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OZET

YENI BiR YAKLASIMLA KUANTUM NOKTA ESASLI
IMMUNOFLORESAN IN VITRO DIAGNOSTIK TESTLERIN
TASARIMI, GELISTIRILMESI VE
BIYOMEDIKAL UYGULAMALARI

AKCA OZDEMIR, Ozlet

Doktora Tezi, Niikleer Uygulamalar Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. Perihan UNAK
Subat 2017, 107 sayfa

Tez calismasi ile HIV, HCV, HbsAg gibi enfeksiyonel hastaliklarin,
Troponin I, NT-proBNP, h-FABP gibi kardiyak belirteglerin insan serum ve
plazmasinda yiiksek hassasiyet ve secicilik ile kalitatif olarak tespitinde

kullanilacak kuantum nokta esasli, tek asamali, immiinofloresan hizli tani test

kitlerinin tasarlanmas1 amag¢lanmistir. Tasarlanan tani kitleri uygun negatif/pozitif
serum/plazma Ornekleri ile in vitro olarak test edilmistir. Elde edilen sonuglar

kolloidal gold temelli mevcut testler ile karsilastirilmistir.

Suda c¢oziinebilen, etkin fonksiyonel gruplara sahip, biyokonjugasyona
uyumlu, yiiksek floresans kararliliga sahip, kuantum verimi yiikksek CdTe/CdS-
TGA kuantum noktalar (Qdot) azot gazi altinda geri sogutuculu sentez diizenegi
igerisinde kimyasal yontem ile sentezlenmistir. Kuantum noktalarin optimizasyon
ve karakterizasyon calismalari Uv-Vis Absorbsiyon Spektroskopisi, Floresan
Spektroskopisi, DLS, SEM, TEM, STEM, AFM, XRD ve EDX ile
gerceklestirilmistir.  Karakterizasyonu  gergeklestirilen ~ kuantum  noktalar
tasarlanacak teste uygun monoklonal/poliklonal antikor veya rekombinant
antijenler ile EDC-NHS kimyas: kullanilarak konjuge edilmistir. Elde edilen
antikor/antijen konjuge Qdot’ larin Kkarakterizasyonu Bradford protein tayini,
Agaroz jel elektroforezi, Uv-Vis Absorbsiyon ve Floresan Spektroskopisi, DLS,
HPLC, TEM ve Agliitinasyon test calismasi ile gergeklestirilmistir. Ayrica
rHCV-Qdot konjugatlar **'I ile iodojen yontemine gore radyoiyotlanmis ve
radyoiyodinasyonun kalite kontrolii TLRC ile yapilmistir. Bu yontem
konjugasyonun karakterizasyonu igin alternatif bir yontem olarak kullanilmistir.
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Testler immiinokromatografi yontemi ile calisan tek asamali hizli tam
kitleri 6rnek alinarak tasarlanmistir. Test kiti temel olarak sirtlik {izerine lamine
edilmis 6rnek uygulama pedi, konjugat ped, nitroseliilloz membran ve emici ped
olmak tlizere 4 komponentden olugmustur. Antikor/antijen konjuge Qdot larin
konjugat ped yilizeyine immobilizasyonu dispenser ile spreyleme yoOntemi
kullanilarak gergeklestirilmistir. Nitroseliilloz membrana, test ¢izgisini (T) ve
kontrol ¢izgisini (C) olusturabilmek i¢in konjugat pede emdirilen antijen/antikor
ile konjuge kuantum noktalarin tutunabilecegi spesifik rekombinant antijenler
veya monoklonal antikorlar emdirilmistir. Testler negatif/pozitif serum/plazma

ornekleri ile denenmistir.

Elde edilen sonuglar Qdot temelli HIV, HCV, HbsAg, Troponin I, NT-
proBNP ve h-FABP testlerinin mevcut koloidal gold temelli tami testlerinden
hassasiyet ve Ozgilliigiiniin daha yiiksek oldugunu gostermistir. Farkli
hastaliklarin testlere hatali girisimleri i¢in yapilan denemeler de negatif yanit
vermis ve herhangi bir ¢apraz reaksiyonun olmadigi tespit edilmistir. Bu da
hastaligin erken teshis ve tedavisi igin ¢ok biiyiikk onem tasimaktadir. Ayrica
tasarlanan testlerin kolloidal gold temelli mevcut testlerle karsilastirildiginda ¢ok
daha diisiik maliyetlere elde edildigi goriilmiistiir. Hem etkinlik hem de maliyet
acisindan bir adim 6nde olan bu testler yakin gelecekte hastaliklarin erken

tanisinda 6nemli rol oynayacaktir.

Anahtar sozciikler: Kuantum Nokta, HIV, HCV, HbsAg, Troponin I, NT-

proBNP, h-FABP, Tani kiti, Immiinokromatografi Yontemi, Radyoiyodinasyon,
131
l.



ABSTRACT

DESIGN, DEVELOPMENT AND BIOMEDICAL
APPLICATIONS OF QUANTUM DOT BASED
IMMUNOFLUORESCENCE IN VITRO DIAGNOSTIC TESTS
WITH A NEW APPROACH

AKCA OZDEMIR, Ozlet

PhD. in Nuclear Application Department
Supervisor: Prof. Dr. Perihan UNAK
February 2017, 107 pages

In this thesis project, our aim is to develop single-stage, highly sensitive
and selective guantum dot-based-immunofluorescence rapid diagnostic test kits
which will be used for the qualitative and quantitative determination of infectious
diseases, such as HIV, HCV, HBsAg etc. and cardiac markers, such as Troponin
I, NT-proBNP, h-FABP in human whole blood, serum and plasma. The designed
diagnostic kits were tested in vitro with appropriate negative/positive serum/
plasma samples. The results were compared with the existing on colloidal gold
based tests.

Water-soluble, effective that group, bioconjugation compatible, high
resolution fluorescence and high quantum yield CdTe/ CdS quantum dots-TGA
(Qdot) was synthesized by chemical method for recycling in NH3 atmosphere.
Optimization and characterization studies of quantum dots were carried out with
Uv-Vis Absorption Spectroscopy, Fluorescence Spectroscopy, DLS, SEM, TEM,
STEM, AFM, XRD and EDX. Characterization of the quantum dots to be
designed was designed to produce EDC-NHS chemistry with monoclonal/
polyclonal antibodies or recombinant antigens suitable for the test.
Characterization of the obtained antibody/antigen conjugated Qdots was
performed by Bradford protein assay, Agarose gel electrophoresis, Uv-Vis
Absorption and Fluorescence Spectroscopy, DLS, HPLC, TEM and Agglutination
test. In addition, the nanoconjugates were radiolabeled with ***I according to the



iodogen method. Alternatively Radioiodination quality control was done with
TLRC.

The tests were designed by using immunochromatography as a single-step
rapid diagnostic Kkits. The test Kit consists of 4 components mainly consisting of
sample pad, conjugate pad, nitrocellulose membrane and absorbent pad laminated
on the back. Immobilization of the antibody/antigen conjugate Qdots to the
conjugate pad surface was performed using the dispenser spray method. In order
to form the test line (T) and the control line (C), the nitrocellulose membrane is
impregnated with conjugated antigens or specific recombinant antigens or
monoclonal antibodies to which conjugated quantum dots can be attached with the
antigen / antibody adsorbed on the conjugated pad. Tests were run with negative /
positive serum / plasma samples.

The results have shown that Qdot-based HIV, HCV, HbsAg, Troponin I,
NT-proBNP and h-FABP tests have higher sensitivity and specificity than current
colloidal gold-based diagnostic tests. Experiments for erroneous attempts at
different diseases have also been negative. No cross-reaction has been detected. It
is very important for the early diagnosis and treatment of the disease.
Furthermore, the designed tests were obtained at much lower costs compared to
the existing tests based on colloidal gold. These tests will play an important role
in the early diagnosis of diseases in the near future.

Keywords: Quantum Dot, HIV, HCV, HbsAg, Troponin I, NT-proBNP, h-
FABP, Diagnostic kit, immunochromatography Method, Radioiodination, *3*1 .
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1. GIRiS

Hastaliklarda erken ve dogru tani, hem yasam siiresi hemde kalitesi
acisindan son derece bliyiik 6nem tasir. Hastaliklarin hizli bir sekilde belirlenmesi
etkin ve kanita dayali tedavi ve uygulamalarin baglatilmasi agisindan kritik 6neme
sahiptir. Son yillarda enfeksiyonel hastaliklara neden olan belirteglerin, akut
miyokardiyal enfarktiis (AME) ve Konjestif Kalp Yetmezligi (KKY) tanisinda
kullanilan kardiyak belirteglerin saptanmasi i¢in Immunofloresan Antikor (IFA)
Testi , Otomatik ve Manuel ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
(Ucan et al., 2010), Radioimmunassay (RIA) Yontemleri, Immuno-Manyetik
Seperasyon (IMS) Teknolojisi, Biyosensor kokenli yontemler, PZR (Polimeraz
zincir reaksiyonu) gibi ¢esitli yontemler kullanilmaktadir (Fung, 2006). Fakat
biitiin bu teknikler, Nokta-Bakim Analizleri (Point-Of-Care Testing-POCT) igin
uygun degildir; ¢linkii biiyiik ve sofistike aletler, karmagik islemler, uzun analiz
stiresi ve egitimli personel istihdam etmeyi gerektirirler.

Immiinokromatografik bazli hizl tan: kitleri (ICTS) minimal manipiilasyon,
kiigiik analit hacmi, kisa analiz siiresi, diisiik maliyeti, coklu analit analizi
gerceklestirebilmesi, profesyonel ekipman ve egitimli personel gerektirmemesi ve
Nokta-Bakim Analizlerine (Point-Of-Care Testing-POCT) imkan vermesi gibi
avantajlarindan dolayr yillar i¢inde giderek daha fazla ilgi gormektedir.
(Chaivisuthangkura et al., 2013) (Zhou et al., 2013) Giinlimiizde klinik, ilag, gida
(Li et al, 2011) (Watanabe et al., 2015) (Anfossi et al., 2011), adli (Romolo et al.,
2015) ve cevresel (Zhou et al., 2013) analizlerde yaygin olarak kullanilmaktadir.
ICTS’ ler uygulanan numunelerin immiinoreaktif madde immobilize edilmis
analitik bir membran yiizeyinde kapiler kuvvet etkisiyle hareket etmesi temeline
dayanan immiinoassaylerdir. Genellikle cut-off (minimum tespit degeri)
seviyesinde veya lizerinde bir analit konsantrasyonunda veya analitin bulunmadig1

durumda evet/hayir (pozitif/negatif) seklide ikili yanit verir.

Yaygin olarak kullanilan ICTS ler genellikle gorsel sinyal iiretmek igin
kolloidal altin, boya veya lateks boncuk malzemeleri kullanirlar (Tao et al., 2016).
Ancak bu malzemeler sinirlt duyarliliga sahiptirler ve belli bir seviyeye kadar test
sonucunu verebilirler. Dolayisiyla ICTS‘lerde sinyal iiretimi i¢in kullanilan
malzeme, ICTS'nin performansini belirlemede ¢ok biiylik rol oynamaktadir.
Arastirmacilar duyarliligi artirmak umuduyla kemiiliminesan veya floresan
materyaller gibi farkli etiketler {izerinde ¢alismaktadirlar (Posthuma-Trumpie et
al., 2009) (Wang et al., 2016). Kolorimetrik etiketler yerine floresan etiketler



kullanilmast ICTS tespit sinirnin onemli Ol¢iide disiiriilmesini saglar (Sabnis,
2015). Floresan materyaller agik segiktir, ¢linkii optik sinyaller duyarlidir ve
floresans etiketli ICTS daha hassas analiz potansiyeline sahiptir (Khreich et al.,
2010). Ayrica floresan etiketler, biyosensor uygulamalar1 (Adegoke et al., 2016)
niikleik asit dedeksiyonu, rezonans enerji transferi ¢alismalari, hiicresel etiketleme
(Jiang et al., 2016) gibi birgok alanda basariyla kullanilmaktadir. Bununla birlikte,
halen kullanilan organik boya ve protein bazli floroforlarin birgogu, pH
bagimliligi, yiiksek konsantrasyonlarda kendiliginden sogutma, foto agartma
hassasiyeti, sulu ortamdaki kisa siireli stabilite gibi ciddi kimyasal ve fotofiziksel
dezavantajlara sahiptir.

Kuantum noktalar (QDot'lar ) 2 ile 20 nm arasinda capa sahip, periyodik
tablodaki grup Il ve VI elementlerinden (CdSe, CdTe, CdS) ya da grup 1ll ve V
(InP ve InAs) elementlerinden olusan yari iletken nanokristallerdir. Qdot’ lar
benzersiz optik ve elektronik ozelliklerinden dolayr ICTS'de floresan etiketler
olarak kullanilmistir (Berlina et al., 2013) (Chen et al., 2014). Bu yeni floresan
etiketler, yiiksek kuantum verimi, boyuta bagl floresan, genis absorpsiyon
spektrumu ve dar simetrik emisyon spektrumu, biiyiik molar sénme katsayisi,
gliglii floresan emisyonu gibi essiz Ozelliklerinden dolay:r geleneksel organik
boyalara kiyasla bir ¢ok iistiinlilklere sahiptir. QDot'larin yiiksek seviyede
parlaklik ve kararli fotostabilite ozelligi yliksek duyarli tani sistemlerinin
tasarlanmasina olanak saglar (Hildebrandt, 2011), (Jin et al., 2012).

Yiizeylerinde genis karboksil veya amin gruplari bulunan suda ¢oziiniir
QDot'lar antikor/antijenlerle kolayca konjuge edilebilirler. Bu 6zellikleri
QDot’lar1 yiiksek hassasiyette ICTS gelistirmek i¢in giiclii bir alternatif
yapmaktadir (Nardo et al., 2016).

Bu tez ¢alismasinin amaci ekonomik, kullanimi1 kolay, analiz siiresi kisa ve
yiiksek duyarlilikta HIV, HCV, HbsAg gibi enfeksiyonel hastaliklarin, Troponin
I, NT-proBNP, h-FABP gibi kardiyak belirteclerin insan tam kan, serum ve
plazmasinda tespitinde  kullanilacak Qdot esasli immiinokromatografik tani
kitlerinin tasarlanmasidir. Tasarlanan bu testlerle hastaliklarin daha erken evrede

tanis1 saglanacak ve hastalar tedaviye yonlendirilebileceklerdir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. Diagnostik(Tam) Testleri

Hastaliklarda erken teshis ¢ok Onem arzeder. Cilinkii hastaligin seyri
ve tedavi siirecine direk etki eder. Hastaliklarin ileri asamasinda tedavi siireci
gittikce zorlagir. Tan1 hastanin hikayesinin alinmasi ve muayenesinin yapilmasi
ile baglar. Koruyucu tip veya klinik caligmalarda bireylerin saglam olup
olmadiklarin1 belirlemek amaci ile kullanilan laboratuvar tekniklerine, klinik
gozlemlere veya Ozglin gere¢ Olglimlerine bagli olarak karara erisilen

degerlendirme kurgularina "Tan1 Testleri" denir.

Enfeksiyon hastaliklarinin tanisinda kullanilan testleri rutin laboratuvar
incelemeleri ve 6zgiil laboratuvar incelemeleri olmak iizere iki ana baglik altinda
incelemek miimkiindiir. Hemogram, idrar ve biyokimya parametre degerlerinin
normal degerleri ile karsilagtirilmasi rutin laboratuvar incelemelerini olustururken,
Enfeksiyon hastaliklar1  tanisinda etken  mikroorganizmanin  kendisinin,
mikroorganizmaya iligkin antijenik yapilarinin  ya da konak dokuda
mikroorganizmaya karst olusmus antikorlarin saptanmasi 6zgiil taniy1

olusturmaktadir.

e Mikrobiyolojik Incelemeler

Alinan materyallerde, (kan, gaita, idrar, balgam, BOS, serdz ve sinivoal sivilar,
biyopsi ve lezyonlar ) mikroorganizmalarin mikroskopla incelenmesi ya da kiiltiir
yapilarak goriilmesi ile enfeksiyon hastaliginin teshisi konur. Mikroskopik
incelemelerde, santrifiij ve boyama yontemlerinden faydalanilir. Cesitli besi
yerlerinde Kdltiir yapilarak mikroorganizmalar {retilir. Mikroorganizmalarin

cesitlerine gore, laboratuvar tetkikleri de degisir.

e Serolojik Incelemeler

Indirekt serolojik ydntemler bazi bakteri, mantar, viriis ve parazitlerin tanisinda
kullanilabilmektedir. Bu yontem ile mikroorganizmanin kendisine karst
olusturdugu IgM, IgG ya da her iki antikor saptanabilmektedir, agliitinasyon
testleri, Radioimmunassay (RIA), Immunfluoresans Antikor (IFA) Testi; enzyme
immunoassay (EIA,ELISA) gibi yontemler bu amag i¢in kullanmlmaktadirlar.



Lateks agliitinasyon testi;

Bu test de, hem antikorlar1 veya hem de antijenleri belirlemede
kullanilabilir. Lateks partikiilleri (0,80 mm ¢apinda, polistern) immunojenik
molekiillerle kaplandiginda, kandaki antikorlar1 saptamada veya eger lateks
partikiilleri spesifik antikorlarla kaplanirsa viruslari (antijenleri) belirlemede
kullanilir. Her ikisinde de pozitif olgularda agliitinasyon meydana gelir ve lateks
partikiilleri kiimelesirler (lateks agliitinasyonu). Antijenin, homolog antiserumla
birlesemedigi durumlarda, agliitinasyon meydana gelmez. Bu tiir testlerin avantaji
kisa siire icerisinde sonu¢ vermesidir. Ozgiilliigii yiiksek olmasina karsin
duyarliligr diistik testlerdir. Bunun anlami; test pozitifligi tani i¢in anlamli iken
negatifligi durumunda mutlaka kiiltiir sonucu ile birlikte degerlendirilmelidir.
Ciinkii alinan viicut sivist Orneginde az miktarda mikroorganizma antijeni

oldugunda test yalanci negatiflik ile sonuglanabilmektedir.

immunfluoresans Antikor (IFA) Testi:

Bir antijen-antikor reaksiyonu olan bu testte, spesifik antikorlar fluorokrom
bir boya (FITC, Auramine, Rhodamin, vs) ile boyanmuistir. Bir preparatta homolog
antijenin bulundugu durumlarda iizerine boyal1 antikor konursa, boyali antikorlar
antijenle birlesir ve UV-1ginlar1 ile donatilmis mikroskop altinda sari-yesil parlak
bir fluoresans vererek kolayca fark edilirler. Bu test iki tarzda uygulanabilir.
Direkt IFA testinde, siipheli antijeni tasiyan materyal sivi (hiicre kiiltiirli, vs)
temiz lam lizerine yayilir ve asetonla fikse edilir. Bunun iizerine, FITC
(fluorescein isothiocyanate) ile boyali bilinen antikorlar konulur. Bir siire
bekletildikten sonra yikanir, kurutulur ve UV-iginlart altinda mikroskopta
incelenir. Eger preparat iizerinde homolog antijen varsa, boyali antikorla
birleserek mikroskop altinda pariltili olarak goriilecektir (pozitif reaksiyon).
Antijen yoksa veya bagka bir etken varsa boyle bir birlesme olmayacak, boyali
antikor yikanma sirasinda  giderileceginden mikroskop altinda parilti

goriilmeyecektir (negatif reaksiyon).

Indirekt IFA testinde ise, temiz bir 14m {izerine bilinen antijen konarak fikse
edilir. Uzerine siipheli serum ilave edilerek bir siire bekletilir ve yikanir.
Kuruduktan sonra, lam iizerine, FITC ile boyanmis antiglobulin (antihuman,
antibovine, vs) ilave edildikten bir siire sonra yikanir ve kurutulur. Mikroskop
altinda muayene edilir. Eger, siipheli (boyasiz, birinci serum) serumda lamdaki

antijene kars1 homolog antikor varsa, antijenle birlesir ve preparat tizerinde kalir.



Yikaninca gitmez. Bunun iizerine boyali antikor kondugunda, bu ikinci antikor
kompleksle birleserek mikroskop altinda sar1 yesil bir parlaklik gosterir (pozitif
reaksiyon). Eger, siipheli serum da (ilk serum) antikor yoksa (veya serum baska
bir etkene ait ise), lam iizerinde birlesme olmaz ve boyali antikorda
baglanamayacagindan, mikroskop altinda fluoresans gozlenemez (negatif
reaksiyon).

Radioimmunassay (RIA);

Antikor veya antijen aramada yararlanilan bu test de, ELISA'min bir
benzeridir. Ancak, bu testte, immunglobulinler (antihuman, antibovine, vs)
radyoaktif maddelerle (radioisotoplar 14C, 1251, vs) konjuge edilmistir. Pozitif
reaksiyonlar da, antijenle antikor birlestiginde meydana gelen immun kompleks
bir radyoaktivite kazanir. Bu da 0zel sayicilarla (gama sayicist detektor gibi)
saptanir. Belirlenen radyo aktivitenin derecesi Olciiliir. Negatif olgularda, bir
radyoaktivite tespit edilemez. Kompetatif RIA'da ise saptanan maddelerin miktari
da belirlenebilir.

Enzyme-linked immunoassay, (ELISA);

Antijen antikor reaksiyonlarmi gosterebilmek i¢in enzim kullanilan tiim
tan1 yontemlerine genel olarak enzim immuno test (enzyme immunoassay,
EIA,ELISA) denmektedir. Antijene karsi antikor yada antikora karsi antijen
aramak  miimkiindiir. Viriis ve parazit enfeksiyonlarinda kullanilan ~ bir  tami
yontemidir; immobilize edilmis antijen kullanilarak kompetetif olmayan indirek
boyama ydntemi kullanilmaktadir. ELISA yonteminde kullanilan reaktiflerin uzun
Oomiirlii olmasi1 ve atik maddeleri ile ilgili radyasyon tehlikesi olmamasi nedeniyle
hizl1 bir sekilde RIA (Radioimmunoassay) yontemine gére ¢okca tercih edilmeye
baglanmigtir. ELISA  yOnteminin en Onemli avantajlarindan biri de tanm
laboratuvarlarinda az zamanda c¢ok sayida ornekle calisma imkani saglamasidir
(Falci et al, 2016). Viral hepatit A, B, C, D, E tanisinda hem antikor hem de

antijenleri saptamada ayrica HIV enfeksiyonunun tanisinda kullanilmaktadir.


https://tr.wikipedia.org/wiki/Vir%C3%BCs
https://tr.wikipedia.org/wiki/Parazit
https://tr.wikipedia.org/wiki/Enfeksiyon

Molekiiler temelli yontemler;

Bu yontemle viicut sivilarindan etken mikroorganizmalarin niikleik asitleri
saptanabilmektedir. Bu yontemlerin hizli, duyarli olmalarinin yani sira bazi
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Bunlar; pahali yontemler olmasi, ileri teknolojiye,
deneyimli personele gereksinim duyulmasi olarak siralanabilir. Ayrica bu testler
ile sonuglarin negatif bulundugu durumlarda bunun yalanci negatiflik olabilecegi

g6z oniinde bulundurulmali ve kiiltiir sonucu ile kesin yargiya varilmalidir.
2.2. Iimmiinokromatografik Hizh Tam Kiti

Hizli tan testleri, ¢cok sayida hastaligin teshisine yardimer tek adimli, hizl,

3

“’double sandwich veya capture *’ prensipleriyle ¢alisan immiinokromatografik
testlerdir. Tek kullanimlik olmalari, uygulama kolayliklari, diisitk maliyetleri,
uzun raf Omiirleri, yiikksek duyarlik ve segicilige sahip olmalar1 ve kisa siirede
sonu¢ vermeleri gibi Ozelliklerinden dolayr klinik tanida en genis alani
olusturmaktadir. Bu durum hastanelerde hastalarin kisa zamanda daha etkin
tedaviye yonlendirilmesi agisindan ¢ok Onemlidir. Ayn1 belirtecin arandigi bir
ELISA uygun laboratuvarlarda 2-3 saat araliginda sonug verirken gelistirilecek
test pahali bir ekipman gerektirmeden tek adimda (sadece serum/plazma/tam kan

kullanimi ile) sonug verebilmektedir.

Tan1 kiti temel olarak asagidaki gibi sirthk {izerine lamine edilmis

numunenin damlatildigr ve selilloz yapili “6rnek uygulama pedi’’, renkli

nanopargaciklarn  ve  antikorlar/antijenlerin  bulundugu, reaksiyonlarin
gerceklestigi fiber glass yapili “konjugat ped”, kapiller akimin gergeklestigi, test
cizgisi ve kontrol ¢izgisinin bulundugu ve sonucun izlendigi ‘‘nitroseliiloz
membran’’, artan numunenin biriktigi seliiloz yapili “emici ped” olmak iizere 4
komponentden olusmaktadir. Tan1 testleri genellikle eni 4-6 mm, boyu 6-7 cm,
kalinlig1 ise 1-2 mm o6l¢iilerinde serit seklinde iiretilirler. Hizli tani testlerin istii
plastik kaset kapak ile kapalidir ve sadece numune uygulama alani ile gozlem

penceresi alani agiktir. Bu nedenle sadece bu alanlar gozle goriilebilir.

Sekil 2.1. Hizli tani testi bilesenleri



Numune uygulama alaninin hemen alinda Ornek uygulama pedi
bulunmaktadir ve damlatilan numune Oncelikle bu pedde birikir. Numune, bu
pedin sivi tutma kapasitesinden fazla damlatildigindan sivi bu pede temas eden
konjugasyon pedine dogru ilerler. Konjugasyon pedinin iizeri kapalidir ve renkli
nanoparcaciklar bu pedde bulunur. Konjugasyon pedine gelen sivi humune
buradaki antijen/antikor konjuge nanopartikiillerle reaksiyona girer, bu peddeki
molekiilleri de siiriikleyerek buna temas eden nitroseliilloz membrana dogru ilerler.
Nitroseliilloz membranmin ilk kismu Ortiiliidiir, ancak daha sonraki test ve kontrol
¢izgisini igeren bolimiiniin tizeri agiktir; test sonucu buradan goézlemlenir.
Nitroseliiloz membrana gelen sivi1, icindeki molekiilleri de siiriikleyerek membran
izerinde kapiller akim kuvvetine gore membranin sonuna dogru ilerler. Bu sirada
test ¢izgisi ve kontrol ¢izgisinde ilgili reaksiyonlar gerceklesir ve buna gore test
sonucunu belirten renkli ¢izgiler olusur. Sivi daha da ilerleyerek membranin
sonuna temas eden emici pedte birikir, bu alanin da tizeri kapalidir. Tim bu
reaksiyon yaklasik olarak birkag dakika i¢inde gergeklesir ve sonug en fazla 5
dakika i¢inde okunabilir (Zhang et al., 2009).
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Sekil 2.2. Immiinokromatografik hizli tani testlerinin ¢alisma prensibi



Hizli tan1 testleri, gozlem penceresindeki kontrol ve test ¢izgilerinde gozle
goriilebilen renkli ¢izgi bulunup bulunmamasina gére sonug verirler. Normalde
test yapilmadan 6nce bu alanda gozle goriilebilen herhangi bir ¢izgi bulunmaz. Bu
testlerde esas reaksiyon antijen-antikor kompleksinin olusmasina baglidir. Genel
olarak, antijen veya antikordan birisi tan1 testin zemininde bulunan nitroseliiloz
membrana sabitlenir, digerinin ise konjugasyon pedinde hareketli kalmasi
saglanir. Bu hareket esnasinda kompleks olusur ve bu kompleksin varligina veya
yokluguna gore sonug yorumlanir (Costa et al., 2014) (Zhang et al., 2009). Hizli
tan1 testlerinde, test ¢izgisi alaninda nitroselilloz zemine sabitlenen molekiillere
gore, sandvi¢ model ve yarigmali model olmak lizere 2 farkli ¢alisma prensibi
bulunmaktadir. Sandvi¢ model ilk iiretilen testlerde kullanildig1 i¢in buna ayrica
standart model veya konvansiyonel model de denir. Kontrol ¢izgisinin ¢alisma
prensibi her iki modelde de aynidir ve testin gegerliligini kontrol etmeyi saglar

2.3. Kuantum Noktalar
2.3.1. Kuantum Noktalarin Genel Ozelikleri

Kuantum noktalar, 2 ile 20 nm arasinda ¢apa sahip, yari-iletken
nanokristallerdir. Genelde periyodik tablodaki grup IT ve VI elementlerinden (or:
CdSe ve CdTe) ya da grup Il ve V (or: InP ve InAs) elementlerinden olusurlar.
Giintimiizde optik ve elektriksel 6zelliklerinden kaynakli en cok iiretilen kuantum
noktalar, CdSe, InAs, CdS, GaN, InGeAS, CdTe, PbS, PbSe, ZnS dir. UV 1sik ile
uyarildiklarinda boyutlarina bagl olarak farkli renklerde 1g1ma yaparlar(Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. Cesitli boyutlardaki kuantum noktalar (www.aestheticsandculture.net)



Kuantum noktalarin boyutlar1 biiylidiik¢e floresans 1sinimi1 kirmizi bolgeye
kaymaktadir. Bu kayma degerlik bandi ile iletkenlik band1 arasinda kalan ve bant
boslugu olarak adlandirilan araligin daralmasi nedeni ile olmaktadir. Bu
daralmanin nedeni parcacigin biiyiimesi ile daha fazla enerji bandinin i¢ ige
girmesidir. Ancak bu daralma belli bir pargacik biiyiikliigiine kadar devam eder ve
sonrasinda parcacik biiyiikliigiine bagli olarak degismez. Bu noktadan sonra enerji
bantlar1 artik tamamen i¢ i¢e girdiginden bu noktadan sonra optik 6zellikte bir
degisme olmaz. Bu olaya Kuantum Sinirlamasi denir (Quantum Dot Corp, 2003).
Bulk bir malzemede sinirlandirma yoktur ancak kuantum noktada ii¢ boyutta
sinirlandirma s6z konusudur. Kuantum noktada iic boyutta da sikisan elektron
enerjisini st seviyelere cikarak harcayamadig: icin kinetik enerjisi artmaya baslar
ki bundan dolay: dalga boyunu kisaltir. Bunun sonucunda elektronun yaptigi
1s1manin rengi degisir ve bununla birlikte daha yiiksek enerjiye sahip oldugu icin
yaptig1 1is1ima da daha siddetli (daha parlak) olur. Yani biz malzemenin boyutunu
exciton Bohr yaricapimin altina indirdigimizde sira dist bir kuantum 6zelligi olan
malzemenin renginin degismesi 6zelligi ortaya cikar.

Bulk Band Quantum
Structure Dots

Conduction
Band

Band
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Energy

Valence
Band

|

Decreasing Size

Sekil 2.4. Kuantum noktalarin bant boslugu mesafesi

Kuantum noktalarda ¢ekirdek/kabuk yapisi olusturulabilir. Burada optik
ozellikler ¢ekirdekte bulunan kristalinkinden kaynaklanmakta kabuk kismindaki
kristal ise hem cekirdegin yilizeyindeki atom bosluklarini doldurarak optik
ozellikleri gelistirmekte hem de koruyucu gérev yapmaktadir. Ote yandan bu tip
parcaciklarin yiizeyi ¢evresel etmenler nedeni ile kolaylikla bozulabildiginden dis
yiizeyleri bir yiizey aktif malzeme ile kaplanir. Malzemeler kristal yiizeyini dis

etkenlere kars1 korudugu gibi dogal yapilarina gore pargaciklarin su veya organik
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solventlerde ¢6ziinmesini de saglar. Giiniimiizde kuantum noktalar ¢ekirdek-kabuk-
yiizey aktif madde seklinde sentezlenmektedir. Boylece daha dayanikli nanokristaller
elde edilebilmekte bunun yaninda yiizeylere istenilen islevsel gruplar
takilabilmektedir.

QD core/shell

Core Shell Ligands

Sekil 2.5. Cekirdek/kabuk-yiizey aktif madde Kuantum noktalar

Protein, peptid, DNA, antijen/antikor vb. biyomolekiillerle konjuge
edildiklerinde kuantum nokta biyokompozitlerin, in vivo goriintiillemeden taniya,
halk saglig: ile ilgili cevresel denetim ve giivenlige kadar pek cok farkli alanda
uygulamalar1 vardir. Kuantum nanokristallerin biyoteknolojik uygulamalarda
kullanilmas: ise nanoteknolojideki hizli gelismelere paralel olarak ilerlemistir.
Kuantum nanokristallerin ve yari iletken nanokristallerin tip ve biyoloji alaninda
kullanilmasiyla biyogoriintiileme, hastaliklarin teshis ve takibinde 6nemli bir adim

atilmistir.

Kuantum nokta kullanilarak tasarlanan immokromatografik tani testleri
koloidal altin temelli tani testleri ile ile karsilagtirildiginda daha sensitive ve

duyarli oldugu goriilmiistiir.

2.3.2. Kuantum Noktalarin Sentez Yontemleri

Aragtirmacilar son zamanlarda yar1 iletken QDot'lar1 sentezlemek i¢in ¢esitli
yontemler tizerinde ¢alismiglardir. QDot'lar, yiiksek sicakliga sahip organometalik
yollar, yiiksek sicaklikli yesil sentez (Jang et al., 2003) tek kaynakli onciiller,
misel yontemleri, katalitik biiyiime, iki fazli yaklasim, Solvo (hidro) termal
yontem ve tek kapli yaklasim, vs. (Donega 2011) (Khatei et al., 2011) (Lee et al.,
2006) (Lesnyak et al., 2009) (Murray et al., 1993) (Kortan et al, 1990) (Murray et
al., 1994) gibi farkli yontemlerle sentezlenebilirler. Uygun sentez yontemini
secmek, istenilen optik ve kompozisyon 6zelliklerine sahip QDot'lar1 elde etmek

icin onemlidir.
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Sentez, bir kristal yapinin biiyiimesi olarak diisiiniilebilir, sentez sirasinda
sicaklig1 kontrol etmek ¢cok dnemlidir. Ortalama boyut ve boyut dagilimi, biiyliime
sicakligina baglidir. Monodispers biiyiime, yiiksek optik o6zelliklere sahip
QDot'larin olusturulmasi i¢in ¢ok onemlidir. Ortamin sicakligini ve basincini
kontrol ederek, monodispers QDot’lar1 sentezlemek son derece zordur, ¢iinkii
QDot’lar aninda birikebilir ve bdylece yiginsal kristal yapilar olusur. Bununla
birlikte, organik yiizey aktif maddeler, tek dagilimli QDot’larin sentezine
yardimc1 olabilir. Aglomerasyonu Onlemek ve monodispers yari iletken
nanokristalleri tutmak i¢in yilizey aktif maddeler kullanilir. Ayrica, yiizey aktif
maddeler suda ¢oziiniirliik, kimyasal reaksiyon gibi spesifik amaglar1 kargilamakta
yardimci olurlar. Ayrica yiiksek sicakliktaki organometalik yolda ¢oziicli olarak
kullanilabilirler. En sik kullanilan yiizey aktif ajanlar trioctilfosfin oksit (TOPO)
(Pan et al., 2004), oleik asit (Bullen et al., 2004), 3-Mercaptopropionik asit (MPA)
ve Tiyoglikolik asit (TGA) (Gu et al., 2008).

Solvo/hidro-termal sentez sirasinda, reaksiyon sisesi olarak paslanmaz ¢elik
otoklav kullanilir. Jiang ve Zhu tarafindan CoTe, Ag2Te / Ag ve CdTe olan metal
telliirleri sentezlemek ve Wang ve digerleri tarafindan CdTe, CdSe NClleri
kontrollii bir sekil ve boyutta sentezlemek igin basit ve genel tek adimh yiizey
aktif madde yardimli solvotermal sentez yontemi gelistirildi. (Jiang et al., 2010)
(Wang et al., 2006).

Tek kapli sulu sentez, organometalik sentez yollarinin alternatif bir yoludur.
Bu yontem en az kullanilan yontemdir, ¢iinkii daha az toksiktir ve daha ucuzdur.
Reaksiyon, sulu ortamda meydana gelebilir ve amin, merkapto gruplari gibi farkli
gruplar kapak ajan olarak kullanilabilir. Birgok suda dagilabilen yari iletken NC
tiirli, yontem vasitasiyla sentezlenmistir (Lesnyak et al., 2009).

Iki fazli yaklagim, diisiik toksisitesi, kolay uygulanabilirligi ve daha diisiik
sicaklik gereksinimi nedeniyle daha fazla tercih edilen yontemdir. Yontem, dnce
bir akantiyol c¢ozeltisinin varliginda (Brust et al.,, 1994) AuCl4'in sodyum
borohidrit ile indirgenmesiyle tiyol kapakli altin NC'lerin olustugu 1 - 3 nm altin
NC'leri sentezlemek i¢in kullanilmistir. Bazi soylu NC'ler bu yontemle basariyla
sentezlenmistir. Pan ve ark. Toluen-su arayiiziinde yiiksek parlaklikli, tek
dagilimli CdS NC'leri sentezleyen ilk gruptu (Pan et al., 2004).
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2.4. Sentezlenen Kuantum Noktalarin Karakterizasyonunda Kullanilan

Yontemler
2.4.1. UV-Vis Absorpsiyon Spektroskopisi

Spektroskopi, bir ornekteki atom, molekiil veya iyonlarin, bir enerji
diizeyinden digerine gecisleri sirasinda absorplanan veya yayilan elektromanyetik

1s1manin Ol¢iilmesi ve yorumlanmasidir.

Ultraviyole ve goriiniir 151k (UV-Vis) absorpsiyon spektroskopi bir 1s1n demetinin
bir Ornekten gectikten veya bir Ornek yiizeyinden yansitildiktan sonraki
azalmasinin Olgiilmesidir. Isigin siddetinin azalmasi absorplamanin arttigini
gosterir. Ornegin derisimi, belirli bir dalga boyundaki absorbsiyonunu 6&lgerek
bulunur. UV-Vis spektroskopisi genellikle ¢ozeltideki molekiiller veya inorganik
iyon ve komplekslerin olgtimiinde kullanilir. Birgok molekiil UV veya Vis
dalgaboylarin1 absorplar ve farkli molekiiller farkli dalga boylarini absorplarlar.
Bir absorpsiyon spektrumu molekiiliin yapisini gosteren bircok absorplama
bantlarindan olusmaktadir. http://merlab.metu.edu.tr/uv-vis-spektrofotometresi

Bir spektrofotometre diizenegi, baslica 151k kaynagi, dalga boyu secicisi
(monokromator), dedektorden olusur; dedektdrde elektrik sinyaline ¢evrilen optik
sinyal bir kaydedici veya bir galvanometre ile dl¢iiliir. Ana bilesenlere ek olarak
spektrofotometrede 15181 toplamak, odaklamak, yansitmak, iki demete bolmek, ve
ornek iizerine belli bir siddette gondermek amaciyla mercekler, aynalar, 151k
boliiciileri, giris ve ¢ikis araliklar1 vardir. Ornek, kullanilan dalga boyu bélgesinde
15181 geciren maddeden yapilmis ornek kaplarina (kiivet) konularak 151k yoluna
yerlestirilir. UV-goriiniir bolgede D2, W, H2, Xe, civa buhar lambas: gibi siirekli
151tk kaynaklar1 kullanilir. Dalga boyu segicileri (monokromatdrler), 151k
kaynagindan gelen polikromatik 1siktan tek bir dalga boyunda monokromatik 151k
elde edilmesini gerceklestiren diizeneklerdir. Dedektér, maddenin 15181
absorplayip absorplamadigini anlamak igin 151k kaynagindan gelen 1518mn
siddetinin Ol¢iilmesi amaciyla kullanilan diizenektir. UV-goriiniir bdlgede
kullanilabilen Fotovoltaik dedektorler, Fototiip, Fotogogaltici tiip olmak iizere ii¢
tir dedektor vardir. Tek 151k yollu spektrofotometrelerde, bilesenlerin tiimii aym
15tk yoluna  yerlestirilmistir.  Cift 151tk yollu  spektrofotometrelerde,
monokromatorden ¢ikan 151k, esit siddette iki demete boliinerek biri 6rnege digeri
sadece ¢dziiciiniin bulundugu kaba gonderilir. Ikiye ayrilan 151k, iki ayri

dedektorle algilanir ve dedektorlerde olusan sinyallerin orani dlgiiliir. Boylece
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ornekteki gecirgenlik degeri siirekli olarak ¢oziiciiniinki ile karsilastirilmis olur.
Burada iki dedektoriin tam uyumlu olmasi, yani esit siddetteki 1s1k ile ayni sinyali
olusturmasi gerekir. http://www.mustafaaltinisik.org.uk/45-uzm-02.pdf

Spektrofotometre ile bir maddenin nicel analizinin yapilacagi dalga boyunu
kararlastirmak icin, 6rnegin absorpsiyon spektrumunu bilmek gerekir. Bunun igin,
maddenin 1 molar ¢ozeltisinin ¢esitli dalga boylarindaki absorbans degerleri
Olctliir. Coziicliniin ve ¢ozeltide bulunan baska tiirlerin 15181 absorplamadig,
Lambert Beer esitligine uyuldugu ve nicel analizin en duyarli bir bi¢imde
yapilabilecegi dalga boyu degeri saptandiktan sonra analizi yapilacak maddeyi
iceren ve derisimleri bilinen bir dizi standart ¢ozelti ile bu dalga boyundaki
absorbans (A) degerleri Olgiilir. A degerleri, standart cozeltilerin bilinen
derigimlerine kars1 grafige gegirilir.Buna kalibrasyon dogrusu ad1 verilir. Derisimi
bilinmeyen 6rnegin A degeri 6l¢iiliir ve kalibrasyon dogrusunda bu degere karsilik

gelen derigim saptanir. http://www.mustafaaltinisik.org.uk/45-uzm-02.pdf

Mercekler ve vanrklar: 301-1.191\ (eivet lgléde).
<R farkli dalgaboylarinda gelen|
15131 daraltip bir ¢izgi [ % ;
15181 sogurur.
halmde lopl'u ——————————

0 oy =

Bilgisayar: sinyalleri
gorsel verilere gevirir.

| Monokromator W

I\a\ nak belirli bir (dalgaboyu secici): : =

| dalgaboyunda 151k yayar. belirlenmis Dedektor; 6mck'¢_"
dalgaboylarindaki 15131 [yayilan 1512 elektrik
gegmesine izin verir. ‘»sm_vallermc déniigtiiriir.

Sekil 2.6. UV-Vis absorpsiyon spektroskopi bilesenleri
2.4.2. Floresans Spektroskopisi

Uyarilmig bir atom veya molekiil kararsizdir; fazla enerjisini atarak temel
hale donmek ister. Atom veya molekiil temel enerji diizeyine donerken fazla
enerjisinin tlimiinii veya bir kismini 151k seklinde atabilir ve bdylece sistemden bir
151k yayilmasi (151k emisyonu) gozlenir. Bu 151k yayilmasi olayma genel olarak
liiminesans denir. Uyarilmis bir singlet sistemden temel haldeki singlet bir sisteme
gecis sirasinda yayilan 1g18a floresans denir. Florometre denilen cihazlarla madde
konsantrasyonu, floresans 1$1manin Olctimii ile tayin edilir.
http://www.mustafaaltinisik.org.uk/45-uzm-02.pdf
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Metal iyonlarmin analizi, bunlarin olusturduklar1 baz1 floresant
kompleksleri yardimiyla yapilabilir. Baz1 biyokimyasal bilesiklerin florometrik
tayini, bunlarin bir floresant madde ile tepkimeye sokulup yeni bir floresant iiriin

veya etiketlenmis iirlin olusturularak yapilir.

2.4.3. Dinamik Isik Sacilimi (DLS) Teknigi ile Parcacik Boyut

Ol¢iimii

Sivi veya gaz ortamda asili bir sekilde bulunan herhangi bir parcaciga
hareketli sivi veya gaz atomlarinin parcacia carpmasi sonucu pargacik,
Brownian hareketi olarak tanimlanan rastgele hareketlere sahip olmaktadir.
Parcacik; bulundugu ¢o6ziicii molekiilleri igerisinde rastgele hareket ederken
iyonik giic etkisiyle ¢oziicii molekiiller ile arasinda bir elektriksel ¢ift tabaka
olusmaktadir. Olusan elektriksel cift tabaka ile pargacigin hidrodinamik cap1
meydana ¢ikmaktadir (Harada et al., 1998).

—

H ap

Sekil 2.7. Herhangi bir ¢6ziicii ortam igerisinde pargacigin sahip oldugu hidrodinamik ¢ap degeri.

Sekil 1.6 ‘da verilen hidrodinamik c¢ap; pargacigin bulundugu ¢oziicii
ortaminda olusan elektriksel ¢ift tabakanin kalinliginin (1/K) pargaciginin ¢apina
eklenmis halidir. Parcacik etrafindaki elektriksel ¢ift tabaka ile hareket etmektedir.
Zeta boyutu ise Dinamik Isik Sacilimi (Dinamic Light Scattering; DLS) teknigi
kullanilarak yapilan pargacik boyutu dl¢limii sonrasinda pargacigin ¢oziicii ortam
icerisindeki boyutunu ifade etmektedir. DLS teknigi ile yapilan o6l¢limlerde
parcaciklara laser 15181 gonderilerek olusan titresimlerin dedeksiyonu sonucunda
diflizyon katsayis1 olarak tanimlanan Brownian hareketinin hiz1 dlgiilerek ilgili
denklemler araciligiyla hidrodinamik ¢ap tespit edilmektediriyonik siddeti giiclii
olan ortamlarda hidrodinamik c¢ap kiigiilerek parcacik daha hizli hareket
etmektedir. Sicaklik ve viskozite brownian hareketi i¢in 6nemli parametrelerdir.
Brownian hareketi parcacik boyutu arttikca yavaslarken sicaklik yiikseldikge
hizlanmaktadir (Harada et al., 1998) (Arzen et al., 2010).
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DLS teknigi ile Olgiilen boyut bir parcacigin bir sivi icerisindeki hareketini
temsil ettiginden 6nemli bir analizdir. Sentezlenen parcgaciklarin uygulanan
ortamlardaki davranisi hakkinda bilgi alinmasi1 amaciyla literatiirde genis kullanim
alan1 bulmustur (Andrieux et al., 2009) (Jena et al., 2011) (Murdock et al., 2008)
(Nobbmann et al., 2007) (Pereira et al., 2008) (Yang et al., 2011).

2.4.4, Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ve Enerji Dagilimh X-
1511 (EDX) Dedektorii

Taramal Elektron Mikroskobu (SEM)

Taramal1 Elektron Mikroskobu veya SEM (Scanning Electron Microscope),
cok kiiclik bir alana odaklanan yiiksek enerjili elektronlarla yiizeyin taranmasi
prensibiyle caligir. Cihaz; optik kolon, numune haznesi ve goriintiilleme sistemi
olmak {izere ii¢ temel kisimdan olusur. Optik kolon kisminda; elektron demetinin
kaynag1 olan elektron tabancasi, elektronlari numuneye dogru hizlandirmak igin
yiksek gerilimin uygulandigi anot plakasi, ince elektron demeti elde etmek
icin yogunlastirict mercekler, demeti numune iizerinde odaklamak i¢in
objektif mercegi, bu mercege bagli cesitli ¢apta apatiirler ve elektron
demetinin numune ylizeyini taramasi i¢in tarama bobinleri yer almaktadir.
Mercek sistemleri elektromanyetik alan ile elektron demetini inceltmekte veya
numune iizerine odaklamaktadir. Goriinti sisteminde, elektron demeti ile
numune girisimi  sonucunda olusan ¢esitli elektron ve 1simalar1 toplayan
dedektorler, bunlarin sinyal gogalticilari ve numune yiizeyinde elektron demetini
goriintii ekraniyla senkronize tarayan manyetik bobinler bulunmaktadir.

Elektron | =—=3 U
Tabancas: —_——
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Sekil 2.8. Taramali elektron mikroskobunun sematik goriiniisii
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SEM yiiksek voltaj ile hizlandirilmis elektronlarin numune iizerine
odaklanmaktadir. Goriintii ise bu elektron demetinin numune yiizeyinde
taratilmasi  sirasinda elektron ve numune atomlar1 arasinda olusan ¢esitli
girisimler sonucunda meydana gelen etkilerin uygun algilayicilar tarafindan
toplanmas1 ve sinyal gili¢lendiricilerinden gecirildikten sonra bir katot 1sinlari
tipliniin ekranina aktarilmasiyla elde edilmektedir. Modern sistemlerde bu
algilayicilardan gelen sinyallar dijital sinyallere ¢evrilerek bilgisayara
aktarilmaktadir (Heckman et al., 1993) (Brundle et al., 1992).

Gerek aymrim giicli, gerek odak derinligi, gerekse goriintii ve analiz
birlestirme 6zellikleri SEM’in kullanim alanlarini genisletmistir. 1965 yilinda ilk
kez ticari olarak kullanilmaya baglanan SEM, teknik ilerlemelere paralel olarak
bircok dalda arastirma-gelistirme calismalarinda, mikro elektronikte, sanayinin
degisik kollarinda, biyoloji bilimlerinde, tip ve kriminal uygulamalarda yerini
almigtir. SEM goriintiilerinden numunenin topografi, morfoloji, sekil, boyut,
bilesim ve Kristalografik bilgileri elde edilebilmektedir (Zhou et al., 2006).

Enerji yayihmh X-Isim1 Analizi (EDX)

Ornegin yiizeyine yiiksek enerjili elektronlar garptiginda bu garpismalardan
dolayi, Ornek ylizeyinde bazi elektronlar kopar. Eger bu elektronlar igteKi
orbitallerden koparilmislarsa atomlar kararliliklarin1 kaybederler. Tekrar kararh
hale gelebilmek i¢in dis orbitallerdeki elektronlar i¢ orbitallerdeki bosluklari
doldururlar. Dis orbitallerdeki elektronlarin  enerjileri i¢ orbitallerdeki
elektronlarin enerjilerinden daha yiiksek oldugu i¢in, dis orbital elektronlarin i¢
orbitalleri doldururken belli bir miktar enerji kaybetmek zorundadir. Bu
kaybedilen enerji X 1s1n1 seklinde ortaya ¢ikar. Ortaya ¢ikan X 1sinlarinin enerjisi
ve dalgaboyu sadece atomla ilgili olmayip o atomun aligverisde bulunan
orbitalleri ile ilgili karakteristik bir 6zelliktir. Ornekten ¢ikan X 1sinlart yariiletken
dedektdr tarafindan algilamir. letkenlik bandina gegen elektronlar, elektrik

sinyaline doniistirtliir.

EDX dedektorii ile de yapilarin elementel igerigi nicel ve nitel olarak
bulunabilmekte ve haritalandirma ile resim {izerinde elementlerin dagilimi
izlenebilmektedir. (http://mam.iyte.edu.tr/sem/)



http://mam.iyte.edu.tr/sem/
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2.4.5. Gecirimli Elektron Mikroskobu (TEM)

TEM, incelenecek numuneden elektronlarin  gegirilmesi  yoluyla
goriintiisiiniin alinmasma dayali bir elektron mikroskobudur. Calisma sistemi
olarak optik mikroskoba benzer, tek fark 151k 1511 yerine elektron 1sin1
kullanilmasidir. TEM’de elektron demeti kondensor lens sistemi kullanilarak
numune tizerine odaklanir. Olusan gorilntii objektif lens yardimiyla belli bir
noktaya odaklanir (kesisim noktasi). Daha sonra bu goriintli bir floresan ekran
lizerine dustriiliir ve objektif lensler yardimiyla goriintiinlin  boyutu
degistirilebilir. Elektromanyetik lenslere uygulanan akimin degistirilmesi,
goriintlinlin  bilylitiliip kiiciiltiilmesini saglayan bu lenslerin odak uzakligini
degistirir. SEM’de gOriintlii Ornekten yansiyan elektronlarla olusturulurken
TEM’de goriinti ornekten gecen elektronlarla olusturulur.
(http://www.academia.edu/1747599/Taramal%C4%B1_Elektron_mikroskobu_ve
Ge%C3%A7irimli_Elektron_Mikroskobu)
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Sekil 2.9. Gegirimli elektron mikroskobunun sematik gortiniisti (http://www.academia.edu)



http://www.academia.edu/1747599/Taramal%C4%B1_Elektron_mikroskobu_ve_Ge%C3%A7irimli_Elektron_Mikroskobu
http://www.academia.edu/1747599/Taramal%C4%B1_Elektron_mikroskobu_ve_Ge%C3%A7irimli_Elektron_Mikroskobu
http://www.academia.edu/
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2.4.6. Taramah Gecirimli Elektron Mikroskobu (STEM)

Hem analiz hem goriintiileme yapabilen elektron mikroskobudur.
Odaklanmis elektron demeti ile taranir ve topografik goriintii alinir. Gelen
elektronlar numune yiizeyinden gecer ya da geri yansir. Gelen elektronlarin
numune yiizeyinden gegen kismi BF ve DF goriintiillemeleri ile analiz edilir.
Gelen elektronlarin geri yansiyan kismi ise dedektorlerle toplanarak goriintii
olusturulur. SEM ve TEM ‘e kiyasla daha yiiksek ¢oziintirliige sahiptir.elde edilen
goriintiiler daha kolay yorumlanir. EDX kullanilarak daha kiiciik alanlardada

analiz yapilabilir.

Sekil 2.10. Taramal1 Gegirimli elektron mikroskobunun sematik goriiniisii

2.4.7. Atomik Kuvvet Mikroskobu (Atomic Force Microscopy -
AFM)

Atomik boyutlara kadar sivriltilmis bir igne ucu yardimiyla, sivi ya da kati
orneklerin yiizey topografisini nanometre (nm) seviyesinde goriintiileyebilen ve
molekiiller arasi kuvvetleri (nN, pN) dlgebilen taramali kuvvet mikroskobudur.
Goriintilleme, igne ucunun yiizey ile etkilesiminin incelenmesi sonucunda
gerceklestirilir. Ornek ile igne arasindaki kuvvet etkilesimi sonucu kaldirag
mekanizmasi nm 6l¢eginde hareket eder. Atomik kuvvet mikroskopu ii¢ farkli

teknik ile kullanabilmektedir. Bunlar; ignenin yiizeye temas ettirilerek
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uygulandig1 temas yontemi, ignenin yilizeye temas etmedigi temassiz yontem ve
ignenin yiizeye vurularak uygulandigi vurma yontemidir. Bu hareketten
faydalanilarak bilgisayar ortamina aktarilan veriler, yazilim  aracilifiyla
derlenerek ya 6rnegin goriintiisii elde edilir ya da igne ve ornek arasi etkilesimler
olgiiliir. Degisik amaglar igin farkli igne uclar1 kullanilir. Ornek yiizeylerinin
gorlntiillenmesi yanmi sira faz, elektrik iletkenlik ve manyetik farkliliklar da
saptanabilmektedir.

Bilgisayar I Geri beslemeli 1@ne yukseklik kontrolu

Yanal 1gne konumu

Tiinel alkam
verisi 4
] Piezotip
3 suricu devresi
Metal tarama
A A/ ignes

Sekil 2.11. AFM galisma prensibi ve bilesenleri

2.4.8. X-Isinlar Difraksiyonu (Kirinimi) (XRD)

Bir malzemenin atomik yapisim1 goriintiilemek, yiiksek ¢oziiniirliige sahip
cesitli elektron mikroskoplar1 kullanilarak miimkiindiir. Fakat bilinmeyen yapilar
belirtmek veya yapisal parametreleri tayin etmek i¢in kirimim tekniklerini
kullanmak gerekir. Katilarin kristal yapilarini incelemek i¢in en ¢ok kullanilan
kirmim teknigi X- 1smm1 kirmmimidir. Bu teknigin ince film analizi i¢in uygun
olmasi, temelde iki nedenden dolayidir; 1. X-isinlarinin dalga boylari,
yogunlastirilirmis maddedeki (condensed matter) atomik mesafeler 6l¢iistindedir
ve bu ozellik, yapisal arastirmalarda kullanilmalarini saglar. 2. X-1s1m1 sagilim
teknikleri, yikici degildir ve incelenen numuneyi degistirmez. Kat1 malzemelerin
incelenmesinde kullanilan X-1ginlarinin dalga boylari, atomlar aras1t mesafelerle

kiyaslanabilir biiyiikliikte olup yaklasik olarak 0.5 A ile 2.5 A arasinda degisir.
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X-1ginlar1 difraksiyonu (XRD) malzeme yapisinda mevcut kristal fazlarin
belirlenmesinde, bu fazlarin yapisal 6zelliklerinin (deformasyon, i¢ gerilmeler,
tercihli yonlenme, kristal tane boyutu, hata yapisi) dlgiilmesinde kullanilan giiglii
bir yontemdir. XRD ince filmlerin ve ¢ok katmanli yapilarin kalinliklarinin
belirlenmesinde ve amorf malzemelerin (polimer dahil) atomsal diizlemlerinin
belirlenmesinde de kullanilir. XRD atomsal mesafelerin 6l¢iimiinde yiliksek
hassasiyet saglar ve ince filmlerdeki deformasyon Ol¢timleri i¢in kullanilan ana

yontemdir.
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Sekil 2.12. XRD ¢aligsma prensibi ve bilesenleri
2.5. Konjugasyonun Kalite Kontroliinde Kullanilan Yontemler

2.5.1. Bradford (Coomassie Blue) Yontemi ile Protein Miktarinin

Tayini

Oldukga duyarli olan bu yontem Coomassie Brilliant Blue G-250
boyasinin, proteinlerin asidik ve bazik gruplari ile etkileserek olusturdugu renkli
cozeltilerin 595 nm’de absorbansinin 6l¢iilmesi esasina dayanir.

Bu boya negatif yiiklidir ve pozitif yiikkli proteinlerle kompleks
yaparak kirmizi renkten (Amax=465) mavi renge (Amax=595) doniisiir.
Yontemde temel alinan olgu, boya normal sartlarda 465 nm’de maksimum
absorbans verirken, protein ile baglandigt zaman 595 nm dalga boyunda
maksimum absorbans vermesidir. Bradford yontemi Protein boya baglanma
prensibini kullanarak mikrogram (5-100 pg/ml) miktarlarda protein tayini igin
hizl1 duyarl bir yontemdir.
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Bradford reaktifi: 100 mg Coomassie Brillant Blue G-250, %95°1ik 50 ml
etanolde ¢oziliir, tizerine 55 ml %88’lik fosforik asit ilave edilerek distile su ile 1

It ye tamamlanip filtre edilir.

Chemiical Strucfure of Coommassie Bralliant Blue G-250

Sekil 2.13. Coomassie Brilliant Blue G-250 kimyasal yapisi

Protein miktar tayini denemelerinde ¢ogu zaman protein karisimlarinin
veya ektinksiyon katsayisi bilinmeyen proteinlerin miktarlar1 tayin edilmek
istenir. Bu durumunda miktar1 bilinen saf bir protein ‘“standart” olarak
kullanilmak suretiyle bir standart egri olusturulur. Standart egri olusturmak igin
miktar1 bilinen standart proteinin ¢esitli konsantrasyonlarda absorbansi dl¢iiliir ve
miktar1 bilinmeyen protein drneginin absorbansi standart proteinin absorbansi

ile karsilastirilir.
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Sekil 2.14. Protein tayini standart grafigi
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2.5.2. Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez, bir ¢ozeltide ¢oziinmiis haldeki yiikli taneciklerin, elektrik
alan1 etkisiyle ayrilmasi temeline dayanir. Makromolekiilleri (6rn. niikleik asitler,
amino asitler, peptidler ve proteinler) biyiiklik, elektrik yiiki ve
konformasyonlarina gore birbirinden ayirmak veya bazen saflastirmak igin
kullanilan bir yontemdir. Jel elektroforezi, elektrik akimi ile hareketlenen
molekiillerin jel boyunca karsiya gog ettigi bir tekniktir. Elektroforez i¢in gerekli
glig, jelin iki ucunda bulunan elektrotlara uygulanan voltajdir. Bir elektrik alaninin
bir molekiilii hangi hizla jel ortaminda hareket ettirdigi, molekiiliin biiyiikliigline,
yapisina, ortamin yogunluguna, iyonik kuvvete ve uygulanan akima baglidir.
Biiyiik molekiiller jel {izerinde yiiriimekte zorluk ¢ekerken kiiclik molekiiller daha
hizli ve rahat hareket edebilirler. Bir¢ok biyolojik makromolekiil iyonlasabilen
gruplara sahiptir ve pH a bagh olarak ¢ozeltide katyon (+) yada anyon (-)
biciminde elktrik yiikii tasiyan tiirler olarak bulunurlar. Net yiikiin 6zelligine bagh
olarak, eksi yliklii molekiiller (anyonlar) art1 yiiklii elektroda (kotota) , art1 ytiklii
molekiiller (katyonlar) eksi yiiklii elektroda (anoda) dogru hareket ederler.

Agaroz jel elektroforezi proteinlerin ve kiigiik (350.000 Da yani 500b¢’e
kadar) DNA pargalarinin ayirimi i¢in kullanilan basit, hizli bir tekniktir. Agaroz
deniz yosunlarindan ekstrakte edilen bir polisakKarittir. Agaroz jel kuru toz
halindeki agarozun sivi bir tampon i¢ine konmasi ve sonra karisimin, agaroz
berrak bir ¢ozeltiye donilisene kadar kaynatilmasiyla olusturulur. Daha sonra bu
cozelti jel tepsisine dokiiliir ve oda sicakliginda katilasincaya kadar sogutulur.
Katilagtiktan sonra yogunlugu agaroz konsantrasyonuyla belirlenen bir matris
olusur. En etkin agaroz konsantrasyonu %0,3-2 dir. Agaroz jel biiyiik por ¢apina
sahiptir. Elektroforez tamponlar1 genellikle EDTA (pH 8) ve yaklasik 50 mM (pH
7,5-7,8) konsantrasyonunda Tris-asetat (TAE), Tris-borat (TBE) veya Tris-fosfat
(TPE) igerir. Elektroforez deneyleri tampon ¢ozeltileri igerisinde yapilir. Bunun
iki temel nedeni vardir. Birinci neden akimin gegisini saglamak i¢in ortamin
elektrolit miktarin1 artirmak ikinci nedense ortamuin pH’sinda meydana
gelebilecek radikal degisimlere izin vermemektir. Kullanilan molekiiliin jel
tizerindeki yerini belirlemek icin ortamda UV 15181 altinda floresan etki gdsteren
etidyum bromiiriin (EB) veya benzeri bir 1s1yict maddenin bulunmasi
gerekmektedir. Ayrimi yapilacak ornek taraklarla olusturulmus kuyucuklara
yiiklenir ve jel daha sonra, igine elektrotlar yerlestirilmis ayirict tampon tankina

daldirilir, elektriksel alanda yiiriitiilerek ayrimi yapilir. Biiyiikk molekiiller
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kuyucuklara yakin kalirken, kiigiikler daha uzakta yerlesir. (Sambrook et al.,
1989) (Westermeier, 1997)

2.6.  Radyoiyodinasyon

Iyot radyoisaretleme ¢alismalarinda kullanilan ilk izotop olarak
bilinmektedir. Radyoaktif bir atomu biiylik bir biyolojik molekiiliin i¢ine sokmak
i¢in kullanilan en yaygin yol Radyoiyodinasyondur. Iyodun baglanabilmesi i¢in
yiikseltgenmesi gerektiginden, isaretleme yoOntemleri ylikseltgeyici ajanlari
icermektedir (Sampson, 1999). Triiodide, Iyodo-Boncuk, Iyodin Monoklorid,
Kloramin-T, Elektroliti, Enzimatik, Konjugasyon, Demetalasyon ve iodojen
yontemi gibi ¢ok sayida iyodinasyon yontemi mevcuttur (Saha, 2003)

Reaksiyon radyoaktif iyodiiriin yiikseltgenmesiyle baslar. Iyodun
oksidasyonuyla doymamis karbon atomuna I+, elektrofilik siibstitlisyon
(yerdegistirme) reaksiyonu ile aromatik gruptaki hidrojen yer degistirerek,
baglanir. Bu teknik genellikle proteinler i¢in kullanilmast yanisira ilaglar,
steroidler, niikleik asitler ve bazi karbonlar i¢inde kullanilabilir (Farah et al.,1998)
(Tayan et al., 2015) (Sobal et al.,2004)

2.6.1. Todojen Yontemi

fodojen  ilk olarak Fracer ve Speck tarafindan protein ve hiicre
memranlarini iyodlamak icin kullanilan yiikseltgen bir ajan olarak
tamimlanmustir.  (Fraker et al.,, 1978) Protein ve hiicre membranlarinin
radyoiyodinasyonunda en ¢ok kullanilan yontemlerinden biri iodojen metodudur.
Bu metotda iyodinasyon ajani olarak en c¢ok iodojen kullanilmaktadir. Suda
¢oziinmeyen iodojen, I- ve proteinlerin sulu c¢ozeltilerinin kati fazda hizh
iyodinasyonuna aracilik eder ve yan reaksiyonlarin olus derecesi, bu metodta

onemsenmeyecek kadar azdir.
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Sekil 2.15. fodojen molekiil yapisi
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fodojen, diklorometan veya kloroform gibi organik ¢dzgenlerde ¢oziilerek
buharlastirilir ve bulundugu kapta ince bir film seridi halinde kalir. Ajanin kaba
yapisma yetenegi, sicakliga, neme, ¢ozgene, buharlasma oranina ve kaplanma
prosediiriine bagli olarak zaman alicidir. fodojen ile iyodiiriin oksidasyonu
gercekleserek (I+) tretilir ve aromatik halkaya elektrofilik yer degistirmeyle
iyodun baglanmas1 gerceklesir (Farah et al.,1998) (Unak et al., 1997) (Sampson,
1999) (Vertes et al., 2004) Genellikle % 80 nin iizerinde bir radyo isaretleme
verimi elde edilir.

2.6.2. 1-131

Uranyum pargalanma {irinii ve ya Telliuryum’un nétron aktivasyonu ile
elde edilir. ZUMP)™Te > 1 veya PTe(n, ?2)P'Te » B
Stabil ' ile karsilastirildiginda 4 nétron fazlasi vardir. 131 izotopunun bu nétron
bollugu negatif beta bozunumu yapmasina neden olmaktadir ve bunun
sonucunda, biri B gegisi ve hemen ardindan bir y-ismm1 salimimi seklinde iki
basamakta gerceklesen bir dontisiimle kararli Blxe olusur. Bl ve ¥Xe in temel
enerji diizeyi arasindaki degisim enerjisi 971 keVdir. Beta 151 saliimu,
maksimum enerjisi 606 keV olacak sekilde gerceklesir ve bu enerji B ve
antindtrino arasinda paylasilir; ayrica bu salinimin ardindan gergeklesen 364 keV

ik y-131n1 salinimi ise uyarilmis Blxe cekirdeginin temel diizeye gecisini saglar.

712+
636.99

636.989 keV'y
(717 %)

52+
364.49

364.489 keV y
(81.7 %)

131 312+
2 Xe

Sekil 2.16. **'T’un bozunum semasi



25

2.6.3. Kromatografik Yontemler

Kromatografi, bir karisimda bulunan maddelerin, biri sabit digeri hareketli
faz olmak iizere birbiriyle karigsmayan iki fazli bir sistemde ayrilmasi ve
saflastirilmas1 yontemidir. Kromatografi tekniginde yararlanilan temel prensip, bir
karisimdaki ¢esitli maddelerin hareketli bir faz yardimi ile sabit bir faz iizerinden
gegirilmeleri ve bu gegis sirasinda farkli hizlarla hareket edebilmeleridir. Polarite,
¢cOziinlirlik, affinite, iyonik giic ve/veya c¢ap farkliliklarina bagli olarak
karistmdaki maddeler ayrilabilir. Ozellikle fiziksel ve kimyasal nitelikleri gok
benzeyen maddelerin ayrilma islemlerinde, kromatografi yonteminin kullanimi ile

basarili sonuclar elde edilmektedir.

Karisim, sabit fazla birlikte kolonun baslangic bélgesine uygulanir ve
hareketli faz (siv1 veya gaz) akmaya birakilir. Baz1 kromatografi tiplerinde de
madde karigimi hareketli faza karistirilarak uygulanir. Numunede bulunan
bilesimler farkli ylirlime veya hareket hizlarima gore hareketli faz igerisinde
ilerlerler. Yiirime hizi, alikonma faktorii (Relatif Front; Ry) ile ifade edilir ve
substansin yiirime mesafesinin, ¢Oziliciiniin yiirime mesafesine oranindan
hesaplanir. Ayni uygulama kosullari altinda her maddenin kendine 6zgli R degeri
vardir. Rf degeri 0 ile 1 arasinda bulunur ve dogal olarak hizli yiiriiyen
komponentler i¢in alinan mesafe biiylik olacagindan Rf degeri biiyiik daha yavas

yiirliyenler i¢in daha kiigiiktiir.

Kromatografinin Siniflandirmasi

A. Mobil fazin tipine gore:

1. S1v1 Kromatografisi (LC)

2. Gaz Kromatografisi(GC)

3. Siiperkritik Akiskan Kromatografisi (SFC) Kritik sicaklik ve basingtaki

maddelerin (CO2) kullanildig1 kromatografi tiirtidiir.

B. Uygulama bicimine gore

1. Kagit kromatografisi

2. Ince tabaka kromatografisi (TLC)

3. Siitun (kolon) kromatografisi (CC)

4. Gaz kromatografisi (GC)

5. Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC)

C. Ayrilma mekanizmalarina gore

1. Adsorpsiyon kromatografisi
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2. Dagilma (Partisyon) kromatografisi
3. Iyon degistirme kromatografisi
4. Molekiiler eleme kromatografisi (Jel krom.)

5. Afinite kromatografisi (Kimyasal krom.)

2.6.3.1. Ince tabaka kromatografi ve Ince tabaka radyo
kromatografi yontemleri (TLC-TLRC)

Ince tabaka kromatografisi (TLC), bir kati-stvi  adsorpsiyon
kromatografisidir. Bu yontemde sabit faz, ¢esitli boyutlardaki cam, aliiminyum
ya da plastik plakalar tistiine, ince bir tabaka halinde sivanmis kati adsorban
maddedir. Adsorban madde olarak kolon kromatografisinde kullanilan tiim katilar
(@luminyum oksit, silika jel, selliilloz vb.) kullanilabilir. Hareketli faz olarak ise
cesitli  coziiciler veya ¢ozlicii karigimlart  kullanilmaktadir.  Plakanin
yerlestirilmesi Oncesinde uygulama tankinin ¢dziicii buhariyla doymus olmasi
gerekmektedir. Bu yontemde hareketli fazin sabit faz {izerinden ilerleyisi,
asagidan yukar1 dogru olur. Coziicli kilcallik etkisi ile icerisine daldirilan ince
tabaka plakasi iizerinde yiiriir. Bu iglem sirasinda, plakanin alt kesimlerine bir
damlalikla 6nceden damlatilmis olan karigimi da farkli hizlarla yukariya stirtikler.
Ayirim bu sekilde saglanmis olur. Hareketli faz, plaka uzunlugunun 2/3’iinii
gectikten sonra tanktan dikkatlice c¢ikarilarak kurutulur. Plaka iizerindeki
bilesenlerin dedeksiyonu icin 6rnegin 6zelligine gore UV 15181 altinda gozlem,

florasans sayimi, radyoaktivite sayimi1 gibi metotlar kullanilmaktadir.

Yiirtime hiz1 maddenin, kat1 fazin ve ¢oziiclinlin polaritesine baglidir. TLC
caligmalart sirasinda polarite dikkat edilmesi gereken bir husustur. Adsorban
yiizeyinde hareket eden cok polar olan bir bilesik az polar olandan daha
kuvvetlice adsorbana cekilir. Ayrica ¢oziicii polarligi da bilesigin adsorban
iizerindeki yiirlime hizim etkilemektedir. Coziicii polarlig: arttik¢a ¢oziinen 6rnek
¢oziicii tarafindan daha ¢ok g¢ekilecek ve buna bagl olarak da 6rnegin adsorban

uzerindeki hareketi hizlanacaktir.

Radyoisaretli bilesiklerin kalite kontrolii amaciyla yapilan ince Tabaka
Radyo Kromatografi (TLRC) uygulamalar1t TLC yonteminin radyoaktivite sayim
metodu ile dedeksiyon yapilan seklidir. Baglanma verimi, serbest radyoizotopu,
yiikseltgen yada indirgen halini ve ortamdaki yiikseltgen/indirgenin kendisini

olmak iizere bu {i¢ bilesigi tahmin etmek i¢in kullanilir.



27

Gozelti yiizeyi
(Deneme sonu)

l

Gozicindin
aldig yol

Maddenin
aldign yol
= L

Bilesigin uyzulama noktasmdan itibaren aldi vol yadie
le = =
Cdziliciiniin oryjinden itibaren aldif yol espatii

Sekil 2.17. Ince Tabaka Kromatografisi ve Rf degerinin hesaplanis1 (Saha, 2003).

2.6.3.2. Yiiksek performansh sivi kromatografi ve
Yiiksek performansh S1V1 radyokromatografi
yontemleri (HPLC-HPLRC)

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) yiiksek hassasiyet (ppm -
ppb) ve dogruluk, ayrim hizi, ¢ézeltilerin yiiksek geri kazanimi, kii¢iik enjeksiyon
hacmi (1- 1000ul) , kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi, ¢ok iyi
tekrarlanabilirligi, ucucu olmayan veya sicaklikla kolayca bozunabilen bilesiklerin
ayrilmasimna uygunlugu nedeniyle ¢ok yaygin olarak kullanilan kromatografi
yontemidir. HPLC yiiksek hizda gerceklestirilen ayirmalarin yapildigr bir sivi
kromatografi sistemidir. Yontem bir sivida ¢6zlinmiis bilesenlerin, bir kolon
igerisinde bulunan genellikle kat1 bir destek iizerindeki sabit faz ile degisik
etkilesimlere girmesi, kolon i¢cinde degisik hizlarla hareket etmeleri sonucu, farkl
zamanlarda bilesenlerin kolonu terk ederek birbirlerinden ayrilmasi temeline
dayanir. Ayrilan bilesik, kolon ¢ikisina baglanan uygun bir dedektorle tesbit

edilip miktartyla orantili olarak kaydedilir.

UV dedektor, Absorbans olgen dedektorler olup HPLC’de kullanilan
dedektorlerin  yaklagik  %80’ini  olusturmaktadirlar. Lambert-Beer yasasi
gecerlidir. Spektrum taramasi yapmak, farkli dalga boyunda calismak veya dalga
boyunu zamana karsi programlamak miimkiindiir. Hareketli faz, UV/VIS
fotometre ya da spektrofotometrenin bulundugu kiiciik bir akis hiicresinden
gecirilir. Rutin UV bazli uygulamalar i¢in diislik-seviyede, yliksek hassasiyette

safsizligin belirlemesi ve miktar analizinin yapilmasini saglar.

Floresans dedektor, organik maddelerin yaklasik % 15’1 fluoresans

olusturma yetenegine sahiptir. Olusan fluoresans Slgiilmektedir. Kullanilan 1s1k
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kaynag1 ksenon lamba olup duyarliligt UV/VIS dedektore gore yaklasik 10° Kkat

fazladir. Floresans esasli uygulamalara hassaslik ve segicilik saglar.

Dedeksiyonun radyoaktivite dedektorleri ile yapildigi durumlarda ise bu
sistem Yiiksek Performansli Sivi Radyo Kromatografi (HPLRC) seklinde

tanimlanmaktadir.

Yiiksek performansli sivi kromatografisi tekniginin diizgiin bir sekilde
uygulanabilmesi i¢in, enjeksiyonu yapilacak érnek mutlaka sivi olmalidir. Kati
ornekler ise durgun ve hareketli faza uyumlu olan bir ¢ozgenle ¢oziildiikten sonra
yada ekstraksiyon islemi yapildiktan sonra enjekte edilebilmektedir. Tipik bir
HPLC cihaz1 sekiz iiniteden meydana gelmektedir. ¢ ¢ézgen tanki * 6rnek giris
tinitesi * pompa ¢ kolon ¢ dedektor * atik toplama tinitesi * baglanti tiipii * bilgi
islemcidir. Kolon {iiretiminde yapi materyali olarak genellikle paslanmaz celik,
teflon veya cam kullanilmaktadir. Kolonun ayirim giicii ve performansi yapildigi
materyalden ¢ok i¢ yiizeyine yapilan kaplamada kullanilan malzemenin kimyasal
ve fiziksel ozelliklerinden etkilenmektedir. Kolonun i¢ ¢ap1 2-5 mm, boylar1 ¢ok
cesitli olup genellikle 30-300 mm araliginda degismektedir. Kolon i¢ ¢api arttik¢a
akis hiz1 ve i¢ doldurma hacmi artmakta ama olusacak piklerin ¢oziiniirligi ve
dolayistyla duyarlilik azalmaktadir. Kolon uzunlugu arttik¢ca 6rnek bilesenlerinin
ayrimi daha iyi olmakta fakat analiz siiresi uzadig1 i¢in daha fazla mobil faz
harcanmaktadir. Kolona verilen 6rnek hacmi kiigiik olmahdir (5 — 250 pL),

yiiksek hacimler kromatografik ayrimin ¢6ziiniirliigiinii diistirir.

HPLC yontemi Normal Faz Sivi Kromatografisi: polar sabit faz ve apolar

veya diisiik polariteye sahip hareketli faz ve Ters Faz Sivi Kromatografisi: apolar

sabit faz ve polar hareketli faz olmak iizere iki tiptedir. Ters faz HPLC’de
Oktadesilsilan (ODS ya da C18) materyali yaygun olarak kolon dolgu maddesi
olarak, su, metanol, asetonitril gibi polar solventler hareketli faz olarak
kullanilmaktadir. Apolar ya da zayif polar bilesikler ters faz HPLC ile ¢ok iyi
ayrilabilir. Tez ¢aligmasinda biyokonjuge pargaciklarin kalite kontroliinde Ters
faz HPLC kullanilmustir.

Ilaglar (Antibiyotikler, sedafitler, steroitler, analjezikler), Biyokimyasallar,
Gida Maddeleri (Suni tatlandiricilar, antioksidanlar, alfatoksinler), Endiistriyel
Kimyasallar (¢ok halkali aromatikler, boyalar, yiizey aktif maddeler), Kirleticiler
(Pestisitler, herbisitler, fenoller), Uyusturucular (uyusturucu ilaglar, zehirler,
narkotikler), Klinik Tip (safra asitleri, ilag metabolitleri, iire ekstraklari) gibi
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cesitli bilesiklerin miktar tayini, bilesiklerin taninmasi ve saflastirma islemleri i¢in
HPLC  kullamilmaktadir.  (http://gidaarge.akdeniz.edu.tr/cihazlar.i32.yuksek-
performansli-sivi-kromatografisi-hplc).
(http://bys.trakya.edu.tr/file/open/20607229)

HPLC Kolonu

Sekil 2.18. HPLC sistemi semas1 (www.inovatifkimyadergisi.com)

2.7. Enfeksiyonel Hastaliklarin Tanis1

Enfeksiyonlar viicudumuzun her bélgesinde meydana gelebilen, bakteriler,
virlisler veya parazitler tarafindan olusturulan ve bir kismi bulasici olabilen
hastaliklardir. Grip, idrar yolu enfeksiyonu, ishallerden ciddi hatta Gliimciil
olabilen AIDS, menenjit, tiiberkiiloz sariliklara kadar ¢ok genis bir hastalik grubu
enfeksiyon hastaliklart kapsamina girmektedir. Tan1 yontemlerindeki ilerlemeler
is18inda  gliniimiizde bircok enfeksiyon hastaligi erken teshis edebilmek
miimkiindiir. Mikrobiyoloji laboratuvarlar1 enfeksiyon hastaliklarinin tanisinda ve
takibinde belirleyici rol alir. Bu hastaliklara sebep olan mikroorganizmalar kiiltiir
yontemleri ile, serolojik testlerle veya direk incelemelerle gosterilebilir. Bu
testlere en ucuz, kolay ve hizli alternatif viriisiin kendisinin veya virlise karsi

gelistirilen antikorun tespit edildigi immiinokromatografik hizli tani testleridir.

2.7.1. Hepatit B Viriis Yiizey Antijeni (HBsAg)

Hepatit, hepatit A, B, C, D ve E viriislerinin karacigere verdigi zarardan
otiirli, karacigerin iltthaplanmasina verilen genel isimdir. Sariligin gelismesi
karaciger hastaliginin karakteristik bir 6zelligi oldugu bilindiginden beri, dogru
teshis sadece hastalarin serumunda spesifik virlis yiizey antijenlerinin ve
antikorlarinin varliginin test edilmesi ile miimkiin olmaktadir.


http://gidaarge.akdeniz.edu.tr/cihazlar.i32.yuksek-performansli-sivi-kromatografisi-hplc
http://gidaarge.akdeniz.edu.tr/cihazlar.i32.yuksek-performansli-sivi-kromatografisi-hplc
http://bys.trakya.edu.tr/file/open/20607229
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Insan hepatitinin bircok viral etmeni arasindan sadece birkaci Hepatit B
(HBV) viriisiinden daha fazla global 6neme sahiptir. Hepatit B, karacigerin ciddi
ve yaygin enfeksiyonel hastaligidir ve diinya iizerinde milyonlarca kisiyi etkiler.
Stirekli HBV enfeksiyonlarinin sonucunda, kronik karaciger yetmezligi, siroz ve
karaciger kanseri gibi ciddi patolojik neticeler dogabilir. Ayrica HBV tastyicilar
hastaligi yillarca tasiyabilir ve bulastirabilirler. Hastalik ¢ok siklikla erken
cocuklukta, asemptomatik halde goriiliir ve genellikle kronik tasiyic1 faza gecer.
Suanda diinyada 350 milyondan fazla HBV tasiyicisi vardir, ayrica her yil 4
milyon akut enfeksiyonu eklenmektedir. Her yil hepatit B kaynakli karaciger
rahatsizliklarindan ve hepatoselliiler karsinomdan yaklagik bir milyon insan
olmektedir.

Hepatit B ylizey antijeni (HBsAg) tespiti, Hepatit B viriisii tasiyan bireyleri
saptar. Serum HBV DNA’nin konsantrasyonu gercek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ile belirlenir ve hastaligin gelisimi ile iligkilidir, tedavi ve
izleme igin kullanilir. HBsAg’nin geleneksel tespitinde, hepatiti B yiizey
antijenlerine kars1 gelisen antikorlar1 kullanan hassas immunoassayler kullanilir.
Hasta bas testleri diisiik maliyet, sonuglarin hizli alinmasi, erken tani, hemsire ya
da teknisyenlerin daha az egitim gerekliligi, halk sagliginin izlenmesi ve tedavinin

hizl1 bir sekilde baglanmasi gibi 6nemli avantajlar sunar.

Hepatitis B virus

Medium surface protein
_ (S + PreS2)

Large surface protein
(S + PreS2 + PreS1)

TTT—DNA

39 Polymerase (P)

Sekil 2.19. Hepatit B Viriisii (www.hepatitisaustralia.com)
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2.7.2. Hepatit C Viriisii (HCV)

Hepatit C viriisii (HCV) kronik karaciger hastaliklarinin ana sebebidir,
siklikla siroza neden olur ve karaciger kanseri riskini arttirir. HCV, Flaviviridae
ailesine ait, pozitif, tek iplikli RNA ya sahip bir virtistiir. Genom, ortalama 10000
niikleotitten olusur ve tek bir poliproteini 3000 amino asit kodlar. Poliprotein,
konuk¢u hiicre ve viriis proteazlar tarafindan islenir ve bdylece viral replikasyon
icin gerekli bircok yapisal olmayan protein ve ii¢ ana yapisal protein haline
dontisiir. HCV’nin genomik sekanslar1 birbirinden biraz farkli, interferon alfa
tedavisine farkli yanitlar gosteren, birgok farkli genotipi tanimlanmistir. HCV,
genotip bakimindan 6 farkli genetik yapiya sahiptir ve bunlar niikleoitit
seviyesinde sirastyla ortalama %30 ve %15 civarinda farklilik gosteren en az 70

alttipe ayrilirlar. Farkli genotipler farkli fenotipik 6zelliklere sahip olabilirler.

Hepatit C hastaliginin tanisinda HCV core, NS3, NS4 ve NS5 coctail
antijenler  kullanilarak  bunlara kars1  gelistirilmis  antikorlarin  insan

serum/plazmasinda tespit edilmesi saglanir.
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Sekil 2.20. Hepatit C Viriisii genom organizasyonu
2.7.3. Insan Immiinyetmezlik Viriisii (HIV)

HIV/AIDS insan wrkinin simdiye kadar karsilagtigi en yikici hastaliktir.
HIV; Insan Immiinyetmezlik Viriisiiniin (Human Immunodeficiency Virus)
acihmidir ve bu virlis Kazanilmis immunyetmezlik sendromuna (Acquired
Immundeficiency Syndrome, AIDS) neden olur. HIV, bagisiklik sisteminin
normal isleyisi i¢cin hayati dnem tasiyan ve viicudu hastaliklardan koruyan kan
hiicrelerini tahrip eder. AIDS bagisiklik sisteminin HIV viriisii tarafindan zayif

diisiiriiliip, insan viicudunun hastaliklara agik hale gelmesiyle olusur.
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HIV enfeksiyonu genel olarak kan orneklerinin ve oral sivilarin test
edilmesiyle saptanabilir. Eger kan ya da oral sivida HIV antikoru (enfeksiyonla
savagmak i¢in viicut tarafindan tretilen proteinler ) varsa kisi HIV pozitiftir. HIV
viicut disinda yasamini siirdiiremez. Bu sebeple giinliikk tesadiifi temas ile
yayilmaz. Sivrisinekler ve diger bocekler HIV tasiyicist degildir. HIV; enfekte bir
kisi ile gerceklestirilen cinsel iligki ile, igne ve/veya enjektor ve/veya diger
enjeksiyon ekipmani ile, daha az rastlanir bir sekilde (simdilerde kanda HIV
antikorlarinin tarandigi tilkelerde daha nadir olarak) enfekte kan nakilleri ya da
enfekte pihtilastirma faktorleri ile yayilmaktadir. Birincil insan immiinyetmezlik
virlisi (HIV)’niin erken laboratuvar tanisi antikorun serolojik g¢evriminden 6nce
plazma ya da serumda viral RNA’nin ya da p24 antijeninin tespitine dayanir. HIV
enfeksiyonunun tani zamani p24 antijeninin taranmasiyla ortalama 4-5 giin
azaltilabilir. Tasarlanan tami kitleri GP36, GP41 ve p24 antijenlerine kars

gelistirilmis antikorlarin tespitine dayanmaktadir.
Anatomy of the AIDS Virus
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Sekil 2.21. immiinyetmezlik Viriisii (HIV) (www.healthtap.com)

2.8. Akut Miyokardiyal Enfarktiis (AME) Tams1

Koroner arterler kan pihtilarn ile tikandiginda kalpteki hiicrelerin
yasamlarini siirdiirebilmesi i¢in gerekli olan kan buraya pompalanamaz ve akut
miyokardiyal enfarktiis (AME) olusur. Bu kisitlama sebebiyle oksijen ve nutrient
bakimindan zengin kan kalp kas1 hiicrelerine olmasi gerektiginden daha az ulagir
ya da ulagsamaz ve bu hiicrelere ani zararlar verir ya da kalp kasinin kismi 6liimii
ile sonuglanir. Kalp kasmmin normal c¢alismasi icin fazla miktarda oksijen

gerektiginden oksijenin yetersiz oldugu durumlarda doku dliimleri goriilecektir.
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Heryil diinyada milyonlarca insan AME gegirmekte ve bunlarin bir¢ogu bu
nedenle yasamlarini yitirmektedir. Ayrica bir¢ok insanda gogiis agris1 nedeniyle
hekime bagvurmaktadir. Oliim riski, AME baslangicindan sonraki ilk birkag saatte
en yiiksektir. Bu nedenle AME nin hizl1 bir sekilde belirlenmesi etkin ve kanita
dayali tedavi ve uygulamalarin baglatilmasi agisindan kritik 6nem tasir.

AME iskemi kanitlari;

e Iskemi semptomlari

e Yeni gelisen iskemik EKG degisiklikleri

e EKG’de patolojik Q dalgasinin gelismesi

e Yeni gelisen, canli doku kaybi veya bolgesel duvar hareket bozuklugunun
goriintliilenmesi

e Myokardiyal nekroz belirteclerinde viikselme ve/veya diismedir.

AME tanisinda kullanilan kardiyak belirtegler enzimler ve proteinler olmak
tizere ikiye ayrilir.
Enzimler: CK,CK-MB, LD,AST
Proteinler: Troponin I, T, Miyoglobin, MLC,MHC, FABP
http://www.turkbiyokimyadernegi.org.tr/dosyalar/belgeler/kongre/sebahat-ozdem.pdf

2.8.1. Troponin I (cTnl)

Myokardiyal hasarinin tanisinda, kardiyak troponinler altin standarttir.
Kardiyak Troponin | (cTnl) kardiyak kaslarda bulunan ve molekiil agirligi 22,5
kDa olan bir proteindir. Troponin I, Troponin T ve Troponin C'nin de dabhil
oldugu ti¢ alt {inite kompleksinden biridir. Bu yapisal kompleks tropomiyozin ile
birlikte c¢izgili iskelet kaslarinda ve kardiyak kaslarindaki aktomiyozinin
kalsiyuma hassas ATPaz aktivitesini regiile eder.

Troponimn T
Aoctinm Tropornin |

Troponimn

T ropormy OsSin

Sekil 2.22. Troponin kompleksinin yapisi (http://www.sigmaaldrich.com/)
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Kardiyak bir hasar olustugunda agrinin baslangicindan 4 - 6 saat sonra kana
Troponin I salinir. ¢Tnl'nin salinim modeli CK-MB'ye benzemekle beraber, CK-
MB'in seviyesi 72 saat sonra normale dénmekteyken, Troponin I'nin yliksek
seviyesi 6-10 giin boyunca devam eder. Boylece kardiyak hasarin tespiti i¢in daha

uzun bir pencere donemi s6z konusu olmaktadir.
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Sekil 2.23. AME sonrasi c¢Tnl diizeyindeki degisim (http://www.turkbiyokimyadernegi.org.tr/)

cTnI’lar klinik pratikte; yiiksek riskteki akut koroner sendromlu hastalarin
belirlenmesinde, erken koroner anjiografiden yarar gorecek hastalarin
secilmesinde, mimkiin oldukca perkiitan koroner girisimlerden yarar gorecek

hastalarin se¢ilmesinde oldukca yararlidirlar.

cTnl oOl¢limlerinin  miyokardiyal hasarin tanimlanmasindaki ytiksek
spesifitesi; perioperatif donem, maraton kosular1 sonrasi, siddetli gogiis agrisi
travmalar1 gibi durumlarda kanitlanmistir. cTnl salimimi, istikrarsiz  kalp
spazmlari, konjestif kalp yetmezligi, koroner arter by-pas ameliyatina bagl
iskemik hasarlar gibi akut miyokardial enfarktiis (AME) disindaki durumlar i¢in
de dokiimente edilmistir. Troponin I, miyokardiyal dokudaki yiiksek hassasiyet ve
spesifitesi nedeniyle son yillarda miyokardiyal enfarktiisiin tespiti i¢in en fazla
tercih edilen biyomarker olmustur. Troponin-I (¢Tnl)'nin kardiyak izoformlar
sadece kardiyak kaslarinda eksprese olmaktadir. cTnl ¢izgili kaslarda bulunan
yapisal bir protein - ince filamente bagl olarak - olmasina ragmen diisiik bir
yiizde ile (% 3 - 4) sitoplazmada serbest olarak bulunmaktadir. Troponinlerin
artmasi (>0.5 ng/ml) , miyokardiyal enfarktiiste (AMI) biiyiik hassasiyet (% 100)

gostermektedir.
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2.8.2. Kalp spesifik yag asiti baglayici proteini (h-FABP)

Kalp spesifik yag asiti baglayici proteinin (h-FABP) 132 amino asitin
olusturdugu, teorik pl degeri 6,34 olan, miyokardiyum hiicrelerinin plazmasinda
bulunan ve 15 kDa molekiiler agirliga sahip bir proteindir. Kalpteki toplam solubl
proteinin yaklasik % 5’inin FABP oldugu belirtilmektedir. Gorevi serbest yag
asitlerinin miyokardiyum hiicreleri igerisinde tasinmasinin diizenlenmesidir. EK

olarak miyokardiyum hiicrelerine enerji saglanmasina da yardim eder.

h-FABP teshisi AME tanisinda Onemli bir parametredir. h-FABP
konsantrasyonu iskelet kaslarinda (miyoglobin ile karsilastirildigina) belirgin bir
sekilde daha diisiiktiir. Ayn1 zamanda h-FABP konsantrasyonu saglikli dondrlerin
kan dolasimindada belirgin bir sekilde daha diisiiktiir (h-FABP konsantrasyonu 6-
10 ng/ml, miyoglobin konsantrasyonu 40-60 ng/ml) (Okamota et al., 2000) Bu
durum miyokardiyal hiicre 6liimiiniin tespitinde h-FABP tani kitini daha hassas ve
glivenilir bir erken teshis Kiti haline getirmektedir. Miyokardiyum hasarinda h-
FABP hizli bir sekilde kan akimina katilir ve buradaki konsantrasyonu hizla artar.
Bu sebeple de h-FABP, AME'lerin erken teshisinde ¢ok 6nemli bir biyokimyasal
markir olmaktadir.(Veerkamp et al., 1995) (Fournier et al., 1985) (Glatz et al.,
1990)
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Sekil 2.24. AME sonrast kanda cTnl ve h-FABP konsantrasyonundaki degisim

(http://www.mediphos.com)

2.9. Konjestif Kalp Yetmezligi (KKY) Tanisi

Kalbin yeterli miktarda kani dokuya ulagtiramamas1 ya da dokudaki venoz
kan1 vendz sirkiilasyona pompalayarak dokudan uzaklastiramamasina Konjestif
Kalp Yetmezligi (KKY) denir. Kalp yetmezligi siklig1 giderek artan, 6énemli bir
morbidite ve mortaliteye sahip ciddi bir saglik problemidir.
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Giiniimiizde hastanin klinigi ve ekokardiyografik bulgular1 kalp yetmezligi
tanisinda 6nemli yer tutmaktadir. Ancak kardiyak ventrikiil kaynakli yeni nesil
biyokimyasal markerler kalp yetmezligi tanisina yonelik sasirtict ipuglar
verebilmekte ve bu konuda daha da yeni kardiyak marker bulma ¢alismalar1 tim
diinyada devam etmektedir. Kalp yetmezligi tanisinda bir ¢ok biyokimyasal
parametreden faydalanilmaktadir. Kalp kasi, viicuda kan pompalamasi gorevinin
yaninda endokrin bir organdir. Bu baglamda kalbin atrium ve ventrikiil
duvarlarindaki miyosit hiicrelerinin gerimi neticesinde, atriumdan atrial natritiretik
peptid (ANP), ventrikiilden brain natritiretik peptid (BNP) salgilanir.

B-tipi natriiiretik peptid (BNP), 32 amino asitten olusan bir nérohormondur.
BNP esas olarak ventrikiillerde (biiyiik oranda sol ventrikiilde) sentez edilir, orada
depolanir ve oradan salgilanir. Daha az oranda ilk olarak tanimlandig1 beyinde (bu
nedenle 6nceleri “beyin-NP” terimi kullanilmistir) ve atriyumlarda da sentezi s6z
konusudur. Once 132 amino asit iceren prepro-BNP sentez edilir. Daha sonra
prepro-BNP 108 amino asit igeren proBNP’ye doniisiir. ProBNP proteoliz ile aktif
BNP’ye ve 76 amino asit igeren inaktif N-terminal proBNP’ye (NT-proBNP)
ayrisi.  BNP ve NT-proBNP ventrikiillerin geriliminde artis ve c¢esitli
ndrohormonal faktorlerin uyarisiyla miyositlerden ve muhtemelen bir miktar da
direkt olarak perimiyokardiyal bolgedeki fibroblastlardan, koroner siniisler

aracilityla pulsatil olarak, dolasima salgilanir.

preproBNFP (134 aa

Trnmuo|7

proBNP (108 aa)

Cardiomyocyte

COOH

physiologically

Adapted trom Mair J, Clin Chem Lab Med 2001:39:671-88 active hormone

Sekil 2.25. BNP ve NT-proBNP olusumunun sematik gosterimi

(http://sigmadiagnosticsinc.com)
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NT-pro-BNP’nin BNP ye goére gerek yari dmriiniin daha uzun olmasi
gerekse sodyum tiikketiminden ve glomeriil filtrasyon hizindan daha az etkilenir
olmast KKY tanisinda NT-pro-BNP’nin daha yaygin olarak kullanilmasinin
sebebidir (Swedberg et al., 2005) (Maisel et al., 2003) ( Maisel et al., 2004)
(Januzzi et al., 2005).

2.9.1. NT-proBNP

ProBNP'nin N-ucu fragmani olan NT-proBNP prekiirsor peptid proBNP'den
ayrilir. ilk kez bulunusu yillar 6ncesine dayanan ancak kardiyolojik olarak énemi
son zamanlarda anlagilan NT-pro-BNP giiniimiizde kalp yetmezliginin 6n tanisi
icin anlamli bulunmaktadir. Pro-B tipi natriiiretik peptit (Pro-BNP) ventrikiil
miyokardinda sentezlenen ama sadece ventrikiil i¢i voliimii, duvar gerginligi,
diastol sonu basing artisi gibi sol kalp yetmezligi hallerinde cevap olarak
plazmaya salinan bir diliretik peptitdir. Kalp yetmezligini teshisindeki spesifitesi
ve sensitivitesi % 95 civarinda oldugu American College of Cardiology ve
American Heart of Association'n 2001 pratik klavuzunda yayimlanmistir. Heniiz
asemptomatik kalp yetmezligi vakalarini belirleme de bile degerli non-invaziv bir
yontemdir. Daha 6nceden yapilan ¢alismalarda da Doust ve arkadaslari, Maisel ve
arkadaglari, Remme ve arkadaglar1 Pro-BNP’nin semptomatik kalp yetmezliginin
tanisinda kullanilabilecegini gostermislerdir (Doust et al., 2004) (Maisel., 2001)
(Remme., 2001).
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. MATERYAL METOD

3.1. Kullamlan Kimyasallar ve Cihazlar

3.1.1. Kullamilan kimyasallar

e Kadmiyum kloriir (CdCly) (Fluka)

e Tiyoglikolikasit (TGA) (HSCH2CO2H, 98%) (Merck)

e Telliir (NaHTe) (Fluka)

e Sodyum bor hidriir (NaBH4, 95%) (Riedel)

e Sodyum hidroksit (NaOH) (Sigma)

e Tiyoiire (CH4N2S, 99.5%) (Aldrich)

e 2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid (MES)

o 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodimid hidrokloriir (EDC) (Sigma)

e N-hidroksisiiksinimid (NHS) (Sigma)

e Tris-asetat-EDTA (TAE)

e Agaroz

e 2-Amino-2-(hidroksimetil)-1,3-propanediol (tris-base)

e Etilendiamintetraasetik asit (EDTA)

e rHCV coctail ( Core, NS3, NS4, & NS5) soluble for capture (2 mg/ml)
(Arista)

e rHCV coctail ( Core, NS3, NS4, & NS5) soluble for conjugate (2 mg/ml)
(Arista)
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GP41,GP36,P24 coctail (2 mg/ml) (Arista)

HbsAg mAb2 (2 mg/ml) (Artron)

HbsAg mAbl (2 mg/ml) (Artron)

4C2 (IgG2a for MAbs) (2 mg/ml) (Hytest)

19C7 (IgG2b for MADbs) (2 mg/ml) (Hytest)

24E11 (IgG2a for MAbs) (2 mg/ml) (Hytest)

15F11 (IgG2b for MAbs) (2 mg/ml) (Hytest)

9F3 (IgG1 for MAbs) (2 mg/ml) (Hytest)

10E1 (IgG1 for MADbs) (2 mg/ml) (Hytest)

Kegi anti fare [gG (ABGAM-500) (1 mg/ml) (Arista)

Groupe Servi Bio, Panel HIV

Groupe Servi Bio Panel HCV

Trina, Anti HIV (High Concentration)

Groupe Servi Bio, Panel Antigene HBs 10 Controles

HbsAg (2 different Concentrations in [U/ml)

NT-proBNP (2 different Concentrations in ng/ml)

Troponin | (2 different Concentrations in ng/ml)

Nitroseliilloz membran (CN 140) (Sartorius)

Nitroseliiloz membran (LFNC-H) (Nupore)
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Nitroseliilloz membran (LFNC-C) (Nupore)
Nitroseliiloz membran (FP) (Whatman)
Nitroseliiloz membran (CNPC-SS12) (MDI)
Ornek Uygulama pedi (GP04) (Nupore)
Konjugat ped (Release Matrix, PT1-05) (Nupore)
Emici ped (CF6) (Whatman)

Asetonitril (CH3CN) (Merck)

Metanol (CH3OH) (Merck)

Etanol (C,Hs0OH) (Merck)

N-Biitanol (CH3(CH,)3OH (Merck)
izopropil alkol (C3HgO) (Merck)

Asetik asit (CH3COOH) (Merck)

Fosforik asit (HsPO,4) (Sigma)

Amonyum hidroksit (NH;OH)

Coomassie Brilliant Blue G-250

Siikroz (Sigma)

Trehaloz (Sigma)

Fetal Bovine Serum (Bio.Ind.)

Potasyum iyodiir (KI) (Merck)
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PBS (Merck)

Membran filtre- Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Unit with Ultracel-50
membrane; 50 NMWL

Amicon Ultra-15 Centrifugal Filter Unit with Ultracel-100 membrane; 100
NMWL

Ince tabaka kromatografi kagidi1 ITLC-SG (Merck-5554).

B (Ege Universitesi Hastanesi, Niikleer Tip Anabilim Dali, Bornova,

[zmir)

Argon gazi (HABAS, Sinai ve Tibbi Gazlar Istihsal Endiistrisi A.S.)
3.1.2. Kullamlan cihazlar

TLRC Bioscan (AR2000, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii)

Kolon firin1 (Shimadzu CTO-10ASvp, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii)
Fraksiyon Kollektorii (Shimadzu FRC-10A, Niikleer Bilimler Enstitiisii)

Diyot array dedektér (DAD) (Shimadzu SPD-M20A, E.U. Niikleer

Bilimler Enstitiisii)

UV-VIS dedektér (Shimadzu SPD-10A/V, E.U. Nikleer Bilimler

Enstitiisii)

Fotodiyot Dedektor (Shimadzu, SPD-M20A, E.U. Niikleer Bilimler

Enstitiisii)

Refraktif Index Dedektdr (Shimadzu, RID-10A, E.U. Niikleer Bilimler

Enstitiisii)

Otomatik drnekleyici (SIL-20A HT, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii)
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Shimadzu LC-10Atvp (SPD-10AV) sistemi (E.U. Niikleer Bilimler
Enstitiisii)

Doz Kalibratorii (Biodex AtomLab 100 Plus, E.U. Niikleer Bilimler

Enstitiisii)

RAD-501 Cd(Te) tek kanalli gamma sayim sistemi (RAD-501, E. U.
Niikleer Bilimler Enstitiisii)

Spreyleme sistemi (Bio Dot XYZ 3060, Tiirklab Tibbi Malzemeler A.S)

Nanodrop 3300 spektroflorometre (Thermo Fisher Scientific, Tirklab
Tibbi Malzemeler A.S)

Ug boyutlu ¢alkalayici (Ika, Tiirklab Tibbi Malzemeler A.S)

Santrifiij cihaz1 (Selecta Cencom |, Tiirklab Tibbi Malzemeler A.S)
Vorteks cihazi (Ika, Tiirklab Tibbi Malzemeler A.S)

Isiticili manyetik Karistirici (Ika, Tiirklab Tibbi Malzemeler A.S)
Floresan mikroskop (Olympus BX53, E.U. Niikleer Bilimler Enstitiisii)

Polarize Istk mikroskobu (Olympus, izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii,

Kimya Boliimii)
Laminar flow kabin (Niive, Tiirklab Tibbi Malzemeler A.S)
Sentez linitesi (Radleys Carousel 6, Tiirklab Tibbi Malzemeler A.S)

UV-visible spektrofotometre (Varian Cary 50 Scan, Izmir Yiiksek

Teknoloji Enstitiisii, Kimya Boliimii)

Floresan spektrofotometre (Varian Cary Eclipse, Izmir Yiiksek Teknoloji

Enstitiisti, Kimya Boliimii)
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e Boyut ve potansiyel dl¢iim sistemi (Malvern NanoZS, Izmir Yiiksek

Teknoloji Enstitiisii,Kimya Bolimii)

e SEM (Phillips XL30 SFEG, Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Malzeme
Aragtirma Merkezi)

e HRTEM (JEOL JEM 2100F, USA, Mugla Universitesi, Merkez Arastirma

Laboratuvari)

e XRD (Philips X’Pert Pro, the Netherlands, Izmir Yiiksek Teknoloji

Enstitiisii Malzeme Arastirma Merkezi)

e Mikroplaka okuyucu (ThermoLabsystems Multiscan Spectrum, E.U.
Biyokimya Boliimii)

e Agaroz jel elektroforez (Thermo EC, E.U. Biyokimya Béliimii)

e UV 151k kaynagi (UVstar Biometra, E.U. Biyokimya Boliimii)

e Dispenser (Imagene IsoFlow dispenser ) (Tiirklab Tibbi Malzemeler A.S)
3.2. Sentez ve Konjugasyonlar

Giris boliimiinde deginilen amag¢ dogrultusunda immiinofloresans esaslt
hizli tani test kiti tasarimi igin uygun, yiiksek floresans kararliliga ve etkin
fonksiyonel gruplara sahip, biyokonjugasyona uyumlu, kuantum verimi yiiksek
CdTe/CdS-TGA kuantum noktalar segilmis ve sentezi gergeklestirilmistir.
Kuantum noktalarin tasarlanacak teste uygun monoklonal/poliklonal antikor veya
rekombinant antijenler ile konjugasyonu saglanmustir.

Sentez asamasi ic¢in gerekli olan sentez tnitesi 01040.STZ.2011-2 nolu
santez projesi kapsaminda Tiirklab Tibbi Malzemeler A.S tarafindan saglanmistir.
Sentezlenen kuantum noktalar EDC-NHS kimyas: ile monoklonal/poliklonal
antikor veya rekombinant antijenler ile konjuge edilmistir. Sentez ve konjugasyon

prosediirleri asagida verilmistir.
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3.2.1. CdTe/CdS-TGA Kuantum Noktalarin Sentezi

CdTe/CdS-TGA kuantum noktalarin sentezi kimyasal reaksiyon ile Sekil
3.1’ de gosterilen azot gazi altinda geri sogutuculu Radleys Carousel 6 Paralel
Sentez diizeneginde 3 temel basamakta gerceklestirilmistir. Reaksiyon

mekanizmasi asagidaki gibidir:

1) CdCl; +H,O + TGA + NaOH —— (1saat)

2) Te + NaBH; + H,O  Dark violet Reflux N, 80 °C
—_—

2.reaksiyon —* l.reaksiyon —>Reflux N, 110 °C

3) Thiourea + HLO ——— sonikator

1.reaksiyonda Radleys Carousel 6 Paralel Sentez Sisteminin iki boyunlu
balonu igerisine 0,5712 g Kadmiyumkloriir (CdCly) tartilmis, 110 ml H,O
icerisinde ¢Oziinmiis ve ardindan ortama 420 ul Tiyoglikolikasit (TGA)
eklenmistir. Cozelti bulaniklagmistir. Olusan bulanik ¢ozelti TGA nin Cd ile
kompleks olusturdugunu gostermistir. Cozeltinin pH:2 olarak OSlgiilmiistiir.
Cozeltinin pH’1 1M NaOH eklenerek 11 e ¢ekilmistir.  Balonjoje sekil 3.1°de
goriilen geri sogutuculu sentez diizenegine baglanmistir. Azot gazi, 1sitic1 ve
karistiricilar agilmistir. Sicaklik 80 °C ye ayarlanmistir. Sicaklik 80 °C ye

geldiginde reaksiyon 1 saat bu sicaklikta karistirilmistir.
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Sekil 3.1 Radleys Carousel 6 Paralel Sentez Sistemi igerisinde 1.reaksiyon.

2.reaksiyonda Telliir 0,0918 g tartilmis ve cam vial igerinde magnet ile
karistirlmigtir. Cam vial igerisinden azot gazi gecirilmeye baslanmistir. Uzerine
10 ml H,O eklenmis 1siticiya yerlestirilmis ve sicaklik 60 °C ye ayarlanmustir.
2.reaksiyondan gaz gecisi durduktan sonra ¢ozeltinin 2,5 ml si 1 nolu reaksiyona
eklenmistir. Daha sonra 1siticinin sicakligi 110 °C ye ayarlanmugtir.

Sekil 3.2 Radleys Carousel 6 Paralel Sentez Sistemi igerisinde 2.reaksiyon.

3.reaksiyonda 0,137 g tiyoiire tartilmis ve 6 ml H,O igerisinde ¢6ziinmiis ve
cozelti sonikatore konulmustur. 1+2.Reaksiyon 110 °C ye ulastiginda 3.

Reaksiyonun 2,5 ml si enjektdr ile ¢ekilerek reaksiyona eklenmistir.

CdTe/CdS-TGA Kuantum noktalarin sentez reaksiyonu sirasinda 90,110 °C
de ve tiyotire eklendikten 10, 30, 60, 90, 120 ve 150 dk sonra 6rnek numuneler
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almarak UV visible ve floresan spektrofotometrede dalga boyu ol¢iimleri, DLS de
boyut analizleri gergeklestirilmistir. Bu sekilde sentez asamalarinda pargaciklarin
durumu izlenmistir. Son olarakta elde edilen sentez irinii CdTe/CdS-TGA
Kuantum noktalarin DLS, TEM , TEM , AFM , SEM- EDX ve XRD analizleri
yapilmuistir.

3.2.2. CdTe/CdS-TGA  Kuantum Noktalarin  Antikor/Antijen
Konjugasyonu

Sentezlenen CdTe/CdS-TGA kuantum noktalarin EDC (karbodimid) ¢apraz
baglayict ve EDC/NHS kimyasal yontemi ile uygun monoklonal/poliklonal

antikor veya rekombinant antijenler ile konjugasyonu gerceklestirilmistir.

e 02M EDC ve 0,06M NHS 25 mM (pH 6.0) MES tamponunda
hazirlanmistir. Sentezlenen CdTe/CdS-TGA kuantum nokta (1 mg/ml)
¢ozeltisinden 2 farkli epndorfa 200’er ul alinmis ve tizerlerine 25 ul EDC
ve 25ul NHS eklenmistir. 15 dk, oda sicakliginda 1000 rpm
karistirilmustir. Daha sonra 1.ependorfa rHCV ( Core, NS3, NS4, & NS5),
2. ependorfa GP41,GP36,P24 ilave edilmis ve 3 saat oda sicakliginda
karistirmaya birakilmustir. Inkiibasyon sonunda 300 kDa membran filtre
(Sartorius Stedim Biotech) ile 4000 rpm’de DI su ile 3 kez yikanarak
baglanmayan kuantum noktalar uzaklagtirilmistir.

e 2M EDC 25 mM (pH 6.0) MES tamponunda hazirlanmistir. Sentezlenen
CdTe/CdS-TGA  kuantum nokta (1 mg/ml) ¢ozeltisinden 4 farkli
ependorfa 200’er ul alinmis ve tizerlerine 25 pl EDC eklenmistir. 15 dk,
oda sicakliginda 1000 rpm karistirilmigtir. Daha sonra 1.ependorfa HbsAg
mADb1, 2. ependorfa cTnl 1gG2b, 3.ependorfa HFABP 1gG1, 4.ependorfa
NTproBNP 1gG2b ilave edilmis ve 4 saat oda sicakliginda karistirmaya
birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 300 kDa membran filtre (Sartorius
Stedim Biotech) ile 4000 rpm’de DI su ile 3 kez yikanarak baglanmayan
kuantum noktalar uzaklastirilmistir.

Konjugasyon sonunda rHCV-Qdot, GP41,GP36,P24-Qdot, HbsAg mAb1-
Qdot, cTnl 1gG2b-Qdot, HFABP 1gG1-Qdot ve NTproBNP 1gG2b-Qdot
konjugatlarin karakterizasyonlar1 DLS, Uv-Vis Absorpsiyon Spektroskopisi,
Floresan Spektroskopisi, TEM, STEM, HPLC, TLRC ve Agaroz Jel Elektroforez
ile gerceklestirilmistir.
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Carboxyllc Pflmafy Amine Stable Coniugale
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Sekil 3.3 EDC (karbodimid) ve NHS ¢apraz baglama reaksiyon semasi.

3.3. Sentezlenen CdTe/CdS-TGA Kuantum noktalarm Optik
Karakterizasyonu

Sentezlenen kuantum noktalarin  optik  karakterizasyonu UV-Vis
Spektrometresi ve Floresans Spektrometresi ile gergeklestirilmistir. Floresan ve
UV-Vis spektrumlarindaki Gauss egrisi seklindeki pikler, kristallerin biiyiimesi ile

iligkili boyut dagilimini izlemek i¢in kullanilmistir.

Kuantum noktalarin kuantum verimi, absorpsiyon ve floresan emisyon
spektrumu ile  kuantum verimi bilinen bir boyanin fliioresansinin
karsilastirilmasiyla hesaplanmigdir. CdTe/CdS-TGA kuantum noktalarin kuantum
verimi, standart olarak suda Rodeamin 6G kullanilarak (referans kuantum verimi
0.95) asagidaki denklem yardimi ile 6lgtilmiistiir.

Int Ap n?
b= ——R—

R mtg a4 nj

¢ kuantum verimi, Int, emisyon piki altindaki alani, A eksitasyon dalga
boyundaki absorbansi, n kirilma indeksini, § R,AR ve Nr sirasiyla referansin kuantum

verimi, eksitasyon dalga boyundaki absorbansi ve kirilma indeksini ifade etmektedir.
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3.3.1. UV-Vis Absorpsiyon Spektroskopisi

CdTe/CdS-TGA kuantum noktalarin sentezi sirasinda farkli zaman
araliklarindaki  numunelerinin  fotofiziksel  karakterizasyonu  UV-visible
absorpsiyon spektroskopisi ile gergeklestirilmistir. Kuantum noktalarin spektral
ozelikleri Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii, Kimya Boliimii’nde Varian Cary 50
Scan UV-visible spectrophotometer ile 25 °C ‘de dlgiilmiistiir. Ol¢iim sirasinda
ornekler su igerisinde disperse edilmis ve 800 ul quartz kiivete yerlestirilmistir.

UV-Vis absorpsiyon spektrum 400 ile 800 nm arasinda toplanmustir.
3.3.2. Floresan Spektroskopisi

Kuantum noktalarn floresan spektroskopi o&lgiimleri Izmir Yiiksek
Teknoloji Enstitiisii, Kimya Boliimii’nde Varian Cary Eclipse fluorescence
spectrophotometer ile oda sicakliginda quartz kiivet igerisinde gerceklestirilmistir.
PL spektrumu, 475 nm bir uyarim dalga boyu kullanilarak 500 ile 750 nm

arasinda toplanmustir.

3.4. Sentez CdTe/CdS-TGA Kuantum noktalarin Yapisal
Karakterizasyonu

3.4.1. Dinamik Isik Sacilimi (DLS) Teknigi ile Parcacik Boyut
Olciimii ve Zeta Potansiyel Analiz

CdTe/CdS-TGA kuantum noktalarin boyut ve zeta potansiyel analizi [zmir
Yiiksek Teknoloji Enstitlisii, Kimya Bolimii’'nde Malvern Zetasizer Nano-ZS
cihaz1 ile gerceklestirilmistir. Kuantum noktalarin sentez sirasinda biiylimesi de
DLS tarafindan izlenmistir. Analizlenecek 6rnegin 50 pl si 1 mL distile suda
disperse edilerek tek kullanimlik plastik kiivete yerlestirilmis ve 25 °C ‘de kiiresel

nanopartikiillerin boyutu, en az 5 tekrarli olarak Zetasizer tarafindan Sl¢iilmiistiir.

3.4.2. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) ve Enerji Dagilimh
X-151m Spektroskopisi (EDX)

Sentezlenen kuantum noktalarin boyut ve yiizey 6zelliklerinin belirlenmesi
icin Izmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisii Malzeme Arastirma Merkezinde bulunan
Phillips XL30 SFEG cihazi ile SEM goriintiileri alinmistir. Analiz i¢in numune

kat1 olarak hazirlanmig, iizerine metanol eklenmis ve mikropipet yardimiyla
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cihaza ait ¢elik plakalar tizerine damlatilarak yayilmistir. Plakalar tizerindeki
metanolun ugmasi ic¢in yaklasik 5 dakika beklendikten sonra SEM goriintiileri
alinmistir. SEM’1 alinan Orneklerin elementel dagiliminin incelenmesi amaciyla

EDX analizleri gergeklestirilmistir.
3.4.3. Gecirimli Elektron Mikroskobu (TEM)

Sentezlenen kuantum noktalarin morfolojisinin incelenmesi amaciylaTEM
goriintiileri Mugla Universitesi, Merkez Arastirma Laboratuvarinda JEOL JEM
2100F, HRTEM cihaz1 ile alinmistir. Analizler i¢in bir damla kuantum nokta
sollisyonu bir bakir grid ylizeyine damlatilmis ve oda sicakliginda kurutulmustur.
Daha sonra mikroskopayerlestirilerek ve gorlintiiller 200 kV'luk bir voltaj

kullanilarak elde edilmistir.
3.4.4. Taramal Ge¢irimli Elektron Mikroskobu (STEM)

Sentezlenen kuantum noktalarin elementel analizi izmir Yiiksek Teknoloji
Enstitlisii Malzeme Arastirma Merkezinde bulunan Phillips XL30 SFEG cihazi ile
STEM goriintiileri alinmistir. Analiz i¢in numune kati olarak hazirlanmis, iizerine
metanol eklenmis ve mikropipet yardimiyla cihaza ait celik plakalar {izerine

damlatilarak kurumaya birakilmig ve STEM goriintiileri alinmustir.
3.4.5. Atomik Kuvvet Mikroskobu (Atomic Force Microscopy —~AFM)

Sentezlenen kuantum noktalarin boyut ve boyut dagilimini belirlemek icin
[zmir Yiiksek Teknoloji Enstitiisi Malzeme Arastirma Merkezinde AFM

goriintlileri alinmustir.
3.4.6. X Ismni Difraksiyonu (Kirimmmi) (XRD)

Sentezlenen kuantum noktalarin kristal formlar veya fazlar hakkinda bilgi
edinmek amaci ile toz haline getirilmis numunenin Izmir Yiiksek Teknoloji
Enstitiisii, Malzeme Arastirma Merkezinde Philips X’pert Pro X-ray

diffractometer ile XRD spektrumlart alinmigtir.
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3.5. Konjugasyonun Kalite Kontrolii

3.5.1. Bradford (Coomassie Blue) Yontemi ile Protein Miktarimin

Tayini

Bradford yontemi ile protein tayini, Coomassie Brilliant Blue G-250
kullanilarak 595 nm'de optik yogunluklarin izlenmesiyle kuantum nokta-
biyokonjugat igerisindeki protein igeriginin analizi i¢in kullanilmistir. 10 mg
Coomassie Brilliant Blue G-250, 12,5 mg %95’lik EtOH ve 14 ml %88 fosforik
asit saf su ile 250 ml ye tamamlanmis ve siizge¢ kagidi yardimiyla siiziilerek
hazirlanmistir. 10 ul 6rnek +200 ul Bradford reaktifi 10 dk oda sicakliginda
inkiibe edildikten sonra bir mikroplaka okuyucu (ThermoLabsystems Multiscan
Spectrum) ile 595 nm’de absorbanslari okunmustur. Orneklerin protein
konsantrasyonu, bir seri (0,005 mg/ml, 0,01 mg/ml , 0,025 mg/ml , 0,05 mg/ml ,
0,1 mg/ml ,0,15 mg/ml , 0,2 mg/ml, 0,25 mg/ml) BSA standartina karsilik

belirlenmistir.
3.5.2. Agaroz Jel Elektroforez

rHCV-Qdot, GP41,GP36,P24-Qdot, HbsAg mAbl-Qdot, cTnl 1gG2b-
Qdot, HFABP 1gG1-Qdot ve NTproBNP IgG2b-Qdot konjugasyonunun Kalite
kontroliiniin yapilmas1 i¢in Thermo EC Agaroz jel elektroforez sistemi
kullanilmistir. % 0,5 lik agaroz jel hazirlamak i¢in, toz agaroz tartilmis ve (Tris-
acetate-EDTA) TAE igerisinde ¢oziilmiistiir. Sonra erlendeki karisim mikrodalga
firin igerisinde, agaroz berrak bir ¢ozeltiye doniisene kadar kaynatilmistir. Daha
sonra bu ¢ozelti jel tepsisine dokiiliip, icerisine ylikleme kuyularinin olugmasi i¢in
uygun tarak yerlestirilmis ve oda sicakliginda katilagincaya kadar sogutulmustur.
Jel katilastiktan sonra tarak dikkatli bir sekilde ¢ikarilmis ve jel elektroforez
haznesine yerlestirilmistir. Jelin kaplanmasi icin yeterli miktarda TAE tamponu
elektroforez {initesine eklenmistir. Ornekler birbirini izleyen kuyucuklara asagida

belirtilen oranlarda yiiklenmistir.

e Qdot40ul

e HFABP IgG1-Qdot 40 ul

e Qdot 20 ul + HFABP IgG1-Qdot 20 ul (ependorf igerisinde karistirilarak
kuyucuga yiiklenmistir.)

e NTproBNP 1gG2b-Qdot 40 ul



o1

e Qdot 20 ul + NTproBNP IgG2b-Qdot 20 ul (ependorf igerisinde
karistirilarak kuyucuga yliklenmistir.)

e CcTnl IgG2b-Qdot 40 ul

e Qdot 20 ul + cTnl IgG2b-Qdot 20 ul (ependorf igerisinde karigtirilarak
kuyucuga yiiklenmistir.)

e rHCV-Qdot 40 ul

e Qdot 20 ul + rHCV-Qdot 20 ul (ependorf igerisinde karistirilarak
kuyucuga yiiklenmistir.)

e GP41,GP36,P24-Qdot 40 ul

e Qdot 20 ul + GP41,GP36,P24-Qdot 20 ul (ependorf igerisinde
karistirllarak kuyucuga ytliklenmistir.)

e HbsAg mAbl-Qdot 40 ul

e Qdot 20 ul + HbsAg mAb1-Qdot 20 ul (ependorf igerisinde karistirilarak
kuyucuga yiiklenmistir.)

Jel haznesinin kapagi kapatilarak 98 V. uygulanmistir (Yaklasik 25-30 dk). Bu
siire sonunda akim kapatilmis elektrod ve jel haznesinin kapagi cikartilarak jel
disar1 alinmis ve UVstar Biometra (365nm) 151k iizerine yerlestirilerek fotografi

cekilmistir.
3.5.3. Yiiksek performansh sivi kromatografi (HPLC)

Qdot, rHCV ( Core, NS3, NS4, & NS5) antijeni ve rHCV-Qdot bilesiklerine
ait HPLC analizleri sentez iirlinliniin yapilasal analizi ve konjugasyonun kalite
kontrolinde molekiill agirhgma gore ayirma saglayan Nucleogel 40:8-OH gel
permeation kromatografik kolonu kullanilarak kolon firmi (Shimadzu CTO-
10ASvp) ve diisik basingl dortlii pompa iizerinde UV-VIS (SPD-10A/V)
dedektorti, diyod array dedektorii (DAD) (Shimadzu SPD-M20A), fraksiyon
kollektorii (FRC-10A) ile otomatik ornekleyici (SIL-20A HT) igeren Shimadzu
LC-10Atvp (SPD-10AV) sistemi kullanilmigtir. Floresan Dedektor Ex:475 nm,
Em: 540 nm ,UV dedektorii:300 nm, Enjeksiyon hacmi:60 ul, akis hizi:1 ml/dk
kosullarinda uygulanilmigtir.

3.5.4. 1 ile Radyoisaretlenme Cahsmalari
B jle isaretleme c¢aligmalart i¢in iodojen yontemi kullanilmistir. 250 pg
iodojen 250 pL diklorometanda ¢oziilmiis ve cam tiiplerin i¢ine konulmustur.

Daha sonra bu tiipler diklorometanin buharlagsmasi i¢in 1 giin boyunca oda
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sicakliginda bekletilmistir ve bu sekilde iodojenin cam ylizeyine bir film tabakasi
seklinde kaplanmasi saglanmistir. Bu film kapli tiiplere 100 uL 6rnek ve 100 uCi
B jlave edilmis ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibe edilerek radyoiyodinasyon
gerceklestirilmistir. Isaretli bilesige ait baglanma verimi TLRC yontemi

kullanilarak hesaplanmustir.
3.5.4.1. Ince Tabaka Radyo Kromatografisi (TLRC)

TLRC i¢in kalinliklar1 0.1 mm olan 20 x 20 cm seliilozla kapli plastik
tabakalar kullanilmis ve bu kagitlar 1.50 x 10 cm’lik seritler halinde kesilmistir.
Hazirlanan seritlerin {izerine tabandan 1 cm yukariya kapiler yardimiyla 2’ser ul
radyoaktif bilesenler damlatilmigtir. Maddelerin uygulandigi bu seritler igerisinde
banyo ¢ozeltisi igeren TLRC tankina konmustur. Tanktaki ¢oziiciiniin yaklasik 8
cm kadar ilerlemesinden sonra seritler tank icerisinden ¢ikartilip oda sicakliginda
kurutulmustur. Kurutulan radyoisaretli 6rnekler dis yiizeyi yapiskan bir bantla
kaplanarak herhangi bir kontaminasyona neden olmadan Ege Universitesi,
Niikleer Bilimler Enstitiisiin’de bulunan TLC Scanner (Bioscan AR2000)
cihazinda aktivite sayimlari alinmistir. Elde edilen kromatogramlardan Ry
(Relative Front) degeri ve isaretlenme verimleri tespit edilmistir. Optimizasyon
caligmas1 sonucunda verim ve Rt degerleri kiyaslanarak optimum banyo ¢ozeltisi

tespit edilmistir. Asagida optimizasyonu yapilan ¢ozelti ve oranlari agiklanmustir.
TLRC-1: n-biitanol/etil alkol/0,2N NH4OH (5:2:1)
TLRC-2: n-biitanol/distile su/asetik asit (4:2:1)
TLRC-3: izopropil alkol/n-biitanol/0,2N NH,OH (4:2:1)
3.5.5. Fotostabilite Calismasi

Karanlikta 4 °C'de depolanan rHCV-Qdot, GP41,GP36,P24-Qdot, HbsAg
mAb1-Qdot, cTnl IgG2b-Qdot, hFABP 1gG1-Qdot, NT-proBNP IgG2b-Qdot
konjugatlarin fotostabilitesi 30 giin boyunca floresans yogunlugu Oolgiilerek
izlenmistir.  Olgiimler 2ul  6rnek  hacmi  kullanilarak ~ Nanodrop3300
spektroflorometre (Thermo Fisher Scientific Inc. USA) ile gergeklestirilmistir.
Ayrica antijen/antikor konjugasyonunun CdTe/CdS-TGA Kuantum Noktalarin
floresanst tlizerindeki etkiside bu cihaz ile elde edilen floresan spektrumlarindaki
RFU (relative fluorescence units) degerleri karsilastirilarak incelenmistir.
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3.6. Tam Kitinin Tasarlanmasi

3.6.1. Antikor/Antijen Konjuge Kuantum Noktalarin Konjugat Ped

Yiizeyine Immobilizasyonu

Konjugat pede, test ve kontrol ¢izgisini goriiniir hale getirebilmek igin test
ve kontrol c¢izgisine emdirilen monoklonal/poliklonal antikor veya antijenlerle
etkilesime girecek floresan 6zellik gosteren monoklonal antikor veya antijenlerle
konjuge kuantum noktalar uygulanmistir. Uygulamadan once Antikor/Antijen
Kuantum nokta konjugatlarin igerisine %20 siikroz ve %S5 trehaloz olacak sekilde
seker ilavesi yapilmistir. Her test icin spesifik antijen/antikorlar ile konjuge

kuantum noktalar asagida Cizelge 3.1 verilmistir.

Cizelge 3.1 Konjugat pede immobilize edilen antikor/antijen-Qdot

Test Kiti Konjugat Ped
HCV rHCV coctail ( Core, NS3, NS4, & NS5) soluble for
conjugate (AGHCV-0232) -Qdot
HIV GP41,GP36,P24 coctail - Qdot
HbsAg HbsAg mAb1- Qdot
Troponin | 19C7 (1gG2b for MAbs)- Qdot
hFABP 10E1 (IgG1 for MAbs) - Qdot
NT-proBNP 15F11 (IgG2b for MAbs)- Qdot

Antikor/Antijen Konjuge Kuantum Noktalarin Konjugat Ped Yiizeyine

Immobilizasyon i¢in 2 yéntem kullanilmugtir;

Emdirme metodu : Bu yontemde mikropipet yardimiyla alinan kuantum
nokta-antikor/antijen konjugatlar (Cizelge 3.1) 0,5 cm x 30 cm konjugat ped
(Release Matrix,PT1-05) (Nupore) yiizeyine 135 ul olacak sekilde uygulanmstir.

37 ° C de etiiv igerisinde gece boyu kurumaya birakilmistir.

Dispenser ile spreyleme metodu : Bu metod igin Imagene IsoFlow
Dispenser kullanilmigtir. Kuantum nokta-antikor/antijen konjugatlar .(Cizelge 3.1)
0,5 cm x 30 cm konjugat ped (Release Matrix,PT1-05) (Nupore) yiizeyine 135 ul
olacak sekilde dispenser ile uygulanmistir ve 37 ° C de etiiv igerisinde gece boyu

kurumaya birakilmigtir.
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Sekil 3.4 Imagene IsoFlow Dispenser ile Spreyleme metodu

3.6.2. Antikor/Antijenlerin Membran Yiizeyine Immobilizasyonu

Uygun nitroseliiloz membranmn belirlenmesi i¢in farkli por c¢aplarinda
membranlar kullanilmistir. Gelistirilecek test i¢in Nupore LFNC-C 8 pm, 10 pm,
12 pum, Nupore LFNC-H 15 pm, Whatman immunopore FP, MDI CNPC-SS12 10
um, 12 pum, 15 pum, Sartorius CN140 10 um por g¢apina sahip nitroseliiloz

membranlar tizerinde esit hacimli ornek numunelerin ilerleme siireleri test

edilmistir.

Nitroselilloz membran ylizeyine T ve C ¢izgileri

yardimiyla imobilize edilmistir. Dispenserin ¢alisma kosullar1 asagidaki Cizelge

3.2°de verilmistir.

Cizelge 3.2 Dispenser ¢alisma kosullari

Imagene

Movement :

Pump 1 (Tcizgisi)

Pump 2 (C ¢izgisi)

Dispence distend 300 mm

Dispence Rate: 0,1 (ul/mm)

Dispence Rate: 0,1 (ul/mm)

Dispence speed (mm/s) 28

Aspirate Rate: 50

Aspirate Rate: 50

Return speed 300 mm/s

Start Pause: -0,1

Start Pause: -0,1

Start position 0

Stop Pause: 0

Stop Pause: 0

Return pause 0.05 s

250

250

Lower nozzles 0,5

In volume 40

In volume 40

Raise nozzles 0,5

Out volume 50

Out volume 50

IsoFlow
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Sekil 3.5 Imagene IsoFlow Dispenser ile T ve C ¢izgilerinin immobilizasyonu
3.6.2.1. T ¢izgi Antikor/Antijenlerin immobilizasyonu

Nitroselilloz membrana, T ¢izgisini olusturabilmek i¢in konjugat pade
emdirilen antijen/antikor ile konjuge kuantum noktalarin tutunabilecegi spesifik
rekombinant antijenler veya monoklonal antikorlar emdirilmistir. Her test i¢in
spesifik antijen/antikorlar Cizelge 3.3’de verilmistir. Membranin protein baglama
kapasitesi yaklasik 4 mg/ml dir. Her test i¢cin emdirilen antikor miktar: istenilen
sinyalin alinmasi1 i¢in optimize edilmistir. 0,5 mg/ml, 1 mg/ml, 1,5 mg/ml, 2
mg/ml, 2,5 mg/ml, 3 mg/ml, 3,5 mg/ml ve 4 mg/ml konsantrasyonda antikorlar
nitroseliiloz membranin T ¢izgisi alanina Imagene IsoFlow dispenser ile

emdirilmis ve pozitif kontroller ile denemeler gerceklestirilmistir.

Cizelge 3.3 Test ¢izgisine immobilize edilen antikor/antijen

Test Kiti Test Cizgisi
HCV rHCV coctail (Core, NS3, NS4, & NS5) soluble for
capture (AGHCV-0231) (2 mg/ml)
HIV GP41,GP36,P24 coctail (2 mg/ml)
HbsAg HbsAg mAb2 (2 mg/ml)
Troponin | 4C2 (IgG2a for MADs) (2 mg/ml)
hFABP 9F3 (1gG1 for MADs) (2 mg/ml)

NT-proBNP 24E11 (1gG2a for MADbs) (2 mg/ml)
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3.6.2.2. C cizgi Antikor/Antijenlerin Immobilizasyonu

Nitroseliiloz membrana, C ¢izgisini olusturabilmek ic¢in konjugat pade
emdirilen antijen/antikor ile konjuge kuantum noktalarin tutunabilecegi
monoklonal/poliklonal antikorlar konsantrasyonu 1 mg/ml olacak sekilde
emdirilmistir. Teste gore C c¢izgisine emdirilen antikorlar ¢izelge 3.4°de

verilmistir.

Cizelge 3.4 Kontrol ¢izgisine immobilize edilen antikor/antijen

Test Kiti Kontrol ¢izgisi

HCV Kegi anti fare IgG (ABGAM-500) (1 mg/ml)
HIV Kegi anti fare IgG (ABGAM-500) (1 mg/ml)
HbsAg Kegi anti fare IgG (ABGAM-500) (1 mg/ml)
Troponin | Kegi anti fare IgG (ABGAM-500) (1 mg/ml)
NT-proBNP Kegi anti fare IgG (ABGAM-500) (1 mg/ml)
hFABP Kegi anti fare IgG (ABGAM-500) (1 mg/ml)

3.6.2.3. Nitroseliiloz Membranin Bloklanmasi

Nitroselilloz membran, T ve C ¢izgisi antikor/antijenleri immobilize
edildikten sonra % 4 siikroz, % 0,5 BSA igeren PBS PH:7.4 blok soliisyon
igerisine daldirilmistir. 30 dk 37 © C de bloklama gerceklestirilmistir. Daha sonra
blok soliisyon igerisinden ¢ikartilarak 37 ° C de gece boyu inkiibasyona devam

edilmistir.
3.6.3. Test Komponentlerinin Birlestirilmesi (Laminasyon)

Test komponentlerinin  laminasyonu nemin %25 oldugu ortamda
gerceklestirilmistir. Ornek uygulama pedi 0,5 cm konjugat ped iizerine , konjugat
ped ve emici ped 0,5 cm nitrosiililoz membran {lizerine gelecek sekilde sirtlik
iizerine yerlestirilmistir. Laminasyonu yapilan tabakalar 0,3 mm olacak sekilde

kesilmistir.
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rHCV-QDot rHCV Keci Anti
(Core.NS3NS4.NS5)  paje 1gG

I ' T
[

Membran

11 | 1 |

Ornek Uygulama Konjugat Test Kontrol Emici Ped
Pedi Ped Cizgisi Cizgisi

Sekil 3.6 HCV tani kiti tasarimi1

GP41,GP36, Keci Anti
P24-QDot CPALGTIGR2 Fare IgG
l I l Nitroseliiloz
r Membran

l | l

Ornek Uygulama Konjugat Test Kontrol Emici Ped
Pedi Ped Cizgisi Cizgisi

Sekil 3.7 HIV tani kiti tasarimi

Keci Anti
HbsAgmAD1-QDot  HbsAgmAb2  p 5

I T .
[

Membran

|

Ornek Uygulama Konjugat Test Kontrol Emici Ped
Pedi Ped Cizgisi Cizgisi

Sekil 3.8 HbsAg tani kiti tasarimi
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Keci Anti
¢Tnl IgG2b-QDot  ¢Tnl IgG2a Fare IgG
] I ] Nitroseliiloz
r Membran
Ornek Uygulama Konjugat Test Kontrol Emici Ped
Pedi Ped Cizgisi Cizgisi

Sekil 3.9 Troponin I tani kiti tasarimi

Keci Anti
hFABP IgG1-QDot hFABP IgG1 Fare IgG
] ] ] Nitroseliiloz
R Membran
Xy
Ornek Uygulama Konjugat Test Kontrol Emici Ped
Pedi Ped Cizgisi Cizgisi

Sekil 3.10 hFABP tani kiti tasarimi

NT-proBNP NT-proBNP Keci Anti
IgG2b-QDot IgG2a Fare IgG
l l ] Nitroseliiloz
r Membran
Ornek Uygulama Konjugat Test Kontrol Emici Ped
Pedi Ped Cizgisi Cizgisi

Sekil 3.11 NT-proBNP tani kiti tasarimi
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3.7. Tam Kitinin Standardizasyon ve Validasyonu
3.7.1. Qdot-HCV Tam Kkiti

Anti-HCV testi, HCV genomunun korunmus sekanslari olan Core, NS3,
NS4, NS5 gen bolgeleri tarafindan kodlanan antijenlere kars1 gelistirilen
antikorlarin insan serum ya da plazmasinda kalitatif olarak tespitinde kullaniimak

lizere tasarlanmistir.

Numune, 6rnek uygulama pedine damlatilmistir. Eger ornekte anti-HCV
bulunuyorsa anti-HCV, kuantum noktalar ile konjuge edilmis rekombinant HCV
antijenlerine baglanir. Bu kompleks birlikte “T” test ¢izgisine ilerler. Kuantum
noktalar ile konjuge edilen hareketli rekombinant HCV antijenlerine baglanan
anti-HCV antikorlar1 “T” test c¢izgisindeki rekombinant HCV antijenlerine
baglanarak immobilize olur ve “T” test ¢izgisinde kuantum noktalarin birikmesine
bagli, pozitif test sonucunu belirten floresan 6zellikte bir test ¢izgisi olusmasina
sebep olur. Eger numunede anti-HCV yoksa numune, (serbest) kuantum noktalar
ile konjuge edilmis rekombinant HCV antijenleri ile birlikte “T” test alanina
dogru hareket eder. immobilize edilmis HCV antijenleri mobilize kuantum
noktalar ile konjuge edilmis HCV antijenlerine baglanamaz ve “T” test alaninda
floresan 6zellikte bir ¢izgi olusmaz. Bu da negatif test sonucunu gosterir. Ornekte
anti-HCV varligina bagl olmaksizin kuantum noktalar ile konjuge edilmis
rekombinant HCV antijenleri, numune “C” kontrol alanindan gegerken, “C”
kontrol alaninda immobilize edilmis ke¢i anti-fare IgG poliklonal antikorlarina
baglanir. Bu sebeple kuantum noktalarin “C” kontrol alaninda birikmesine bagl
olarak UV altinda test sonucunun gegerli oldugunu gosteren floresan 6zellikte bir
kontrol ¢izgisi olusur. Her kosulda “C” kontrol alaninda renkli bir ¢izgi
olusmalidir, eger “C” kontrol alaninda gozle goriilebilir renkli bir ¢izgi yok ise

test sonucu gecersiz olarak yorumlanir.

Test uygulama prosediirii: Test ve serum / plazma numuneleri oda
sicakligina getirilmigtir. Serum / plazma damlalik ile ¢ekilmis ve tani kitinin 6rnek
uygulama kismma 2 damla (60 pl) damlatilmistir ve emilimi beklenmistir.
Sonuglar 15 dakika igerisinde okunmustur. . Anti-HCV tam kitlerinin kontrolii
icin Seracare 300 S/CO, Seracare 5 S/CO pozitif kontrol, Seracare HBsSAg
pozitif-HCV negatif kontrol, Seracare HIV pozitif-HCV negatif, Seracare HBsAb
pozitif-HCV negatif kontrol ve Trina Negatif kontrol kullanilmistir. Ayrica testler
SFTS 1997 HCV panel (50 iiye) ile test edilmistir.
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Negatif : Sadece “C” alaninda bir renkli ¢izgi goriilmesi hepatit C

antikorlariin var olmadigini gosterir.

Pozitif : “C” ve “T” alanlarinda birer renkli ¢izgi goriilmesi, hepatit C
antikorlarmin varligin1 gosterir. Diislik konsantrasyonlardaki hepatit C ylizey
antikorlar1 “T” alaninda silik bir ¢izgi olugsmasina sebep olabilir.“T” alaninda silik

bir ¢izgi dahi goriilmesi “pozitif” olarak yorumlanmalidir.

Gecersiz: Hicbir renkli ¢izgi gériinmiiyor ya da sadece “T” alaninda renkli
bir ¢izgi goriiniiyorsa test gecersizdir. C ¢izgisinin olugsmamasi genellikle yetersiz

numune kullanimi ya da test prosediiriiniin yanlis uygulanmasindan kaynaklanir.

ol(I )+ ol - ol (. ) o -

NEGATIF POZITiF GEGERSIZ GEGERSiZ

Sekil 3.12 HCV tan1 kitnin uygulanmasi ve sonuglarin degerlendirilmesi

3.7.2. Qdot-HIV Tam kiti

Anti-HIV testi, HIV (gp4l, gp36, p24) antijenlere karsi gelistirilen
antikorlarin insan serum ya da plazmasinda kalitatif olarak tespitinde kullanilmak

iizere tasarlanmistir.

Numune, 6rnek uygulama pedine damlatilmistir. Eger ornekte anti-HIV
bulunuyorsa anti-HIV, kuantum noktalar ile konjuge edilmis rekombinant HIV
antijenlerine baglanir. Bu kompleks birlikte “T” test ¢izgisine ilerler. Kuantum
noktalar ile konjuge edilen hareketli rekombinant HIV antijenlerine baglanan anti-
HIV antikorlar1 “T” test ¢izgisindeki rekombinant HIV antijenlerine baglanarak
immobilize olur ve “T” test ¢izgisinde kuantum noktalarin birikmesine bagl,
pozitif test sonucunu belirten floresan 6zellikte bir test ¢izgisi olugsmasina sebep
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olur. Eger numunede anti-HIV yoksa numune, (serbest) kuantum noktalar ile
konjuge edilmis rekombinant HIV antijenleri ile birlikte “T” test alanina dogru
hareket eder. immobilize edilmis HIV antijenleri mobilize kuantum noktalar ile
konjuge edilmis HIV antijenlerine baglanamaz ve “T” test alaninda floresan
ozellikte bir ¢izgi olusmaz. Bu da negatif test sonucunu gosterir. Ornekte anti-
HIV varligina bagl olmaksizin kuantum noktalar ile konjuge edilmis rekombinant
HIV antijenleri, numune “C” kontrol alanindan gegerken, “C” kontrol alaninda
immobilize edilmis kegi anti-fare IgG poliklonal antikorlarina baglanir. Bu
sebeple kuantum noktalarin “C” kontrol alaninda birikmesine bagl olarak UV
altinda test sonucunun gegerli oldugunu gosteren floresan ozellikte bir kontrol
cizgisi olusur. Her kosulda “C” kontrol alaninda renkli bir ¢izgi olusmalidir, eger
“C” kontrol alaninda gozle goriilebilir renkli bir ¢izgi yok ise test sonucu gegersiz

olarak yorumlanir.

Test uygulama prosediiri: Test ve serum / plazma numuneleri oda
sicakligina getirilmistir. Serum / plazma damlalik ile ¢ekilmis ve tani kitinin 6rnek
uygulama kismma 2 damla (60 pl) damlatilmistir ve emilimi beklenmistir.
Sonuglar 15 dakika igerisinde okunmustur. Anti-HIV tani kitlerinin kontrolii i¢in
Seracare 200 S/CO, Seracare 3.2 S/CO pozitif kontrol, Seracare HCV pozitif-
HIV negatif kontrol ve Trina Negatif kontrol kullanilmigtir. Ayrica testler SFTS
2006 HIV panel (40 tiye) ile test edilmistir.

Negatif : Sadece “C” alaninda bir renkli ¢izgi goriilmesi HIV antikorlarinin

var olmadigini gosterir.

Pozitif : “C” ve “T” alanlarinda birer renkli ¢izgi gorilmesi, HIV
antikorlarinin varligin1 gosterir. Diislik konsantrasyonlardaki HIV antikorlar1 “T”
alaninda silik bir ¢izgi olugmasina sebep olabilir.“T” alaninda silik bir ¢izgi dahi

goriilmesi “pozitif” olarak yorumlanmalidir.

Gecersiz: Higbir renkli ¢izgi goriinmiiyor ya da sadece “T” alaninda renkli
bir ¢izgi goriiniiyorsa test gegersizdir. C ¢izgisinin olusmamas1 genellikle yetersiz

numune kullanimi ya da test prosediiriiniin yanlis uygulanmasindan kaynaklanir.
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Sekil 3.13 HIV tani kitnin uygulanmasi ve sonuglarin degerlendirilmesi

3.7.3. Qdot-HbsAg Tam Kiti

HbsAg testi, Hepatit B Virlisii yiizey antijenlerinin insan serum ya da

plazmasinda kalitatif olarak tespitinde kullanilmak {izere tasarlanmistir.

Numune, 6rnek uygulama pedine damlatilmistir. Eger o6rnekte HbsAgQ
bulunuyorsa HbsAg, kuantum noktalar ile konjuge edilmis anti-HBs monoklonal
antikorlarina baglanir. Bu kompleks birlikte “T” test ¢izgisine ilerler. Kuantum
noktalar ile konjuge edilen hareketli anti-HBs antikorlarina baglanan HbsAg “T”
test cizgisindeki anti-HBs monoklonal antikorlarina baglanarak immobilize olur
ve “T” test ¢izgisinde kuantum noktalarin birikmesine bagli, pozitif test sonucunu
belirten floresan o6zellikte bir test ¢izgisi olusmasina sebep olur. Eger numunede
HbsAg yoksa numune, (serbest) kuantum noktalar ile konjuge edilmis anti-HBs
antikolari ile birlikte “T” test alanina dogru hareket eder. Immobilize edilmis anti-
HBs antikorlart mobilize kuantum noktalar ile konjuge edilmis anti-HBs
antikorlarina baglanamaz ve “T” test alaninda floresan 6zellikte bir ¢izgi olusmaz.
Bu da negatif test sonucunu gosterir. Ornekte HbsAg varligma bagl olmaksizin
kuantum noktalar ile konjuge edilmis anti-HBs antikolari, numune “C” kontrol
alanindan gegerken, “C” kontrol alaninda immobilize edilmis ke¢i anti-fare 1gG
poliklonal antikorlarina baglanir. Bu sebeple kuantum noktalarin “C” kontrol
alaninda birikmesine bagli olarak UV altinda test sonucunun gegerli oldugunu
gosteren floresan Ozellikte bir kontrol ¢izgisi olusur. Her kosulda “C” kontrol
alaninda renkli bir ¢izgi olusmalidir, eger “C” kontrol alaninda gozle goriilebilir

renkli bir ¢izgi yok ise test sonucu gecersiz olarak yorumlanir.
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Test uygulama prosediirii: Test ve serum / plazma numuneleri oda
sicakligina getirilmistir. Serum / plazma damlalik ile ¢ekilmis ve tani kitinin drnek
uygulama kismina 3 damla (100 ul) damlatilmistir ve emilimi beklenmistir.
Sonuglar 15 dakika igerisinde okunmustur. HBSAg tani Kkitlerinin kontroli igin
Seracare Inc. 1000 1u/ml, 500 1u/ml, 250 w/ml, 100 1u/ml, 50 u/ml, 9 u/ml ve 4.5
w/ml HbsAg pozitif kontrol, Seracare HCV pozitif-HBsAg negatif, HIV pozitif-
HBsAg negatif, HbsAb pozitif-HBsAg negatif kontrol ve Trina Negatif kontrol

kullanilmustir.

Negatif : Sadece “C” alaninda bir renkli ¢izgi goriilmesi hepatit B yiizey
antijenlerinin var olmadigini gosterir.

Pozitif : “C” ve “T” alanlarinda birer renkli ¢izgi goriilmesi, hepatit B
yiizey antijenlerinin varligin1 gosterir. Diisiik konsantrasyonlardaki hepatit B
yiizey antijenleri “T” alaninda silik bir ¢izgi olusmasina sebep olabilir.“T”

alaninda silik bir ¢izgi dahi goériilmesi “pozitif” olarak yorumlanmalidir.
Gegersiz: Hicbir renkli ¢izgi gorlinmiiyor ya da sadece “T” alaninda renkli

bir ¢izgi goriiniiyorsa test gecersizdir. C ¢izgisinin olugsmamasi genellikle yetersiz

numune kullanimi ya da test prosediiriiniin yanlis uygulanmasindan kaynaklanir.

ol (I )+ ol - ool ) o =

NEGATIF POZITIF GEGERSIZ GEGERSIZ

Sekil 3.14 HbsAG tani kitnin uygulanmasi ve sonuglarin degerlendirilmesi
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3.7.4. Qdot-Troponin I (cTnl) Tam Kiti

Troponin | testi, miyokardiyal enfarktiis'tiin (ME) teshisine yardimci olmak
amaciyla, insan serum/ plazma da kardiyak Troponin I'mn kalitatif tespitinde

kullanilmak iizere tasarlanmistir.

Numune, 6rnek uygulama pedine damlatilmistir. Eger 6rnekte Troponin |
bulunuyorsa Troponin I, kuantum noktalar ile konjuge edilmis cTnl antikoruna
baglanir. Bu kompleks birlikte “T” test ¢izgisine ilerler. Kuantum noktalar ile
konjuge edilen hareketli cTnl antikoruna baglanan Troponin | “T” test
cizgisindeki cTnl antikoruna baglanarak immobilize olur ve “T” test ¢izgisinde
kuantum noktalarin birikmesine bagli, pozitif test sonucunu belirten floresan
ozellikte bir test ¢izgisi olugsmasina sebep olur. Eger numunede Troponin | yoksa
numune, (serbest) kuantum noktalar ile konjuge edilmis cTnl antikoru ile birlikte
“T” test alanina dogru hareket eder. Immobilize edilmis c¢Tnl antikoru mobilize
kuantum noktalar ile konjuge edilmis cTnl antikoruna baglanamaz ve “T” test
alaninda floresan 6zellikte bir ¢izgi olusmaz. Bu da negatif test sonucunu gosterir.
Ornekte Troponin | varligma bagli olmaksizin kuantum noktalar ile konjuge
edilmis cTnl antikoru, numune “C” kontrol alanindan gecerken, “C” kontrol
alaninda immobilize edilmis keci anti-fare IgG poliklonal antikorlarina baglanir.
Bu sebeple kuantum noktalarin “C” kontrol alaninda birikmesine bagli olarak UV
altinda test sonucunun gegerli oldugunu gosteren floresan ozellikte bir kontrol
cizgisi olusur. Her kosulda “C” kontrol alaninda renkli bir ¢izgi olusmalidir, eger
“C” kontrol alaninda gézle goriilebilir renkli bir ¢izgi yok ise test sonucu gegersiz

olarak yorumlanir.

Test uygulama prosediirii: Test ve serum / plazma numuneleri oda
sicakligina getirilmistir. Serum / plazma damlalik ile ¢ekilmis ve tani kitinin 6rnek
uygulama kismma 2 damla (60 pl) damlatilmigtir ve emilimi beklenmistir.
Sonuglar 15 dakika igerisinde okunmustur. Troponin | tan1 kitlerinin kontroli igin
Trina 1nc. Troponin | 1000 ng/ml pozitif kontrol, 5 ng/ml pozitif kontrol ve Trina
Negatif kontrol kullanilmistir.

Negatif : Sadece “C” alaninda bir renkli ¢izgi goriilmesi Troponin I’nin var

olmadigin1 gosterir.

Pozitif : “C” ve “T” alanlarinda birer renkli ¢izgi goriilmesi, Troponin |
varligint gosterir. Diisiik konsantrasyonlardaki Troponin | “T” alaninda silik bir
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¢izgi olusmasma sebep olabilir.“T” alaninda silik bir ¢izgi dahi gorilmesi

“pozitif” olarak yorumlanmalidir.

Gecersiz: Hicbir renkli ¢izgi goériinmiiyor ya da sadece “T” alaninda renkli
bir ¢izgi goriiniiyorsa test gecersizdir. C ¢izgisinin olusmamasi genellikle yetersiz

numune kullanimi ya da test prosediiriiniin yanlis uygulanmasindan kaynaklanir.
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NEGATIF POZITIF GEGERSIZ GEGERSIZ

Sekil 3.15 Troponin I tani kitnin uygulanmasi ve sonuglarin degerlendirilmesi
3.7.5. Qdot-hFABP Tam Kiti

Akut miyokardiyal enfarktiisiin (AMI) erken teshisine yardimci olmak
amaciyla, insan serum/ plazma sinda hFABP ' kalitatif tespitinde kullanilmak

lizere tasarlanmustir.

Numune, 6rnek uygulama pedine damlatilmistir. Eger ornekte hFABP
bulunuyorsa hFABP, kuantum noktalar ile konjuge edilmis hFABP antikoruna
baglanir. Bu kompleks birlikte “T” test ¢izgisine ilerler. Kuantum noktalar ile
konjuge edilen hareketli hFABP antikoruna baglanan hFABP “T” test ¢izgisindeki
hFABP antikoruna baglanarak immobilize olur ve “T” test ¢izgisinde kuantum
noktalarin birikmesine baglh, pozitif test sonucunu belirten floresan 6zellikte bir
test ¢izgisi olugmasina sebep olur. Eger numunede hFABP yoksa numune,
(serbest) kuantum noktalar ile konjuge edilmis hFABP antikoru ile birlikte “T”
test alania dogru hareket eder. Immobilize edilmis hFABP antikoru mobilize
kuantum noktalar ile konjuge edilmis hFABP antikoruna baglanamaz ve “T” test
alaninda floresan ozellikte bir ¢izgi olusmaz. Bu da negatif test sonucunu gosterir.
Ornekte hFABP varligina bagli olmaksizin kuantum noktalar ile konjuge edilmis
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hFABP antikoru, numune “C” kontrol alanindan gegerken, “C” kontrol alaninda
immobilize edilmis keci anti-fare IgG poliklonal antikorlarina baglanir. Bu
sebeple kuantum noktalarin “C” kontrol alaninda birikmesine bagli olarak UV
altinda test sonucunun gegerli oldugunu gosteren floresan 6zellikte bir kontrol
cizgisi olusur. Her kosulda “C” kontrol alaninda renkli bir ¢izgi olusmalidir, eger
“C” kontrol alaninda gozle goriilebilir renkli bir ¢izgi yok ise test sonucu gegersiz

olarak yorumlanir.

Test uygulama prosediirii: Test ve serum / plazma numuneleri oda
sicakligina getirilmistir. Serum / plazma damlalik ile ¢ekilmis ve tani kitinin 6rnek
uygulama kismima 2 damla (60 pl) damlatilmistir ve emilimi beklenmistir.
Sonuglar 15 dakika igerisinde okunmustur. hFABP tani kitlerinin kontroli igin
Trina inc. hFABP 1000 ng/ml pozitif kontrol, 6,5 ng/ml pozitif kontrol ve Trina
Negatif kontrol kullanilmustir.

Negatif : Sadece “C” alaninda bir renkli ¢izgi goriilmesi hFABP i var

olmadigini gosterir.

Pozitif : “C” ve “T” alanlarinda birer renkli ¢izgi goriilmesi, hFABP
varligini1 gosterir. Diisiik konsantrasyonlardaki hFABP “T” alaninda silik bir ¢izgi
olusmasina sebep olabilir.“T” alaninda silik bir ¢izgi dahi goriilmesi “pozitif”

olarak yorumlanmalidir.
Gegersiz: Hicbir renkli ¢izgi gorlinmiiyor ya da sadece “T” alaninda renkli

bir ¢izgi goriiniiyorsa test gecersizdir. C ¢izgisinin olugsmamasi genellikle yetersiz

numune kullanimi ya da test prosediiriiniin yanlis uygulanmasindan kaynaklanir.

ol )+ o] Fol( )k -
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Sekil 3.16 hFABP tani1 kitnin uygulanmasi ve sonuglarin degerlendirilmesi
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3.7.6. Qdot-NT-pro BNP Tam Kiti

Konjestif Kalp Yetmezligi (CHF) erken teshisine yardime1 olmak amaciyla,
insan serum/ plazma sinda NT-pro BNP 'in kalitatif tespitinde kullanilmak tizere

tasarlanmistir.

Numune, 6rnek uygulama pedine damlatilmistir. Eger 6rnekte NT-pro BNP
bulunuyorsa NT-pro BNP, kuantum noktalar ile konjuge edilmis NT-pro BNP
antikoruna baglanir. Bu kompleks birlikte “T” test ¢izgisine ilerler. Kuantum
noktalar ile konjuge edilen hareketli NT-pro BNP antikoruna baglanan NT-pro
BNP “T” test ¢izgisindeki NT-pro BNP antikoruna baglanarak immobilize olur ve
“T” test ¢izgisinde kuantum noktalarin birikmesine bagli, pozitif test sonucunu
belirten floresan 6zellikte bir test ¢izgisi olusmasina sebep olur. Eger numunede
NT-pro BNP yoksa numune, (serbest) kuantum noktalar ile konjuge edilmis NT-
pro BNP antikoru ile birlikte “T” test alanina dogru hareket eder. Immobilize
edilmis NT-pro BNP antikoru mobilize kuantum noktalar ile konjuge edilmis NT-
pro BNP antikoruna baglanamaz ve “T” test alaninda floresan &zellikte bir ¢izgi
olusmaz. Bu da negatif test sonucunu gosterir. Ornekte NT-pro BNP varligina
bagli olmaksizin kuantum noktalar ile konjuge edilmis NT-pro BNP antikoru,
numune “C” kontrol alanindan gecerken, “C” kontrol alaninda immobilize edilmis
keci anti-fare IgG poliklonal antikorlarina baglanir. Bu sebeple kuantum
noktalarin “C” kontrol alaninda birikmesine bagli olarak UV altinda test
sonucunun gegerli oldugunu gosteren floresan 6zellikte bir kontrol ¢izgisi olusur.
Her kosulda “C” kontrol alaninda renkli bir ¢izgi olusmalidir, eger “C” kontrol
alaninda gozle goriilebilir renkli bir ¢izgi yok ise test sonucu gegersiz olarak

yorumlanir.

Test uygulama prosediirii: Test ve serum / plazma numuneleri oda
sicakligina getirilmigtir. Serum / plazma damlalik ile ¢ekilmis ve tani kitinin 6rnek
uygulama kismma 4 damla (120 pl) damlatilmistir ve emilimi beklenmistir.
Sonuglar 15 dakika igerisinde okunmustur. NT-pro BNP tan1 kitlerinin kontrolii
i¢in Trina mc. NT-pro BNP 1000 pg/ml pozitif kontrol, 450 pg/ml pozitif kontrol,
ve Trina Negatif kontrol kullanilmustir.
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Negatif : Sadece “C” alaninda bir floresan ¢izgi goriillmesi NT-pro BNP’1n

var olmadigin1 gosterir.

Pozitif : “C” ve “T” alanlarinda birer renkli ¢izgi gortilmesi, NT-pro BNP
varligin1 gosterir. Diisiik konsantrasyonlardaki NT-pro BNP “T” alaninda silik bir
cizgi olusmasina sebep olabilir.“T” alaninda silik bir c¢izgi dahi goriilmesi

“pozitif” olarak yorumlanmalidir.
Gecersiz: Hicbir renkli ¢izgi gériinmiiyor ya da sadece “T” alaninda renkli

bir ¢izgi goriiniiyorsa test gegersizdir. C ¢izgisinin olusmamas1 genellikle yetersiz

numune kullanimi ya da test prosediiriiniin yanlis uygulanmasindan kaynaklanir.
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NEGATIF POZITiF GEGERSIZ GEGERSiZ

Sekil 3.17 hFABP tani kitnin uygulanmasi ve sonuglarin degerlendirilmesi
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4, BULGULAR VE TARTISMA
4.1. Kuantum Nokta Sentezi ve Karakterizasyonu
4.1.1. CdTe/CdS-TGA Kuantum Noktalarin Karakterizasyonu

Sentezlenen CdTe/CdS-TGA kuantum noktalarin optik karakterizasyonu
UV-Vis Spektrometresi ve Floresans Spektrometresi ile yapisal karakterizasyonu
DLS ve zeta potansiyel analizi, STEM , TEM , AFM , EDX ve XRD analizleri ile
gerceklestirilmistir.

Sentezlenen CdTe/CdS-TGA kuantum noktalarin optik karakterizasyonu
UV-Vis Spektrometresi ve Floresans Spektrometresi (PL) ile gergeklestirilmistir.
Sekil 4.1 Kuantum noktalarin 488 nm uyarilma dalga boyunda 550 nm max
floresans dalga boyuna sahip oldugunu goéstermistir. Sari-turuncu renkte isima
yapmaktadir. Floresans bandinin Maksimum yaris1 tam geniglik (FWHM) 50 nm
dir. Bu da parcacik boyutlarinin monodispers oldugunu gostermisdir. Emisyon ve
absorbsiyon egrilerinin maksimumlarinin arasindaki dalgaboyu farki (stokes
kaymas1) 27 nm dir. UV-Vis ve PL pik konumu arasindaki fark (Stokes kaymasi),
absorbsiyon spektrumu emisyon spektrumundan daha yiiksek derecede etkileyen
homojen olmayan genislemeden kaynaklanmaktadir. Floresans spektrumda
herhangi bir omuz veya genis bandin bulunmamasi, kuantum noktalarin kusursuz

yiizey yapisina sahip oldugunu gostermistir.
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Sekil 4.1 CdTe/CdS-TGA Kuantum Nokta UV-Vis ve Floresans Spektrumu

CdTe/CdS-TGA kuantum noktalarin sentez sirasinda belli reaksiyon
ilerleme zamanlarinda alinan Orneklerin UV-Vis ve floresan spektrumlari
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incelendiginde Kuantum noktalarin absorbsiyon ve emisyon piklerinin uzun siiren
reaksiyon siiresi ile siirekli olarak daha yiiksek dalga boylarma kaydig
goriilmiistiir. Kuantum noktalarmm UV 15181 altindaki emisyon rengi yesilden
turuncuya dogru degismektedir. DLS Olgiimleri, floresans spektrumlarinda 500
nm'den 550 nm 'ye kirmiziya dogru kaymanin, kuantum noktalarin boyutlarindaki
artis ile dogrudan iliskili oldugunu gostermistir. Floresan spektrumunun
Maksimum yarisi tam genislik yaklasik 25-30 nm dir. Stokes kaymasi, daha uzun

reaksiyon siireleri ile yavas yavas artmistir.

CdTe/CdS-TGA kuantum noktalarin emisyonun kuantum verimi 488 nm
eksitasyon dalga boyunda ~40% olarak bulunmustur.

DLS sonuglar1 CdTe/CdS-TGA kuantum noktalarin boyutunun 7.92 + 2.42 nm
(n: 5) oldugunu gostermistir. DLS ile elde edilen sonuglar TEM ve STEM de elde
edilen sonuglardan daha biiyiiktiir ¢iinkii TEM ve STEM kuantum noktalarin
partikiil ¢apim1 Olgcerken DLS hem partikiil hemde hidrodinamik ¢apim
Olgmektedir.
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Sekil 4.2 CdTe/CdS-TGA Kuantum Nokta hidrodinamik ¢ap1

CdTe/CdS-TGA kuantum noktalarin yiikk dagilimlart zeta potansiyel analizi ile
incelenmistir. Zeta potansiyel analizine gore, Kuantum noktalarin zeta potansiyeli
-49.4 £ 438 mV (n: 5) dir. Kuantum noktalarin yiizeyi, tioglikolik asitin -COO

gruplarimin varligl nedeniyle negatif ytikliidiir.
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Sekil 4.3 CdTe/CdS-TGA Kuantum Nokta zeta potansiyeli
CdTe/CdS-TGA Kuantum Noktalarm STEM (A) ve TEM (B) Sekil 4.4

goriintiileri kuantum noktalarin kiiresel yapida, boyutlarinin 10 nm civarinda ve

boyut dagiliminin monodispers oldugunu gostermektedir.

Sekil 4.4 CdTe/CdS-TGA Kuantum Noktalarin STEM (A) ve TEM (B) goriintiileri

CdTe/CdS-TGA kuantum noktalarin kimyasal bilesimi ve kristal yapis1 hakkinda
bilgi edinmek i¢in XRD kullanilmistir. Nanopargaciklarin kristal yapisini bulmak
icin, XRD difraktogramindaki piklerin miller indisi (hkl) , Bragg Kanunu
kullanilarak nA=2d sin® bagintisindan belirlenir. A x-1ginlarinin dalga boyu, d
(hkl) diizlemler aras1 mesafe ve 6 gelen 1sin ile yansiyan 1sin arasindaki agidir.
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Boylece toplam kirinim agist 20°nin, kirintma ugrayan i1smin siddetine gore
degisimini veren kirinim deseni elde edilir. Desen iizerindeki pik genisliklerine ve
zemin siddetine bakilarak malzemenin kristallesmesi hakkinda bilgi edinilebilir.
Sekil 4.5 ‘de CdTe ve CdS karakteristik XRD kirinim deseni sirasiyla alt ve {istte
gosterilmistir. CdTe ve CdS in hkl indisleri karsilastirilarak CdTeCdS kor/kabuk
kuantum noktalarin ylizey merkezli kiibik oldugu tahmin edilmistir. Kirmnim
desenleri literatiir ile karsilastirildiginda elde edilen kirinim piklerinin CdTeCdS’e
ait oldugu tespit edilmistir. Pan, et al. 2007 belirtildigi gibi 3 tane sirasiyla
111,220,311 kirinim pikleri CdTe’i ifade etmektedir. 111,220,311 kirinim ise
CdS’i ifade etmektedir. CdTe ¢ekirdegi ve CdS kabuguna sahip QDot’lar yi1ginsal
kiibik CdTe'ye benzer bir kirnim deseni sergilemektedir. CdTe / CdS QDot 'larin
kristal yapisi bir ¢inko blend tiiriidiir. QDot’larin XRD paterni, kiibik kafesin
genel diizenini andirmistir. Kirllma egrileri, kiibik CdTe ve CdS kristalleri
arasinda olan daha biiyiik acilara kaymistir. CdTe ve CdS kristaller arasindaki
tepe noktalari, bir CdS kabugu olustugunu gostermistir.

CdS

Intensity

20
CdTe 30 40 50 60

20

Sekil 4.5 CdTe/CdS-TGA Kuantum Nokta XRD deseni. Mavi ¢izgiler, yiizey merkezli
kiibik CdTe’nin hlk indisleri (sirastyla 111,220,311) kirmiz1 ¢izgiler yiizey merkezli kiibik
CdS'nin hlk indisleri (sirastyla 111,220,311) temsil eder.
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CdTe/CdS-TGA kuantum noktalarn, AFM ve SEM-EDX analizleri
gerceklestirilmistir. Kuantum noktalarin AFM (Sekil 4.7 )goriintiileri, elde edilen
parcaciklarin monodispers olarak bilyiidiigiinii gostermektedir. EDX (Sekil 4.6)
haritas1 ayrica Kuantum noktalarin Cd, Te, S, C, O, N i¢erdigini kanitlamaktadir.

Enerji (keV)

Sekil 4.6 CdTe/CdS-TGA Kuantum Noktalarin EDX Dagilimi

Sekil 4.7 CdTe/CdS-TGA Kuantum Noktalarin AFM goriintiileri
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4.2. Konjugasyonun Kalite Kontrolii

4.2.1. Agaroz Jel Elektroforez Sonuglari

CdTe/CdS-TGA Kuantum Noktalarin HCV tam testi i¢in rHCV coctail
soluble for conjugate ile, HIV tani testi igin GP41,GP36,P24 ile, HbsAg tani testi
icin HbsAg mAbl ile, Troponin I tam testi i¢in 19C7 (IgG2b for MADs) ile,
NTproBNP tani testi i¢in 15F11 (IgG2b for MAbs) ile ve hFABP tani testi igin
10E1 (IgG1 for MADs) ile konjugasyonu EDC ve EDC/NHS kovalent baglama
reaksiyonu ile gergeklestirilmistir. Bu islem sirasinda NHS, kuantum noktalar
tizerindeki karboksil gruplari i¢in aktive edici bir ajan olarak kullanilmistir. NHS,
proteinlerin amin gruplar1 igin amid baglantilar1 olusturmustur. Antikor/antijen
konjugasyonunu dogrulamak igin %0.5’ lik agaroz jel elektroforez yontemi,
Floresan spektroskobisi, DLS, TEM, HPLC ve TLRC yontemleri uygulanmistir.

Agaroz jel elektroforez sekil 4.8 gorintiileri Qdot’ larin rHCV coctail
soluble for conjugate, GP41,GP36,P24, HbsAg mAbl , 19C7 (1gG2b for MADs),
NTproBNP, 15F11 (lgG2bfor MADbs) ve 10E1 (IgG1lfor MADbs) ile
konjugasyonlar1 sonrasinda molekiil agirhginda artis olacagindan konjugatin jel
icerisinde kuantum noktalardan daha agir ilerledigini ve konjugasyonun
gergeklesmis oldugunu gostermistir. Ayni kuyu igerine esit oranlarda CdTe/CdS-
TGA ve antikor/antijen konjuge kuantum nokta karistirtlarak uygulanan 6rnegin
jel igerisinde birbirinden ayrilarak ilerlemesi konjuge kuantum noktalar ile
CdTe/CdS-TGA kuantum noktalar arasinda nan-spesifik bir etkilesimin

olmadigini gostermektedir.
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Sekil 4.8 Agaroz jel elektroforez goriintiisii. (A-B) 1. Qdot 2-3. HFABP 1gG1-Qdot
4. Qdot + HFABP 1gG1-Qdot. (C) 1. Qdot 2,4. cTnl 1gG2b-Qdot 3,5. Qdot + cTnl
IgG2b-Qdot 6. HFABP 1gG1-Qdot 7. Qdot + HFABP 1gG1-Qdot. 8,10. NTproBNP
1gG2b-Qdot 9,11. Qdot + NTproBNP 1gG2b-Qdot (D) 1. Qdot 2,4. rHCV-Qdot 3,5.
Qdot + rHCV-Qdot 6,8. GP41,GP36,P24-Qdot 7,9. Qdot+ GP41,GP36,P24-Qdot 10,12.
HbsAg mAb1-Qdot 11,13.Qdot+ HbsAg mAb1-Qdot
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4.2.2. Protein Tayini Sonuclar:

Bradford yontemi kullanilarak biyokonjugatlarin konjugasyon sonrasi sigir
serum albiimin (BSA) standart egrisi (y = 1.2214x + 0.0028, R2 = 0.9943) ile
protein igerigi belirlenmistir. Antikorlarin baslangi¢ miktar1 5 ug'dir. Konjugasyon
sonrasinda, CdTe/CdS-TGA kuantum noktalar, baglanmamis antikorlar
uzaklagtirmak icin saf su ile filtlenerek yikanmistir ve baglanma verimi asagidaki

gibi hesaplanmistir.

Cizelge 4.1 Protein Tayini sonuglari

Baglanma verimi (%)

rHCV coctail ( Core, NS3, NS4, & NS5)-Qdot %93
GP41,GP36,P24 coctail - Qdot %95

HbsAg mAb1- Qdot %89

19C7 (1gG2b for MAbs)- Qdot %91

10E1 (1gG1 for MAbs) - Qdot %95

15F11 (IgG2b for MAbs)- Qdot %88

4.2.3. Konjugasyonun Yapisal Karakterizasyonu

DLS biyokonjugasyondan sonra hidrodinamik ¢aplarin ortalama 20-25 nm'
ye yiikseldigini gostermistir.

Size Distribution by Number
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Sekil 4.9 Konjugatlarin hidrodinamik ¢ap1
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Sekil 4.10’da biyokonjuge kuantum noktalara ait TEM goriintiileri
verilmigstir. CdTe/CdS-TGA Kuantum Noktalarin sekil 4.4° de boyutlarinin 10 nm
civarinda oldugu goriilmiistiir. Antikor/antijen konjuge kuantum noktalarinin

boyutlarinin ortalama 20-25 nm’ ye biiyiidiigiinii gdstermistir.

Sekil 4.10 TEM goriintiileri (A) rHCV-Qdot (B) GP41,GP36,P24-Qdot (C) HbsAg
mAb1-Qdot (D) cTnl IgG2b-Qdot (E) HFABP IgG1-Qdot (F) NTproBNP 1gG2b-Qdot
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4.2.4. Radyoisaretleme Calismalarimin Optimizasyonu

Troponin I ile konjuge edilen kuantum noktalarin konjugasyonunun
radyoisaretleme ile kalite kontroliiniin gerceklestirilebilmesi ve isaretlemenin
gerceklesip  gergeklesmediginin  tespit edilebilmesi amaciyla isaretleme
kosullarinin optimizasyonun yani sira TLRC banyo ¢ozeltisi optimizasyonu
yapilmustir. Bu ¢alisma Boliim 3.5.4.1°de belirtilen kosullarda gergeklestirilmistir.
En uygun aymrma kosullariin tespit edilebilmesi icin banyo ¢dozeltisi
optimizasyonu yapilmistir ve 3 farkli ¢ozelti kullanilarak R; ve isaretleme
verimleri tespit edilmistir. Bu ¢alismaya iliskin sonuglar Cizgelge 4.2° de
verilmigtir. Optimizasyon ¢aligmast sonucunda verim ve Ry degerleri kiyaslanarak
optimum banyo ¢ozeltisi olarak TLRC-2 nolu ¢ozelti tespit edilmistir. Asagida

optimizasyonu yapilan ¢dzelti ve oranlari agiklanmistir.
TLRC-1: n-biitanol/etil alkol/0,2N NH4OH (5:2:1)
TLRC-2: n-biitanol/distile su/asetik asit (4:2:1)

TLRC-3: izopropil alkol/n-biitanol/0,2N NH,OH (4:2:1)
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Cizelge 4.2 Banyo c¢ozeltisi optimizasyonuna iligkin farkli cozeltiler
kullanilarak karakterizasyonu yapilan orneklerin isaretlenme verimi ve Rg

degerleri.

131 131 131
. CdTe/CdS-  CdTe/Cds-
Banyo Cozeltileri TI’O[Z:OhIn TGA TGAKuant 181~ 131+
Kuantum um Nokta-
Nokta Troponin |
Rf 0,066 0,899 0,874 0,817 0,907
TLRC-1
Verim %91 %100 %2100 %50 %2100
Rf 0,028 0,66 0,156 0,907 0,69
TLRC-2
Verim %100 %100 %100 %2100 %100
Rf 0,025 0,902 0,942 0,931 0,894
TLRC-3
Verim %100 %100 %100 %90 %100

3 farkli banyo c¢ozeltisi kullanilarak gerceklestirilen optimizasyon
sonucunda *'17in yiikseltgenmesinin gerceklestigini ve yiikseltgenen iyotun
CdTe/CdS-TGA Kuantum Nokta’lara baglandigin1 ifade eden ayni zamanda
kuantum  nokta ve CdTe/CdS-TGA Kuantum Nokta-Troponin I
konjugasyonunun ayrimini saglayan sonucun TLRC 2 nolu ¢dzgene ait oldugu
tespit edilmistir. Optimum banyo c¢ozeltisine iliskin TLRC kromatogramlari
Sekil 4.11° te gosterilmektedir.

TLRC sonucunda 1** ile radyoiyodinasyon sonucunda I**!-Troponin |
RF:0,028 iken, 1'*-CdTe/CdS-TGA Kuantum Nokta-Troponin | RF:0,156
bulunmustur. Buda kuantum noktalarin Troponin | ile konjugasyonunun basariyla

gergeklestigini gostermektedir.
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BL1- Troponin | 131
_,_\_,_\_,_m'\-"’f\""\-uf—‘\ : - _E E_
R 0,028 R 0,69
VERIM: % 90 VERIM: % 100
1811 cdTe/CdS-TGA Kuantum Nokta B¥)_cdTe/CdS-TGAKuantum Nokta-
Troponin |
R 0,66 R 0,156
VERIM: % 100 VERIM: % 100

Sekil 4.11 Optimum banyo ¢6zeltisinde gergeklestirilen TLRC kalite kontrol

kromatogramlari

4.2.5. HPLC sonuglari

HPLC (High-performance liquid chromatography) denemelerinde
Schimadzu LC10 ATVP HPLC cihazi ve molekiil agarligina gore ayirma saglayan
Nucleogel 40:8-OH gel permeation kromatografik kolon kullanilmistir. Dedektor:
Floresan Ex:475 nm, Em: 540 nm UV:300 nm Akis hizi:1 ml/dk, Enjeksiyon
hacmi:60 ul

HPLC kromatogramlari CdTe/CdS-TGA Kuantum Noktalarin Rt:4,004 dk,
HCV coctail antijenlerinin alt birimlerinin Rt1:6,0736 dk, Rt2:8,806, Rt3:11,073
dk , CdTe/CdS-TGA Kuantum Noktalarla konjuge HCV antijenlerin Rt:12,454 dk
olarak vermistir. Bu durum CdTe/CdS-TGA Kuantum Noktalarla-HCV %90
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verimde konjuge oldugunu ve HCV antijen alt birimlerinin tek bir fraksiyonda

toplandigini gostermektedir.
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Sekil 4.12. rHCV (A), Qdot (B) ve rHCV-Qdot HPLC Kromatogramlari.

4.2.6. Fotostabilite Calismasi

Antikor/antijen konjuge kuantum noktalarin tani kitlerinde kullanilmasi i¢in
fotostabilitesinin yiiksek olmasi gerekmektedir. Karanlikta 4 © C'de depolanan
depolanan rHCV-Qdot, GP41,GP36,P24-Qdot, HbsAg mAb1-Qdot, cTnl 1gG2b-
Qdot, hFABP 1gG1-Qdot, NT-proBNP 1gG2b-Qdot konjugatlarin fotostabilitesini
incelemek i¢in 30 giin boyunca floresans yogunluklar1 6l¢tiilmiistiir. Bu kosullar
altinda saklanan Qdot konjugatlarin floresans: azalmaksizin 30 giin boyunca

kararliligin1 korumustur
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4.3. Hizl Tam Kitinin Tasarlanmasi

4.3.1. Antikor/Antijen Konjuge Kuantum Noktalarin Konjugat Ped

Yiizeyine immobilizasyonu

Nem kontrolii: immobilizasyonun gercgeklestirilecegi ortam nemi, nem
cekici cithaz yardimai ile % 20-25 nem durumuna getirilmistir. %50 iizerinde nemin
bulundugu durumlarda kuantum nokta-antikor/antijen konjugatlar ile temas eden
nem antikor/antijenin denatiire olmasina ve nanoparcaciklarin agregatlasmasina

neden olmustur.

Emdirme metodu ile yapilan uygulamada kuruma sonunda kuantum nokta
biyokonjugatlarin konjugat pedin uglarma dogru goc ettigi ve o bdlgelerde
konsantrasyonun arttig1 gézlenmistir. Bu durum da biyokonjugatin homojen bir
sekilde pede dagilmadigini gostermistir. Emdirme metodu ileriki agamalarda testte
farkli  varyasyonlarin olugmasina neden olabilecegi i¢in uygulanabilir

bulunmamistir. Bu nedenle dispenser ile spreyleme metoduna gecilmistir.

Antikor/Antijen Kuantum nokta konjugatlarin igerisine %20 siikroz ve %5
trehaloz olacak sekilde seker ilavesi yapilmustir. Seker ilavesi yapilmayan
konjugatlarin konjugat pedden 6rnek uygulama sonras: siiriiklenmedigi konjugati

nitroseliiloz membrana taginamadigi ve T, C ¢izgilerinin olusmadig1 goriilmiistiir.

Sekil 4.13 Konjugat ped (A) ve rHCV-Qdot immobilize konjugat ped floresan

mikroskop goriintiisii
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4.3.2. Antikor/Antijenlerin Membran Yiizeyine Immobilizasyonu

Uygun NC Membran por ¢apt se¢imi; Yapilan literatiir ¢aligmalarindan ve
Tiirklab A.S nin mevcut tecriibelerinden yararlandigimizda immiinokromatografik
testlerde nitroseliiloz membranlarin por ¢apinin arttikga test hizinin arttigi ancak
hassasiyetin azaldig1 goriilmiistiir. Elde edilecek sinyalin daha kuvvetli olmasi i¢in
bliyiik por c¢apli membranlar kullanildiginda daha fazla 6rnek uygulamasi
gerekecektir. Gelistirilecek test i¢cin Nupore LFNC-C 8 um, 10 pm, 12 pm,
Nupore LFNC-H 15 pm, Whatman immunopore FP, MDI CNPC-SS12 10 pm, 12
um, 15 pum, Sartorius CN140 10 pm por ¢apina sahip nitroselilloz membranlar
tizerinde esit hacimli 6rnek numunelerin ilerleme siireleri test edilmistir. Testler
icin uygun membran 8-10 um por ¢apa sahip nitroselilloz membranlar olarak

belirlenmistir.

Sekil 4.14 10 pm por ¢apli NC Membran polarize (solda) ve floresan (sagda) mikroskop

goriintiileri.

4.3.2.1. T ¢izgi Antikor/Antijenlerin immobilizasyonu

Nitroseliilloz membran ylizeyine T ¢izgi antikor/antijen immobilizasyonu
dispenser ile gerceklestirilmistir. Bu yontem ile, bir taraftan sabit hizda enjeksiyon
ile membrana sivi uygulanirken, diger taraftan membran sabit hizla hareket
ettirilerek, membran {izerine ince ve diizgiin bir ¢izgi halinde sivinin uygulanmasi

miimkiin olmustur.
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Yapilan ¢aligmalarda optimum T ¢izgisi konsantrasyonu 2 mg/ml olarak
belirlenmistir. Bu degerin tlizerindeki konsantrasyonlar testin hassasiyetinde artiga
neden olmamakta sadece fazla antijen/antikor miktarmin kullanimmna ve

dolayistyla test maliyetinin yiikselmesine neden olmaktadir.

4.3.2.2. C cizgi Antikor/Antijenlerin Immobilizasyonu

Nitroselilloz membrana, C ¢izgisini olusturabilmek i¢in konjugat pade
emdirilen antijen/antikor ile konjuge kuantum noktalarin tutunabilecegi
monoklonal/poliklonal antikorlar konsantrasyonu 1 mg/ml olacak sekilde

emdirilmistir.

4.3.2.3. Nitroseliiloz membranin Bloklanmasi

Bloklanmamis membranlarla karsilastirildiginda bloklamanin test hizini
azalttigr gorilmistiir. Ayrica bloklanmayan membranlarda hatali pozitiflikler
(spesifik olmayan baglanmalar) gozlemlenirken bloklamanin bu durumu elimine
ettigi tespit edilmistir.

4.3.3. Test Komponentlerinin Birlestirilmesi (Laminasyon)

Sekil 4.15 Kuantum nokta esasli HCV, HIV, HBsAg, cTnl, Hfabp ve NT-proBNP tam
kitleri
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4.4. Tam Kitinin Standardizasyon ve Validasyonu

4.4.1. Qdot-HCV Tan kiti

Sekil 4.16 incelendiginde soldan saga sirasiyla Seracare 300 S/CO HCV
pozitif , Seracare 5 S/CO HCV pozitif, Seracare HbsAg pozitif-HCV negatif ve
Trina Negatif kontrol ile denenmis testlerin sonuglari goriilmektedir. Testlerin
pozitif kontrol numuneleri uygulandiginda, numune igerisindeki anti-HCV ile
kuantum noktalar ile konjuge edilmis rekombinant HCV antijenlerin bir araya
gelerek T ¢izgisini goriiniir hale getirdigi goriilmiistiir. Testler pozitif kontrol
uygulamas1 sonucu pozitif yanit vermistir. Ayrica numune “C” kontrol
cizgisinden gecerken, “C” kontrol ¢izgisine immobilize edilmis kegi anti-fare 19G
poliklonal antikorlarima baglanmig ve UV altinda goriiniir kontrol ¢izgisi
olusturmustur. Buda testlerin dogru calistigint ve testlerin gecerli oldugunu

gostermistir.

Negatif kontrol uygulamast sonucu numune igerisinde anti-HCV
bulunmadigindan “T” test ¢izgisi iizerine immobilize edilmis HCV antijenleri
mobilize kuantum noktalar ile konjuge edilmis HCV antijenlerine baglanamamig
ve UV altinda T ¢izgisi goriilmemistir. Testler negatif kontrol uygulamasi sonucu
negatif yanit vermistir.Farkli enfeksiyonel pozitif kontrol numuneleri (Seracare
HbsAg pozitif-HCV negatif) ile yapilan ¢apraz girisim denemelerinde testin T

¢izgi alaninda herhangi spesifik olmayan baglanma girisimi gézlenmemistir.

Sekil 4.16 Qdot -HCV testlerinin pozitif-negatif-capraz kontrol deneme sonuglari
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Sekil 4.17 de Capraz reaksiyon ihtimaline karsi Seracare HbsADb pozitif-
HCV negatif ve Seracare HIV pozitif-HCV negatif numuneler ile denenmis
testlerin sonuglari incelendiginde testin T ¢izgi alaninda herhangibir nan-spesifik
baglanma gozlenmemistir. Testlerin farkli enfeksiyonel belirte¢ bulunduran

serum/plazma orneklerine hatali pozitiflik gdstermedigi goriilmiistiir.

Negatif uygulamalarda testin DI su ile herhangi bir hatali pozitiflik
olusturmadig1 C ¢izgisini goriiniir hale getirerek testin dogru ¢alistigini gosterdigi
ancak PBS 1X in kuantum noktalarin floresansinda soniimlemeye neden oldugu
goriilmiistiir. Yapilan bu g¢alisma yogun numunelerde numuneyi diliie etmek

amaciyla alternatif diliient i¢in yapilmustir.

Trina Negatif bl &ii PBS 1X HIV pozitif HBsAb pozitif

Serum Kontrol Kontrol

Sekil 4.17 Qdot — HCV testlerinin pozitif-¢apraz kontrol deneme sonuglari

Sekil 4.18 ‘de goriildigii tizere 50 iiyeli SFTS-1997 HCV serokonversiyon
panel ile denenmis anti-HCV testlerinin sonuclar1 EIA testleri referans alinarak
incelenmistir. Serokonversiyon panelin pozitif {iyelerine, Qdot esash anti-hcv
testlerinin  “C” alaninda bir kontrol ¢izgisi ve “T” alaninda bir test ¢izgisi
olusumu ile dogru bir sekilde pozitif yanit verdigi tespit edilmistir. Negatif
iiyelerine 1se“C” alaninda bir kontrol ¢izgisi ile dogru bir sekilde negatif yanit
verdigi tespit edilmistir. Referans EIA testleri de tiim panelde ayn1 sonuglar1 elde
etmistir. Bu sonuclar Anti-HCV Testinin, teshis hassasiyet performanslari

karsilagtirildiginda CE sertifikali EIA testleri ile esdeger oldugunu gostermistir.
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Cizelge 4.3 Qdot — HCV testlerinin SFTS 97- panel kontrol deneme

sonuglari
Résultat
ELISA Kuantum
Résultat| DIA |Résultat| Nokta-HCV ImmunocomB
N®| Catégorie |PCR |Antigéne | Génotype| attendu| PRO | ORTHO test PB3 INVERNESS
>1,1 [ Seuil:3 Nucléocapside NS Interprétation
H A NEG | NEG NEG 0.2 0 NEG NEG NEG NEG
33 A NEG | NEG NEG 02 0 NoMigration NEG NEG NEG
M A NEG | NEG NEG NEG 0.3 0 NEG NEG NEG NEG
1 B1 NEG | CORE 71 i1 pos light | POS FAIBLE NEG POS
13 B1 NEG | CORE kN 1.9 pos light POS NEG POS
40 B1 NEG | CORE 38 25 pos light POS NEG POS
49 B1 NEG | CORE 9.8 5 pos POS NEG POS
2 B2 NEG | NS3 1.4 21 NEG NEG NEG NEG
4 B2 NEG | NS3 1.7 23 NEG NEG POS POS
42 B2 NEG | NS3 0,2 05 NEG NEG POS faible POS
18 B3 NEG | NS5 03 03 NEG NEG NEG NEG
14 1 POS | CORE Ja POS 10,4 =5 POS POS POS POS
20 1 POS | CORE Ja POS 10 »5 POS POS POS faible POS
30 1 POS | CORE 3 POS 10,1 #5 POS POS POS faible POS
12 C2 POS | NS3 1a/1b POS 38 =5 POS NEG POS POS
25 c2 POS | NS3 1a/1b POS 1.9 ) NEG NEG POS faible POS
35 c2 POS | NS3 1a POS 53 =5 NEG NEG POS POS
1 D1 POS | CORE NS3 | 2a/2c POS " »5 POS POS POS POS
4 D1 POS | CORE NS3 | 2al2c POS 10 =5 POS POS POS POS
6 D1 POS | CORE NS3 |1 POS 10,3 ) POS POS POS faible POS
8 D1 POS | CORENS3 | 1b POS 94 »5 POS POS POS POS
9 D1 POS | CORENS3 |3 POS 10,8 25 POS POS POS faible POS
17 D1 POS | CORE NS3 | 1b POS 10 ) POS POS POS faible POS
44 D1 NEG | CORE NS3 POS 45 »5 pos light NEG POS faible POS
50 D1 NEG | CORE NS3 POS 7 5 pos light POS POS POS
7 D2 NEG | CORE NS4 POS 32 29 NEG NEG NEG NEG
10 D2 POS | CORE NS4 | 3a POS 10 =5 POS POS NEG POS
46 D2 MEG | CORE NS4 POS 5.1 37 pos light | POS FAIBLE NEG POS
47 D2 NEG | CORE NS4 POS 11 47 pos light POS NEG POS
5 D3 POS|NS3+N34 | 1b POS 6,3 ) POS NEG POS POS
13 D3 NEG | NS3 + N34 POS 45 25 POS light NEG POS POS
16 D3 MEG | N33 + NS4 POS 3 =5 POS light NEG POS POS
21 D3 POS| N33+ N34 |[1a1b POS 5.1 »5 POS light NEG POS POS
21 D3 MEG | NS3 + N34 POS 59 =5 NEG NEG POS POS
39 D3 POS|NS3+N34 | 1b POS 4 »5 pos light NEg POS POS
45 D3 MEG | NS3 + NS4 22 22 NEG NEG NEG NEG
2 E POS| 3REAC 1b POS 10,8 =5 POS POS POS POS
3 E POS| 3REAC 2alic POS 11 #h POS POS POS POS
19 E POS| 3REAC fa POS 101 =5 POS POS POS POS
23 E POS| 3REAC 1b POS 10 25 POS POS POS POS
24 E POS| 3REAC 2a POS 94 =5 POS POS POS POS
26 E POS|3REAC 12b POS g #h POS POS POS POS
28 E POS| 3REAC 1a POS 10 #h Pps POS POS POS
29 E POS| 3REAC Zalic POS 10,2 25 POS POS POS POS
32 E POS|3REAC 1b POS 10 =5 POS POS POS POS
38 E POS|3REAC 1b POS g #h POS ‘POS POS POS
43 E POS| 3REAC 4 POS 11 =5 NEG POS POS POS
43 E MEG| 3REAC POS 6 439 POS NEG POS faible POS
F(1 AU
36 1152[][]"] POS|3REAC 31 11 NEG POS faible NEG POS
F(1 AU
7 1}400"} POS| 3REAC 26 2.3 NEG NEG NEG NEG
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4.4.2. Qdot-HIV Tam Kiti

Sekil 4.19 incelendiginde soldan saga sirasiyla Seracare 200 S/CO HCV
pozitif , Seracare 3.2 S/CO HCV pozitif, Seracare HCV pozitif-HIV negatif ve
Trina Negatif kontrol ile denenmis testlerin sonuglari goriilmektedir. Testlerin
pozitif kontrol numuneleri uygulandiginda, numune igerisindeki anti-HIV ile
kuantum noktalar ile konjuge edilmis rekombinant HIV antijenlerin bir araya
gelerek T ¢izgisini goriiniir hale getirdigi goriilmistiir. Testler pozitif kontrol
uygulamas1 sonucu pozitif yanmit vermistir. Ayrica numune “C” kontrol
cizgisinden gecerken, “C” kontrol ¢izgisine immobilize edilmis ke¢i anti-fare 1gG
poliklonal antikorlarina baglanmis ve UV altinda goriiniir kontrol ¢izgisi
olusturmustur. Buda testlerin dogru calistigint ve testlerin gegerli oldugunu

gdstermistir.

Negatif kontrol wuygulamasi sonucu numune igerisinde anti-HIV
bulunmadigindan “T” test ¢izgisi iizerine immobilize edilmis rekombinant HIV
antijenleri mobilize kuantum noktalar ile konjuge edilmis HIV antijenlerine
baglanamamis ve UV altinda T ¢izgisi gorilmemistir. Testler negatif kontrol

uygulamasi sonucu negatif yanit vermistir

Seracare HCV pozitif-HIV negatif gibi farkli enfeksiyonel pozitif kontrol
numuneleri ile yapilan capraz girisim denemelerinde testin T ¢izgi alaninda

herhangi spesifik olmayan baglanma girisimi gozlenmemistir.

Sekil 4.18. Qdot — HIV testlerinin pozitif-negatif-capraz kontrol deneme sonuglari
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Sekil 4.20 ¢ de gorildigi tizere 40 tliyeli SFTS-2006 HIV serokonversiyon
panel ile denenmis anti-HIV testlerinin sonuglar1 EIA testleri referans alinarak
incelenmistir. Serokonversiyon panelin pozitif liyelerine, Qdot esasli anti-HIV
testlerinin  “C” alaninda bir kontrol c¢izgisi ve “T” alaninda bir test ¢izgisi
olusumu ile dogru bir sekilde pozitif yanit verdigi tespit edilmistir. Negatif
tiyelerine 1se“C” alaninda bir kontrol c¢izgisi ile dogru bir sekilde negatif yanit
verdigi tespit edilmistir. Referans EIA testleri de tiim panelde ayn1 sonuglar elde
etmistir. Bu sonuglar Anti-HIV Testinin, teshis hassasiyet performanslar
karsilastirildiginda CE sertifikali EIA testleri ile esdeger oldugunu gostermistir.

Cizelge 4.4 Qdot — HIV testlerinin SFTS 2006- panel kontrol deneme

sonuglari

CV TagMan Résuttat | Kuantum Nokta-
N° HIV | Caractérisation Dilution Sérotype AgP24 | copie/ml | Genotype |Attendu HIV Test
06-01 | 1M |Pré séroconversion Nég =47 Nég NEG
06-02 | 1M | Per séroconversion 3000 pg | 700.000 B Nég NEG
06-03 | 1/M|Séroconversion non typable Nég 4.000 B Pos POS light
06-04 | 1M | Séroconversion B Nég 3400 PCRNég |Pos POS
06-05 | 1/M|Séroconversion B 16 pg 14.000 B Pos POS
06-06 | 1/M | Séroconversion B Nég 1.700 B Pos POS
06-07 | 1/M | Séroconversion dil 1/20 de 06-06 |B Nég 47 Pos POS
06-08 | 1/M|Séroconversion B Nég 5.800 B Pos POS
06-03 | /M| Séroconversion B Nég 1.100 PCRNég |Pos POS
06-10 | 1/M | Séroconversion dil 1120 non typahle Nég 50 Pos POS light
06-11 | /M| Séroconversion B Nég 23.000 B Pos POS
06-12 | 1/M | Séroconversion B Nég 7.300 B Pos POS
06-13 | M| Séropositifs francs B Nég 5.000 B Pos POS
06-14 | 1M | Séropositifs francs A Nég 3.100 D Pos POS
06-15 | /M| Séropositifs francs C Nég 300 PCRMNég |Pos POS
06-16 | 1/M | Séropositifs francs C Nég 3.000 CRF02  |Pos POS
06-17 | 1M | Séropositifs francs B 15pg [ 560 PCRNég |Pos POS
06-18 | 1/M | Séropositifs francs B Nég 180 PCRNég |Pos POS
06-19 | 1/M|Séropositifs francs B Nég 630 B Pos POS
06-20 | 1M | Séropositifs francs B Nég <47 Pos POS
06-21 | 1M | Séropositifs francs B Nég Nég Pos POS
06-22 | 1M | Séropositifs francs B Nég 9.000 B Pos POS
06-23 | /M| Séropositifs francs A Nég 1.700 PCRNég |Pos POS
06-24 | 1M | Séropositifs francs A Nég 18.000 CRF02  |Pos POS light
06-25 | 1/M|Séropositifs francs c Nég 8.300 Al Pos POS
06-26 | 1/M|Séropositifs francs C Nég 980 Al Pos POS
06-27 | /M| Séropositifs francs D Nég 8.000 D Pos POS
0628 | 2 Pos POS
0629 | 2 Pos POS
06-30 | 2 Pos POS
0631 | 2 Pos POS light
0632 | 2 Pos POS light
0633 | 2 Pos POS light
06-34 | 2 Pos POS
0635 | 2 Dil 1/20 de 06-34 Pos POS
06-36 |Nég|Cross reaction p18 Nég NEG
06-37 |Nég|Cross reaction p18 Nég NEG
06-38 |Nég|Cross reaction p24 Nég NEG
06-39 |Nég|Cross reaction p24 Nég NEG
06-40 | Néq | Néqgatif Diluent Nég NEG
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4.4.3. Qdot-HBsAg Tam Kiti

Sekil 4.21 incelendiginde soldan saga sirastyla Seracare 1000 wu/ml HbsAg
pozitif , Seracare 50 1u/ml HbsAg pozitif, Seracare HCV pozitif-HbSAG negatif
ve Trina Negatif kontrol ile denenmis testlerin sonuglar1 gériilmektedir.

Testlerin pozitif kontrol numuneleri uygulandiginda, numune igerisindeki
HbsAg ile kuantum noktalar ile konjuge edilmis anti-HBs monoklonal
antikorlarin bir araya gelerek T ¢izgisini goriiniir hale getirdigi gorilmiistiir.
Testler pozitif kontrol uygulamasi sonucu pozitif yanit vermistir. Ayrica numune
“C” kontrol ¢izgisinden gegerken, “C” kontrol ¢izgisine immobilize edilmis kegi
anti-fare IgG poliklonal antikorlarina baglanmis ve UV altinda goriiniir kontrol
cizgisi olusturmustur. Buda testlerin dogru ¢alistigini ve testlerin gegerli oldugunu

gdstermistir.

Negatif kontrol uygulamasi sonucu numune igerisinde HbsAg
bulunmadigindan “T” test ¢izgisi iizerine immobilize edilmis anti-HBs antikorlar
mobilize  kuantum noktalar ile konjuge edilmis anti-HBs antikorlarina
baglanamamis ve UV altinda T ¢izgisi goriilmemistir. Testler negatif kontrol

uygulamasi sonucu negatif yanit vermistir.

Farkli enfeksiyonel pozitif kontrol numuneleri (Seracare HCV pozitif-
HbsAG negatif) ile yapilan ¢apraz girisim denemelerinde testin T ¢izgi alaninda

herhangi spesifik olmayan baglanma girisimi gozlenmemistir.

Sekil 4.19 Qdot — HBsAg testlerinin pozitif-negatif-capraz kontrol deneme sonuglari
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Testler Seracare Inc. 1000 1u/ml, 500 1u/ml, 250 1w/ml, 100 1/ml, 50 1u/ml,
9 1w/ml ve 4.5 w/ml pozitif kontrol ile denenmistir. Colloidal gold nanopartikiil
temelli HbsAg tani kitlerinin minumum tespit degeri (cut off) 9 w/ml dir.

Kuantum nokta temelli bu testlerde minumum tespit degeri yariya inmistir.

1000 IU/ML  5001U/ML 250 IU/ML 100 IU/ML 50 IU/ML 9 IU/ML 4.5 IU/ML

Sekil 4.20 Qdot — HBSAg testlerinin farkli konsantrasyonlarda pozitif kontrol deneme

sonuglart

Sekil 4.21° de Capraz reaksiyon ihtimaline kars1 Seracare HCV pozitif-
HBsAg negatif Seracare HIV pozitif- HBsAg negatif ve Seracare HBsAb pozitif-
HBsAg negatif numuneler ile denenmis testlerin sonuglar1 incelendiginde testin T
¢izgi alaninda herhangibir nan-spesifik baglanma gdzlenmemistir. Testlerin farkli
enfeksiyonel belirtegc bulunduran serum/plazma orneklerine hatali pozitiflik

gostermedigi gorilmiistiir.

Negatif uygulamalarda testin DI su ve diliient buffer ile herhangi bir hatali
pozitiflik olusturmadig: C ¢izgisini goriiniir hale getirerek testin dogru calistigini
gosterdigi goriilmiistiir. Yapilan bu ¢alisma yogun numunelerde numuneyi diliie

etmek amaciyla alternatif diliient i¢in yapilmistir.
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Trina Negatif Ol 56 Diliient HCV pozitif HIV pozitif HBsAb pozitif
Serum 3 Buffer Kontrol Kontrol Kontrol

Sekil 4.21 Qdot- HBsAg testlerinin ¢apraz kontrol deneme sonuglari

4.4.4. Qdot-Troponin I Tani Kiti

Trina mc. Troponin |1 1000 ng/ml pozitif kontrol, 5 ng/ml pozitif kontrol ve
Trina Negatif kontrol ile denenmistir. Negatif kontrole testlerin negatif, pozitif

kontrole ise pozitif yanit verdigi goriilmiistiir (sekil 4.21).

Kaset test sonuglari; pozitif kontrol numuneleri igerisindeki antijenler ile
kuantum noktalarla konjuge antikorlarin bir araya gelerek T ¢izgisini goriiniir hale
getirdigini, negatif kontrol numunelerinde bu ¢izginin  goriilmedigini
gostermektedir. Farkli kardiyak belirte¢ pozitif kontrol numuneleri ile yapilan
capraz girisim denemelerinde spesifik olmayan baglanma girisimlerinin olmadigi

gOriilmiistir.

Sekil 4.22 Qdot — Troponin | testlerinin pozitif —negatif kontrol deneme sonuglari
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4.4.5. Qdot-hFABP Tani Kiti

Testler Trina mc. h-FABP 1000 ng/ml pozitif kontrol, 6,5 ng/ml pozitif
kontrol ve Trina Negatif kontrol ile denenmistir. Negatif kontrole testlerin negatif,

pozitif kontrole ise pozitif yanit verdigi goriilmustiir (Sekil 4.23).

Kaset test sonugclari; pozitif kontrol numuneleri igerisindeki antijenler ile
kuantum noktalarla konjuge antikorlarin bir araya gelerek T ¢izgisini goriiniir hale
getirdigini, negatif kontrol numunelerinde bu ¢izginin  goriilmedigini
gostermektedir. Farkli kardiyak belirte¢ pozitif kontrol numuneleri ile yapilan
capraz girisim denemelerinde spesifik olmayan baglanma girisimlerinin olmadig:

gorilmistir.

Sekil 4.23 Qdot — hFABP testlerinin pozitif —negatif kontrol deneme sonuglar

4.4.6. Qdot-NT-proBNP Tam Kiti

Testler Trina mnc. NT-proBNP 1000 pg/ml pozitif kontrol, 450 pg/ml pozitif
kontrol ve Trina Negatif kontrol ile denenmistir. Negatif kontrole testlerin

negatif, pozitif kontrole ise pozitif yanit verdigi goriilmustiir (Sekil 4.24).

Kaset test sonuglari; pozitif kontrol numuneleri igerisindeki antijenler ile
kuantum noktalarla konjuge antikorlarin bir araya gelerek T ¢izgisini goriiniir hale
getirdigini, negatif kontrol numunelerinde bu ¢izginin  goriilmedigini
gostermektedir. Farkli kardiyak belirte¢ pozitif kontrol numuneleri ile yapilan

capraz girisim denemelerinde spesifik olmayan baglanma girisimlerinin olmadigi
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gOriilmiistir.

Sekil 4.24 Qdot — NT-proBNP testlerinin pozitif —negatif kontrol deneme sonuglar
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5. SONUC

CdTe/CdS-TGA Kuantum noktalar azot gaz1 altinda geri sogutculu sentez
tinitesinde %40 verimle sentezlenmislerdir. Sentezlenen Qdotlarin optik
karakterizasyonu UV-Vis Spektrometresi ve Floresans Spektrometresi ile yapisal
karakterizasyonu DLS ve zeta potansiyel analizi, STEM , TEM , AFM , EDX ve
XRD analizleri ile gergeklestirilmistir. Analiz sonuglar1 kuantum noktalarin 8-10
nm boyutta oldugunu, STEM (A) ve TEM ve AFM goriintiileri kiiresel yapida,
oldugunu gostermektedir. Kuantum noktalarin 488 nm uyarilma dalga boyunda
550 nm max floresans dalga boyuna sahip oldugunu gdstermistir. Sari-turuncu
renkte 1s1ma yapmaktadir. Floresans bandinin Maksimum yaris1 tam genislik
(FWHM) 50 nm dir. Bu da parcacik boyutlarinin monodispers oldugunu
gostermisdir. Emisyon ve absopsiyon egrilerinin maksimumlarinin arasindaki
dalgaboyu farki (stokes kaymasi) 27 nm dir. CdTe/CdS-TGA kuantum noktalarin
zeta potansiyel analizine gore, zeta potansiyeli -49.4 + 4.38 mV (n: 5) dir.
Kuantum noktalarin yiizeyi, tioglikolik asitin -COO gruplarinin varlig1 nedeniyle
negatif yiikliidiir. EDX haritasi ayrica Kuantum noktalarin Cd, Te, S, C, O, N

icerdigini kanitlamaktadir.

Sentezlenen Kuantum noktalarin EDC ve EDC/NHS kimyasal yontemi ile
rHCV, GP41,GP36,P24, HbsAg mAbl, cTnl 1gG2b, HFABP IgGl ve
NTproBNP 1gG2b ile konjugasyonu gergekletirilmistir. rHCV-Qdot,
GP41,GP36,P24-Qdot, HbsAg mAbl-Qdot, cTnl IgG2b-Qdot, HFABP IgG1-
Qdot ve NTproBNP 1gG2b-Qdot konjugatlarin Bradford Protein tayini yontemiyle
baglanma verimlerinin %90 1n {izerinde oldugunu gostermistir. Agaroz jel
elektroforez yontemi sonuglari antijen/antikor konjugasyonu sonrasinda molekiil
agirhiginda artis olacagindan konjugatin jel igerisinde kuantum noktalardan daha
agir ilerledigini ve konjugasyonun gerceklesmis oldugunu gostermistir. Kuantum
noktalarin Antikor/antijen konjugasyonu sonrasinda boyutlarinin 10 nm den
ortalama 20-25 nm’ ye bilyiidiiglinii gostermistir.

I*** ile radyoiyodinasyon sonucunda 1™*!-Troponin | RF:0,028 iken, 13-
CdTe/CdS-TGA Kuantum Nokta-Troponin | RF:0,156 bulunmustur. Buda
kuantum noktalarin Troponin | ile konjugasyonunun basariyla gergeklestigini

gostermektedir.

HPLC kromatogramlari CdTe/CdS-TGA Kuantum Noktalarin Rt:4,004 dk,
HCV coctail antijenlerinin alt birimlerinin Rt1:6,0736 dk, Rt2:8,806, Rt3:11,073
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dk , CdTe/CdS-TGA Kuantum Noktalarla konjuge HCV antijenlerin Rt:12,454 dk
olarak vermistir. Bu durum CdTe/CdS-TGA Kuantum Noktalarla-HCV %90
verimde konjuge oldugunu ve HCV antijen alt birimlerinin tek bir fraksiyonda
toplandiginm1 gostermektedir. Fotostabilite ¢alismalar1 sonucunda saklanan Qdot
konjugatlarin floresansi azalmaksizin 30 giin boyunca kararliliin1i korumustur.
Bu yiiksek kararli fotostabilite kuantum nokta esasli yiiksek hassasiyet ve

secicilikte tani kiti iiretimi i¢in biiyiik avantaj saglamaktadir.

Tasarlanan Qdot esasli tani kitlerinin pozitif ve negatif kontrollerle yapilan
denemelere dogru yanit verdigi ayrica farkli pozitif kontrol numuneleri ile yapilan
capraz girisim denemelerinde spesifik olmayan baglanma girisimlerinin olmadigi
goriilmiistiir. Tasarlanan yiiksek hassasiyetli Qdot esasli HBsAg tan1 kiti 100 pl
serum/plazma 6rnegi ile 10 dk da cut off 4.5 u/ml sonu¢ vermektedir. Buda
mevcut rapid testlerden daha yiliksek hassasiyette 6l¢iim imkani saglamaktadir.
Qdot esasli HCV tani kiti NS3+NS4 alt birimlerinde pozitif 6rnekleri PZR’ye
kiyasla yiliksek hassasiyette tespit edebilmektedir. Qdot esasli HIV tani kiti ile
Referans EIA testleri tiim 40 panelde ayn1 sonuglar1 elde etmistir. Testlerin teshis
hassasiyet performanslar1 karsilastirildiginda CE sertifikal1 EIA testleri ile esdeger
oldugunu gostermistir. Qdot esasli NT-proBNP tan1 kiti ile 120 ul gibi diisiik bir
numune hacminde 5dk igerisinde 450 pg/ml hassasiyette 6l¢iim yapilabilmektedir.
Ayrica tasarlanan testlerin  kolloidal gold temelli mevcut testlerle
karsilagtirildiginda ¢ok daha diisiik maliyetlere elde edildigi goriilmiistiir. Hem
etkinlik hem de maliyet acisindan bir adim 6nde olan bu testler yakin gelecekte

hastaliklarin erken tanisinda 6nemli rol oynayacaktir.

Ayni1 zamanda 01040.STZ.2011-2 no’lu santez projesi olarak yiiriitiilen bu
tez sonucunda elde edilen qdot esasli tani kitleri kullanim kolayligi, arttirilmis
hassasiyet, duyarlilik ve dogruluga sahip olmasi ve diisiik maliyeti Milli geliri
diisiik iilkelerdede basit bir UV lamba ile testin kalitatif olarak pratikce
kullanilabilir olmasi, Kantitatif tayine imkan vermesi gibi 6zelliklerinden dolayi

proje ortagi firmaya i¢ ve dis pazarda rekabet iistiinliigii saglayacaktir.
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