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OZET

KOTUYE KULLANILAN MADDELERIN ANALIZINDE IN VITRO
DIAGNOSTIK TESTLER ICIN FARKLI
NANOBIYOKONJUGATLAR VE TEST BiLESENLERININ
HAZIRLANMASI VE UYGULAMALARI

GULER, Emine

Doktora Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Tez Danismant: Prof. Dr. Suna TIMUR
Ikinci Danismani: Prof. Dr. Hakan COSKUNOL
Eylil 2017, 106 sayfa

“In vitro diagnostik, (IVD), Point of care (POC)” teknolojiler; klinik bir
konu hakkinda diagnostik sonuca yerinde, hizli ve pratik bir bicimde ulagsmay1
saglamalart agisindan gelecegin teknolojisi olarak gosterilmektedir. IVD Kitler
yasadist maddelerin hizli ve yerinde dedeksiyonu agisindan ¢ok kritik araclardir.
Madde kullaniminin olusturdugu sorunlara paralel olarak saglik, adli durumlar,
bazi igyerlerinde ve trafikte olmak {izere farkli uygulamalarla madde kullaniminin
tespiti zorunlu hale gelmistir. Genis bir kullanici agina sahip bu {iriinlerin
gelistirilmesi ve iyilestirilmesine katkida bulunacak bilimsel ve teknolojik
altyapinin ~ olusturulmast  bu tez projesinin  konusunu olusturmaktadir.
Nanomateryal teknolojileri ile pratik dedeksiyon teknolojilerinin kombine edildigi
bu tez projesinde, yasadisi/bagimlilik yapici maddelere yonelik farkli metodolojik
yaklasimlarla IVD test kitleri tasarlandi. Tasarimui yapilan test kitlerinde farkli
Olcim teknikleri dolayisiyla farkli sinyal ajanlar1 ve yiizey kimyasi kullanildi.
Yeni tekniklerle hazirlanan mikroplaka temelli ve lateral flow test (LFA) temelli
test kitlerinin calisma performanslari detayli bir sekilde arastirildi ve sentetik
biyolojik matrikslerin kullanilmasiyla 6rnek uygulama ve kromatografik
dogrulama adimlar1 basariyla tamamlandi. Gelistirilen test kitlerinin akilli telefon
uygulamasiyla kombine edilmesi sonucu test yanitlar1 bir cep telefonu ile 6l¢iildii.
Cep telefonu ile analize imkan sunan, yenilik¢i, yerinde uygulanabilir hizli tam

kitleri prototipleri tez projesinin ¢iktilarini olusturmaktadir.

Anahtar sozciikler: in vitro diagnostik kitler, madde analizi, mikroplaka
testler, lateral flow testler, nanomateryal biyokonjugasyonu, yiizey kimyasi.






ABSTRACT

DRUGS OF ABUSE TESTING: DESIGN AND APPLICATION OF
NANOBIOCONJUGATES AND TEST COMPONENTS FOR IN
VITRO DIAGNOSTIC ASSAYS

GULER, Emine

PhD in Biochemistry Department
Supervisor: Prof. Dr. Suna TIMUR
Co-Supervisor: Prof. Dr. Hakan COSKUNOL
September 2017, 106 pages

“In vitro diagnostic, (IVD), Point of care (POC)” detection technologies are
emerged as futuristic technologies because of that they provide on-site, rapid and
practical diagnostic information for a clinical situation. 1\VVD Kkits are critical tools
in terms of rapid and near-patient analysis of abused drugs. In parallel with the
problems caused by substance addiction, drugs of abuse testing is required for
wide range of applications including health, forensic field, workplace and traffic
conditions. The main goal of this thesis project is the development and
improvement of the so-called POC products, which have wide end-user network.
For this aim, illicit drug IVD tests with novel methodological approaches were
created via the combination of nanomaterial technologies with practical detection
ways. In the design strategy of the developed test Kits, various measurement
principles were applied by using different signal agents and surface chemistry.
The newly constructed microplate based assays and lateral flow based assays were
investigated in detail for their working performances. Afterwards synthetic
biological matrices were applied to the developed assays and their
chromatographic confirmation was carried out successfully. Test signals in the
designed test kits were measured by a mobile phone because of the combination
with a smart phone application. Innovative, on-site and rapid test kits with
possibility for mobile phone sensing are the prototypes of thesis project.

Keywords: in vitro diagnostic kits, abused drug analysis, microplate assays,
lateral flow tests, nanomaterial bioconjugation, surface chemistry.
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1. GIRIS
1.1. Modern Biyosensor Teknolojileri: POC, 1VD Testler

“Point of care (POC)” test terimi; hastanin (kisinin) bulundugu yerde ya da
hastaya (kisiye) yakin bolgede uygulanabilen testleri tanimlamak igin
kullanilmistir. Glinlimiize kadar farkli analitik tekniklerin kombine edildigi ¢ok
sayida biyosensor sistemi; biyomedikal, ¢evresel, giivenlik ve aragtirma amagl
gelistirilmistir. Basit anlamiyla bir biyolojik taniyict ve bir sinyal ileticiden
(transducer) olusan bilinen biyosensor sistemlerinin yerini daha kompleks, multi-
analit (ayn1 anda birden fazla maddenin analizi) ve daha kapsamli analizler
yapabilen biyosensor teknolojileri almaktadir. POC diagnostik, in vitro diagnostik
(IVD) testlerin kullanimi laboratuvar personeli ya da laboratuvar deneyimi
gerektirmemektedir. Bu diagnostik testlerde; proteinler, niikleik asitler,
metabolitler, ilaglar, ¢Oziinmiis iyon ve gazlar, insan hiicreleri ve
mikroorganizmalar hedef analitleri olustururken kan, tiikiiriik, idrar ve diger viicut
stvilar1 analizin yapildigr orneklerdir (Sekil 1.1). Hastane, klinik ya da ozel
muayenehanelerde veya evde bir hastaligin takibi, su ya da gida gilivenliginin
takibi, yasal diizenlemelere iligkin takipler gibi genis bir alanda POC iiriinlere
ihtiya¢ duyulmaktadir. Ciinkii bu iirlinler ¢cok az miktarda 6rnekle ve 6n hazirlama
islemi gerektirmeden ¢ok kisa bir siirede test yanit1 vermektedirler. Basit kullanim
talimatlartyla ¢oklu analit ya da belirteci (marker) pratik bir bicimde dedekte
etmektedirler (Vashist et al., 2015; Luppa et al., 2011; Syedmoradi et al., 2017,
Gubala et al., 2012). Polimer ya da kagit temelli bir strip lizerinde renkli bir ¢izgi
ya da spot olusumu ile test sonucu basit bir sekilde yorumlanmaktadir. Ayrica son
donemlerdeki gelismeler sayesinde elde tasinabilir cihazlar ya da masaiistii
cthazlarin kullanimiyla birlikte analitik test yanitlarinin kantitatif verilere
doniistiiriilmesi de miimkiin olmustur (Gubala et al., 2012). Tiim bunlar POC
dedeksiyon teknolojilerine gosterilen yiiksek talebi agiklamaktadir ¢linkii bu
diagnostik platformlar duyarli, ¢evre-dostu, tasinabilir, yerinde uygulanabilir (on-
site) ve diisiik maliyetli olmas1 gibi yliksek avantajlariyla birlikte analitik bilgiye
hizli ulasim saglamaktadirlar (Syedmoradi et al., 2017; Gao et al., 2017). POC
driinleri gelistiren firmalar ve arastirmacilar bu lriinlerin pratik uygulamalarini

arttirmak ve gelistirmek i¢in siirekli bir ¢aba icindedirler. Bu Ar-Ge ve iiretim



caligmalar1 sirasindaki temel stratejiler; minyatiirizasyon, hassasiyet ve
giivenilirlik, kolay kullanim, hizli cevap alinmasi iizerine odaklanmistir (St-louis,
2000). Modern laboratuvar cihazlarindaki g¢esitliligin kiimiilatif bir bigimde
biiyiimesine paralel olarak, cep telefonlariin POC iiriinlerde dedeksiyon araci
olarak kullanilmasi ideal sistemler olarak giin yiiziine ¢ikmistir (Gopinath et al.,
2016). Akilli telefonlarin biyosensor sistemlerine entegrasyonu uluslararasi
literatiirde oldukg¢a popiiler bir konudur. (“Smartphone analysis”, “Portable

9% ¢¢

smartphone laboratory”, “Smartphone as a biosensor’) Fakat ticari bir iiriin haline

getirilmesi ile ilgili siiregler hala devam etmektedir. Glinlimiizde cep
telefonlarinin kullanim orami diislintildigiinde, POC iiriinlerin cep telefonlar ile
kombine edilmesinin insan saglig1 agisindan ne kadar degerli oldugu agiktir. Cep
telefonu gibi elde tasinabilir ve kolay ulasilabilir teknolojilerle de bir araya
getirilebilen POC iirlinler hem tasidiklar1 avantajlar hem de kullanim alanlarinin
yayginligi sayesinde gelecegin sensor teknolojileri olarak gosterilmektedirler
(Eltzov et al., 2015; Mudanyali et al., 2012; Quesada-Gonzalez and Merkogi,
2017; Roda et al., 2016; Zhang and Liu, 2016). POC iiriinler sinifinda
yasadisi/bagimlilik yapici maddelerin dedeksiyonu biiyilk bir paya sahiptir.
Trafikten is yerlerine ve kliniklere kadar pek c¢ok alanda tasimabilir hizli tam

kitlerine gereksinim oldugu agiktir.
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1.2. Bagimhlik Yapan Maddelerin Analizi

Madde bagimlhiligi toplumsal bir halk sagligi sorunudur ve giliniimiiz
hayatinin her alaninda biiyiik bir yer tutmaktadir. Madde kullanim bozukluklari
halen diinyanin en 6nemli saglik ve giivenlik sorunlarindan biri olma &zelligini
siirdiirmektedir. Madde bagimlilig ile miicadelede en 6nemli noktalardan biri de
bu maddelerin ya da metabolitlerinin biyolojik sivilarda hizli, pratik ve giivenilir
yontemlerle tespit edilmesidir. Tikiiriik, idrar, kan, sa¢c ve ter gibi biyolojik
matrikslerde madde analizinin yapilmasi adli bilimler ve saglik bilimleri i¢in bir
gerekliliktir. Klinik ve adli toksikolojik analizlere ek olarak son zamanlarda yasal
diizenlemelerde yer alan is yeri madde testi (workplace drug testing) uygulamalar1
da madde analizine ihtiyag duyan alanlardir. Bagimlilik yapan maddelerin
analizinde kullanilan mevcut teknikler genel olarak iic ana kategoride

gruplandirilir:

1. Molekiiler tanima ve ligand baglama temelli immiinoassayler, madde

tarama testlerinin i¢inde en ¢ok tercih edilenidir.

2. [llgilenilen analitin diger &rnek bilesenlerinden fiziksel ayrimii
saglamada ¢esitli kromatografik ve elektroforetik teknikler (Gaz kromatografisi
(GC), yiiksek performans sivi kromatografisi (HPLC), ince tabaka kromatografisi
(TLC), kapiller elektroforez (CE) ve kapiller elektrokromatografi gibi)

3. Kiitle spektroskopisi (MS), numune matriksinin cesitli tiirlerinde
maddelerin tanimlanmasi, miktarinin belirlenmesi ve/veya yapisinin ortaya

¢ikarilmasinda kullanilabilir (Wong and Tse, 2005).

Madde kullaniminin tespiti; analizin yapilacagi Ornegin secilmesinden,
ornegin kisiden alinma yontemi, 6rnege on islem yapilip yapilmayacagi, 6rnegin
saklama kosullarinin belirlenmesi, hangi analiz yonteminin kullanilacagi ve analiz
sonuglarinin  yorumlanmasina kadar wuzanan kapsamli asamalar sonucu
tamamlanmaktadir (Sekil 1.2). Kan, idrar ve oral siv1 (tiikiiriik) en yaygin tercih
edilen biyolojik matriksler olmakla birlikte ter, sag¢, nefes, tirnak, yeni doganlarda
gobek kordonu, plasenta gibi diger biyolojik materyaller de alternatif olarak
kullanilabilmektedir. Madde analizinin yapilacagi biyolojik 6rnegin se¢ilmesinde;

maddelerin 6rnekte dedeksiyon siireleri, matriks bilesenleri ve 6zellikleri, 6rnek



alma kosullari, kullanilan yontem, analizin yapilacagi yer gibi parametreler
etkilidir. Madde analizinde genel olarak iki katergoriden séz edilmektedir; On
tarama testleri ve dogrulama testleri. On tarama testlerinde immiinoassay tabanli
yontemler kullanilirken dogrulama testlerinde ise kromatografik yontemler
uygulanmaktadir.

Ornegin Ekstraksiyon
saklanmasi Onayirma/onderistirme Test

sonuglarinin
yorumlanmasi

Ornegin 6n
islemden

Tarama ve
dogrulama

gegirilmesi,

Kromatografik
teknikler

Ornegin

alinma teknigi
érnekv immiinoassay
Kaynaginin teknikler

segilmesi

Sekil 1.2 Madde analizinde izlenen temel agamalar

1.2.1. Biyolojik 6rnegin alinmasi ve érnek tiiriiniin secimi

Madde analizinin yapilacagi Ornek tiiriiniin se¢ilmesinde Ornegin alinma
bigiminden saklanma kosuluna ve analizi hedeflenen maddenin 6zelliklerine kadar
detayli parametreler etkilidir. Bu nedenle farkli 6rnek tiirlerinin birbirlerine

iistiinliik ve dezavantajlar1 vardir. Bu 6zellikler asagida 6zetlendigi gibidir;

Kan: Kan ornekleri klinik uygulamalarda yaygin olarak tercih edilen
matriks tiiriidiir. Kanda madde analizi acisindan bilinmesi gereken en kritik bilgi;
kan o6rneklerinin kisinin o an madde etkisi altinda oldugunu gotseriyor olmasidir.
Ayn1 zamanda madde kullanimindan kisa bir siire sonra da maddenin varlig
saptanabilir. Bu durumlar kan Orneklerinin idrar Orneklerine karsi olan
ustlinliikleridir. Fakat kan 6rneklerinin saklanmasi bazen sorunlar yaratmaktadir.
Beklemis kan o6rneklerinde maddelerin stabiliteleri diisiik olabilmektedir. Bu da
baz1 durumlarda kan 6rneklerinin tercih edilmesini kisitlamaktadir. Ayn1 zamanda
ornek alimi kolay olan ve invaziv olmayan, 6rnek alma asamasinda kisiye
rahatsizlik vermeyen metotlara olan egilimin artmasi kan oOrneklerinin

dezavantajlar arasindadir.

Idrar: Madde analizinde c¢ok sik kullanilan viicut dis1 sividir. Matriks
yapisinin kan gibi karmagik olmamasi, O6rnek almanin kolay olmasi, madde

metabolitlerini uzun siire bulundurmasi nedeniyle dedeksiyon siiresini uzatmasi



gibi nedenler idrar matriksinin tercih edilmesinde énemli sebeplerdir. Fakat idrar
orneklerinin kullanilmasinda karsilasilan en biiyiik problemlerden biri digsaridan
miidahelelere agik olmasidir. Ornegin degistirilmesi ya da ornek bilesenlerine
disaridan miidahelede bulunulmasi gibi hilelerle karsilasilmistir. Bununla basa
cikmak i¢in Ornek alimi gozetim altinda yapilmaktadir. Fakat oral yolla idrar
bilesenlerine miidahele edilmesi de miimkiin olabildiginden hilesel girisimlerin
tamamen engellendigi sdylenemez. Bu gibi hileler test sonug¢larinin yanlis negatif
olarak yorumlanmasina yol agabilmektedir (Wong and Tse, 2005; Rouen et al.,
2001).

Tiikiiriik (Agiz sivisi, oral sivi): Agizdan toplanan tiikiiriikk sivisina, oral
stvi (oral fluid) adi verilir. Tikirik bilesenleri; %99 su, proteinler ve mineral
tuzlarindan olusur. Agiz sivisinin igeriginde; karisik tiikiiriige ek olarak; kan, lenf,
krevikiiler (diseti olugu sivisi) sivi, diseti ve yanaklardan gelen hiicreler bulunur.
Tiikiirtik bashica ti¢ biiyiik tiikiiriik bezinden salgilanmaktadir fakat tiikiiriik
stvisina katkida bulunan ¢ok sayida tiikiirik bezi bulunmaktadir. Oral kaviteye
ila¢ transfer mekanizmalarinin aydinlatilmasi ile birlikte oral sivilarin diagnostik
amacgh kullanimi artmistir. Tikiiriik; ila¢ ve hormonlarin kan seviyelerinin bir
aynasi olarak kabul edilmektedir. Yasadisi ilaglar serum/plazma orani 1’den
yiiksektir ve tiikiirlik konsantrasyonlar1 kandan daha yiiksektir. Dolayisiyla
tikiirtik; roadside (yol {izerinde) madde testi ve kriminal madde testleri agisindan
avantajli bir matriks olarak secilmigtir. Tukiirik kompozisyonu degisiklik
gosterebilmektedir. Parotid bez dinlenme durumundaki tiikiiriigiin = %25’1
uyarilmig tiikiiriglin  %50’sini  liretmektedir ve sadece serdz tiikiiriikk {iretir.
Submandibular bez (%70 dinlenme durumunda tiikiiriik), hem ser6z hem mukus
tiikiiriik salgilar. Sublingual bezler ise miisinin %70’ini salgilar. Tiikiirtik; %99 su,
%0,7 protein ve %0,26 miisin igerir. Madde testi yanitlarmin yorumlanmasi
acisincan tiikiiriik ila¢ transfer Kinetikleri dikkatli irdelenmelidir. Ilaglarin ¢ogu,
hiicre membranlarindan tiikiirige pasif difiizyonla gecer. Hiicrelerden pasif
difiizyonla gecen ilaglarin tiikiiriik konsantrasyonlari; baglanmayan (unbound),
iyonize olmayan (unionized) ana ila¢ (parent drug) konsantrasyonlarina ya da
lipofilik metabolitlerine baghdir. Tikiiriikk/plazma oram1 (S/P) teorik olrak

Henderson-Hasselbach esitliginden tiiretilen asagidaki formiil ile hesaplanabilir:
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Asidik ilaclar icin: g/ p_[1+10(PHs—pKa)]  fp
1+10(pHp—pKa)| fs
) ka1 E

S/P: Tiikiiriik/plazma orani

S: Tiikiiriikteki ilag konsantrasyonu

P: Plazmadaki ila¢ konsantrasyonu

pKb: Bazik ilaglar i¢in iyonizasyon sabitinin logaritmasi
pKa: Asidik ilaglar i¢in iyonizasyon sabitinin logaritmasi
pHs: Tiikiiriik pH’s1

pHp: Plazma pH’s1

Fp: Plazmadaki protein bagh ilag fraksiyonu

Fs: Tiikiiriikteki protein bagli ilag¢ fraksiyonu

Ilaglar S/P oranina gore smiflandirilmistir. Asidik ilaglar (pKa 5,5’ten
diisiik) ve/veya yiiksek oranda protein baglayanlar genellikle 1,0’den diisiik S/P

oranina sahiptir. Ornegin; benzodiazepinler, barbituratlar ve kannabinoidler

Notral ilaglar (5,5 < pKa < 8,5) ve alkol S/P orant hemen hemen 1,0’dir.

Tikiiriik olugsma oran1 ya da toplama kosullarina gore degisiklik gostermez.

Ugiincii grup S/P oram 1,0’den biiyiik olan ilaglar1 kapsar. Oral sivida

plazmadan daha yiiksek konsantrasyonlarda bulunurlar.

Bagimlilik yapict maddeler oral siviya pasif difiizyonla gecen simifta yer
almaktadir. A1z dokularindaki depolardan oral siviya girerler. Oral dokulardaki
depolardan oral siviya gegen ilaglar, Henderson-Haccelbach esitligi ile hesaplanan

teorik S/P orani ile tahmin edilenden daha yiiksek konsatrasyonlardadir.

Bagimlilik yapict maddeler cogunlukla nefes yoluyla kullanilir/igilir
(smoke). Bu da 6nemli Olgiide oral doku depolarmin olusmasini saglar. Bazi
maddeler (kokain, eroin, kannabis, metamfetamin (MET) ve fensiklidin (PCP))

icildikten sonra S/P oranlarinin 100 kattan daha fazla yiikseldigi rapor edilmistir.



Sublingual absorpsiyon yoluyla alinan maddeler (fentanil ya da buprenorfin)
ve sivi preparasyonlar olarak verilenler (kodein, morfin ve metadon) oral doku
depolar1 olusturmasi beklenir ve bu yiizden S/P oranlar1 oral kullanim sonrasinda
artar. Tablet formunda alinan ilaglar da S/P oranini arttirabilir — hap materyali
agizda tutunuyorsa ya da hap parcalart agizda kalirsa. (Ekstazi ve fenitoin).
Burundan ¢ekilen maddeler (kokain ve eroin) de oral sivinin bulundugu doku
depolar1 olusturabilirler. Oral sivi; ekspektorasyon (tiikiirme) (0.5 mL/min),
draining (akitma), absorpsiyon, suction (emme), gibi farkli yollarla toplanabilir.
Ornek toplama sirasinda tiikiiriik iiretimi sitrik asit tuzlar1 (5-10 mL/min) ya da
asidik eksi seker ya da mekanik yollar (parafin (1-3 mL/min) ya da kauguk

bant/strip ¢igneme) ile arttirilabilir.

Agizda bir absorptif kollektér olmasi saliva salimini stimiile eder.
Stimiilasyon metodu miisin miktar1 ve tiikiirik pH’sin1 etkiler. Tiikiiriik saliminin
uyarilmastyla birlikte tiikiiriik pH’s1 artar (yaklasik olarak 6,2’den 7,4’e) ve oral

sividaki bazik ilaclarin miktar1 azalir.
Tiikiiriik pH’s1 normalde 6,7’dir. (5,6-7,9 akis hizina bagli olarak)

Kontrollii kodein alimindan sonra, oral sivi kodein konsantrasyonlarinin,
uyarilmamis oral sividan tiikiirme ya da akitma yoluyla toplanan Orneklerde

absorptif aparatlarla alinanlardan daha yiiksek oldugu tespit edilmistir.

Uyarllmis ve uyarilmamis tiikiirik 6rneklerinde kokain oral sivi
konsantrasyonlar1 kiyaslanmistir. Uyarilmamis tiikiiriikten toplanan orneklerde,
uyarilmis 6rnege kiyasla ortalama 5,2 kat fazla kokain tespit edilmistir. BE ve
ekgonin metil ester igin ise bu oranlar sirastyla 6 ve 5,5’tir (Cooper and Cooper,
2008; Bosker and Huestis, 2009; Spiehler, 2000).

Kan, tiikiiriik ve idrar ornekleri ile kiyaslandiginda bazi durumlarda diger
matriksler tercih edilmektedir; sonuglarin genis bir alan1 kapsamasi nedeniyle sag
ornekleri, invaziv olmamasi, hile girisimine acik olmamasi ve bazi maddeler i¢in
plazma ve idrara kiyasla daha genis bir dedeksiyon siiresine sahip olmasi gibi
nedenlerden dolay1 ter ornekleri; kan, idrar ve tiikiiriige kiyasla daha az karmagik
bir yapt olmasi, invaziv olmamasi ve hilesel girisimlere kapali olmasi gibi

nedenlerle nefes (Gallardo and Queiroz, 2008).



1.2.2. Ornek stabilitesi

llag seviyelerinin zamanla azaldig1 biliniyor olmasina ragmen, biyolojik

matrikslerde ilag stabiliteleri hakkinda yeterli bilgi maalesef yoktur.
Ilag degredasyonu farkli faktérlerler iligkilendirilebilir;

e Depolama kosullar

e Mikrobiyal etki

e Ornek kabr yiizeyine ila¢ tutunmasi

e Ureticiler bazi1 ¢dziimler uygulamaktadur;

e Tampon ¢ozeltilerin eklenmesi (6rnek ve ilacin 6rnek kollektoriinden
salinmast)

¢ Koruyucularin eklenmesi (oral sivida ilaglarin stabilizasyonu)

1.2.3. Maddelerin dedeksiyon siireleri

Maddelerin biyolojik matrikslerdeki dedeksiyon siireleri;

e Kullanilan miktar ve kullanim siklig1
e Metabolik hiz

e Viicut kiitlesi

o Fiziksel aktivite

e Yas

e Genel saglik durumu

e Tlag toleransi

e Viicut s1vis1 pH’sina gore degiskenlik gostermektedir.

1.3. Madde Dedeksiyon Teknolojileri ve Uygulamalari: Tarama ve
Dogrulama
Kullanilacak analiz teknigi tercih edilirken analizlenecek ornek sayisi,
analiz siiresi, islemin maliyeti ve test sonug¢larinin ne amagla kullanilacagi gibi
faktorler degerlendirilmelidir. Madde kullanim bozukluklarmin tespit edilmesinde
hizli, pratik ve yerinde uygulanabilir olmas: 6zellikleri nedeniyle 6nce tarama
testleri ve sonrasinda onu izleyen dogrulama testleri gerceklestirilir. Tarama
amaciyla immiinoassay teknikler kullanilirken kromatografik teknikler dogrulama

yontemi olarak uygulanmaktadir.



1.3.1. Tarama teknikleri: Molekiiler tanima ve ligand baglama
temelli testler

Antijen-antikor etkilesimine dayanan analiz metodu olan immiinoassay
teknikler; yiiksek duyarlik, segicilik ve hizli olma 6zellikleri nedeniyle ¢ok sayida
ve miktarca az numunenin 6n islem gerektirmeden ¢ok kisa siirede analizinin
yapilmasimi miimkiin kilmaktadir. Fakat bu testlerde yanlis pozitif ve yanlis
negatif sonuclarla karsilasilabilmektedir. Bu nedenle immiinoassay testlere
uygulanan  Ornekler sonrasinda  dogrulamaya  gitmektedir. Dolayisiyla
immiinoassay temelli testler daha ¢ok tarama testi olarak tercih edilmektedir.
Hatali pozitif ve hatali negatif test yanitlar1 ile karsilagiliyor olmasina ragmen bu
testlerin ¢ok yaygin bir bicimde kullaniliyor olmasinin nedeni ¢ok hizli ve es
zamanli bir bi¢imde ¢ok sayida numunenin analiz sonuglarina ulasilmasina imkan
sunmasidir. Bu sayede kromatografik tekniklere kiyasla kisa siirede ¢ok sayida

ornek degerlendirilebilmektedir (Wong and Tse, 2005).

1.3.1.1. Lateral flow testler

Lateral flow testler (LFA), tasimabilirlik, pratiklik ve hizli olmalar
nedeniyle madde analizi icin ideal se¢im olarak gdsterilmektedir. LFA temelli
yerinde uygulanabilen hizli tarama testleri, kisa siiren analiz sonucunda pozitif ya
da negatif yanit alinmasini saglar. LFA {riinleri 100°den fazla sirketle, POC
markette biiyiik bir paya sahiptir (Syedmoradi et al., 2017).

LFA’larin pazardaki ticari payr yillar ©Oncesine dayanmaktadir. Ilk
gelistirildiginde gebeligin belirlenmesi ve kotiiye kullanimi olan ilaglarin tespit
edilmesi igin kullanmilmistir (Andreotti vet al, 2003). Son yillarda LFA’larin
cesitliliginde dikkate deger bir artis gozlenmistir. Hormonlar (gebelik, fertilite,
ovulasyon, menapoz, cinsel hastaliklar, tiroid islevleri), tiimor belirtegleri,
enfeksiyonel hastaliklar (HIV, Hepatit B ve C), bakteriler (Streptococcus A ve B,
Chlamydia trachomatis, Treponema pallidum, Helicobacter pylori vb.), kardiyak
belirtecler, ilag ve madde tayinine yonelik testler ticari olarak mevcuttur
(Verheijen et al., 1998). LFA sistemlerinde analiz edilecek maddenin 6zelliklerine
gore test formati yani tasarimi ve ¢alisma prensibi degismektedir. Eger tayin
edilmesi hedeflenen madde biiyiik molekiil agirligina sahip ise (hormonlar, timdor

belirtegleri, viriisler, kardiyak belirtecler vb.); yarigmasiz test (sandvic test)
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format1 uygulanir. Yarigmasiz test formatinin ¢alisma prensibi kisaca agiklanacak
olursa; hedef analite spesifik yakalama reaktifi, analitik membrana emdirilir (Test
cizgisi). Dedektor konjugat—cogunlukla antikor ile konjuge edilmis altin
nanopartikiiller (AuNP)- “konjugat ped”’e emdirilir. Analizi hedeflenen maddeyi
iceren Ornek (idrar, kan vb.), “O6rnek uygulama pedi”ne damlatilir ve dedektor
konjugatin Konjugat petten ayrilmasina ve analitik membran boyunca yiiriimesine
neden olur. Eger uygulanan ornekte hedef analit varsa 6nce dedektor konjugata
baglanir sonra analitik membran f{izerindeki analite spesifik yakalama reaktifi
tarafindan ‘analit-dedektor konjugat kompleksi’ yakalanacaktir. Yani kisaca;
uygulanan Ornek igerisinde analit varsa test cizgisinde renk olusumu
gozlenecektir. Bu ¢izgide yakalanmayan konjugatlar ise genel bir yakalayici
reaktifin immobilizasyonuyla olusturulan C g¢izgisinde tutulacaktir (Zhang et al.,
2006). Bu galisma prensibi dikkate alindiginda yarismasiz LFA striplerde test

yanitlarinin degerlendirilmesi Sekil 1.3’de sematize edilmistir.

C = == ==}
T = -
|
O Q9 Y L ©
Pozitif Negatif Gecersiz
(+) ()

Sekil 1.3 Yarismasiz LFA yanitlarinin degerlendirilmesi.

Diger test format1 ise diisiilk molekiil agirlikli analitler i¢in kullanilir ve
yarigmali LFA olarak adlandirilir. Bagimlilik yapan maddelerin analizlendigi LFA
tiirli bu formatli testlerdir. Bu tiir testlerde, dedektor reaktif; bir proteine bagl olan
analit, lateks veya kolloidal metale (genelde kolloidal altin) bagl antikor olabilir.
Analizi hedeflenen maddeyi iceren 6rnek ve dedektor reaktif, analitik membran
lizerine immobilize edilmis yakalama reaktifi bolgesinden (T ¢izgisi) gecer.
Ormekte bulunan analit, simirli miktardaki dedektor konjugat antikorlarina
baglanmak i¢in membran iizerine immobilize edilen yakalama reaktifi ile yarisir.

Ornekte analit varliginda T cizgisinde bir renk olusumu gdzlenmezken, analit
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yoklugunda T c¢izgisinde renk olusur. Bu gibi bir yarismali immiinoassayde analit
miktarindaki artig T ¢izgisinde sinyalde bir azalmaya neden olur (Verheijen et al.,
1998). Bu  bilgilere dayanarak yarismali LFA striplerde sonuglarin

degerlendirilmesi Sekil 1.4’de gosterilmistir.

| |
cC = - | - i
T — | —
[, ol O] O )
Pozitif Negatif Gecersiz
(+) ()

Sekil 1.4 Yarigmali LFA sonuglarinin degerlendirilmesi.

Hizl test imkani saglayan LFA teknolojileri giiniimiizde bircok madde ve
belirtecin incelenmesinde rutin olarak kullanilmaktadir. Bu test stripleri az

miktarda 6rnek preparati gerektirir ve kompleks ekipmanlara ihtiya¢ duymaz.

1.3.2. Dogrulama teknikleri: Kromatografik yontemler

Tarama testlerinden gecirilen ve pozitif sonug alinan 6rnekler mutlaka bir
dogrulama testi ile analizlenmelidir. Bu amagla en ¢ok kullanilan yontemler; LC-

MS-MS, GC-MS ve HPLCdir.

1.4. Test Kitlerinde Kullanilan Sinyal Ajanlar

Test kitlerinde sonuglarin degerlendirilmesi; optik, elektrokimyasal, akustik
ya da magnetik tekniklerin kullanilmasi sonucu olusan sinyallerin 6lgiilmesine
dayanir (Jianrong et al., 2004; Bauer et al., 1999). Bunlar arasinda optik teknikler,
yasadist maddelerin analizinde oldukc¢a yaygin olarak kullanilmaktadir. Genellikle
renk degisimi ya da renk olusumunun gozle izlenmesi veya bu renk degisiminin
optik  dedeksiyon  teknolojilerinin  kullanilmasiy