM ve EDS analiz goriintiilerine ait gorseller

Elde edilen nBNS’nin yapisal karakterizasyonu ayrica FT-IR ile
gergeklestirilmistir ve BNS ile karsilastirilmast Sekil 4.3’te sunulmustur
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Sekil 4.3. BNS ve nBNS'e ait FT-IR spektrumlar1

BNS ve nBNS FT-IR spektrometresi ile karakterize edilmistir. Her iki nanoseliiloz
yapisina ait FTIR spektrumlarinda benzer karakteristik piklerin varligi gozlenmistir.
Bunlar; 3340 cm'deki O-H gerilmesine ait aborpsiyon bandi, 2895 cm™'deki C-H
gerilmesine ait aborpsiyon bandi, 1424 cm™!'deki CH, biikiilmesine ait absopsiyon band1
(Mukwaya vd., 2016), 1660, 1055 ve 930 cm™'deki B-glycoside yapisina ait aborpsiyon
bantlaridir (Helmiyati vd. 2021). nBNS yapisint BNS yapisindan ayiran ve nitroloma
isleminde yapida gozlenen temel olarak iki spektrum arasindaki farkliliklar g6z oniine
alindiginda; 1300 cm™"'deki pikin -NO; simetrik gerilme ve 860 cm™'deki pikin ise -NO
gerilme titresimine ait oldugu belirlenmistir (Sun vd., 2010). 1590 cm™'deki band -NO
asimetrik gerilmesi ve 660 cm™!'deki pik C-N bag frekansina uyan bantlardir (Budaeva
vd., 2019).

Yiizey alan analizi, fiziksel adsorbsiyon yontemiyle, gézenekli toz veya kati
numunelerdeki gozenek boyut ve dagiliminin yiiksek ve diisik basinglarda
belirlenmesinde kullanilir. Hesaplama islemleri yapilirken Brunauer Emmett ve Teller
(BET) teorist kullanildigindan bu teorinin ilk harfleri olan BET ismi analizi yapan
cithazlarin yaygin bir diger ismi olmustur. Gozeneklilik toz veya tanecikte bulunan
gozeneklerin toplam hacminin toz veya tanecigin goriinen hacmine oranidir. Genisligi 2
nm’den kiiciik olan gbzeneklere mikrogdzenek, 2-50 nm arasinda olanlara mezog6zenek,

50 nm’den biiylik olanlara ise makrogdzenek denir (Thomas vd., 2021).
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Elde edilen nBNS’nin yiizey alan1 ve gbzenek boyutu dagilimlarini belirlemek
icin BET analizi gerceklestirilmistir (Ashrafi vd. 2019). Bu analiz en iyi sonug veren 2
mm kalinliga sahip olan ince bir sekilde dokiilmiis ve diisiik sicaklikta kurutulmus (40
°C) membran hazirlanarak hizmet alimi ile gergeklestirilmistir. BET analizine ait azot

gazi (N2) desorpsiyon ve adsorpsiyon sonuglar Sekil 4.4’te sunulmustur.

1

Sekil 4.4. BET analizi sonuglari. Adsorpsiyon (kirmizi) ve desorpsiyon (mavi) izotermi

Nispeten diisiik basinglarda (P/Po<0.1) adsorpsiyon izotermlerinin egimindeki
keskin artig, malzemelerde bulunan mikroporlarin (<2 nm) varhigint gosterir. Daha
yiiksek basinglarda adsorpsiyondaki sabit artis, mezo gozeneklerde (2—-50 nm) azot
molekiiliiniin tek tabakali/gok tabakali adsorpsiyonunu gostermektedir (Thomas vd.,
2021). Yapilan hesaplamalarda literatiirle uyumlu olarak (Thomas vd., 2021) ylizey alan

18,4 m? g’!, ortalama gdzenek ¢ap1 da 55 nm olarak bulunmustur.

Gergeklestirilen ¢alismalar sonucunda nitrolama islemi sonrasinda nanofiber
caplarinin 10-50 nm araliginda kaldig1 gortilmektedir (Bkz. Sekil 2.3). Gergeklestirilen
FESEM-EDS analizinde nitrolama islemi sonunda yapida azot (N) varlig1 ve bunun yani
sira FT-IR spektrumundaki nitro (-NOz) gruplarina ait karakteristik pikler nitro (-NO2)
gruplariin varlig1 gosterilmistir (Bkz. Sekil 2.4).

Sekil 3.9°da gosterildigi tlizere, 6zellikle 70 ve 90 °C olmak {iizere yiiksek
sicakliklardaki kurutma islemi esnasinda 2 mm kalinliktaki 40 °C sicaklikta kurutulmus
membran haric hemen hemen tiim membranlarda kuruma esnasinda suyun hizl
buharlasmasindan dolay1 baloncuklar olustugu goézlenmistir. Elde edilen farkli
kalinliklardaki nBNS’nin farkli sicakliklarda kurutularak morfolojik karakterizasyonu
FESEM ile gerceklestirilmistir. Sekil 4.5- Sekil 4.7 arasinda elde edilen FESEM

goriintiileri verilmistir.
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Sekil 4.5. Farkli kalinliklarda (2 mm (a-a'), 3 mm(c-c'), 5 mm (e-e')) dokiilen nBNS siispansiyonun 40 °C
sicaklikta kurutulmus membranlarin farkli yaklasma oranlarindaki yiizey ve yan kesit FESEM goriintiileri

Yiizey goriintiileri incelendiginde madde miktar1 arttikca 40 °C sicaklikta
kurutulmus membranlarin yilizey yapilarinda farklihik gézlenmemistir. Ancak, kesit
goriintiileri incelendiginde madde miktar arttik¢a 6rgii yapinin yerine nBNS tabakalarina
biitiinlesmis y1gin halde bir goriiniime biiriindiigii tespit edilmis olup plakalagmis olan
orgli yapisim1 madde miktar1 arttikca daha biiylik pargalar halinde ortaya ¢iktigi
gorililmiistiir. 2 mm (a-a'), 3 mm (c-c'), 5 mm (e-e') kalinlikta dokiilen nBNS i¢in madde

miktar1 artirildiginda, 70 °C sicaklikta kurutulmus membranlarin yan kesit goriintiilerden
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elde edilen membran kalinliklar: sirasiyla 110,2 pm, 140,32 pm ve 180,317 pm olarak

bulunmustur.
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Sekil 4.6. Farkli kalinliklarda (2 mm (a-a'), 3 mm(c-c'), 5 mm (e-¢')) dokiilen nBNS siispansiyonun 70 °C
sicaklikta kurutulmus membranlarin farkli yaklasma oranlarindaki yiizey ve yan kesit FESEM goriintiileri

40 °C sicaklikta kurutulmus membranlarin yilizey goriintiilerine benzer olarak,
ylizey gorintiileri incelendiginde madde miktar1 arttikca 70 °C sicaklikta kurutulmus
membranlarin yiizey yapilarinda da farklilik gézlenmemistir. Ancak, kesit goriintiileri
incelendiginde madde miktar1 arttikga Orgii yapinin yerine nBNS tabakalarma
biitiinlesmis y1gin halde bir goriiniime biiriindiigii tespit edilmis olup plakalagmis olan
orgli yapisimmt madde miktar1 arttikga daha biliylik pargalar halinde ortaya ¢iktig

goriilmiistiir. 2 mm (a-a'), 3 mm (c-¢'), 5 mm (e-¢') kalinlikta dokiilen nBNS i¢in madde
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miktar1 artirlldiginda, 70 °C sicaklikta kurutulmus membranlarin yan kesit goriintiilerden
elde edilen membran kalinliklar sirastyla 172,65 pm, 182,41 um ve 194,11 pm olarak

bulunmustur.
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= : S ] ==
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Sekil 4.7. Farkli kalinliklarda (2 mm (a-a'), 3 mm(b-b"), 5 mm (c-c')) dokiilen nBNS siispansiyonun 90 °C
sicaklikta kurutulmus membranlarin farkli yaklagsma oranlarindaki ylizey ve yan kesit FESEM goriintiileri

40 ve 70 °C sicaklikta kurutulmus membranlarin yilizey goriintiilerine benzer
olarak, 90 °C sicaklikta kurutulmus membranlarin ylizey goriintiileri incelendiginde
madde miktar arttikga ylizey yapilarinda da farklilik gézlenmemistir. Ancak, kesit
gorlintiileri incelendiginde madde miktar1 arttikca Orgli yapinin yerine nBNS

tabakalarinina biitiinlesmis y1gin halde bir goriiniime biirlindiigii tespit edilmis olup
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plakalagmis olan 6rgii yapisint madde miktari arttikca daha biiytik pargalar halinde ortaya
¢iktig1 goriilmiistiir. 2 mm (a-a'), 3 mm (c-c'), 5 mm (e-e') kalinlikta dokiilen nBNS igin
madde miktar1 artirildiginda, 90 °C sicaklikta kurutulmus membranlarin yan kesit
goriintiilerden elde edilen membran kalinliklar1 sirasiyla 207,51 pm, 253,06 um ve

261,93 um olarak bulunmustur.

Gergeklestirilen ¢alismalar sonucunda nBNS’nin 2-5 mm kalinliginda homojen
olarak yayilmasi saglanmistir (Bkz. Sekil 3.7-3.8). Farkl1 sicakliklarda (40 °C, 70 °C ve
90 °C) gergeklestirilen kurutma sonrasinda elde edilen nBNS FESEM ile kesit
goriintiilerine bakilarak, ongdriilen 0,1-0,5 mm araligina denk gelen 0,1-0,3 mm
kalinliginda kuru nBNS elde edilmistir (Bkz. Sekil 3.9). Kurutma basamagi ve
karakterizasyon sonuglar1 degerlendirildiginde elde edilen 40°C sicaklikta 2 mm (kuru
110,2 um) kalinliktaki nBNS, LFA sistemi i¢in test pedi olarak kullanilmasi karar

kilinmistir.

4.3. AuNPs Karakterizasyonu

Elde edilen AuNPs ¢ozeltisine ait gorsel Sekil 4.8’de gosterilmistir. Bu ¢ozelti
AuNPs i¢in karakteristik kirmizi rengi gostermektedir. AuNPs'lerin spektroskopik
karakterizasyonu =~ mor  Otesi-goriiniir  bolge  (UV-Vis)  spektroskopisiyle
gerceklestirilmistir. Sekil 4.8 hazirlanan AuNPs ¢ozeltisine ait UV-Vis spektrumunu
gostermektedir. Bu spektrumda 520 nm dalga boyunda AuNPs'lerin ylizey plazmon
absorpsiyonundan kaynaklanan karakteristik absorpsiyon maksimumu gézlenmistir (Zor
ve Bekar, 2017). Bu sonug¢ calisma hedefleri dogrultusunda AuNPs’lerin basarili bir
sekilde elde edildigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.8. AuNPs ¢ozeltisi gorseli ve UV-Vis spektrumuna ait grafik
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Elde edilen AuNPs taneciklerin morfolojik karakterizasyonu ise Alan Emisyonlu
Taramali Elektron Mikroskobu-FESEM ile gerceklestirilmistir. Elde edilen FESEM
analizine ait sonuglar Sekil 4.9°da gosterilmistir. Bu goriintiilerden elde edilen partikiil
boyutu dagilimi sonuglari1 her ne kadar AuNPs'lerin 25-60 nm araliginda partikiil boyutu
dagilimi1 gosterse de agirlikli olarak 30-50 nm partikiil boyutu dagilimina sahip oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 4.9. Altin nanopartikiillerin (AuNPs) FESEM goriintiisii ve partikiil boyutu dagilimi grafigi
4.3.1.Topaklanma (agregasyon) testi

Konjugasyon pedinin hazirlanmasi asamasinda Oncelikli olarak calismada elde
edilen AuNPs yiizeyleri antikorlar ile konjuge edilmistir. AuNPs yiizeyinin antikor ile
fonksiyonlandirilmasinda en uygun oranin bulunmasi ve AuNPs ylizeyinin tamamen
antikor ile fonksiyonlandirildigini karakterize etmek i¢in sodyum kloriir (NaCl) testi ile
optimizasyonu gerc¢eklestirilmistir (Chamorro-Garcia vd., 2016; Nunes Pauli vd., 2014).
Bu testte, AuNPs ve belli oranlarda (0-200 pg/mL) antikor etkilesimi saglandiktan sonra,
ortama 20 puL NaCl (kiitlece %10'luk) eklenerek AuNPs’in topaklanma (agregasyonu)
takip edilmektedir; topaklanma ger¢eklesiyorsa, bu durum AuNPs yiizeylerinin tamamen
antikor ile kaplanmamis oldugunu gostermektedir. Bu durum eklenen NaCl ile yiizeyi
kaplanmamis olan AuNPs yiik dengesinin bozulmasi ve topaklanmaya sebep olmasindan
kaynaklanmaktadir. Bu testte topaklanmanin olmadig1 en diisiik oran optimum miktar
olarak degerlendirilir ve LFA tasariminda bu oran kullanilir. Bu amagla, dncelikle AuNPs
kolloidal ¢ozeltisi tizerine farkli konsantrasyonlarda (0, 10, 20, 30, 50, 75, 100, 200
png/mL olacak sekilde) anti-IgG poliklonal antikor ¢ozeltileri 150 pL'lik AuNPs
cozeltilerine ayr1 ayri ilave edilmistir (Sekil 4.10-a). Bu islem sonunda antikor ekler
eklemez bu cozeltilerdeki nanopartikiillerin topaklandig1 ve ¢dzelti renginin kirmizidan

mavi-mor renge dondigi gozlenmistir (Sekil 4.10-b). Bu durum genellikle antikorlarin
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icinde bulundugu koruyucu tampondan kaynaklanmaktadir ve bu yiizden antikor
varliginda gergeklesen agregasyonu engellemek i¢in AuNPs kolloidal ¢ozeltisi borat
tamponu (10 mM, pH 9.2) ile pH 9'a ayarlanir (Parolo vd., 2020). AuNPs kolloidal
¢oOzeltisi borat tamponu (10 mM, pH 9.2) ile pH 9'a ayarlandiktan sonra, Sekil 4.10-c'de
gosterildigi tizere ependorf tiiplere alinip (150 pL) {izerlerine farkli konsantrasyonlarda
(0, 10, 20, 30, 50, 75, 100, 200 pg/mL olacak sekilde) anti-IgG poliklonal antikor
cozeltileri ayr1 ayr1 ilave edilmistir (Sekil 4.10-d). Bu ¢ozeltiler 4 °C'de karistirilarak (600
rpm) 30 dakika inkiibasyondan sonra ($ekil 4.10-e), 20 uL %10 NaCl cozeltisi ilave
edilmistir ve elde edilen ¢ozeltiler ayni kosullar altinda 15 dakika inkiibe edilmistir. Sekil
4.10-f'de goriildiig gibi, yalin AuNPs ¢ozeltisine NaCl ¢ozeltisi eklendiginde ¢ozelti
rengi lacivert-mavi renge, 10 pg/mL, 20 pg/mL ve 30 pg/mL antikor ihtiva eden
cozeltilere eklendiginde ¢ozeltilerin rengi mor renge degismektedir. 50-200 pg/mL
antikor ihtiva eden ¢ozeltilerinin renginin degismedigi gdzlenmis olup nanopartikiil
ylizeylerinin bu konsantrasyon degerleri i¢in tamamen kaplandigi sonucuna varilmaistir.
Bu sonuglar dogrultusunda 50 pg/mL antikor derisimi konjugasyon asamasi i¢in optimum

antikor miktar1 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.10. Agregasyon testi a) AuNPs, b) antikor+AuNPs, ¢) AuNPs, d) Borat tamponu-+
antikor+ AuNPs, e) Antikor fonksiyonlandirilmis AuNPs, f) NaCl testi
Sentez sonucunda elde edilen AuNPs'nin agirlikli olarak 30-50 nm partikiil boyutu
dagilim1 gosterdigi gozlenmistir (Bkz. Sekil 4.9). UV-Vis spektrumlar: incelendiginde
maksimum absorbsiyon pikinin 520 nm dalga boyunda oldugu bulunmustur (Bkz. Sekil
4.8). Ayrica, gercgeklestirilen yiizey fonksiyonlandirmasi ¢aligmalarinda da herhangi bir

agregasyonun olmamast yilizey fonksiyonlandirmasimin basarili  bir  sekilde
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gerceklestirildigini  gostermektedir. Bunun yani1 sira optimizasyon ¢alismalarinda

optimum antikor miktar1 50 pg/mL olarak se¢ilmistir (Bkz. Sekil 4.10-f).

4.4. Elde Edilen Test Pedinin LFA Sisteminde Denenmesi

Calismanin bu kisminda yanal akis optimizasyonlari test ve kontrol ¢izgilerinin
olusturulmasi, kalitatif ve kantitatif tayin ¢alismalar1 ve ELISA testi ile ilgili sonuglar

verilmigtir.
4.4.1. Yanal akis optimizasyonu

Numune ve adsorben pedlerin Tween-20, tayin pedinin ise BSA’l1 optimizasyonlari
denenmistir. Denemeler sirasinda numune ve adsorben pedlerinde Tween-20 oranlari
%0.01, %0.05 ve %0, 1 olarak, tayin pedlerinde BSA oranlar1 %0,5, %1, %3 ve %S5 olarak
belirlenmistir.

Sekil 4.11°de numune ve adsorben pedleri %0,01°lik PBST ¢ozeltisi ile yikanmis
ve tayin pedininin %0,5, %1, %3 ve %5 BSA ¢ozeltileri ile yikandigindaki konjugasyon
materyalinin (antikor konjuge edilmis AuNPs) yanal akis siireleri verilmistir. Bu sartlar
ile gerceklestirilen yanal akis deneylerinde adsorben pede ulasan numunenin olmadigi
gdzlenmistir.

%0,5 BSA

%1 BSA %3 BSA %5 BSA
— -

%0,01 PBST

Sekil 4.11. Numune ve adsorben pedleri %0,01 PBST ile tayin pedinin %0,5, %1, %3 ve %5 BSA
¢ozeltileri ile yapilan yikama sonucu zamana gore yliriime miktarlari

Sekil 4.12°de Numune ve absorban pedleri %0,05’lik PBST ¢dzeltisi ile yikanmig
ve tayin pedininin %0,5, %1, %3 ve %5 BSA ¢ozeltileri ile yikandigindaki konjugasyon
materyalinin yanal akis siireleri verilmistir. Bu sartlar ile gergeklestirilen yanal akis

deneylerinde adsorben pede ulasan numunenin olmadig1 gdzlenmistir.

%0,5 BSA %3 BSA %5 BSA

%0,05 PBST

Sekil 4.12. Numune ve adsorben pedleri %0,05 PBST ile tayin pedinin %0,5, %1, %3 ve %5 BSA
¢ozeltileri ile yapilan yikama sonucu zamana gore yiirlime miktarlari
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Sekil 4.13’te numune ve absorban pedleri %0,1°lik PBST c¢ozeltisi ile yikanmig
ve tayin pedininin %0,5, %1, %3 ve %5 BSA c¢ozeltileri ile yikandigindaki konjugasyon
materyalinin yanal akis siireleri verilmistir. Bu sartlar ile gergeklestirilen yanal akis

deneylerinde adsorben pede ulagan numunenin olmadig1 gézlenmistir.

~ 7%0,5 BSA %1 BSA %3 BSA %5 BSA

%9',1 PBST

Sekil 4.13. Numune ve adsorben pedleri %0,1 PBST ile tayin pedinin %0,5, %1, %3 ve %5 BSA
¢ozeltileri ile yapilan yikama sonucu zamana gore ylirlime miktarlar

Belirlenen oranlara bagli olarak analitin numune pedinden adsorben pede
ulagamamasi sonucunda tayin pedinde kullanilan BSA'nin (asir1; % 5) numune pedi, test
ve kontrol ¢izgilerinin igine yerlestirilerek tayin pedinde BSA olmadan devam edilmesine
karar verilmistir. Ayrica, numune ped icin farkli Tween-20 oranlarinda (%0,01, %0,05 ve
%0,1) optimizasyon caligsmalar1 gergeklestirilmistir. Sekil 4.14 yapilan optimizasyon
caligmalarinda konjugasyon materyalinin (AuNPs) test membrani iizerinde yanal akist
esansindaki yiirlime siirelerini gostermektedir. Bu denemelerde diisiik oran (%0,01)
Tween-20 kullanildiginda 4 dakikada bile konjugasyon materyali test membrani tizerinde
ilerleme gostermemistir. Yiiksek oranda (%0,1 ve %0,05) Tween-20 iceren durumlarda
konjugasyon materyali test membran1 lizerinde ilerleme gostererek adsorben pedine
ulagmistir. Ancak, yiiksek miktarda Tween-20 kullanilmas yiizey ile antikor arasindaki
etkilesimi engelleyebileceginden ve ayn1 zamanda membran ylizeyinde ¢ok hizli ilerleme
gercekleseceginden antikor-analit etkilesimi i¢in yeterli diizeyde
gerceklesemeyeceginden test kitinin hassasiyet degerini diigiirebilir. Bu sebeple, hem
yiizey ile antikor arasindaki etkilesimi ¢ok fazla engellememek hem de antikor-analit
etkilesimi icin yeterli siireyi saglayabilmek adma %0,05'lik Tween-20 miktarinin daha
uygun olduguna sonucuna ulasilmis olup ve sonraki denemeler i¢in optimum miktar

olarak %0,05'lik Tween-20 ile devam edilmesi karar kilinmistir.



%0,01 PBST %0,05 PBST %0,1 PBST

Sekil 4.14. Farkli Tween-20 oranlarinda (%0,01, %0,05 ve %0,1) yikanan numune pedi ile
gergeklestirilen denemelerde AuNPs'nin LFA kiti iizerinde yanal akigina ait gorseller
Gergeklestirilen calismalarda, yanal akis ile ilgili optimizasyonlar yapilmis ve
BSA ile membran yikamasi yapildiginda yiiriimenin ger¢eklesmedigi gortilmiistiir (Bkz.
Sekil 4.11-4.13). Sadece numune ve atik pedlerin farkli PBST oranlar ile yikanmasi

sonuncunda optimum miktar olarak %0,05 PBST olarak belirlenmistir.

4.2.2. Test ve kontrol cizgilerinin olusturulmasi

Test ve kontrol ¢izgi bolgelerine konumlandirilan antikorlar daha 6nce elde edilen
altliklar iizerine laboratuvarimizda bulunan CAMAG/Linomat 5 cihaz ile piskiirtiilerek
ekilmistir. Ayn1 kosullar altinda ticari membran ve nBNS membran iizerine ekilen test ve

kontrol ¢izgi antikorlarina ait gorseller Sekil 4.15°te sunulmustur.

Sekil 4.15. Ticari membran ve nBNS membran {izerine antikor ekilmis test ve kontrol ¢izgilerine ait
gorseller.

Test ve kontrol bolgelerine antikor ekim isleminde, test ¢izgisi (TL) i¢in 10 cm
uzunlugundaki membrana 10 pL antikor ¢ozeltisi/Ab1886 (25 ug/mL), 7 uL tampon
¢ozelti, 2uL Etil alkol ve 1uL BSA ¢ozeltisi eklenmistir. Membranda 1slatici ajan/Tween-
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20 ve tiirevleri kimyasallara yer verilmemesi adina bloklayici ajan olarak kullanilan BSA
test cizgisi igine yerlestirilmistir. Kontrol ¢izgisi (CL) i¢in 10 cm uzunlugundaki
membran tizerine 20 pL antikor ¢ozeltisi/Ab86245 (25 pg/mL) 8 uL tampon ¢ozelti, 2l
etil alkol eklenmis ve yazdirma gerceklestirilmistir. Sekilde 4.15’te nBNS membran
tizerindeki antikorun ticari membrana gore daha az dagilma/yayilma yaptig
goriilmektedir. Elde edilen membranlar kullanilarak LFA testler hazirlanmis ve bir

sonraki basamakta HIgG tayininde kullanilmistir.

4.4.3. Kalitatif tayin calismalari

Bu asamada oncelikli olarak, elde edilen nBNS membran ve ticari membran
lizerine yalnizca test ¢izgilerinin esit ¢izgi kalinliklarda olacak sekilde antikor ekimi
yapilmis olup hazirlanan LFA'lar kullanilarak kalitatif (var/yok testi) insan
immunoglubilin G (HIgG) (10 pg/mL) tayini (pH:7.4, insan serumunda bulunma araligi
5,6-18 mg/mL (Jazayeri vd., 2013)) gergeklestirilmistir. Sekil 4.16'da goriildiigii gibi her
iki membran {iizerine de esit miktarlarda test antikoru ekildigi durumda sinyalin elde

edilebilir oldugu goriilmiis olup kalitatif olarak HIgG'nin tayin edilebildigi belirlenmistir.

Ticari membran ile hazirlanmis LFA

Proje kap da elde edilen bran ile h Is olan LFA

| . ‘ ‘\(’ Anti- Antikor

(ikincil)

N\

' Il HIgG Antikor

v \\h".'o ii‘ © : aunps

| AN
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I = 7« Numune

Sekil 4.16. HIgG (pH 7,4; 10 pg/mL) ile yapilan yalnizca test ¢izgilerini igeren ticari ve ¢aligmada
iretilen membran ile hazirlanan LFA'lar kullanilarak gergeklestirilen kalitatif denemeye ait gorsel ve
LFA'nin galigma prensibini gésteren gorsel

Sonraki agsamada, elde edilen nBNS membran ve ticari membran iizerine test ve
kontrol antikor ¢izgilerinin her ikisinin de esit ¢izgi kalinliklarda olacak sekilde antikor
ekimi yapilmis olup hazirlanan LFA'lar kullanilarak kalitatif (var/yok testi) insan
immunoglubilin G (HIgG) (10 ug/mL) tayini (pH:7.4) gerceklestirilmistir. Sekil 4,17'de
goriildigli gibi her ikisinin de esit miktarlarda ve esit ¢izgi kalinliklarinda ekildigi
durumda ¢izgi kalinliklarinin ve sinyalin esit oldugu goriilmiis olup kalitatif olarak

HlIgG'nin tayin edilebildigi belirlenmistir. Ticari membran ve nBNS membran ile
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hazirlanmis LFA testlerinde gerceklestirilen kalitatif tayine géore nBNS membrani ile

hazirlanan LFA testinde test ve kontrol ¢izgileri daha kisa siirede olugmaktadir.

Y’ Anti-Antikor
(ikincil)

r’= HIgG Antikor

as \v qfi R

» . : Numune
ay’

Sekil 4.17. HIgG (pH 7,4; 10 pg/mL) ile yapilan test ve kontrol ¢izgilerini igeren ticari ve caligmada
iretilen membran ile hazirlanan LFA'lar kullanilarak gergeklestirilen kalitatif denemeye ait gorsel ve
LFA'nin galigma prensibini gésteren gorsel

HIgG (pH 7,4; 10 pg/mL) ile yapilan test ve kontrol cizgilerini denemelerinde
ticari ve ¢aligmada iiretilen membran ile hazirlanan LFA'lar kullanilarak gergeklestirilen
kalitatif denemeye ait gorsel Sekil 4,17’te de gosterildigi gibi 3 tekrar ile
gerceklestirilmistir.

Sekil 4.18. HIgG (pH 7,4; 10 pg/mL) ile yapilan test ve kontrol ¢izgilerini i¢eren ticari ve nBNC
membran ile hazirlanan LFA'lar kullanilarak gergeklestirilen kalitatif denemeye ait gorsel (3 tekrar)

Bir sonraki asamada optimum ¢alisma pH'sin1 bulmak i¢in yiiriitiilen ¢alismalarda
ise, belirlenen optimum hazirlama sartlar1 ile LFA testleri hazirlanmistir. Hazirlanan test
kitlerinde farkli pH degerlerinde (pH= 6,0; 7,0; 7,4; 8,0 / PBS-phospate buffer
solution/fosfat tampon ¢ozeltisi) hazirlanan HIgG c¢ozeltisi yiiriitiilmiistir. Farkli pH

degerlerinde yiiriitiilen LFA'lar i¢in elde edilen test ve kontrol ¢izgilerini ait gorseller
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Sekil 4.19°da sunulmustur. Sekilden goriildiigl gibi, ¢alisilan tim pH degerlerinde hem
kontrol hem de test cizgileri gézlenmis ve elde edilen ¢izgilerin pH ile 6nemli 6l¢iide
degismedigi goriilmektedir. Bundan dolayi, ticari kan serumu denemeleri i¢in pH=7,4
degerinde uygun sinyal elde edebilmek ve yapilan pH denemelerine gore pH=7,4

degerinde uygun sinyal elde edilebilmesinden dolay1 sonraki denemeler i¢in ¢alisma pH

1}

i85

Sekil 4.19. Farkli pH degerlerinde (6.0, 7.0, 7.4, 8.0) HIgG (10 pg/mL) yiiritme denemelerine ait gorsel

degeri 7,4 olarak secilmistir.

4.3.4. Kantitatif tayin calismalar:

Bu is paketinin son basamagi olan kantitatif tayin ¢aligmalar1 kisminda, kalitatif
analiz ve farkli pH calismalarinda elde edilen sonuglar dogrultusunda farkl
konsantrasyonlarda (pH=7.4) ticari insan serumu i¢erisinde HIgG ¢ozeltileri hazirlanarak
ticari membran ve calismada elde edilen alternatif membran ile hazirlanan LFA testleri
ile kantitatif HIgG tayini gergeklestirilmis olup sonuglar hem birbirleriyle hem de ELISA
testi ile karsilastirilmistir. Bu calismalar gergeklestirilirken HIgG'nin insan serumunda
bulunma araligr (5,6-18 mg/mL (Jazayeri vd., 2013)) dikkate alinarak deneyler
yurtitiilmiigtiir. Kalitatif tayin basamaginda sunuldugu iizere 10 pg/mL HIgG
konsantrasyon degerinde bile maksimuma yakin cevap alindig1 ve ELISA test kitinin
calisma araligi (1,57 ng/mL-100 ng/mL) da dikkate almarak 10° kat seyreltme ile
deneyler yiiritiilmiistiir.

Sekil 4.20°de ticari membran ile hazirlanan LFA testleri i¢in farkli konsantrasyon
(negatif kontrol-NC, 2.5 ug/mL, 5 pg/mL, 7.5 pg/mL, 10 pg/mL, 12.5 pg/mL, 15 pg/mL,
17.5 pg/mL, 20 ug/mL, 25 pg/mL) degerlerinde ticari kan serumu (pH=7,4, PBS)

icerisinde hazirlanan HIgG c¢ozeltisi ile yiiriitiilen LFA'lara ait fotografi gostermektedir.
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Sekilde goriildiigii gibi, kontrol ¢izgilerinin renk siddeti hemen hemen esit iken HIgG
konsantrasyonu artikca (soldan saga) test ¢izgisindeki renk siddeti artmaktadir.

Sekil 4.20. Ticari membran ile hazirlanan LFA testleri ile 10 farkli HIgG konsantrasyonunda (soldan
saga; negatif kontrol-NC, 2.5 pg/mL, 5 pg/mL, 7.5 pg/mL,10 pg/mL, 12.5 pg/mL, 15 pg/mL, 17.5
pug/mL, 20 pg/mL 25 pg/mL) (pH:7.4) gergeklestirilen kantitatif tayin ¢aligmasina ait gorsel

Calisma kapsaminda tiretilen nBNS membrani ticari membran ile karsilagtirmak
amactyla nBNS kullanilarak LFA testi hazirlanmistir. Sekil 4.21 nBNS membran
kullanilarak hazirlanan LFA testleri i¢in farkli konsantrasyon (negatif kontrol-NC, 2.5
pg/mL, 5 ng/mL, 7.5 pg/mL, 10 pg/mL, 12.5 pg/mL, 15 pg/mL, 17.5 ug/mL, 20 pg/mL,
25 pg/mL) degerlerinde ticari kan serumu (pH=7,4, PBS) i¢erisinde hazirlanan HIgG
¢ozeltisi ile yiiriitiilen LFA'lara ait fotografi gostermektedir. Sekilden goriildiigii gibi,
kontrol ¢izgilerinin renk siddeti hemen hemen esit iken HIgG konsantrasyonu artikc¢a

(soldan saga) test cizgisindeki renk siddeti artmaktadir.

Sekil 4.21. nBNC membran ile hazirlanan LFA testleri ile 10 farkli HIgG konsantrasyonunda (soldan
saga; negatif kontrol-NC, 2.5 pg/mL, 5 pg/mL, 7.5 pg/mL,10 pg/mL, 12.5 pg/mL, 15 pg/mL, 17.5
pg/mL, 20 pg/mL, 25 pg/mL) (pH:7.4) gerceklestirilen kantitatif tayin ¢aligmasina ait gorsel
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Bir sonraki asamada, farkli HIgG miktarlarinda gerceklestirilen kantitatif
caligmalarla elde edilen kolorimetrik sonuclardan teshis sinir1, hassasiyet, kararlilik gibi
analitik parametreler belirlenmesi amaciyla laboratuvarimizda bulunan Sekil 4.22'de
gosterilen yanal akis okuyucu (lateral flow reader) cihazi kullanilmistir. Bu cihazin genel
calisma prensibi, numune haznesine yerlestirilen 6rneklenmis LFA'da beliren ve gozle
goriilen cizgileri olusturan (sinyal) AuNPs'nin miktarma gore test ¢izgisinin sinyal

siddetindeki artis1 okumasina dayanmaktadir.

Test  Kontrol
Cizgisi Cizgisi

g 3-/\',/\\'5
53 e ’f“\ (%)
:-/\’— /\

Mesafe, mm
Sekil 4.22. Kolorimetrik okuyucu ve beklenen test/kontrol ¢izgi sinyalleri
Tablo 4.1 Farkli HIgG konsantrasyonlarinda ticari membran ve gelistirilen
membran ile hazirlanan LFA'lar kullanilarak elde edilen testlerin test ve kontrol
cizgilerindeki sinyal siddetlerinin LFA okuyucu ile elde edilen gorselleri gostermektedir.
Elde edilen bu sinyaller bir sonraki asamada Sekil 4.23 (ticari membran ile hazirlanan
LFA i¢in) ve Sekil 4.25'tc (nBNS membran ile) aym grafik icerisinde iist {iste

cakistirilarak sunulmustur.
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Tablo 4.1.Farkli HIgG konsantrasyonlarinda ticari membran ve gelistirilen membran ile hazirlanan LFA'lar
kullanilarak elde edilen testlerin test ve kontrol cizgilerindeki sinval siddetlerinin LFA okuvyucu ile elde edilen

Konsantrasyon LFA Okuyucu Test Sonucu LFA Okuyucu Test Sonucu
(pg/mL) (LFA-Ticari Membran) (LFA-Gelistirilen nBNS Membran)

2,5 ug/mL

5,0 ug/mL

7,5 pg/mL

1

10 pg/mL

12,5 pg/mL

15,0 ug/mL

17,5 pg/mL

20,0 pg/mL

25,0 pyg/mL

2daddiads

355
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Sekil 4.23’te farkli konsantrasyon (2,5-25 pg/mL) degerlerinde ticari kan serumu
(pH=7.,4, PBY) icerisinde hazirlanan HIgG c¢ozeltisi ile yiiriitiilen ve ticari membran ile
hazirlanmis LFA'larin yanal akis okuyucu cihazi ile analiz edildiginde konsantrasyon ile
sinyal siddetindeki degisimi gostermektedir. Beklenildigi ve goriildiigii tizere, kontrol
cizgisinin sinyal siddeti hemen hemen sabit kalirken test ¢izgisinin sinyal siddeti

konsantrasyon ile artis gdstermektedir

0+
12,5 pg/mL
200 4—— 5 pg/mL
1— 7.5 pg/mL
400 4— 10 ug/mL
41— 12,5 pg/mL
600 4 15 pg/mL

Sinyal Siddeti, mV
)
8

Konum, mm

Sekil 4.23. Farkli konsantrasyon (2.5 pg/mL, 5 pg/mL, 7.5 pg/mL,10 pg/mL, 12.5 pg/mL, 15 pg/mL,
17.5 ug/mL, 20 pg/mL, 25 pg/mL) degerlerinde ticari kan serumu (PBS-pH=7,4) igerisinde hazirlanan
HIgG ¢ozeltisi ile yiiriitiilen ticari membran ile hazirlanmig LFA'larin yanal akis okuyucu cihazi ile analiz
edildiginde elde edilen sinyaller

Cihazdan elde edilen sinyallerde, Sekil 4.23'te goriildiigii gibi, kontrol ¢izgisinin
sinyal siddeti sabit kalirken test ¢izgisinin siddetinde konsantrasyon ile artis gostermesi
beklenir. Bu veriler Sekil 4.24'te gosterildigi gibi sinyal siddeti Olciilerek kantitatif

analizde kullanilmistir.

Sekil 4.24. Test ve kontrol ¢izgilerinin sinyal siddetlerinin grafik {izerinden okunmasi

Konsantrasyon artigina kars: elde edilen grafik gozle goriilebilir optik sinyalin

kantitatif veriye ¢evrilebildigini ortaya koymustur. Sekil 4.23teki test ve kontrol ¢izgileri
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icin konsantrasyona kars1 elde edilen pik siddetlerinin oranlar1 grafik haline getirildiginde

Sekil 4.25°teki dogrusal grafik elde edilmistir.

1,24

0,84

Sinyal Siddeti (T/C)

Sekil 4.25. Farkli konsantrasyonlarda (2.5 pg/mL, 5 pg/mL, 7.5 pg/mL,10 pg/mL, 12.5 pg/mL, 15

5 10 15 20 25
Konsantrasyon, yg/mL

pg/mL, 17.5 pg/mL, 20 pg/mL, 25 pg/mL) ticari kan serumu (pH=7,4, PBS) icerisinde hazirlanan HIgG
¢ozeltisi ile ylriitiilen ticari membranla ile hazirlanan LFA'larin yanal akis okuyucu cihazi kullanilarak

analiz edildiginde konsantrasyon artisina karsi sinyal siddeti oranlarindaki degisimi gosteren grafik

Sekil 4.26'da farkli konsantrasyon (2,5-25 pg/mL) degerlerinde ticari kan serumu

(pH=7,4, PBS) icerisinde hazirlanan HIgG ¢ozeltisi ile yiiriitiillen ve nBNS membran ile

hazirlanmis LFA'larin yanal akis okuyucu cihazi ile analiz edildiginde konsantrasyon ile

sinyal siddetindeki degisimi gostermektedir. Beklenildigi ve goriildiigii lizere, kontrol

cizgisinin sinyal siddeti hemen hemen sabit kalirken test ¢izgisinin sinyal siddeti

konsantrasyon ile artig gdstermektedir.

04——25pg/mL
—— 5 pg/mL
200 — 7,5 ng/mL
10 pg/mL
i 12,5 pg/mL
Ll —— 15 pg/mL
—— 17,5 pg/mL
> 6009 50 gmL
£
= 800
@
ke]
T 1000
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£
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Sekil 4.26. Farkli konsantrasyon (2.5 pg/mL, 5 ug/mL, 7.5 ng/mL,10 pg/mL, 12.5 ng/mL, 15 pg/mL,
17.5 pg/mL, 20 ug/mL, 25 pg/mL) degerlerinde ticari kan serumu (PBS-pH=7,4) i¢erisinde hazirlanan

HIgG ¢ozeltisi ile yiiriitiilen nBNS membran ile hazirlanmig LFA'larin yanal akis okuyucu cihazi ile

analiz edildiginde elde edilen sinyaller
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Konsantrasyon artigina karsi elde edilen grafik gbzle goriilebilir optik sinyalin
kantitatif veriye ¢evrilebildigini ortaya koymustur. Sekil 4.26'te test ve kontrol ¢izgileri
i¢cin konsantrasyona kars1 elde edilen pik siddetlerinin oranlar1 grafik haline getirildiginde

Sekil 4.27'daki dogrusal grafik elde edilmistir.
2,0 -
1,6

1,2 4

0,8 +

Sinyal Siddeti (T/C)

0.4 +

0 (< 10 15 20 25
Konsantrasyon, ug/mL

Sekil 4.27. Farkli konsantrasyon (2.5 pg/mL, 5 pg/mL, 7.5 pg/mL,10 pug/mL, 12.5 pg/mL, 15 pg/mL,
17.5 pg/mL, 20 pg/mL, 25 pg/mL) degerlerinde ticari kan serumu (pH=7,4, PBS) i¢erisinde hazirlanan
HIgG ¢ozeltisi ile yiiriitiilen nBNS membran ile hazirlanmis LFA'larin yanal akis okuyucu cihazi ile
analiz edildiginde konsantrasyon artisina karsi sinyal siddeti oranlarindaki degisimi gosteren grafik

Sekil 4.25'teki dogrusal grafik kullanilarak (y= 0,030x + 0,186, R?=0,99) ve 4.1
kullanilarak ticari membran i¢in teshis sinir1 (TS veya LOD) degeri 1,12 pg/mL, ve 4.2
kullanilarak tayin alt sinir1 degeri (TAS veya LOQ) 3,39 pg/mL olarak hesaplanmistir.
Ayni esitlikler kullanilarak ve Sekil 4.27'deki dogrusal grafik (y= 0,052x + 0,317,
R?=0,98) kullamlarak TS ve TAS elde edilen nBNS membran ile hazirlanan LFA igin
sirastyla 0,93 pg/mL ve 2,82 pg/mL olarak hesaplanmustir.

TS (LOD) = 3,3 x o/m 4.1
TAS (LOQ) = 10 x o/m (4.2)

TS : Teshis smir1

TAS : Tayin alt sinir1

c : Standart sapma kesisim degerinin (y-intercept) standart sapmasi kullanilarak
hesaplanmistir)

m : Lineer grafigin (kalibrasyon egrisinin) egimi
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Gelistirilen bir yontem i¢in kararlilik belirli bir ortam i¢inde amaglanan saklama
kosullarina veya diger cevresel faktorlerin etkisindeki dayanikliliginin bir 6l¢iisiidiir
(Riley, 1996). LFA testleri i¢in kararlilik 6nemi bir parametredir. HIgG tayinine yonelik
gelistirilen LFA sisteminin kisa ve uzun dénem kararlilik ¢alismalart gerceklestirilmistir.
Bu amagcla, hazirlanan LFA'larin aliiminyum folyo igerisinde kapali bir sekilde oda
sicakliginda saklanarak kisa donem ve uzun donem kararlilik ¢alismalari i¢in ¢alisma
araligindaki bir konsantrasyon degerinde (25 pg/mL) HIgG c¢ozeltisi yiiriitiilerek
Olctimler yapilmistir. Sekil 4.28 kisa donem kararlilik ¢aligmalart icin 2 ve 24 saat ve
uzun donem kararlilik ¢aligmalar1 i¢in 1 ay ve 6 ay sonra HIgG ¢ozeltisi yiiriitiilen
LFA'larin cevabin1 gostermektedir. Elde edilen sonuglar yalin gézle karsilastirildiginda,
hazirlanan orneklerle alinan sonuglardaki sinyallerde onemli bir fark olmadig:

gdzlenmistir.

(@) (b)

Sekil 4.28. HIgG (25 pg/mL) tayini igin kisa (2 saat (a) ve 24 saat (b)) ve uzun dénem (1 ay (c) ve 6 ay
(d)) kararlilik ¢aligsmalari (3 tekrar) igin LFA yiirlitmelerinden elde edilen sonuglara ait gorsel

Kalibrasyon grafigine gore hesaplanan sonuglar, standart sapmalari ve bagil
standart sapmalar1 Tablo 4.2°de sunulmustur. Kisa donem kararlik ¢aligmalarinda elde
edilen sonuglara gore, ilk 24 saat igerisinde yliriitiilen testlerde LFA'nin test cevabinda
onemli bir degisme gergeklesmemistir. Uzun donem kararlik ¢aligmalarinda elde edilen
sonuglara gore, 6 aylik bir zaman dilimi igerisinde her ne kadar test cevabinda az bir diisiis
gozlense de eklenen miktara yakin cevaplar alindigi gozlenmistir. Buradaki diislisiin
sebebi, her ne kadar hazirlanan kitler aliiminyum folyo icerisinde kapali olarak muhafaza
edilmeye ¢alisilsa da kullanilan materyal ve yiiriitiilen islem ticari iiriinler i¢in kullanilan
bir paketleme siireci igermediginden test kitlerinin az da olsa hava ile temasinin
olmasindan kaynakli olabilecegine atfedilmistir. Buna ilaveten, uzun donem

calismalarinda kit {izerindeki sinyali veren nanopartikiillerin sinyal renklerinde mor renge
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kaymalar gozlense de tayin sonucunda bir degisiklik teskil etmemistir. Ayrica, gelistirilen
yontemin kesinligi i¢in hesaplanan yiizde bagil standart sapma degeri biyolojik
numunelerde % 10-15 oraninda konsantrasyon diizeylerindeki degisim kabul edilebilir

deger aralifinda yer almaktadir (Engin vd., 2017).

Tablo 4.2. HIgG tayinine yonelik gelistirilen LFA i¢in kisa ve uzun dénem kararlilik sonuclari

Kisa donem kararhhik (n=3) Uzun dénem kararhhk (n=3)
Eklenen Bulunan (pg/mL) Eklenen Bulunan (ug/mL)
(ng/mL) 2s %BSS* 245 %Bss*  (ng/ml) q,y %BSS* 6ay  %BSS*
25,0 27,4+23 8,4 26,3 +2,7 10,3 25,0 22,7+3.3 14,5 20,9+2.8 13,4

*Bagil standart sapma (Relative standard deviation-BSS)
4.3.5. ELISA testi

Calisma kapsaminda gelistirilen LFA test sonuglarinin dogruluklarini belirlemek
icin ticari olarak kabul gérmiis referans bir metot ile kiyaslanmasi gergeklestirilmistir.
Bunun i¢in, belirlenen ¢alisma araliginda 4 farkli konsantrasyon degeri (n=3) ele alinarak
hizmet alimiyla altin referans metotlardan olan ELISA testleri gerceklestirilmistir. ELISA
test kitinin ¢aligma araligr 1,57 ng/mL-100 ng/mL oldugundan LFA testinde kullanilan
numuneler 10° kat seyreltilerek analize sunulmustur. Alman analiz sonuglar1 10° ile
carpilarak ve pg/mL degerine ¢evrilmigstir. Tablo 4.3 gelistirilen LFA ve referans metot
ELISA ile yiiriitiilen yapay serum orneklerinde HIgG analizi sonuglarin1 gostermektedir.
ELISA testi ile geri kazanim degerleri verilen konsantrasyon degerleri i¢in %96 - %107
arasinda degisirken, gelistirilen yontemde %90 - %107 arasinda hesaplanmistir. Elde
edilen geri kazanim degerleri gelistirilen LFA'nin HIgG analizi i¢in kullanilabilecegini

gostermektedir (Engin vd., 2017).

Tablo 4.3. Yapay serum 6rneklerinde LFA ve ELISA yontemleriyle HIgG analizi

HlgG LFA HlgG ELISA
Numun  Eklenen  Bulunan Geri kazamim Eklenen Bulunan  Geri kazanim
e (ug/mL)  (ug/mL) (%) (ug/mL)  (ng/mL) (%)
1 3,0 3,2+0,1 107 3,0 2,9+£0,1 96
2 6,0 5,9+0,1 98 6,0 6,0£0,2 100
3 12,0 11,3£0,3 90 12,0 12,8 +0,3 107

4 24,0 23,0+£0,2 96 24,0 24,6+0,3 103
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5. SONUCLAR VE ONERILER

5.1 Sonuclar

Bu calismada LFA esash hizli tan1 kitlerinin temel malzemesi olan nitroseliiloz
membranlara alternatif nitro-nanoseliilloz test membrani1 gelistirilmistir. Nanoseliiloz
biyouyumluluk, optik seffaflik, hidrofiliklik, yliksek gozeneklilik, yiiksek yiizey alani ve
yiiksek mekanik dayanim gibi ayirt edici 6zellikler sergilemektedir. Calismada elde
edilen nitro-nanoseliiloz sahip oldugu bu 6zellikler ve nanoboyutta fiberler icermesi
ozelligi ile sagladig1 genis yiizey alan1 sayesinde yiiksek oranda test antikoru baglama ve
hem bu o6zelligi hem de optik seffafligi sayesinde hassasiyetin artirilmasi, spesifik
olmayan etkilesimlerin engellenmesi, membran yiizeyinde akis i¢in surfaktan ihtiyacinin
azalmasi gibi nitelikleri bir arada bulundurmaktadir. Calismada bakteriyel nanoseliilozun
eldesi bakteriyel nanoseliillozun nitrolanmasi ve karakterizasyonu, kurutulmasi, altin
nanopartikiil sentezi, karakterizasyonu ve antikor konjugasyonu, elde edilen nano-
nitroseliilozun hizli test kitinde kantitatif analiz performansini incelenmesi ve ticari
membran ile hazirlanan hizli test kitinin performansi ile kiyaslanmasi olmak iizere bes
asamal1 bir yontem basamagi uygulanmistir. Bu dogrultuda toplam 5 basamakta yapilan
calismalarda asagidaki sonuglar elde edilmistir.

Birinci basamak kapsaminda Acetobacter xylinum, D-glikoz, maya 6zii (yeast
extract), (NH4)2SO4, KH>POs, sitrik asit, pepton ve MgS0O4.7H>0 igeren 1 litre suda 24
°C'de inkiibe edilmis olup iki hafta karanlik bir ortamda bekletildikten sonra yaklasik 4
mm kalimlhiginda seliiloz nano liflerden olusan, saflastirilmamis sari-agik kahverengi
renkli 1slak jelimsi mat olusmustur. Bu mat NaOH varliginda saflastirilarak H»>O, ile
agartilmustir.

Ikinci basamak kapsaminda gerceklestirilen ¢alismalarda, birinci basamakta elde
edilen 1slak mat pargalanarak stilflirik asit-nitrik asit varliginda ve uygun kosullar altinda
nitrolanmistir ve nitro-nanoseliiloz (nBNS) elde edilmistir. Bu basamakta yapilan
karakterizasyon sonuclar1 yapinin nitrolandigint ve yaklasik 50 nm capinda ve birkag
mikron uzunlukta fiberlerin olustugu gézlenmistir.

Uciincii basamakta gerceklestirilen ¢alismalarda ikinci basamakta elde edilen
nBNS, uygun yanal akis elde etmek i¢cin Dr. Blade sisteminde 2-5 mm kalinliklarinda
homojen bir sekilde yayilmis ve kurutma islemi gerceklestirilmis, ardindan 40, 70 ve 100
°C sicakliklarinda kurutma islemleri gergeklestirilmistir. Kurutma basamagi sonrasinda

40 °C sicaklikta 2 mm kalinliginda yayilan membranin en uygun oldugu belirlenmistir.
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Dordiincii basamak kapsaminda altin nanopartikiiller (AuNPs) elde edilmis olup
UV-Vis ve TEM teknikleri kullanilarak karakterize edilmistir. Gergeklestirilen ¢aligmalar
sonucunda 30-50 nm partikiil dagilimina sahip koyu kirmizi renkli AuNPs ¢ozeltisi 520

nm’de absorbsiyon maksimumu gosterdigi belirlenmistir.

Calismalarda yiirtitiilen optimizasyon calismalarinda yiizey modifikasyonu i¢in
50 pg/mL antikor miktarmin optimum miktar oldugu belirlenmistir. Ayrica,
gerceklestirilen yilizey fonksiyonlandirmasi ¢alismalarinda da herhangi bir agregasyonun
olmamast yiizey fonksiyonlandirmasinin basarili bir sekilde gerceklestirildigini
gostermistir. Bloklayici ajan olarak BSA ve surfaktan olarak kullanilan Tween-20
miktarlar1 optimizasyonu ¢alismalarinda, belirlenen oranlara bagli olarak analitin numune
pedinden adsorben pede ulasamamasi sonucunda tayin pedinde kullanilan BSA'nin (asirt;
% 5) numune pedi, test ve kontrol ¢izgilerinin i¢ine konumlandirilarak tayin pedinde BSA
olmadan devam edilmesine karar verilmistir. Ayrica, numune ped icin farklt Tween-20
oranlarinda optimizasyon ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Bu denemelerde diisiik oran
(%0,01) Tween-20 kullanildiginda 4 dakikada bile konjugasyon materyali test membrani
tizerinde ilerleme gostermemistir. Yiiksek oranda (%0,1 ve %0,05) Tween-20 iceren
durumlarda konjugasyon materyali test membrani iizerinde ilerleme gostererek adsorben
pedine ulagmustir. Ancak, yliksek miktarda Tween-20 kullanilmas1 yiizey ile antikor
arasindaki etkilesimi engelleyebileceginden ve ayni zamanda membran yiizeyinde ¢ok
hizli ilerleme gercekleseceginden antikor-analit etkilesimi i¢in yeterli diizeyde
gerceklesemeyeceginden test kitinin hassasiyet degerini disiirebilir. Bu sebeple, hem
ylizey ile antikor arasindaki etkilesimi ¢ok fazla engellememek hem de antikor-analit
etkilesimi icin yeterli siireyi saglayabilmek adina %0,05'lik Tween-20 miktarinin daha
uygun olduguna sonucuna ulasilmis olup ve sonraki denemeler i¢in optimum miktar
olarak 9%0,05'lik Tween-20 ile devam edilmesi karar kilinmistir. Ayrica, bu is paketi
kapsaminda yiiriitillen caligmalarda, test ve kontrol ¢izgilerinin her ikisinin de esit
miktarlarda olacak sekilde antikor ekimi yapilarak hazirlanan LFA'lar ile kalitatif
(var/yok testi) HIgG tayini (10 pg/mL) basarili bir sekilde gergeklestirilmistir. Farkli pH
degerlerinde yiiriitiilen LFA'lar ile tiim pH degerlerinde hem kontrol hem de test ¢izgileri
gozlenmis ve elde edilen ¢izgilerin pH ile onemli Olclide degismedigi goriilmustiir.
Bundan dolayi, ticari kan serumu denemeleri i¢in pH=7,4 degerinde uygun sinyal elde
edebilmek ve yapilan pH denemelerine gére pH=7,4 degerinde uygun sinyal elde

edilebilmesinden dolay1 sonraki denemeler i¢in ¢alisma pH degeri 7,4 olarak secilmistir.
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Farkli konsantrasyon (0, 2.5 pg/mL, 5 pg/mL, 7.5 pg/mL, 10 pg/mL, 12.5 pg/mL,
15 pg/mL, 17.5 pg/mL, 20 pg/mL, 25 pg/mL) degerlerinde HIgG ¢dzeltisi ile yiiriitiilen
LFA'lar ile yar kantitatif HIgG tayininin yapilabilirligi kontrol ¢izgilerinin renk siddeti
esit iken HIgG konsantrasyonu artikca test ¢izgisindeki renk siddetindeki artisi ile gozle
goriiliir bir sinyal verdigi goriilmiistiir. Bdylece, farkli konsantrasyon (0-25 pg/mL)
degerlerinde HIgG ¢ozeltisi ile yiiriitiilen LFA'lar ile ticari kan serumu (pH=7,4, PBS)
igerisinde kantitatif HIgG tayini gerceklestirilmistir.

Kantitatif analiz sonucunda ticari membran ile hazirlanan test i¢in teshis siniri
(LOD) degeri 1,12 pg/mL ve tayin alt sinirt degeri (LOQ) 3,39 pg/mL olarak
hesaplanmistir. Calismada elde edilen membran ile hazirlanan LFA i¢in LOD ve LOQ
sirastyla 0,93 pg/mL ve 2,82 pug/mL olarak hesaplanmistir. Bu sonug gelistirilen
membran ile hazirlanan LFA'nin daha diisiik teshis ve tayin alt sinir1 gosterdigini ve daha
iyi performans sergiledigini gostermistir. Bu durum gelistirilen test membraninin, ticari
nitroseliilloz membrana gore nanoboyutta fiberler icermesi 6zelligi ile sagladig1 genis
ylizey alani sayesinde yiiksek oranda test antikoru baglama ve hem bu 6zelligi hem de

optik seffafligi sayesinde hassasiyetin artirilmasina atfedilmistir.

Gelistirilen LFA'n1n kisa ve uzun dénem kararlilik ¢alismalar1 gergeklestirilmistir
ve test cevabinin 6 ay siiresince esit oldugu bulunmustur. ELISA yontemiyle
karsilagtirarak ve ticari yapay serum Orneklerinde gerceklestirilen LFA dogrulama
testlerinde %90 - %107 araliginda elde edilen geri kazanim degerleri gelistirilen LFA'nin

kantitatif analizlerde kullanilabilecegini gostermistir.
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5.2 Oneriler

Calismalar goz Oniinde bulunduruldugunda bazi 6nemli goriilen Oneriler asagida

sunulmustur.

Bakteriyel nanoseliiloz elde edilirken kullanilacak tiim ekipmanlar alkolle ve

sonrasinda ultraviyole 1s1k altinda dezenfekte edilmelidir.

Nitrolama basamaginda asitlerin nanoseliiloz ile karistirilmasi soguk ortamda
gergeklestirilmelidir, 1sinma olmasi halinde soguma saglanana kadar islem

durdurulmalidir.

Nitrolanmig  bakteriyel  nanoselilloz  taze  olarak  hazirlanmalidir.

Kullanilmadiginda serin ve karanlik ortamda saklanmalidir.
Kurutma basamaginda sicaklik yiiksek olmamalidir.

Kurutulmus membranlar kullanilmadiklarinda +4 °C de kapal1 kaplarda muhafaza
edilmelidir. Aksi taktirde asir1 kuruma oldugunda membranlar altlik iizerine

yapistirilirken kirilmalar gergeklesebilmektedir.

Test ve kontrol bolgelerinin ekildigi siringalar 3 kez saf su ve etil alkol ile
yikanmali i¢inden hava gegirilerek tamamen kurutulmalidir.

Kesme islemi Oncesi veya sonrasi giyotin saf su ve alkol bazli temizleme
soliisyonu ve aseton ile temizlenmedir. Aksi taktirde 6nceden kalan kalintilar
membrana hasar vermektedir. Silinen giyotindeki aseton kurumadan kesme iglemi

yapilmamalidir.
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