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Fenilketonuri (FKU), fenilalaninin metabolize edilememesi, kanda ve diger vucut
sivilarinda artmasi sonucu kisinin beyninde hasara sebep olan bir hastaliktir.
Hastaliga sahip bireylerde kan fenilalanin seviyesinin duzenli araliklarla takibi
zorunlu olup, bu testler zaman alici, yuksek maliyetli ve uygulamadaki teknik
zorluklar ile teknik ekipman ve uzman personel gerektirmesi nedeniyle 6zellikle
hastaligin yaygin oldugu kirsal kesimlerde vyeterince uygulanabilir dedgildir.
Gozenekli yapisi, yluzey ozelliklerinin genis bir olgekte kontrol edilebilmesi ve
istenilen uygulamaya goére biyolojik olarak kolay modifiye edilebilmesi nedeniyle
kagit, sensor uygulamalari basta olmak Uzere gesitli biyolojik ¢galigmalarda siklikla
kullanilan bir sistemdir. Kagit tabanli mikroakiskan sistemlerin tretiminde kullanilan
en temel yontemlerden biri mirekkep puskurtmeli yazicilardir. Bu ydntemde yazici,

pikolitre mertebesine kadar inen test sistemi basina ornek sarfiyati ile, yuksek



keskinlik ve tekrarlanabilirlik ile istenilen molekilin test sistemine aktariimasini

saglar.

Uretilen test kiti (izerinde gerceklestirilen enzimatik ve kolorimetrik reaksiyonlar
kapsaminda, fenilalanin dehidrojenaz enzimi NAD®* varhdinda fenilalanin ile
tepkimeye girmektedir. Agiga ¢ikan NADH, reaksiyonun ikinci basamaginda mPMS
ile yukseltgenerek son urin olarak formazan uretmektedir. Ortamdaki fenilalanin
derisimine bagl olarak Uretilen formazan miktari test bdlgesinde mor tonlarinda bir
renk degisimine sebep olmakta ve renk seviyesinin optik karakterizasyon

yontemiyle analizi sonucu fenilalanin derigimi tayinine imkan saglamaktadir.

Yazici ile Uretilen test sistemi igin hesaplanan tayin siniri 4.01 mg/dL olarak
Olctlmastir. Cihazin kolorimetrik cevap stresi 8 dakika olarak hesaplanirken,
toplam Uretim suresi 5 dakikaya dusUralmustar. Puskuirtme oranlarinin elektronik
olarak kontrol edilebilmesi Uretim sirasinda reaktif madde derisimini daha hassas
bir sekilde ayarlama imkani yaratmis; bu durum da test kitinin dogrusal olarak
calistigi derisim araligi olan 0-22 mg/dL bdlgesini kontrol etme yetisi kazandirirken,

bagimsiz uretilen kitler arasindaki 6lgum tekrarlanabilirligini arttirmigtir.

Sunulan tez calismasi ile fenilketonUri hastaliginin takip gerektiren seviyesi, orta
hiperfenilalaninemi, orta dereceli fenilketonuri ve klasik fenilketonuri olmak Gzere
dort ayri derecesini kolorimetrik olarak anlamli bir sekilde 6lgmesinde kullaniimak
uzere Uretimi kolay, maliyeti dlsuk, cevap slresi hizli bir test sistemi basariyla

geligtirilmigtir.

Anahtar Kelimeler: Fenilketonuri, Kagit tabanli mikroakigkan analitik cihazlar,

Murekkep puskurtmeli baskilama, Kolorimetrik biyosensorler
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Phenylketonuria (PKU), is a disease caused by the failure of phenylalanine
metabolization and resulting accumulation at blood and other body fluids causing
brain damage. Despite periodic phenylalanine monitoring is a necessity for PKU
patients; due to being a time consuming test with high costs and requirement of
analytical grade equipment along with trained personnel, it is not widely accessible

especially at the rural areas where the disease is more common.

Porous structure, precisely controllable surface properties and easy biological
modification makes paper a commonly used material in biology, especially in sensor
applications. One of the most widely used fabrication methods for preparation of

paper based microfluidic systems is inkjet printing. This method enables fast and



vast production of test systems with very high pattern resolution and repeatability
with regant volumes as low as picoliters per test strip.

The first stage of detection mechanism which is an enzymatic process, is the
reaction between phenylalanine and phenylalanine dehydrogenase in the presence
of NAD*. This reaction results with reduction of NAD* to NADH. In the second stage,
NADH is oxidized again by mPMS and produce formazan as end-product.
Consequently the amount of produced formazan is a function of the input
phenylalanine concentration. Significantly different color of formazan comparing all
the input samples and by-products allow us to detect formazan quantity on test

specimen therefor input phenylalanine concentration.

Calculated limit of detection for ink-jet printer fabricated test system is 4.01 mg/dL.
Colorimetric response time is calculated as 8 minutes while fabrication time is
reduced to 5 minutes. By printer fabrication, the ability to control spraying ratio
electronically enables us to control the reactant concentration resulting a better
control over the linear range of test system which is 0-22 mg/dL. Same feature also

drastically improve sensor-to-sensor repeatability.

Within this study; a low cost and fast responsive test system with minimal fabrication
requirement has been successfully developed which can identify monitor required
phenylketonuria, mid-hyperalaninemia, = mid-phenylketonuria and classic

phenylketonuria with colorimetric technique with high trust rate.

Keywords: Phenylketonuria, Paper based microfluidic analytical devices, Inkjet

printing, Colorimetric biosensors
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1. GIRIS

Fenilketonuri (FKU), otozomal ¢ekinik olarak kalitilan metabolik bir hastaliktir. Bu
hastalik bir karaciger enzimi olan fenilalanin hidroksilazin (PAH) sentezlenememesi
ya da enzimin yeterince aktivite gosterememesi sonucu meydana gelmektedir.
Hasta bireyler fenilalanin amino asidini metabolize edemezler, fenilalaninin tirozine
dénismesi engellenir (Sekil 1.1). iki amino asit arasindaki tek fark tirozinde bulunan
hidroksil grubudur. Kanda ve diger vucut sivilarinda artmig fenilalanin ve onun
artnleri farkh dokularda, beyin-omurilik sivisinda (BOS) birikerek hasara sebep
olmaktadir [1][2].

Fenilalanin hidroksilaz

Tetrahidrobiopterin

Sekil 1.1 Fenilalaninin, fenilalalin hidroksilaz enzimi varliginda tirozine déntsima.

Hastalikta fenilalanin dokularda, plazmada ve idrarda yluksek miktarda
bulunmaktadir. Fonksiyonel fenilalanin hidroksilaz varliginda yiksek miktarlarda
olusmayan fenillaktat, fenilasetat ve fenilpirvat miktari da artmaktadir. Klasik
fenilketontriye PAH kodlayan gendeki mutasyon sebep olmaktadir. Hastalik
otozomal ¢ekinik olarak kalitilir; farkli toplumlarda saptanan mutasyonlarin gesidi ve
gérilme sikliklari buylk degiskenlik gdstermektedir. Ulkemiz gibi akraba
evliliklerinin sik oldugu toplumlarda hastaligin gértlme sikhdr da artmaktadir [2][3].
Hastaligin farkli bir tipi olan hiperfenilalaninemi, ayrica bir koenzim olan
tetrahidrobiopterin (BH4) sentezinde veya indirgenmesinde rol alan enzimlerin

eksikliklerinde meydana gelmektedir [4].

Agir zihinsel 6zur, norolojik ve gelisimsel bozukluklar, mikrosefali, gelisme geriligi
en tipik fenilketondri bulgularidir. Eger hasta tedavi edilmezse mental ve motor
gerilik basta olmak tUzere bu tip klinik bulgular gorilmeye baslamaktadir. Bunlarin
diginda hastalarda siklikla agik renk sag, acik deri rengi, ve mavi gozlerle

karakterize pigmentasyon eksiklikleri gértulmektedir [5].



Hastalik diyet ile tedavi edilebilir oldugu icin erken tani onemlidir. Yenidoganda
semptom vermediginden tani i¢in yuksek fenilalanin duzeyinin saptanmasi amaciyla
laboratuvar testi yapilmasi zorunludur. Pozitif tarama testine sahip yenidoganda

taniyi kesinlestirmek icin fenilalanin dizeyleri nicel olarak tayin edilmektedir [6].

FKU hastalarinda tedavi fenilalaninden fakir, sentetik amino asit preparatlar ve
fenilalanin igerigi dusuk bazi dogal gidalar ile beslenerek kandaki dlizeyi normal
sinirlarda tutarak saglanmaktadir. Ancak birgok dogal proteinin fenilalanin igermesi
nedeniyle normal diyetle fenilalanin sinirini asmamak mumkin olmamaktadir.
Miktarlar kisinin kandaki fenilalanin dizeyi Olgulerek tolere edebilecedi dizeye gore
verilmektedir. Fenilalanin esansiyel bir amino asit oldugu icin, kanda duzeyini
dusurecek asiri tedaviden kaginmak gerekmektedir, cunku bu da buyume geriligi ve

cesitli norolojik bozukluklara neden olmaktadir [7].

Geleneksel tani yontemleri arasinda guthrie testi, tandem kutle spektrometrisi
(TMS), yuksek basin¢h sivi kromatografisi (HPLC) kullaniimaktadir. Bu teknikler
duyarlihgi yiksek ve kisa sure igerisinde sonucun verildigi tekniklerdir, ancak

zahmetli ve ylksek maliyetlilerdir [4].

Seluloz liflerinden olugan ve dogal olarak hidrofilik 6zellik gosteren kagit, fiber
matrisi icine sivinin nufuz etmesini saglayarak mikroakiskan sistemin kagit kullanimi
icin temel olusturmaktadir. Kagit tabanli mikroakiskan cihazlar, hidrofobik
polimerlerin duvarlari ile hidrofilik kanallardan olugsmaktadir. yPAD’ler Klinik tani,
gida kalite kontroll ve gevre izleme gibi birgok uygulama alaninda kullaniimaktadir.
Dr. Whitesides ve arastirma grubunun, idrar érneklerinde glikoz ve proteinin es
zamanli olarak saptanmasi amaciyla desenli sellloz kullanmasi ile kagit temelli
cihazlarin temelleri 2007°de atilmigtir ve ginumuze kadar glikoz, protein, karaciger
fonksiyonunun belirteglerini saptamak igin kagit bazl cihazlarda tim kan-plazma

ayriminin gerceklestiriimesiyle ilgili de birgcok ¢alisma yapilmistir [8].

Kagit tabanli mikroakiskan analitik cihazlar yPAD denilen desenli kagitlardan
yapiimaktadir. Bu sistemlerin asil amaci ASSURED (uygun maliyet, hassas,
spesifik, kullanimi kolay, hizli-dayanikl, ekipman gerektirmeyen, dagitilabilir) tani
Kitleri icin yeni bir platform saglamak ve bu testlerin sadeligi ile konvansiyonel
mikroakiskan cihazlarin ozelliklerini birlestirmektir. yPAD’lerin ¢alisma prensibi

sivinin hareketinin genellikle kapiler etki ve buharlagma yolu ile kontrol edilmesinden



dolayl herhangi bir dis destek ekipmanina ihtiya¢c duymadan az miktarlarda sivilar

ile calismasidir [8][9].

Bu tez calismasi ile, fenilketondri hastaliginin tanisinda hizli ve pratik bir yéntem
gelistirirken, ayni zamanda hastalarin yasam kalitesinin  yuUkseltilmesi
amaclanmistir. Hastalarin kaninda ve cgesitli dokularinda birikmis olan fenilalanin
miktari, hastaligin kalici bir hasar birakmamasi adina ciddi bir sekilde takip
edilmelidir. Bu da, 2-4 haftada bir dlzenli olarak bir tam tesekkulli bir hastanede
yaptirmak zorunda olduklari cesitli testlerin, 6zellikle ¢ocuk hastalar ve kirsal
kesimde yasayan insanlar igin, zaman ve maliyet agisindan dezavantajlarini gozler
Oonune sermekte ve yasam kalitesinin ciddi bir sekilde dismesine sebep olmaktadir.
Kagit tabanh cihazlarin dretiminde; dusuk maliyetli olmasi, kullanim kolayhg! ve
verimli Uretim sureci gibi kriterler avantajli hale gelmelerine sebep olmustur. Bu
calismada hedeflenen kagit tabanh mikroakiskan analitik cihaz sayesinde hastanin
evde kendi basina ya da polikliniklerde renk degisimini gorerek, kolaylikla 6lgim

yapabilmesini amaclamistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Biyosensorler

Biyosensor bir analiz sonucu alinan yanitin algilayici bir sistemle birlestiriimesini ve
optik, termal ya da elektriksel sinyallere donustiriimesini saglayan analitik bir
cihazdir [10]. Bagka bir ifadeyle, immunoreseptorler, optroitler, rezonant aynalar,
glukometreler, biyogipler ve biyobilgisayarlar olarak da adlandirilmaktadirlar [11].
Biyosensorler ayni zamanda bir hastaligin erken teshisinde ve tedavisine yardimci
olmak Uzere gelistirilen kullanimi kolay cihazlari ifade etmektedir. Yani, genellikle
elektriksel, termal veya optik sinyaller ile kimyasal bilesikleri tespit etmek igin izole
edilmig enzimler, immunsistem, doku, organel veya butun hucrelerin aktif olarak rol
oynadidi spesifik biyokimyasal reaksiyonlari kullanan cihazlardir [12]. Ayrica
biyosensorler, bir hedef molekull tanimak, bir elektronik sinyalin iletimini saglamak
icin malzemenin sahip oldugu fiziksel, kimyasal ve biyolojik 6zelliklerden benzersiz
olanlarina odaklanarak tek bir ¢ip Uzerindeki mikroakiskan cihazlar ile bir hasta basi
test kiti gorevi gdérmektedirler [13]. ilk biyosensoriin ortaya cikisi 1950’lere
dayanmaktadir. Geligtiriime slreci L.C.Clark’in Cincinnati Hastanesi’nde (Ohio,
ABD) bir elektrot yardimiyla kanin i¢erdigi oksijen miktarini hesaplamak istemesiyle
baglamaktadir. Daha sonra Clark ve Lyons tarafindan geligtirilen ¢alismada bir
oksido indirgeyici enzim, bir platin elektrodunun yaninda sandvig iginde tutulmustur,
temel hedef maddesi glikoz olan sistemde, — 0.7 V’de polarize edilmis platin katot,
maddeyle enzimin reaksiyonu sonucu ortaya gikan peroksite reaksiyon gostermistir
[14].

Biyosensor teknolojisinde kullanilan biyolojik elementleri inceleyecek olursak
bunlar; iyonoforlar, antikorlar, enzimler, lipozomlar, membranda bulunan
reseptorler, organeller, hiicreler, dokular ve organlardir. Biyosensorlerin, es zamanl
ve yerinde analizler icin sagladiklari kullanim kolayhgi ve yliksek hassasiyet onlarin
tibbi tani, ¢cevresel goruntileme, genetik, gida isleme, savunma sanayi gibi birgok
konuda genis uygulamalara sahip olmasini saglamaktadir [15][16]. Biyosensorler,
saglk endustrisinden gelen buyuk bir ivme ile su anda %60’lik bir yillik buyame
orani ile hizla gelisen bir alani temsil etmektedir. Klinik tani ve biyomedikal sektorin
disinda, gida uretim ve analizi, proses kontroll, biyoreaktdr kontrol ve analitigi,
bakteriyel ve viral tani, ilag analizi, endustriyel atik su kontroll, ¢evre koruma ve

kirlilik kontrolli, maden isletmelerinde toksik gaz analizleri, askeri uygulamalar, tarla



tarimi ve veterinerlik gibi ¢ok cesitli alanlarda uygulamalari her gegen gun hizla
artmaktadir. Son yillarda cesitli biyomedikal ve diger alanlarda kullaniimak Uzere

farkh tirlerde birgok biyosensor gelistirilmigstir [17].

Biyosensorler iki bilesenli sistemlerden olusmustur; Kan, serum, tikrik, drine gibi
analitleri ya da biyomuUhendislik teknikleri ile elde edilen enzim, antikor, nukleik asit,
hicre ve dokular gibi hassas biyoelementleri iceren biyolojik sistemler ve analitin
biyolojik elementle etkilesimi sonucu olusan sinyalin kolay bir sekilde ol¢cliimesini
sadlayip ayni zamanda baska bir sinyale donusturen transduser ve bu sonuglarin
anlasilir, kullanici dostu bir sekilde gosteriimesinden sorumlu sinyal islemcileri veya
elektronik bilesen olan amplifikatorden (ekran Unitesi) olusan fiziksel sistemler. Bu
transduser, elektrokimyasal (voltametri, amperometrik, potensimetrik, iletken,
kapasitif, impedans), optik (emilim, ylzey plazmon rezonans, kimyasal isildama
(kemiluminesans), biyolojik 1gildama (biyoluminesans), floresans, optik fiber),
piezoelektrik (kuartz kristal mikrobalans, ylzey ses (akustik) dalgasi), kalorimetrik,
manyetik olabilmektedir [17][18].

Daha basit bir sekilde ifade edilecek olursa; biyosensorler bir hedef bolgedeki
biyokimyasal reaksiyon yada spesifik baglanma saglayan bir biyolojik
tanima/baglanma elementi yani ligand ve bir sinyal donudstiricu uniteden
olugsmaktadir. Basarili bir biyosensorun sahip olmasi gereken onemli noktalar
vardir; dncelikle, biyokatalizér, analizler icin oldukca spesifik, normal depolama
kosullarinda stabil olmali, érnegin kolorimetrik enzim seritleri, daldirma gubuklari ile
yapilan testlerde ¢ok sayida deneme sonucu iyi stabilite gostermelidir. Gergeklesen
tepkime, ortamin nem, pH ve sicaklik degerlerinden ve karistirma gibi gesitli fiziksel
parametrelerden bagimsiz olmalidir. Bu da asgari 6n iglem ile mumkun olmaktadir.
Reaksiyonun icerdigi kofaktorler ve koenzimlerin enzimle es zamanli immobilize
edilmesi bu konuda 6nemlidir. Reaksiyonun gerceklesmesiyle alinan kesin yanit,
tekrarlanabilir, elektriksel gurultiden arinmis ve analitik aralik Gzerinde dogrusal
olmalidir [19]. Cihazin oélgllecek analitin miktarindaki degisikliklere duyarl olmasi,
kUguk derisim degisikliklerinde bire bir cevap verebilmesi duyarlilik agisindan 6nem
tasimaktadir. Cihazin Odlgebilecegi en kuguk derisim tayin siniri  olarak
adlandirilmaktadir. Biyosensorin guvenilirligi hangi analit icin tasarlandiysa ona
olan Ozgunliguyle dogru orantili olarak degismektedir. Cihazin sadece analiz
edecedi maddedeki 6zgunlugu baska reaktiflere ilgi gostermemesi dogru sonug



vermesini saglamaktadir. Biyosensorler klinik durumlarda invaziv goruntuleme igin
kullanilacaksa, 6lgim ucunun higbir toksik veya antijenik etkisi olmayan, biyouyumlu
olmasi onem tasimaktadir. Biyosensorun kullaniglihgl acgisindan da kirlenme,
proteoliz olma gibi durumla egilimli olmamasi gerekmektedir. Cihazin émru, yani
performansinda bir degisiklik, azalma olmadan hizmet verdigi surenin belirlenmesi
oldukca Onem tasimaktadir. Cihazin belirli bir sure igerisinde duyarhliginin
degisimlerinin dikkate alinmasiyla olusturulan bir kalite 6lgum degeri olarak kabul
edilen kararlihgi, cihazin Olgebilecedi derigsim araliginin belirlenmesi, cihazin
sonuglarindaki tutarhlik, 6lgme hizinin belirlenmesi bir biyosensor tasarimindaki

olmazsa olmaz noktalardir [20][21].

2.2. Biyosensor Tirleri
Biyosensoarler farkli 6lgim yontemlerine ve farkli biyoalgilama materyellerine goére
siniflandinimaktadir ancak genel anlamda bir siniflandirma yapildiginda

biyosensorler dogrudan ve dolayl olarak ikiye ayriimaktadir.

Dogrudan biyosensorler (label free); elektrokimyasal, optik ya da piezoelektrik
donusturicuden gelen sinyallerin dogrudan, bir etiketleme yapilmaksizin analiz
edilen materyalin miktari ya da olup olmadidi hakkinda bilgi vermesi seklinde bir

calisma prensibine sahiptir.

Dolayli biyosensorlerde analiz edilen maddenin bir enzim, floresan o6zellikli bir
partikul gibi malzemelerle etiketlenerek farkli donusturiculerle okunmasiyla sinyal

vermesi seklinde gerceklesmektedir [22] [23].
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Sekil 2.1 Biyosensorlerin siniflandiriimasi.

2.2.1. Kullanilan Donustiirme Araglarina Gore Biyosensorler

Biyosensodrler donlUstirme araglarina gore elektrokimyasal, optik, piezoelektrik,

termal, manyetik ve kolorimetrik olarak siniflandiriimaktadir (Sekil 2.1).

Elektrokimyasal biyosensoérler
Elektrokimyasal biyosensorler, calisma sekilllerine gbre potansiyometrik,

amperometrik ve yari iletkenlik sensorleri olarak Ug gruba ayrilmaktadir.

Potansiyometrik sensorler; Bir kargilastirma elektrodu ve uygun bir c¢alisma
elektrodu ile olusturulmus bir elektrokimyasal elementte dlgulen gerilim degerleri
yardimi ile hlcre c¢ozeltisindeki nicel analize potansiyometri adi verilmektedir.
Analizi yapilacak olan turtin belli derisimdeki ¢ozeltisine daldirilan ve bu ¢ozeltiden
bir membran ile ayriimis elektrot ile yine ayni ¢ozeltide bulunan bagka bir
karsilagstirma elektrodunun arasinda bir gerilim olusmaktadir. Bu gerilim iki ayr
elektrot arasindaki logaritmik iliskiye baghdir. Bu gerilimin dl¢iimesi esnasinda

uygun bir devrenin kurulmasiyla iki elektrot arasinda bir akimin olmamasi
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saglanarak olgum yapilimaktadir. Membranin i¢ ve dis taraflarinda bulunan
cOzeltilerde analizin yapilacak oldugu tarin derisimi agisindan bir farkla
kargilasildigi anda gerilim farki meydana gelmektedir ve bu farkin analizi
yapiimaktadir. Bu analiz hicrenin tirine ve derisimine, ayrica membranin cinsine
ve diger bilesenlerin cins ve miktarina da baglidir. Amperometrik sensorler; Calisma
mantigr yine elektrot tepkimesine baghdir. Mikro ¢alisma elektrodu olan birinci
elektrot ile karsit elektrot arasinda denge geriliminden farkli bir gerilim disardan
verildiginde sistem yeniden dengeye ulasmaya c¢alisacagindan bu olay iki
elektrodun arasindan akim gegmesiyle sonuglanmaktadir. Bu ydonteme amperometri
denir. Bu turdeki sensorlerin en ¢ok kullanilani oksijen elektrodudur. Yari iletkenlik
sensorleri; Bir ¢ozeltide elektrik yuku, elektriksel bir alandan s6z ediliyorsa, iyonlar
tarafindan tasinmaktadir. Bu baglamda c¢ozeltideki iletkenlik katsayisi, icerdigi tim
iyonlarin katkisi ile olusmaktadir. iki elektrot arasina uygulanan bir alternatif akim,
dusuk frekanslarda yuk tasinimi iyonlarin elektriksel alandaki gogu ile olurken,
yuksek frekanslarda ¢ézicunin kutuplanmasi nedeni ile yik taginimina ¢ézicinin
de katkisi olmaktadir. iki elektrot arasina alternatif akim uygulanmasinin temel
nedeni elektrotlarda elektrolizle olabilecek madde kaybini en aza indirmek igindir.
Bu tarz sensorlerin bir 6rnedi oksijen sensorleridir. Suda ¢dzinen oksijen
molekulinin Ti metali ile olusturdugu iyonlar nedeni ile artan iletkenliginin

Olcllmesine dayanmaktadir [24].

Optik biyosensoérler

Optik biyosensorler, optik kirlma ya da elektrokemiluminesansa dayanarak
olusturulmaktadir. En ¢ok kullanilan biyosensor sinifidir. Optik algilama, optik alanin
bir  biyotanima  elementinin  etkilesimiyle  gergeklestiriimektedir.  Optik
biyosensorlerde hem etiketli kullanim hemde etiketsiz kullanim goérulmektedir.
Etiketsiz modda sinyal dogrudan analitin transduser ile etkilesimi ile Uretilmektedir.
Etiket temelli bir algilama da ise sinyal dogrudan degil bir etiketin kullanimiyla
kolorimetrik, floresan veya isildama yontemiyle uretilmektedir. Glikoz gibi basit
molekuller, etiket destekli algilama kullanilarak enzimatik oksidasyon ile tespit
edilebilmektedir. Kandaki glikoz analizi, diyabetiklerin kullandigi el tipi bir dlgim
cihazi olarak bir biyosensorun ticari anlamda en basarili uygulamalarindan biridir.
Optik biyosensorler, optik bir transduser sistemle birlestiriimis bir biyotanima

elemanini igceren kompakt analitik cihazlardir. Temel amaci, analitin derisimiyle



orantili bir sinyal dretmektir. Bu tip biyosensorler, enzimleri, antikorlari, antijenleri,
reseptorleri, nukleik asitleri kullanabilmektedirler. Absorbsiyon esasli optik enzim
sensoérlerinin - temelini  enzimatik reaksiyon sonucu absorbsiyon farklari
olusturmaktadir. Reaksiyon sonucu olusan maddedeki derisim farkhliklari sonucu
olusan bu absorbsiyon farklarinin belirlenmesiyle 6lgim gergeklesmektedir. Renkli
madde derisiminde meydana gelen degisimlerin nedeni genelde enzimatik
reaksiyon sonucu olusan pH dalgalanmalarindan kaynaklanmaktadir [25]. Floresan
esasli optik enzim sensorlerinde absorbans esasli optik enzim sensdrlerinden farkh
olarak floresan bir 6zellik gosteren belirte¢ madde kullaniimaktadir. Biyoluminesans
esasli optik enzim sensorleri, ates bocedi, yilldiz kurdu ve bazi deniz omurgali ve
omurgasiz canlilarinda, bazi mantarlarda ve bakterilerde kimyasal yolla isik
uretmesine dayanan bir ilkeye dayanmaktadir. Bu i1sik lusiferaz adi verilen bir enzim
ile Uretilmektedir. Bir optik biyosensor ¢esidi olan SPR biyosensorlerde, yluksek
derecede iletken bir metal (altin) ve bir dielektrik materyal arasindaki arayuz
boyunca uzanan ylzey plazmonun optik uyarilmasiyla olusan ylzey plazmon
rezonansi, sensorin araytzindeki ince biyolojik filmdeki optik yansima indeksindeki
kuguk degisiklikleri dlgmede siklikla kulaniimaktadir. Bu uyariilma kosullari kullanilan
iletken metalin gecirgenligi, analitin gecirgenligi, dalga boyu ve anlik 1sinin agisi ile
ilgilidir. Yuzey ile 800 nm’ye kadar bir mesafede rezonans acisinin arayuzdeki
dielektrik sabitindeki degisikliklere hassas olmasi, SPR tabanli optik biyosensorlerin
klguk partikuller Gzerinde daha iyi galismasini saglamaktadir. Sensoér Uzerinde
gerceklesen biyokimyasal reaksiyon hassasiyet agisindan dnemlidir, bundan dolayi
bir antijen-antikor sistemi veya DNA tamamlayici sistemler SPR tabanli optik

biyosensor uretiminde kullaniimaktadir [25][26].

Piezoelektik biyosensorler

Akustik temelli cihazlar olan piezoelektrik biyosensorler, elektrik, kutle ve
viskoelastisitede geligtirilen teorileri temel alan bir galigma prensibine sahiptir,
elektriksel bir potansiyel uygulandiginda elastik deformasyona ugrayan kristalleri
kullanmaktadir. Alternatif akim kristalin elastik 6zelliklerine bagli olarak bir dalga
uretmektedir. Genellikle kristal kuartzdir. Kristali biyolojik bir elementle
kapladigimizda analit bir reseptore baglanarak frekansta bir degisiklige sebep
olmaktadir. Hibrit DNA’'nin, DNA bagdlayici ilaglarin ve glikoz derigiminin

saptanmasinda kullaniimaktadir [13][27]. Diger tip sensodrlere goére c¢ok yonlu



uygulama saglamalari, duguk maliyet ve kullanim kolayligi, hassasiyetin yuksek
olmasi ve etiketsiz olmalari kullanim alanlarini genisletmigtir. Temelde kuartz kristal
mikrobalans (QCM) ve ylzey akustik dalga (SAW) olarak iki tip piezoelektrik cihaz
bulunmaktadir. QCM, 15MHz altindaki frekanslarda ¢alisirken, SAW ise genelde
100MHz frekansin uzerinde c¢alismaktadir. SAW cihazlari peptit tespiti, DNA

siralamasi, patojenler ve pestisitlerde yliksek hassasiyete sahiptir [28].

Termal biyosensérler

Termal (kalorimetrik) biyosensorler, bir biyolojik algilama elementinin (enzim,
organel, mikroorganizma, hucre, doku, nukleik asit, antikor) termometre, termopil
veya termistor gibi fiziksel bir transduser ile birlestiriimesiyle olusturulmustur. Temel
calisma prensipleri bir enzimatik reaksiyondaki 1s1 degisiminden yararlanarak
substrat derisimini belirlemekten olusmaktadir. Bu nedenle kalorimetrik enzim
sensorleri olarak da isimlendiriimektedir. Biyokimyasal reaksiyonlar icin entalpi
degisimi  25-100kJ/mol araligindadir. Termal biyosensdrlerin  sinyallerin
aciklanmasinda izotermal kosullar onemlidir. Enzimatik reaksiyonlarin genel olarak
ekzotermik olmasindan yararlaniimaktadir. Hassas ve kucgultulmus bir termistore
sahip olmalari ve kolay akis-enjeksiyon analizi sayesinde kullanighhgi artmaktadir
[29][30].

Manyetik biyosensérler

Manyetik biyosensorler, manyetik nanoparcaciklarin trasndisere entegre edilmesi
ya da analitle birlestirildikten sonra sensoérun aktif algilama yulzeyi Uzerine manyetik
alan uygulanmasiyla bir sinyal alinmasi seklinde ¢aligmaktadir. Duyarlligi ve sinyal
gurdltd oraninin yiksek olmasinin yaninda kisa sureli analiz yapilmasi avantajlari
arasindadir. Biyomolekullerin manyetik nanopargaciklarla etiketlenmesi ¢ogu
numunede manyetik Ozellik bulunmamasi nedeniyle onemli bir uygulamadir.
Biyouyumlu, uygun fonksiyonel gruplara sahip ve immobilizasyonu dogru yapilan
manyetik nanopargacik spesifik olmayan baglanmayi engelleyecegi i¢in kullanimi
islevseldir [31][32].

Kolorimetrik biyosensériler

Kolorimetrik biyosensorler, genellikle metal iyonlarini ya da enzimleri kullanarak
hizli ve maliyetsiz sonu¢ veren sensorlerdir. Gergeklesen enzimatik reaksiyonlar
sonucu, kolorimetrik cihazlarin yardimiyla renk degisikligini algilanarak o6lgim

yapilmaktadir. Sinyallerin gorulebilir olmasi kolorimetrik sensorlerin ek bir ekipmana
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ihtiyac duyulmaksizin 6lgum yapilabilmesini saglamaktadir. Ek olarak dusuk
maliyetli olmasi sensorun kullaniglihgini arttirarak son zamanlarda nanopargacik
tabanl kolorimetrik biyosensorlerin tasariminda énemli ilerlemeler kaydedilmesini
saglamaktadir. Altin  nanopargaciklarin yani sira, Ag/Au c¢ekirdek-kabuk
nanopargaciklar, CdSe/ZnS gibi quantum noktalari, biyolojik elementlerle
kullaniimaktadir [33].

2.2.2. Biyoalgilama Materyaline Gore Biyosensorler

Biyosensorler biyoalgilama materyaline gore, enzimlerin kullanildigi biyokatalitik
esasl, antikor ve nukleik asitlerin kullanildigi biyoafinite esash ve
mikroorganizmalar, organeller, hlcreler, dokular ve organlari kapsayan mikrop

esasli biyosensorler olarak t¢ gruba ayriimaktadir (Sekil 2.1).
Biyokatalitik esasli biyosensdrler

Enzim esasli biyosensorler de diger biyosensarler gibi bir biyoaktif tabaka, iletici ve
Olcim kisimlarindan olusmaktadir. Burada biyoaktif tabakada enzimler vardir.
Biyosensor teknolojisi ile ilgili calismalar enzim esasli biyosensorler ile baglamistir.
1962 yilindaki Clark ve Lyons tarafindan kanda glikoz tayinini 6lgmeyi amaglayan
cihaz buna bir ornektir. Bir elektrokimyasal sensor 6zelligi gosteren bu cihazda
Olclm icin enzim elektrotlari kullaniimistir [14]. Enzim esasli biyosensoér yapimindaki
en 6nemli asama enzimin saflastirimasidir. Enzimin bulunacagi ortam sartlarinin
saglanmasi, katalitik sabitligi, enzimin optimum c¢alismasi agisindan elzem
oldugundan o&zellikle transduser yluzeyine immobilizasyonu bu tip sensorlerde
oldukga énemlidir. Ozellikle kiigiik molekile sahip maddelerin analizinde enzim
sensérleri oldukga genis bir kullanim alanina sahiptir. ilaglar, gida maddeleri,
vitaminler, antibiyotikler, amino asitler bu tip sensorlere érnektir. Bu kadar genis
kullanim alani olmasinin en 6nemli nedenleri dlgumlerindeki ylksek duyarllik,

kullanislilik ve farkli bir¢cok transduser g¢egidi ile ¢calisilabilir olmasidir [34][35][36].
Biyoafinite esasli biyosensérler

immunobiyosensérler yani biyoafiniteye dayali antikor sensérlerinin ¢alisma
prensibi antijen-antikor iliskisine dayananmaktadir. Biyobilesen énemli bir protein
sinifi olan antikorlardir. Kan plazmasinin  %20’sini olusturan genel adiyla
immunoglobulinler (Ig) denilen glikoprotein grubuna aittirler. IgG plasentay gegme

yeteneginden ve kan serumunda %70 oranla en ¢ok bulunan immunoglobulin
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olmasiyla, antijenlere karsi yuksek egilim ozelligiyle teshis i¢in kullanishligr yiksek
bir temel antikordur. Bu sensarlerin antikor — antijen iligkisinin 6zgulligunden dolayi
hassasiyeti oldukga yuUksektir. Antikorlar, enzimlerin katalitik aktivitelerine sahip
degillerdir ancak ilgili antijene enzimlerden daha guglu sekilde baglanmaktadirlar.
Calismalan igin substrat gerektigi igin devamli ve in vivo seklinde
calisamamaktadirlar. Elektrokimyasal, piezoelektrik ya da optik transduserlerle ilag
etken madde olgumunde, hormon, virus, bakteri ve pestisitlerin tayini igin
kullaniimaktadir [37].

DNA biyosensorlerinde biyoelement olarak tek zincirli DNA oligomerleri
kullaniimaktadir. Calisma prensibi, transduser Uzerine sabitlenen DNA oligomeri ile
analitin, bu bir viris veya bakteri olabilir, sahip oldugu DNA pargasinin
hibridizasyonu ile olusan cift zincirli DNA'nin verdigi sinyale dayanmaktadir. Bu
elektrokimyasal ya da optik sinyalin transduser ile okunabilir hale gelmesiyle, sensoér

analitin patojenitesi ya da kromozomal 6zelligi hakkinda bilgi vermektedir [38].

Nukleik asit sensorleri genellikle genetik arastirmalar Uzerine testlerde
kullaniimaktadir. NUkleik asitlerin tek zincirli problarinin olmasi onlarin sensor
Uzerinde tamamlanarak hibridizasyon yapmasina olanak saglamaktadir, bu da

sensor uretimi agisindan oldukga yararlidir [39].
Mikrobiyal esasli biyosensérler

Mikrobiyal biyosensoérlerin biyobilesenleri genellikle mikrobiyal hicrelerdir ancak
¢esitli mikroorganizmalar, dokular, hicreler ve organeller de bu sensér grubuna
dahildir. Analit substrat ya da inhibitor olabilmektedir. Bu tur sensérlerde amag
genellikle metabolik aktiviteyi izlemektir. Amperometrik, potensiyometrik veya
impedans elektrokimyasal sensoérlerle kullaniimaktadirlar. Aerobik olan canlilarda
H2, CO2, NH3s ve organik asitler gibi metabolitler olgim igin tercih edilmektedir.
Mikrobiyal hicre transdusere immobilize edilmektedir. Mikroorganizmalarin
olumsuz sartlara uyum saglama konusundaki yetenekliligi, genis spektrumdaki
kimyasal bilesikleri metabolize edebilmeleri ayni zamanda hucre igi enzim kaynagi
olmalariyla biyosensorlerin yapiminda 6nemli bir kullanighliga sahiptir. Hicre ve
mikrobiyal esasli biyosensorler gida guvenliginde patojenlerin ve toksin maddelerin
tespiti amaciyla siklikla kullaniimaktadir ancak enzim esasl biyosensorler ile

kargilastirildiginda 6zgulluk agisindan zayiftir [40].
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Doku ve organel esasli biyosensorler, enzimlerin ayri bir sekilde izole edilmeksizin
kullanimini saglamaktadir. Kompleks yapilari sebebiyle elektrotlara gore verdigi

cevabin degismesi beklenmektedir ancak katalitik sabitlik agisindan énemlidir [41].

2.3. Kagit Tabanlh Mikroakigkan Cihazlar

Kagit tabanli mikroakigkan cihazlar, hizli bir sekilde tani veren yeni nesil hasta basi
test cihazlaridir. Uretimlerinin ucuz ve basit olmasi, hizli sonug vermeleri ve kolay
ulasilabilir olmalari nedeniyle kullanimlari hizli bir sekilde artmaktadir [42]. Son
yilllarda dunya ndfusunun giderek artmasiyla bulasici hastaliklar, diyabet, kalp
hastaliklari, kanser gorulme oranlarinda da ylkselme olmaktadir. Bir hastaligin
uygun sekilde tedavi edilebilmesi i¢in erken ve dogru tani ¢cok onemlidir. Ancak
dinyanin her yerinde bunun kolay bir sekilde saglanmasi zordur [42][43]. Hastalik
tanisi icin gereken teshis cihazlarinin ¢cogunun sinirli kaynaklar, temel saglk
hizmetlerinin altyapi bozuklugu gibi nedenlerle ulasilabilirligi yeteri kadar degildir.
Bu tip eksiklikler ayni zamanda testlerin daha uzun sire almasini saglamaktadir.
Teshisin hem dogru hem de hizli ve pratik olmasi ihtiyaci hasta bagi test cihazlarina
olan ihtiyaci arttirmaktadir. Mikroakiskan temelli hasta bagi test (point-of-care)
cihazlari geleneksel yontemli testlerin maliyet, uzmanlik gerektirmesi, ulagsiminin zor
olmasi ve harcadigi zaman gibi dezavantajlarina ¢ozum olmayi amaglamaktadir
[44].

Bu testler, mikro Uretim teknikleriyle hizli bir Uretim surecine sahip, uygulamasi
goreceli olarak zahmetsiz ve ucuzdur. Kendi aralarinda el tipi ve genis tezgah tstu
cihazlar olarak ikiye ayrilmaktadir. Kiglik tasinabilir cihazlar, otomatik 6rnek
hazirlanmasi ve analizini yapmak Uzere mikro uretim teknikleriyle Uretilmektedir.
Blyuk tezgah dstl cihazlar, Uretimdeki karmasikligi ve boyutu azaltiimis,
geleneksel laboratuvar ekipmanlarinin islevselligine sahip, ancak minyatur
versiyonlaridir. Ek olarak hasta bagsi test kitlerindeki teshis basamaginin dnemi
biyosensdrun dretimi agisindan bir takim zorluklari beraberinde getirmektedir. Cok
kuguk miktarda ornekler kullanilarak yapilan tanilama iglemlerinde dogru sonuca
g6turen en 6nemli basamak spesifik baglanmalarin ylksek olmasi ve hassasiyettir.
Diger bir zorluk ise algilama bilesenleri ve analitlerin tek bir alanda birleserek sinyal
vermesini saglamaktir. Bu da mikroakiskan cihazin Uretiminin ¢ok iyi diusunulmus

olmasini gerektirir [45].
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Daldirma gubuklari ve yanal akis testleri, hasta basi testlerinin yaygin olarak
kullanilan cesitleridir. 1lk kagit tabanh diyabet daldirma gubugu testi, 1950’lerde
idrardaki glikoz tespiti icin kullaniimistir [46]. Daldirma ¢ubugu testlerinin
gelistiriimesine paralel olarak, yanal akis testlerinde de gelismeler ayni tarihlere
dayanmaktadir. Filtrasyon amaciyla kullanilan nitroseltiloz membranlarin molekuler
tespit icin substrat olarak kullaniimaya baglanmig, idrardaki hCG'yi tespit ederek
hamilelik tanisinda kullanilan testlerin genel adi olan serolojik yanal akis testlerinin
ilk adimlart atilmigtir [47][48]. Bu tip testlerin ¢cogu farkh boyut, sekil ve
konfigirasyona sahiptir. Son zamanlarda ¢oklu kanalli testler tek bir numune ile
bircok test yapilmasina olanak sagladigi icin olduk¢a revagtadir. Yanal akis
immunotestleri, dogrudan yani ¢ift antikorlu sandvi¢ testler ve yarismali yani
durdurucu format olarak iki ana basliga ayrilmaktadir. Test formatinda bir kart
icerisinde bulunan 6rnek pedi, birlestirici pad, reaksiyon membrani ve bir emici pedi
icermektedir (Sekil 2.2). Dikey format gibi diger formatlar yanal testlere gore daha
kompleks yapidadir. Bu tur testlerin yuratilmesinde birka¢ adim gerekmektedir;
cihaz Uzerine ornegin yerlestiriimesi, analit — Kkolloidal altin konjugatlarinin
ylkanmasi ve eklenmesi gibi. Akis formatinin c¢oklu basamaga sahip olmasi
nedeniyle yanal testler daha ragbet gérmektedir [49].

) Ornek pedi
N A\ Nitroseliilloz membran

Kontrol bélgesi Emici ped

O AU
U Konjuge ped
*
Test bolgesi

Akis yonu

Sekil 2.2 Yanal akis testi galisma prensibi.

Mikroakiskan temelli hasta basi test kitleri klinik uygulamalar disinda hucre
bdyumesinin izlenmesi ve analizi gibi molekuler biyoloji alaninda, biyokimyasal ve
kimyasal analizlerde dusuk reaktif madde kullanimi, Uretim kolayhgi, kisa cevap
suresi gibi nedenlerden dolayi siklikla tercih edilmektedir. Miktarlarin hassas bir

sekilde kontroll yuksek dogruluk saglamaktadir [50][51].
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Mikroakigkan sistemler, reaktif maddeler, biyomolekuller, kanal tasarimi, substrat
secimi, Uretim elementlerinin uygun bir sekilde birlestiriimesi gibi bir dizi asama
icermektedir. Mikroakiskanlarin tretiminde kagit diginda silikon, cam, elastomerler,
plastikler, hidrojeller kullaniimaktadir. Bu malzemeler cihazin amacina uygun olarak
kullanilacak analitin yapisina gore segilir ve malzemenin tlirine gore uretim
asamasi degismektedir [50]. Mikroakigkan cihazin Uretimi igin yapilacak malzeme
seciminde islevi kadar biyouyumlulugu, fizyokimyasal 6zellikleri, potansiyel

uygulamalari da 6nemlidir [52].

Dinya Saglik Orgiuti'ne gore gelismekte olan Ulkeler igin tanisal cihazlar
‘ASSURED” olmalidir. Yani uygun fiyatli, hassas, spesifik, kullanimi kolay, hizli ve
dayanikli, donanimsiz ve son kullaniciya teslim edilebilir. Ozel tekniklerle modifiye
edilerek desenlendirilmis kagitlar kullanilarak yapilan mikroakigkan cihazlar, teshis
amacli tasarlanmis yeni bir platformdur. Geleneksel mikroakigkan cihazlarin hizlihgi
ve kullanigliigina sahipken ayni zamanda tani amagl test striplerinin kolayhg: ile
birlesmis durumdadir. Bu platformda sivi hareketi tizerinde etkin durumlar kilcallik
ve buharlagsma oldugundan dolayi ¢ok kluguk hacimlerde sivilar kullanmak yeterli
olmaktadir. Boylece eski yontemlere gore daha hizli, basit, az 6érnek kullanilarak

biyoanalizler yapilmasina olanak saglamaktadir [53][54].

Kagit kullanimi ince ve hafif olmasi nedeniyle tasinmasi kolaydir. Selliloz-polimer
yapilar biyouyumludur. Proteinler, DNA ve enzimler gibi biyolojik molekullere
baglanabilen gruplara sahiptir. Renginin beyaz olmasi 1s1§1 sacgabildigi icin
kolorimetrik testler igin iyi bir ortamdir. Kagidin yanici olmasi mikropedlerin kullanim

sonrasi kolayca imha edilmesini saglar [55].

Kagida baski yaparak modifiye etmek kolaydir ¢linki esnek ve kolay sekil alabilen
bir yapidadir. Mikroped yapiminda kullanilan 6zel filtre kagitlari genis bir Urln
yelpazesine sahiptir. ihtiyaca gére gbzenek boyutlarina goére degisik islevlere
sahiptirler. Kandan plazma ayirabilmekte, iletken karbon fiberler iceren kagitlar
elektriksel ortamda ve manyetik 6zellikli kagitlar manyetik nanopargaciklarla ytuksek
afinite gostererek hassasiyeti yiksek test sistemlerinin olusmasini saglamaktadirlar
[56]. Kagit ayni zamanda analitik kimyada kromatografi testlerinde hali hazirda
sikhkla kullaniimaktadir. Kagit kromatografisi ile amino asitlerin, protein ve antikor
karigsimlarinin ayrimi yapilmaktadir [57]. Bunlara ek olarak pH degerlerinin

tespitinde kullanilan turnusol kagidi ve idrar testlerinde kullanilan daldirma gubugu
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testleri tani amaciyla en sik kullanilan kagit tabanli test cihazlandir. Cevresel,
jeolojik ve gida muhendisligi analzilerinde analitlerin tespitlerinde kagit tabanl
cihazlara siklikla rastlanmaktadir. Kagit tabanli mikroakiskan cihazlarin bir ¢esidi
olan yanal akis testleri genelde immuno testlerde ve tani amacl kullanilan bir ¢esit
biyosensordur. Etiketli olup gesitli antikorlari kullanarak ya da etiketsiz olarak cesitli

analitlerin saptanmasinda kullaniimaktadirlar [58].

Geleneksel mikroakiskan cihazlar cam, silikon, PDMS ya da diger polimerlerin igine
cesitli ydontemlerle kanallarin kazinmasi ya da kaliplanarak uretilmektedirler. Kagit
tabanli mikroakigkan cihazlarin imalati da ayni mantiga sahiptir. Kagit Uzerinde
biyomolekullerin ilerlemesini saglayacak kanallara ihtiya¢ vardir. Bu da kagida
hidrofilik ve hidrofobik kanallar agarak yapilmaktadir. Biyomolekdiller kagit Gzerinde
cesitli  kimyasal asamalardan gecerek olusturulan hidrofobik kisimlarla
sinirlandiriimig hidrofilik kisimlardan ilerlemektedirler. Bu kanallar agik olabilmekte
ya da bir polimer tabakasi ile kaplanabilmektedir [59][60]. Kagida uygulanan
desenleme islemi ile kanallarin tasarimi yapilmakta, genisligi, uzunlugu, yerleri ve
kagidin kalinhdina gore yuksekligi belilenmektedir. Kagidin hidrofilik kisimlarinda
biyomolekullerin ilerlemesi hangi kagidin kullanildigina, kagidin gbdzenek
boyutlarina, seluloz fibrillerin yerlesme durumuna ve kagidin kimyasal yapisina
bagliyken ayni zamanda ortamin sicakligina, nem ve pH oranina bagl olarak
degismektedir. Sellloz kisim hem sivi analit icerisindeki biyomolekdllerin,
reaktiflerin ilerlemesini hem de bazi biyolojik elementlerin filtrelenmesini ve

kromatografiyi saglamaktadir [61].

2.3.1. Kagidin yapisi ve ozellikleri

Kagit, seluloz fibrillerin bir araya getirilip preslenmesiyle olusan ince yapili bir
materyaldir. GUnUmuzde daha az maliyetli olmasindan dolayl odun endustrideki
hammaddenin %90’ini1 olugturmaktadir [56]. Ticari kagitlar genellikle gézeneklilik,
partikil tutma, akis hizi gibi 6zelliklerle siniflandiriimaktadirlar. Filtre ve kromatografi
kagitlari, minimum %98’lik bir sellloz igerigi olan ylksek kaliteli pamuk linterleri
kullanilarak Uretilmektedirler. Filtre kagitlarinin  ¢ogu genel filtrasyon igin
tasarlanmaktadir. 2.5 mm’ye kadar partikul tutabilirler ek olarak ¢esitlerine gore

farkli derecelerde saflik, sertlik ve kimyasal dirence sahiptirler [9].

Kagit tabanli mikroakiskan cihazlarda genel olarak kromatografi ve filtre kagitlari

kullaniimistir. Dastik gozeneklilik ve yuzey gerilimi 6zelliklerinden dolayir baski
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kagidinin sivinin tasindigi hidrofilik kanallar olusturulmasi igin uygun bir malzeme
olmadigr anlasiimistir. Diger yandan goOzenekliligin ylksek olmasi kontrolsiz
difizyona sebebiyet verecedi icin bir dezavantaj da olabilmektedir. Ornegin;
standart dereceden daha buyuk gbézenek boyutlarina sahip filtre kagitlarinin,
hidrofobik bariyerlerin siviy1 tutmasini zorlastirarak seltloz elyaflarini sigirip kilcak
akisi kisitlamasi gibi [62]. Kagidin yuzey alani, reaktif madde birikimi, hassasiyet,
Ozgulluk ve tekrarlanabilirlik agisindan kritik oneme sahiptir. Diger parametreler
sabit tutuldugunda, yuzey alani kalinlik ile dogrusal sekilde artarken, gozenek
blayUklugu ile dogrusal olmayan sekilde azalir, gdzeneklilikle ise dogrusal olmayan
bir sekilde artar [49]. Kagit bazli mikroakiskan cihazlarda bir diger 6nemli parametre
kapiler akis hizidir. Kapiler akis hizi, numunede mevcut analitin etkili derisiminin,
akis hizindaki dedisimin karesi ile ters orantili olmasindan 6tird, tahlil igcin anahtar
bir parametredir. Kapiler akig hizi, tahlil bolgesinin konumuna bagl olarak kritik bir
Oneme sahiptir. Tahlilin basladigi noktanin érnek bdlgesinden uzak olmasi akisin

yavaglamasina neden olmaktadir [63].

Mikroakigskan cihazlarin yapimi igcin gozenekli madde segiminde bir diger énemli
nokta gbdzenek buyukligu ve dagihmidir. Gézenek boyutu, filtrasyon sirasinda
parcacigin tutulmasini saglayan ana noktadir ve parcacigin buyukltugu ile de ilgilidir.
Geleneksel olarak membranlar nominal gbézenek boyutlarina goére karakterize
edilmektedir. Nominal buyuklik, filtrasyon yonindeki en blylk gdézenegin capidir.
Deneysel olarak gdézenek boyutunun belirlenmesi zar boyunca sert partikullerin
kullaniimasi ile gergeklestirimektedir [49]. Gozeneklilik, U¢ boyutlu membran
yapisindaki havanin hacmiyle tanimlanan bir baska énemli parametredir. G6zenek
bayuklugu ile karistiriilmamasi gereken gozeneklilik zarin bos hacmi olarak
tanimlanmaktadir. Gézeneklilik membranin islanmasi icin gereken toplam numune
hacminin hesaplanmasinda yardimci bir parametredir. G6zenek boyutu, dagilimi ve
kalinh@i sabit tutuldugunda, kapiler akis orani, zarin gdzenekliligi arttikga dogrusal
olarak artmaktadir [64]. Kagit kalinhgi; yatak hacmi, ¢cekme kuvveti ve sinyalin
gorunurlugu gibi baska parametreleri de etkileyen bir diger parametredir. Yatak
hacmi numunenin membranda toplam bulunabilecegi hacimdir ve membran
boyutlarinin ve gézenekliligin bir sonucudur. Kalinhk arttikca yatak hacmi de
artmaktadir. Kagit tabanli mikroakigkanlarda yatak hacmi &zellikle bir emici pedin

yoklugunda oOnemlidir ¢unkd toplanan numunenin toplam hacmini bu kisim
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belirleyecektir. Yatak hacmindeki degisiklikler testin genigligi ve kontrol cgizgileri
Uzerinde bir etkiye sahiptir. Ornegin, reaktif maddelerin ince bir kagit tzerine
yayllmasi, asagiya dogdru daha fazla nifuz etmesi nedeniyle kalin kagida goére daha
blayuktar [9][60]. Kagidin rengi goérintd analizi agisindan dnemlidir. Kagit beyaz
olmali, renk ve ton igermemelidir. Neme, ylksek sicakliklara ve gines 1s1gina maruz
kalinmasi nedeniyle surekli depolanmalarda sarimsi ve kahverengiye donusme
egilimi vardir. Bu renk cgurimesinin kabul edilebilir sinirlarinin belirlenmesi ve
sinyalin okunmasi sirasinda gormezden gelinmesi dogru bir analiz igin gereklidir
[46].

Seluloz, kimyasal formUlu CsH100s, molar kutlesi 162.14 g/mol olan bir molekuldur.
Glikozidik baglarla baglanmis c¢ok sayida D-glikoz biriminden olusan bir
polisakkarittir. Yogunlugu 1.5 g/mL, erime noktasi 260 °C’dir. D-glikoz Uniteleri
birbirlerine hidrojen baglari ile baglanmaktadir. Bu bag iki glikoz tGnitesinden birinin
hidroksil grubundaki oksijen atomu ile digerinin hidroksilik hidrojen atomu arasinda
olusmaktadir (Sekil 2.3).

AH H AH H p TS R
H H H H H
OH OH OH HQ OH QH OH OH
_OH _OH
HO _ }—Oo HO ’—Oo ~Ho ’7 00~ HO /FO\OH
AH H GH n ] SAH p HH H
H H H \—Q/H H
OH OH OH OH OH OH OH OH

Sekil 2.3 Selulozun kimyasal yapisi [65].

Whatman No.4 filtre kagidi, kagit tabanh mikroakiskan testlerde en sik karsilasilan
kagitlardan biridir. Sivi emiciligi, akis orani yuksektir. Materyallerin belirlenmesinde,
nitel analitik tekniklerde kullaniimaktadir. 205 um kalinliga, 20-25 ym godzenek
boyutuna sahiptir [66]. Agirhgi 96 g/m?, 1slak dayaniklihdi 0.7 psi, kuru dayaniklilig
ise 28.4 psi olarak dlgulmektedir. Whatman sellloz filtre kagitlar alfa seltloz bileseni

en az %98 olacak sekilde yuksek kalitede pamuk ipliklerinden Uretilmistir.
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Cam fiber immunokromatografi testlerinde konjuge ped ya da ornek pedi olarak
kullaniimaktadir. Duzglin yuzey ve liflere sahiptir. Borosilikat camdan uretilen bu
filtre kagitlari, kimyasal olarak inert olan baglayici olmayan cam fiber ya da baglayici
olan cam fiber olabilmektedir. Yiksek ylkleme kapasitesine sahiptirler. 500°C
sicakhida kadar dayanikh olan bu kagitlar hava filtreleme gibi tutugsma tehlikesi olan
durumlar icin de idealdir. Ylksek viskoziteye ve ylksek dizeyde partikul tutma
Ozelligine sahiplerdir. Mutlak bir gézenek boyutuna sahip degillerdir. 1.0 pm ile 1.2
um arasinda degisir. Kalinliklari 190-290 um, agirliklari 50-80 g/m? araligindadir.
Sivinin ilerleme hizi 20-45 mm/60sn, ~500 g/m? sivi tutma kapasitesine sahiptir.

Genel tasarlanma amaglari on filtrelemedir [63].

Kagit tabanli mikroakiskan cihazlarda en sik kullanilan kagit ¢esidi filtre kagitlaridir.
Filtre kagitlarinin yetersiz kaldidi durumlarda cesitli modifikasyon teknikleriyle
kagidin dzellikleri degismektedir. Ornegin hidrofobik nitroselliloz kagitlar enzimler,
proteinler ve DNA’ya yuksek afinite gdstermektedirler. Nitroselliloz kagit, bir
nitratlama asidi olan sulfurik asit veya nitrik asit ile selllozon esterlenmesi koluyla
uretilmektedir (Sekil 2.4).

Sekil 2.4 Nitroseliloz membran yapisi. R gruplari NO2 ‘yi ifade etmektedir [67].

Sulfirik asit, nitronyum iyonu Uretmek icin katalizor gorevi goérmektedir. Esterlesme
derecesi reaksiyon karisimindaki su derigimi ile kontrol edilmektedir. CozunUrlUk ve
yanicilik ise nitrasyon derecesine gore belirlenmektedir. Teoride esterlesme
sirasinda U¢ adet OH grubunun tamami, NO2 (nitro) gruplari ile yer degistirdiginde
sellloz trinitrat (%14 azot) olustururlar. Bununla birlikte ¢ogu nitroseltloz bilesigi
%10.5-13.5 nitrojen olusturan dinitratlardir. Esterlesme derecesi yuksek oldugunda

(nitrojen igeridi %12.6) nitrosellloz, guncotton olarak adlandirilir.
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2.3.2. Kagit tabanh mikroakigkan testlerde kolorimetrik tespit

Molekuler ve enzimatik boyalar, tespit igin kullanilan en basit ve yaygin yontemdir.
Kolorimetrik olarak algilanan sinyal bir kalibrasyon grafigi ile yari kantitatif olarak
Olculmektedir. Bu tip testlerde reaktif maddeler onceden kagida immobilize
edilmektedir ve analitin gelmesiyle gergeklesen biyokimyasal reaksiyon sonucu bir
renk degisikligi goértulmektedir. Reaktif maddeler, enzimler, asit-baz indikatorleri
veya boyalar olabilmektedir. immobilizasyon, enzimin yliksek aktivitesini uzun siire
korumasini amaglayan bir islemdir. immobilizasyon igleminde siklikla tercih edilen
BSA sigirlardan elde edilen bir tir serum albimin proteinidir. Sigir serum albiminin

sellloza baglanmasiyla protein dostu bir ylzey olusturulmus olmaktadir (Sekil 2.5).

H,C 0
H,C

Sekil 2.5 BSA molekull kimyasal yapisi [68].

BSA’nin kiguk, stabil, maliyeti distk ve kolay ulasilabilir, orta derece reaktif bir
protein olmasi, spesifik olmayan baglanma bdlgelerinin BSA ile inklibe edilmesini
ve immunohistokimyada bloklayici ajan olarak kullaniimasini saglamaktadir. Bu
protein, stabilizasyona ihtiya¢ duymayan diger enzimleri etkilememektedir [69][70].
BSA'nin spesifik olmayan baglanmayi azaltmak disinda adsorbsiyon sirasinda
enzimde olusacak vyapisal degisiklikleri onlemek ig¢in sensor yuzeylerini
pasiflestirmekte kullaniimaktadir. BSA, sellloz i¢in nispeten diusik aktiviteye
sahiptir [71].

BSA, kagit matris butunligunu korurken ayni zamanda enzime stabilizasyonu
saglayan ¢ok sayida baglantiya sahip fonksiyonel grup saglamaktadir. BSA enzim
ve sellloz arasinda bir pasiflestirici gérevi gorir, ayni zamanda goézenekliligi ve

enzim aktivitesini korur [70].

Kagit bazli mikroakigkanlarda kolorimetrik algilamanin ilk érnekleri yapay idrarda
pH, glikoz ve protein analizleridir. Bu testlere 6rnek olarak glikoz analizinde iyodurun
iyodine oksidasyonu sonucu kahverengi bir renk olusumu gdzlenmesi pozitif bir
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sonu¢ olarak kaydedilmigtir. Bu renk degisiklikleri kullanilan analit ve reaktif
maddelere bagli olarak ortalama 8-10 dakika sonra sonu¢ vermektedir. Yanal akis
testlerinin bir dezavantaji rengin homojen olmayisidir ancak test sonucunda renk
degisimi ciplak gozle algilanabilmektedir [6]. Kolorimetrik sensorler 6rnekteki yada
kagittaki arka plan guriltisinden etkilenebilir, yani 6rnedin analit olarak kan
kullanacaksak bir plazma/serum ayiraci ile igerigindeki eritrositlerden ayrilmasi
gerekmektedir. Kolorimetrik testler en sik kullanilan yanal akis testi gesididir ve
kalibrasyon semasi ile ya da akilli telefonlar aracilidi ile kolayca oélgulebilmektedir
[72].

2.4. Mirekkep piliskiirtmeli baskilama teknigi ile yPAD tasarimi

Muarekkep puskurtmeli baskilama teknigi, kagit tabanh mikroakogkanlarin bir
cogunda kullanilan test ¢ozeltisinin kagit Uzerinde algilama bolgelerine yonelmesi
ve bu bolgelere renk degisimine izin veren ajanlarin tutturulmasiyla siklikla tercih
edilmektedir. Bu teknigin en buylk avantajlarinin basinda, desen hassasiyeti,
¢ozunurlgun yuksek olmasi, hizli ve birden ¢ok test sisteminin basiimasi, maliyet
acisindan uygunluk, tekrarlanabilirliginin yliksek olmasi ve pikolitre mertebesinde
hacme sahip biyolojik molekiil ile ¢aligilabilir olmasi gelmektedir. ilk olarak DNA
ciplerinin Uretiminde nukleik asitlerin belirlenen bolgelere immobilize edilmesi

amaciyla kullaniimigtir [73].

Murekkep puskurtmeli baski teknikleri karakteristik gdozenekliligi ve yluzey enerjisine
sahip ¢ok sayida yuzeye baski yapilmasini saglamaktadir. Uygun substrat segimi
ve dogru modellemenin yapilmasiyla olduk¢a karmasik yapilarin hizli, kolay ve
maliyetsiz bir sekilde Uretimi saglanmaktadir. Bu teknikle belirlenen substratin
uzerine kullanici tarafindan énceden tanimlanan pozisyonda biyolojik elementlerin

temassiz dagitimini saglamaktadir [74].

Murekkep puskurtmeli yazicilar, nokta vuruslu yazicilarin kullandidr metal igneler
yerine murekkebi yuzlerce klguk tabancalarla kagida aktarmaktadirlar. Yazdirilan
karakterler yine noktalardan olusmaktadir ancak ¢ozunurlik ¢ok daha yuksektir.
Farkli tiplerdeki murekkep puskartmeli yazicilar murekkebi farkli sekillerde
aktarmaktadirlar. Murekkebin dogrudan malzeme Uzerine aktarimi igin piezoelektrik
kristaller kullaniimaktadir [75]. Gunumuzde murekkep puUskurtmeli yazicilar sirekl
ve istege bagli olmak tGzere iki gesgittir.
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Surekli murekkep puskurtme tekniginde, yuksek basingli bir pompa, sivi murekkebi
bir tabancadan ve bir mikroskobik agizliktan gegirerek surekli bir akis yaratmaktadir.
Piezoelektrik kristal, murekkebi gonderen tabanca govdesi icerisinde titresirken
akustik bir dalga olusturur ve sivi akisinin duzenli dalgalara donugsmesine neden
olur [76].

Istege bagl mirekkep puskirtmeli yazicilar ¢alisma prensiplerine gére termal ve
piezoelektrik olarak iki ¢esittir. Termal yazicilarda, her biri fotolitografi teknigi ile
olusturulmus isiticilar igeren yazici kartuslari bulunmaktadir. Isitici elemanin iginden
gecen akim sayesinde murekkep hizli bir sekilde buharlasarak, blyuk bir basing
artisina neden olan bir baloncuk olusmasini saglamaktadir. Bu baloncuk bir miktar
murekkebi disariya iterek damlamasini saglamaktadir. Bu teknikte baloncugun
olusmasi igin murekkebin ugucu bir bilesene sahip olmasi sarttir [77]. Piezoelektrik
Ozellikli yazicilarda i1sitma elemani yerine her bir nozilln arkasinda bir piezoelektrik
materyal bulunmaktadir (Sekil 2.6). Bir voltaj uygulandiginda piezoelektrik materyal
sekil degistirerek sivida bir basing etkisi olusturmakta ve bir miktar murekkebin
akmasini saglamaktadir. Piezoelektrik yazicilar, ugucu bir bilesene gerek olmamasi
ve murekkep artigi birikmesi ile ilgili bir sorun olmamasi nedeniyle termal
yazicilardan daha genis bir murekkep ¢esidine izin vermektedir, ancak baski kafalari
uretim nedeniyle daha pahalidir. Yazicinin ¢alisma surecinde nozullerden her nokta
icin 0-8 damlacik arasinda murekkebi yalnizca gerektiginde uygulanacak sekilde

yonlendiren bir yazilim kullaniimaktadir [78].
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Sekil 2.6 Drop-on-demand murekkep puskurtmeli yazicinin ¢alisma prensibi.

2.5. Fenilketoniri

Fenilketondri, yenidoganda sik rastlanan kalitsal metabolik bir hastaliktir.
Fenilalanin metabolizmasinda rol oynayan fenilalanin hidroksilaz adi verilen enzimin
gOrevini yerine getirememesi sonucu vicutta fazla birikmesi hastaligin genel
sebebidir. Fenilalanin rutin diyet sirasinda vicuda alinan proteinlerin
yapitaglarindan biridir. PAH (fenilalanin hidroksilaz) enziminin eksikligi sonucu vicut
icin esansiyel bir amino asit olan fenilalanin metabolize edilemez, bu da vicut
sivilarinda (kan, idrar...) fazla miktarda birikmesine sebep olmaktadir [1]. Fenilalanin
hidroksilaz fenilalanini tirozine dénusturen bir enzimdir (Sekil 2.7). FKU fenilalanin
hidroksilazi olusturan gendeki bir kusurdan kaynaklanmaktadir. Yukselen fenilalanin

seviyesi bireyde biligsel iglevi olumsuz yonde etkilemektedir [79].
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Sekil 2.7 Fenilalanin - tirozin donugumuunun kimyasal yapisi [4].

Fenilketondrinin belirti ve bulgulari hastaligin hangi asamada olduguna bagl olarak
degismektedir. En siddetli formu klasik FKU olarak bilinmektedir [5]. Bebeklerde
klasik FKU birka¢ aya kadar glcll bir belirti géstermemektedir, bu nedenle teshis
edilmesi zordur. Bu noktada yenidogan testleri oldukga 6nem kazanmaktadir.
Tedavi edilmemesi durumunda kanda biriken yuksek fenilalanin miktar
yenidoganda kalici beyin hasarina yol agmaktadir. Nobetler, gelisimde gecikme,
davranig bozukluklari ve 6grenme guclugu seklinde bulgulara sahip bu hastalikta,
bireyler vicutlarinda birikmis fazla miktarda fenilalanin nedeniyle kif veya fare
benzeri bir kokuya sahiptirler. Bunlara ek olarak klasik FKU’ya sahip ¢ocuklar aile
bireylerine gore daha acik sa¢ ve ten rengine sahiptirler ve egzama gibi cilt
rahatsizliklarina egilimli olmaktadirlar. Hasta bireylerin sa¢ ve ten rengindeki
degismenin sebebi, melanin pigmenti olusumunun ilk 6nemli basamagi olan
tirozinin, tirozinaz enzimi ile hidroksilasyonunun (Sekil 2.8) FKU’da mevcut olan

yuksek fenilalanin derisimi nedeniyle yarigmali olarak inhibe edilmesidir [79].
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Sekil 2.8 Fenilalanin - tirozin donuasimunun diger metabolitlere etkisi [80].

FKU hastalari yasam standartlarinin dismemesi igin hayat boyu diyetlerine dikkat
etmelidirler. Beslenme aligkanliklari kiguk yasta kazanilmalidir ve devamlihgi
onemlidir. Stt ve sit drunleri, yumurta, et ve et Urtnleri, normal ekmekler, kuru
baklagiller, hazir besinler, aspartam igeren yiyecekler hastalar icin birinci dereceden
yasak olan besin gruplaridir. Fenilalanin yasamsal olarak esansiyel bir amino asit
oldugu icin vucuda aliminin tamamen kisittanmasi dogru degildir. Bu nedenle
porsiyonlar hastanin kilosu, boyu, yasi, cinsiyeti, hastaligin hangi asamada
olduguna gore kisiye 6zel belirlenmelidir. Ortalama olarak misir nisastasi, bitki
caylari, cesitli sebze ve meyveler, zeytin, unlu gidalar kontrolli olarak hastalarin
diyetinde bulunmasi dénerilmektedir. Bunlarin disinda c¢esitli disuk proteinli tibbi

besin maddeleri de dengeli bir beslenmenin saglanmasi agisindan énemlidir [81].

FKU hastasi hamile bireylerde, kandaki fenilalanin seviyesi kontrol edilmedigi
takdirde ¢ok yuksek fenilalanine maruz kalan ¢ocuklarda zihinsel engelli olma
riskinin yuksek oldugu saptanmistir. Bu bebeklerde ayrica dugsuk dogum agirhigi
gorulur ve diger bebeklerden daha yavas buyumektedirler. Diger karakteristik FKU
problemlerinin  disinda, kalp kusurlari, anormal derecede kicguk kafa
boyutu(mikrosefali) ve davranigsal problemler olusmaktadir. FKU hastasi kadinlarin
gebelikte fenilalanin dizeyinin kontrol edilmemesi dusuk yapma riskini de
arttirmaktadir [1][82].

25



2.5.1. Fenilketonirinin tarihsel gegmisi

Fenilketondri hastaliginin gegmisi 1920’lere dayanmaktadir. Norve¢’te yasayan ve
metabolik hastaliklar konusunda c¢alismakta olan Dr. Asbjorn Folling, kendisine
tedavi amagh getirilen zeka engelli iki gocugun idrar 6rneklerine, normalde diyabet
hastalarina uyguladigi, idrarda keton tespiti yapan bir ferrik klorir sollisyonu
eklediginde daha 6nce goérmedigi koyu yesil bir renkle karsilasmistir. Bu renk
degisikliginin sebebi fenilpirtvik asittir. 1934 yilinda Folling, ilk bulgularla paralel,
zekasal gelisim bozuklugu ile iligkili bir biyokimyasal bozukluk tanimlamigtir. Bu
calismalar Lionel Penrose tarafindan yorumlanarak tanimlanan biyokimyasal
bozukluk “fenilketonuri” olarak adlandiriimigtir. 1950’lerde hastaligin enzim eksiligi
sonucu ortaya ciktiginin anlasiimasiyla diyet tabanh tedaviler bnem kazanmaya
baglandi [83][84]. 1960’larda fenilketonurinin ilk rutin gérinttileme testleri yapilmaya
baglandi. Dr. Robert Guthrie tarafindan gelistirlen ve daha sonra yillarca
kullanilacak Guthrie testi kan oOrneklerindeki fenilalanin derisiminin o6lgtlmesine
dayanmaktadir. Bu testle, FKU’nun izlenmesi ve diyetle kontrol altina alinmasi
adina énemli bir adim atilmistir [85]. 1980-90 yillarinda FKU’ya sebep olan PAH
geni Uzerine gesitli calismalar yapilmistir ve PAH geniyle iligkilendirilen 500°den
fazla mutasyon tanimlanmistir. 2000’lerde National Institutes of Health FKU
hastaliginin sonugclari Gzerine bir konferans dizenlemistir ve yasam icin diyet

Onerisiyle FKU’da yeni bir gcag baslatmistir [86].

2.5.2. Fenilketonirinin epidemiyolojisi

Dunyada gorilen FKU vakalarinin ortalama sayisi farkli insan populasyonlarina
gore degisiklik gostermektedir. Japonya ve Finlandiya gibi gelismis Ulkelerde
hastaliga 120.000 dogumda 1 rastlandigi tespit edilmistir. Birlesik Krallik’ta 15.000
dogumda 1 oranla en sik goérilen amino asit kaynakli metabolik bozukluktur.
Fenilketonuri hastahidinin goralme sikligi Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa’da
1/10.000-1/30.000 iken Turk toplumunda bu hastalik cok daha yaygin olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. Ulkemizde vyapilan yenidogan tarama programlari
kapsaminda taranmakta olan fenilketonurinin gérulme sikhigr Saglik Bakanhginin
yenidogan tarama program kayitlarina goére 1/2600 dur. Buna goére her yil Glkemizde
ulusal yenidogan programi ile tespit edilen yaklasik 350-400 yeni fenilketonrili
bebek dunyaya gelmektedir [87][88][89].
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2.5.3. Fenilketoniirinin siniflandiriimasi

Fenilketondri igin klasik ve klinik agidan daha hafif alt tipler tanimlanmaktadir. Klasik
FKU'da hastanin kanindaki fenilalanin dizeyi >20 mg/dL olarak o6lgulmektedir.
Ayrica idrarda fenilalanin metaboliti olan fenilketonlara rastlanmaktadir. Hafif alt
tiplerde ise kanda fenilalanin dizeyi 2-20 mg/dL arasindadir ve idrarda fenilketonlar
yoktur. Norolojik hasarin énlenmesi icin kandaki fenilalanin dizeyi >6 mg/dL Uzerine
ciktigi zaman izlenmesi sarttir. Kandaki fenilalanin miktarlarina gére hastaligin
derecesi soyledir; 2-10 mg/dL orta hiperfenilalaninemidir, FKU hastasi olarak kabul
edilmemektedir ancak takibi 6nemlidir. 10-20 mg/dL orta dereceli FKU, >20 mg/dL
ise klasik FKU olarak kabul edilmektedir [86]. Kanda bulunan 2 mg/dL ve alti
fenilalanin miktarinda birey hasta degildir. 6 mg/dL degerinde takip 6nemlidir ve
uygun diyetin uygulanmasi gerekmektedir. 7-11 mg/dL araligi orta derece
fenilketonuri kabul edilmektedir. Bu aralik birey acisindan 6nemlidir giinku hastaligin
belirtileri ortaya c¢ikmaya baslamistir, geri donUsUmsuz hasarin olmamasi igin
hastaligin takibi ve tedavi kaginilmazdir. 12 mg/dL ve Uzerinde artik beyinde geri
donugumsuz hasar meydana gelmektedir ve diyet tedavisiyle normal fenilalanin

degerlerine inmesi beklenememektedir. 20 mg/dL klasik tip FKU kabul edilmektedir.

2.5.4. Fenilketoniirinin molekuler genetik agidan incelenmesi

FKU, otozomal resesif bir metabolik bozukluktur. Yani, bir bireyin bu hastaligin
semptomlarina sahip olabilmesi i¢cin hem anneden hemde babadan iki adet FKU alel
genine ihtiyaci vardir. Her iki ebeveyninde FKU tasiyicisi olmasi durumunda sahip
olacaklari herhangi bir gocugun hastaliga yakalanma olasiligi %25, tasiyici olma
olasiligi %50, saglkli olma ihtimali ise %25'tir. FKU, hepatik enzim bir enzim olan
fenilalanin hidroksilazin genetik kodlanmasindaki bir hata ile karakterize

edilmektedir.

PAH geninin birinci kodonunda meydana gelen bir mutasyon sonucu translasyon
baslatilamamakta, bundan dolayi fenilalalin hidroksilaz eksikligi olusmaktadir (Sekil
2.9). Bu enzim fenilalanini tirozine c¢evirmektedir. PAH aktivitesi azaldiginda
fenilalanin birikmekte ve idrarda fenilpiruvat (fenilketon olarak da bilinir) haline

donusturalmektedir [84].
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Sekil 2.9 PAH geninin 12. kromozomdaki lokasyonu [90].

PAH geninde gergeklesen 500°den fazla mutasyon tanimlidir ve bu mutasyonlar
enzim aktivitesinde bozukluk ile sonuglanmaktadir. Mutasyonlarin ¢gogu ekzon adi
verilen, genin ifade olan yerlerindeki tekli baz degisiklikleri olup tek bir amino asit
degisikligi ile sonuglanmaktadir. Bazi mutasyonlar ise, intronlarda yani ifade
olmayan bodlgelerde gorulmektedir. FKU, tek bir gendeki mutasyon sonucunun
bireydeki major etkisinin bir ornegidir. Bu durum ahligilmamigtir giinkt tek bir gendeki
mutasyonun hastaliga sebep olmasi durumu nadirdir. FKU mutasyonlari, birey
fenilalanin diyetine devam ettigi surece latent durumdadir. Bu da genlerin gevresel
etkilesiminin bir érnegdidir. Tek bir FKU aleli tasiyicilari, hastaligin semptomlarini
gostermemektedir, ancak bir fungal toksin olan okratoksin A’ya karsi bir derece
korunduklar tespit edilmistir. Bu da, belirli poptlasyonlarda alellerin, segici bir
avantaj saglamasi bakimindan kalicihgini agiklamaktadir. Yani heterozigot olmanin

avantajli oldugu goérulmektedir [91].

2.5.5. Fenilketoniiri biyokimyasal agidan incelenmesi

Endo]en amino asit havuzu ]
\ / Hidroksilasyon \ /

L-Fenilalanin > L-Tirosin
fenilalanin hidroksilaz

+ tetrahidropterin (BHy)
Transaminasyon

Dekarboksilasyon

Feniletilamin Fenilpiruvat Fumarat
l /
Fenilasetat
-
Fenilasetatglutamat o-hidroksifenilasetat fenil-laktat CO2 +H20

Sekil 2.10 L-fenilalanin metabolizmasi [4].

28



Fenilalanin hidroksilaz enzimi fenilalanini tirozine cevirmektedir. Bu reaksiyon
gerceklesmedigi takdirde fenilalanin birikirken tirozin eksikligi olusmaktadir. Asiri
fenilalanin minér yoldan glutamat ile bir transaminaz yolundan fenilketonlara
metabolize edilebilmektedirler (Sekil 2.10). Metabolitleri fenilasetat, fenilpirivat ve
fenetilamin icermektedir [79]. Fenilketonirinin klasik FKU disinda daha az siddetli
formlari bulunmaktadir; bunlar hafif FKU ve hafif hiperfenilalaninemidir. Hastahgin
farkh bir tipi olan hiperfenilalaninemi, ayrica bir koenzim olan tetrahidrobiopterin
(BH4) sentezinde veya indirgenmesinde rol alan enzimlerin eksikliklerinde de
dihidrobiopterinden (BH2) tekrar BH4 sentezlenmesinde gorev alan dihidrobiopterin
rediktaz enziminin eksikliginde meydana gelebildigi gorulmektedir. Bu mutasyonlar
BH4 sentezini 6nlemekte ve fenilalanin hidroksilaz enzimi koenzim olarak BH4’e

ihtiyac duydugu icin indirekt olarak fenilalanin derisimini yikseltmektedir [4].

2.5.6. Geleneksel tani yontemleri

Guthrie testi, geleneksel tani ydntemlerinin basinda gelmektedir. Kanda bulunan
icinde fenilalaninin de bulundugu metiyonin, tirozin, 16sin ve histidin amino asitlerinin
belirlenmesi i¢cin uygulanan bir inceleme yontemidir. Yenidogandan bebek
beslendikten sonra ilk 24 saatten sonra bir filtre kagidina topuk kani alinarak
fenilketonlri taramasi yapilmaktadir. Ortamda fenilalanin olmadan Ureyemeyen
Bacillus subtilis isimli bakterinin ekiminin yapildigi ve Uremenin gozlenmesiyle

hastalik tanisinin konuldugu bir tarama testidir [85].

Tandem kutle spektrometresi, yuksek vakum sistemi varliginda 6rnekte bulunan
bilesiklerin iyonlara donusturulmesiyle molekuler agirliklari ve yuk oranlarina gore
siralanmasiyla kandidatif bilgiler vermektedir. Bu teknik ile az miktarda plazma
orneginden hangi amino asidin ne kadar derisimde bulundugu guvenilir bir sekilde
Olculmektedir [92].

Yuksek basingli sivi  kromatografisinde sabit faz olarak kullanilan dolgu
maddelerinin tanecik boyutunun kigultilmesi sonucu hareketli faz ile etkilesen sabit
faz ylzey alani bliyimekte ve kolonun etkinligi arttirlmis olmakta, bu ¢ok siki
kolondan hareketli fazin ge¢cmesi belirli bir hiz gerektirmektedir. Duyarlihg yuksek
ve kisa sure igerisinde bir amino asidin nicel analizini veren bir tekniktir, ancak

zahmetli ve yuksek maliyetlidir [93].
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2.6. Kagit tabanh mikroakigkan cihaz ile kanda fenilketoniiri tayini
Laboratuvar tabanli testlerin uygulama sirasinda gesitli gereksinimlere sahip olmasi,
maliyet ve zaman agisindan zorluk getirmektedir. Bu durum kagit tabanh
mikroakigkan cihazlara olan ihtiyaci arttirmaktadir. Kagit tabanh cihazlarin dusuk
maliyeti, Uretim kolayhdi, tek kullanimlik olmasi, hizli sonu¢ vermesi ve sonuglarin
kolay anlasilir olmasi kullanim alanlarinin hizla buyimesine yol agmaktadir [42][94].
Kagidin diger mikroakigkan cihaz Uretiminde kullanilan silikon vb. materyallere gore
ucuz ve islenmesinin kolay olmasi tercih edilmesinde 6nemli bir etkendir. Whitesides
grubunun 2007 yilinda idrar Orneklerinde glikoz ve proteinin es zamanh olarak
tespitinde desenli sellloz kullanmasiyla kagit tabanh cihazlara ilgi artmistir [53].
Bircok metabolik hastalikta oldugu gibi fenilketonuri hastaliginda da takip ¢ok
onemlidir [95]. Fenilketonurili kisilerin siddetli norolojik sorunlara sebep olmamasi
adina hayatlart boyunca kanlarindaki fenilalanin oranina dikkat etmeleri
gerekmektedir. Bu bireyler icin en iyi tedavi yontemi diyettir. Hastalarin diyetlerinde
kullandiklari sentetik proteinler ile yeteri kadar fenilalanin ve tirozin almalari
saglanirken ayni zamanda kanlarindaki fenilalanin oraninin 2-6 mg/dL araliginda
kalmasi gerekmektedir [96]. Bu nedenle hasta bireyler i¢in kanlarindaki fenilalanin
oraninin kolay, hizli, maliyetsiz ve ulasilabilir gsekilde oOlgulmesi oldukga 6nemlidir
[97]. Mikroakiskan cihaz Uzerinde fenilalanin miktarinin algilanmasi Sekil 2.11’de
gorulen temeli iki basamakli bir enzimatik-kolorimetrik reaksiyona dayanmaktadir
[98].

pheDH
Phe + NAD* e NADH + PhePyr + NH,

NBT + NADH + mPMS =) Formazan uriuniu + NAD*

Sekil 2.11 Fenilalanin derisimine bagl formazan sentez reaksiyonu [99].

Campbell ve grubunun gelistirdigi reaksiyonun ilk asamasinda fenilalaninin NAD*
(nikotinamid adenin dinukleotidin oksitlenmig formu) varliginda pheDH (fenilalanin
dehidrojenaz) enzimi ile katalizlenerek, NADH (nikotinamid adenin dintkleotidin
indirgenmis sekli), phePyr (fenilalanin pirivat) ve NH4+ (amonyagin protonlanmis
formu) olusturdugu gérilmektedir. ikinci asamada NBT (nitroblue tetrazolyum) ve
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mPMS (metoksifenazin metosulfat) ile tepkimeye giren NADH tekrar NAD*a
yukseltgenir ve tetrazolyum tuzunun tepkimeye girmesiyle mor renkli formazan
arind meydana gelir. Thiessen ve grubu tarafindan fenilalanin tespit
reaksiyonlarinda NBT kullaniimasinin, test kitinin oda sicakliginda saklanabilirliginin
ve uretilen mor renkli formazan Granundn kagit bazli mikroakigkan bir cihaz i¢in ¢ok
uygun bir segenek olarak bulunmustur. Thiessen ve arkadaglari ayni zamanda iki
reaksiyonu ve mevcut reaktif maddelerin pH’dan nasin etkilendigini de incelemistir.
Enzimatik reaksiyon en iyi pH 9.1 olan bazik ortamda gergeklesmektedir. Fenilalanin
dehidrojenaz en iyi performansi bazik pH'da gosterirken, NAD* daha asidik pH’da
daha iyi caligmaktadir. NAD* yuksek pH’da indirgenerek NADH olusturmakta ama
deiyonize suda stabilitesini korumaktadir. Bu durumdan 6ttrt pheDH pH 9.3 olan
tampon c¢ozelti icerisinde hazirlanmis ve bdylece ilk reaksiyonun pH 9.1°de
gerceklesmesi saglanabilmigstir. Kolorimetrik reaksiyon i¢in en iyi pH degerinin notral
degerin Uzerinde oldugu bulunmustur. Ancak mPMS ve NBT en iyi asidik pH’da
calismaktadirlar. Bu nedenle ilk reaksiyondaki yiiksek pHI disiirmek igin
tetrazolyum tuzu (NBT) ve elektron medyatérid (PMS) pH 6.3 tampon iginde
hazirlanmistir [100].

O

OH
NH>

Sekil 2.12 Fenilalaninin kimyasal yapisi [101].

L-fenilalanin (L-2-Amino-3-fenilpropionik asit)($ekil 2.12), organizma tarafindan
sentezlenemeyen ancak esansiyel bir amino asittir. Bu nedende digardan besin
maddeleriyle alinmasi gerekmektedir. Fenilalaninin aspartam eldesinde diyet
amagclh kullanimi da mevcuttur [102]. Vicutta tirozine donugmesi norotransmitter
maddelerin (epinefrin, dopamin ve norepinefrin) dretiminde kullaniimaktadir. Blyuk,
notr amino asitler grubuna giren fenilalanin, L-tipi amino asit transportu (LNAAS)
yoluyla kan-beyin bariyerinden gecgebilmektedir. Fenilalanin diginda bu gruptaki

diger amino asitler; dopamin ve norepinefrinin dncusu olan tirozin ve seratoninin
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oncusu olan triptofandir. Fenilalanin miktarinin fazla artmasi L-tipi amino asit
transportunda rekabete yol agmaktadir. Tirozin ve triptofanin kan-beyin bariyerini

asamamasi sonucu norolojik bozukluklar ortaya ¢ikmaktadir.

Amino asitlerdeki amino gruplarinin amonyak ve keto asitlere ayrilmasi ile iki
asamada gerceklesen, mikrozomal enzim araciligiyla olugan yukseltgenme
tepkimeleri oksidatif deaminasyon olarak tanimlanmaktadir [103]. Mikrozomal
enzimler karacigerin parenkim hucrelerinde bulunan endoplazmik retikulumlarda
yasamini surdiren, biyotransformasyon sirasinda yukseltgenme, indirgenme

reaksiyonlarini yoneten enzimlerin ortak adidir [103].

L-fenilalanin dehidrojenaz, amonyak, fenilpiruvat ve NADH olusturmak i¢cin NAD*
bagdimli, tersinir olarak L-fenilalaninin oksidatif deaminasyonunu katalize etmektedir.
Bu enzim, fenilalaninin fenilalanin pirivata oksidatif deaminasyonunu tersinir olarak
saglayan NAD* bagdimlidir. Fenilalanin miktarindan yeterli NADH olugsabilmesi igin
yeteri miktarda NAD* bulunmasi 6nemlidir. 1 Gnite pheDH enzimi 30°C’de dakikada
1 ymol NADH dénuastirmektedir [6].

NAD* (Nikotinamid adenin dintkleotit), tim canli hicrelerde bulunan bir koenzimdir.
Metabolizmada, redoks tepkimelerinde elektron tasiyici olarak gérev yapmaktadir.
NAD™ oksitleyici bir maddedir. Diger molekullerden elektron alarak indirgenmektedir.
Bu reaksiyon sonucu indirgeyici bir ajan olarak kullanilacak NADH olugsmaktadir.
Fizyolojik pH'da anyon durumundadir (Sekil 2.13) [104].

0]
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Sekil 2.13 NAD* molekulinin kimyasal yapisi [105].
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Tetrazolyum tuzlari, farkli renklerde ve ¢ozunudrliklerde son drunler
olusturmaktadirlar. Kolorimetrik, kagit tabanli bir mikroakigskan cihaz igin ideal
tetrazolyum tuzu c¢oézelti icinde ¢dziinebilme 6zelligine sahip ancak ¢éziinmez bir
son urune sahip olmalidir. Bu noktada en kullanigl tetrazolyum tuzlari XTT ve NBT
olarak secilmistir. XTT -20°C’nin altinda depolanamasi gereken, turuncu renkte bir
formazan boyasi Ureten ve reaksiyon sirasinda donusum orani NBT'ye kiyasla
dusuk olan bir tetrazolyum tuzudur. NBT (nitroblue tetrazolyum) stabilitesinin ylksek
olmasi ve beyaz, gozenekli membran Uzerinde kolayca gorulebilen koyu mor renkli

formazan boyasina donusmesi nedeniyle tetrazolyum tuzu olarak secilmistir (Sekil

2.14) [106][107].
/ \
o O
;\*\\H -
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Sekil 2.14 Nitroblue tetrazolyum tuzunun kimyasal yapisi [108].

mPMS (1-Metoksi-5-Metilfenazinyum Metil Stlfat), fotokimyasal olarak kararli, cok
yonlu bir elektron tasiyicisidir. 5-metilfenazinyum metil sulfat (PMS) gibi NADH ile
tetrazolyum tuzu (NBT) veya bir enzimatik elektrik htcresinin elektrodu gibi ¢esitli
elektron alicilari arasinda elektron transferine aracilik etmektedir. NAD bagimli
dehidrojenazlarin analizi igin bir elektron araci olarak kullaniimaktadir. mPMS
¢cOzeltisi pembe renge sahiptir ve standart redoks potansiyeli yaklasik olarak +0.063
V'dur [109].
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3. DENEYSEL GALISMALAR

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalar, kagit se¢imi ve on igslemler, enzim ve diger
biyolojik elementlerin kagida immobilizasyonu, ¢alisma derisimlerinin belirlenmesi,

MPAD sistemin Uretimi ve test sisteminin validasyonu seklinde 6zetlenebilir.

3.1. Kullanilan malzemeler ve ¢ozeltiler

Calismada kullanilan %98 reaktiflik derecesine sahip L-Fenilalanin (L-phe), 1-
metoksi-5-metilfenazinyum metil silfat (MPMS) %95’lik, B-Nikotinamit adenin
dindkleotit sodyum tuzu (NAD®), Sporosarcina spp.’dan izole edilmis L-Fenilalanin
dehidrojenaz (pheDH), BIS-TRIS propan (BTP), kagitlara uygulanan 6n iglem igin
MES tampon ¢ozeltisi, sigir albimin serum (BSA), dipotasyum fosfat (K2HPOa4),
sodyum dodesil sutfat (SDS) ve pH ayarlamalari igin kullanilan hidroklorik asit (HCI),
fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS), sodyum hidroksit (NaOH) ve Whatman No.4
filtre kagidi Sigma-Aldrich (St. Louise, MO, USA)'den temin edilmigtir.

Nitroblue tetrazolyum klorir (NBT) Thermo Fisher Scientific (Darmstadt,

Almanya)’dan temin edilmistir.

Cam fiber filtre membrani RB65 Kinbio Tech. (San Diego, CA, USA) ve nitroselliloz
kagit Millipore (Bedford, MA, USA)’dan temin edilmistir.

Calismada kullanilacak tampon ¢ozeltilerden BTP, 200 mM g¢alisma derisiminde
oda sicakliginda deiyonize suyla pH 9.3 ve pH 6.3 olarak iki farkli pH derecesinde
hazirlanmistir. Bu tampon c¢ozeltilerden pH 9.3, test kitinde reaksiyonun ilk
basamagi olan enzimatik aktivitede, pH 6.3 olan ¢ozelti ise reaksiyonun kolorimetrik
basamaginda gorev almaktadir. Goézenekli materyalde fenilalanin dehidrojenaz
enziminin immobilize edilecegi bolgeye once pH 9.3’luk BTP; mPMS ve NBT
boyasinin emdirildigi bolgeye pH 6.3’luk BTP 10 pyL hacimlerinde emdirilmigtir.

Cozeltiler +4°C’de muhafaza edilmistir ve iki ayda bir yeniden hazirlanmistir.
Molekul agirligr 282.33 g/mol olan BTP’den her iki pH degeri icin de, 1 M NaOH ve
%36’hk HCI kullaniimistir.

L-phe, aromatik yapida ve deiyonize suda kolay ¢oziunmeyen bir amino asittir. Bu
nedenle fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisinde (PBS) oda sicakliginda farkl derigsimlerde
hazirlanmistir. +4°C’de muhafaza edilmistir. 1.1 mg/dL — 22 mg/dL arahdinda

degisen derigsimde 8 adet fenilalanin ¢ozeltisi hazirlamak igin molekul agirligi 165.19
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g/mol olan fenilalanin PBS ¢o6zeltisi igerisinde hazirlanmistir. PBS ¢ozeltisi pH 7.4

degerinde, 200 ml hacminde 10 mM hazirlanmistir.

Molekul agirhigi 817.65 g/mol olan NBT, mPMS ile birlikte renk degisimini saglayarak
formazan Urunu olusturan tetrazolyum tuzudur. Test sisteminin daha énceden pH
6.3 BTP tamponu emdirilmis bdlgesinde kullaniimak Gzere hazirlanmistir. NBT
¢Ozeltisi, oda sicakliginda, karanlik ortamda, 1.2-4.8 mM derigim arahgdinda, pH 6.3
BTP c¢ozeltisi icerisinde hazirlanmistir, +4 °C’de isiktan korunarak muhafaza

edilmistir. Hazirlanan solusyon iki haftalik periyotlarla yenilenmisgtir.

Molekul agirligr 336.36 g/mol olan mPMS, test sisteminin belirlenen bodlgesinde
tetrazolyum boyasi ile kolorimetrik reaksiyonda elektron tasiyici olarak goérev
almaktadir. Oda sicakliginda, karanlik ortamda, pH 6.3 BTP tampon igerisinde, 1.2

mM hazirlanmistir ve -20°C’de muhafaza edilmistir.

pheDH, fenilalanin varhidinda renk degisimini gerceklestirecek olan enzimdir. Test
sisteminde 2-4 Unite araliginda kullaniimistir. Oda sicakliginda, karanlk ortamda, 2
mL pH 9.3'luk BTP tampon igerisinde 50 Unitenin tamami kullanilarak ¢ézilmustir.

-20°C’de muhafaza edilmistir.

NAD*, reaksiyonun ilk basamaginda pheDH enzimi varliginda fenilalanini
fenilpirivata donustirmesi amaciyla kullanilmaktadir. Oda sicakliginda, karanlk
ortamda, deiyonize suda ¢ozinerek 20-40 mM derisim araliginda hazirlanmistir. -

20°C’de muhafaza edilmistir.

Molekul agirligr 66.463 g/mol olan BSA, kagitlara uygulanacak 6n modifikasyon
islemi icin hazirlanmistir. +4°C’de muhafaza edilmigtir. %2’lik hazirlanan BSA
¢Ozeltisi icerisinde 6n modifikasyonun ilk basamagi gercgeklestirilmistir. Kagitlar,
BSA ¢ozeltisi icerisinde 15 dakika bekletildikten sonra ikinci agamaya gegilmistir.

On modifikasyon igleminin ikinci asamasinda kullanilan dipotasyum fosfat (K2HPO4)
cOzeltisi ile spesifik baglanmayan BSA’larin ortamdan uzaklastiriimasi
amaclanmistir. Molekul agirhgr 174.2 g/mol olan bu madde, deiyonize suda
¢bzlinerek 5 mM derisiminde hazirlanmigtir. pH derecesi %36’k HCI ile 7.5’a

ayarlanmistir. +4°C’de muhafaza edilmistir.

islemin son asamasinda kullanilan SDS c¢dzeltisi ile, hidrofobiklesmis kagitlarin
tekrar hidrofiliklestiriimesi saglanmigtir. Molekul agirligi 288.5 g/mol olan sodyum
dodesil sulfat (SDS) %0.01 hazirlanmistir. +4°C’de muhafaza edilmistir.
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3.2. Sivi ortamda parametrelerin optimizasyonu

Calismanin bu asamasinda, test sonucunda goérilmesi gereken renk siddetinin
istenilen dizeyde olmasi igin pheDH enzimi, fenilalanin ve NBT tuzunun farkli
derigimleri kullanilarak sivi ortamda denemeler yapiimis ve reaktif maddelerin
optimum c¢alisma kosullarinin belirlenmesi amacglanmigtir.

3.2.1. Kullanillan tampon c¢ozeltinin pH degerinin fenilalanin dehidrojenaz

enzimi Uzerindeki etkisi

Enzimatik ve kolorimetrik reaksiyonlarin gergeklesmesi sirasinda kullanilan biyolojik
elementlerin pH’dan nasil etkilendigi arastiriimistir. Bu nedenle reaksiyonun pH 7.5,

pH 9.3, pH 10.5 ve pH 11.5 degerlerindeki performanslari incelenmisgtir.

Uygun bulunan pH degerine sahip tampon belirlendikten sonra ilk enzimatik
reaksiyondaki enzim miktarinin reaksiyon stresine etkisinin incelenmesi igin pheDH
enziminin ¢alisma miktarinin etkisi incelenmistir. 0.0125, 0.025 ve 0.05 Unite olarak
uc farkh miktarda enzim ile reaksiyonun 8. dakika sonunda renk degisiklikleri
kargilastiriimistir. Her bir derisim ile en az G¢ deneme yapilmistir. Enzimin uygun

calisma miktari secilmigtir.

3.2.2. NBT igin uygun ¢aligsma derisiminin belirlenmesi

Uygun enzim miktarinin belirlenmesine ek olarak tetrazolyum tuzunun miktarinin
degismesinin kolorimetrik cevaba olan etkisi de arastirildi. pheDH enzimi maliyet
acisindan yuksek bir enzimdir. Bu nedenle optimum renk degisikligi icin daha kolay
ulasilabilir olan tetrazolyum tuzunun miktarindaki degisiklikle daha az miktarda
enzim kullanarak istenilen renk degisiminin, en kisa slUrede gorulmesi
amaclanmistir. NBT icin belli bir derisim araligi belirlenerek renk degisiminin en
yogun oldugu ve en optimum surede renk degisimi veren derisim segilmigtir.
Derisimin dogru secilmesi reaksiyonun kolorimetrik olan ikinci kisminda mPMS
elektron alicisi ile birlikte formazanin meydana getirdidi sinyalin gucli acgisindan
onem tasimaktadir. 1.2 mM, 2.4 mM ve 4.8 mM derigimlerin Gger farkli denemesi

yapilarak uygun derisim segilmigtir.

3.2.3. Test sisteminin 6zgulliguniun incelenmesi

Enzim ve NBT tuzunun uygun derisimlerine karar veriimesine es zamanl olarak
calisilacak farkl fenilalanin derisimleri de belirlenmistir. Bu derigsimler hastaligin
siddetine gore siniflandinidigr degerler dogrultusunda secilmistir. 2 mg/dL ve alt

degerde hastalik gézlenmemektedir. 4-6 mg/dL diyet ve takibin gerekli oldugu
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arahktir. 7-11 mg/dL arahgi orta duzey fenilketonuri hastaligini ifade etmektedir. 12
mg/dL ve Uzeri durumlarda geri donulemez hasar meydana gelmektedir. 20 mg/dL
klasik fenilketonuri olarak adlandiriilmaktadir. Bu sebeple, 1.1, 2.2, 4, 6.5, 10, 13 ve
22 mg/dL derisimler denenerek her bir derisimin verdigi renk degerleri ve farklari

gozlemlenmisgtir.

Bu asamada ek olarak, renk olusumunun kendiliginden ya da cesitli fiziksel dis
etkenlerden olusup, yanhs pozitif cevap vermesi olasiligina karsi kontrol denemeleri
yapilmistir. pheDH, NBT, mPMS, NAD*, fenilalanin ve glisin igceren kontrol gruplari
bu reaktif maddelerden birini igermeyen bes farkl sekilde olusturulmustur. pheDH,
NBT, mPMS ve NAD* kontrollerinde kullanilan fenilalanin miktari sabit tutularak 16

mg/dL belirlenmisgtir.

ilk eppendorfta pheDH kontrolii yapilmistir. BTP tampon izerine 10 uL NAD*, 10 pL
fenilalanin koyulmustur. 6 dakika bekleme suresinden sonra 2.5 yL mPMS ve 2.5

ML NBT eklenmigtir. Renk degisimi olup olmadidi gdzlenmistir.

Daha sonra NBT kontrolu yapilmistir. Tetrazolyum boyasinin NAD* varliginda oda
sicakhginda ve 1sikli ortamda hatali bir renk olusumu verip vermedigi incelenmistir.
BTP tampon Gzerine 0.05 unite pheDH, 10 uL NAD", 10 uL fenilalanin koyulmustur.
6 dakika bekleme suresinden sonra 2.5 yL mPMS eklenmistir. Renk degisimi olup

olmadigi gozlenmistir.

Diger Gguncu eppendorfta mPMS kontrolt yapilmistir. BTP tampon Uzerine 0.05
unite pheDH, 10 yL NAD*, 10 pL fenilalanin koyulmustur. 6 dakika bekleme

suresinden sonra 2.5 yL NBT eklenmistir. Renk degisimi olup olmadigi gozlenmisgtir.

Diger bir kontrol ise NAD* igin olusturulmustur. BTP tampon Uzerine 0.05 Unite
pheDH ve 10 uL fenilalanin koyulmustur. 6 dakika bekleme siresinden sonra 2.5 pL
mPMS ve 2.5 yL NBT eklenmistir. Renk degisimi olup olmadigi gézlenmistir.

Son kontrol grubu glisin i¢in olusturulmustur. BTP tampon Uzerine 0.05 Unite pheDH
ve 10 uL NAD* koyulmustur. 6 dakika bekleme slresinden sonra 2.5 yL mPMS ve
2.5 pyL NBT eklenmistir. Glisin eklendikten sonra renk degisimi olup olmadigi

incelenmigtir.

3.2.4. Test suresinin optimizasyonu
Kontrol gruplari incelendikten sonra reaksiyonun birinci basamagi olan enzimatik

aktivitenin gerceklesmesi icin gereken sure incelenmigtir. Kullanilan enzim
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miktariyla ters orantili olan bu sure kolorimetrik sonucun olugma hizi ve belirlenen
surede alinan en yogun renk i¢cin dnemli bir parametredir. Kullanilan enzim miktari
sabit tututarak 0.05 Gnite olarak belirlenmis ve Ug farkl varyasyon denenmistir. 0, 6
ve 10 dakika surelerde bekletilen enzimatik asama sonucu kolorimetrik yanitlar

incelenmigtir.

3.3. Calismada kullanilacak uygun test materyalin se¢imi ve yPAD tasarimi

Uygun reaktif madde derisimleri belirlendikten ve kontrol denemeleri sivi ortamda
tamamlandiktan sonra reaksiyonun yuksek performansli olarak gerceklesmesi igin
en uygun pH degeri ve sureye karar verilmistir. Daha sonra ¢alismada kullanilacak

olan seltloz materyalin se¢imi yapiimigtir.

Calismada Whatman No.4 filtre kagidi, cam fiber filtre membrani ve nitrosellloz
membran Uzerinde denemeler yapilmistir. Siviyl tutma kapasiteleri, emicilikleri,
yatak hacimleri, kimyasal vyapilarindaki farkliliklar, biyolojik molekulin
immobilizasyon 06zellikleri ve kalinliklarinin  birbirlerinden farkli olmasi ve
tamponlarin kagitlar tzerinde yayilma miktarlari géz onunde bulundurularak kagit

uretimleri ve boyutlar birbirlerinden farkl olusturulmustur.

ik olarak nitroseliiloz membran Uzerinde bir deneme yapilmistir. Onceden PBS
cOzeltisi icerisinde hazirlanan 2-4-8-16 mg/dL derisimlerde fenilalanin ¢ozeltileri
kullaniimistir. Esit belirlenmis alanlara once 200 mM, pH 9.3, BTP tamponu 10 yL
damlatiimistir. Oda sicakliginda 30 dakika kurumasi saglanmistir. Tamponlarin
uzerine, 0.05 Unite pheDH enzim ve 10 uL, 20 mM NAD* damlatiimistir. Oda
sicakliginda, 30 dakika kurumasi saglandiktan sonra, 3 uL 1:1 oraninda karigtirilmis
2.4 mM mPMS — NBT karisimi damlatiimistir. Oda sicakhdinda, isiksiz ortamda, 2
saat kurumaya birakilmistir. Son asamada farkl derisimlerdeki fenilalanin érnekleri

kagida damlatiimistir. 5, 10 ve 30. dakikalardaki renk degisimleri incelenmistir.

Calismanin nitrosellloz kagit Uzerinde nasil gergeklestigi incelendikten sonra
Whatman no.4 filtre kagidina gegcilmistir. Bu kisimda Uretimde degisiklik yapiimistir.
Belirlenen boyutlarinda tU¢ adet kagit kesilmigtir. Bu kesilen ¢ ayri parga, reaktif
ajanlarin bulundugu Ug ayri bolgeyi temsil etmektedir. ik bélgeye 5 uL, 200 mM, pH
9.3 olan BTP tamponu emdirilmistir. ikinci bélgeye 5 pL, 40 mM NAD* ve iglnci
bdlge olarak belirlenen alana ise 5 pL, 200 mM, pH 6.3 BTP tamponu emdirilmistir.
Kagitlarin oda sicakliginda 6 saat kurumasi saglanmistir. Birinci bolgeye 0.05 Unite
pheDH, Gglncl boélgeye 3 uyL 1:1 oraninda kanigtirimis 2.4 mM mPMS — NBT
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karigsimi damlatiimistir. Yine oda sicakliginda ve karanlik ortamda 2 saat kurumaya
birakilmistir. Kurumalari saglandiktan sonra NAD*'in bulundugu ikinci bolge, birinci
bdlgenin Uzerine Uzerine 1 mm cakisacak sekilde yerlestirilmistir. 16 mg/dL
fenilalanin ¢ozeltisinden 10 uL damlatiimis ve 6 dakika sonunda uglncu bdlge

ikincinin tam Uzerine gelecek sekilde yerlegtirildikten sonra 2. ve 8. dakikalardaki

1. bolge
pH 9.3 BTP
mPMS
NBT ‘ NAD+ ‘ pheDH
3. bolge ‘ 2.bolge [1.bdlge Fenilalanin
6 DK ‘ e

1. bolge

renk degisimi incelenmigtir (Sekil 3.1).

3. bolge
pH 6.3 BTP

2. bolge
NAD+

3. bolge

Sekil 3.1 Whatman No.4 membranda test sisteminin olusturulmasi ve

membranlarin yanal kesiti.

Whatman filtre kagidinda calisilan diger bir Gretimde kagit Sekil 3.2’de goruldugu
gibi tek parga halinde kullanilmistir. Onceki Whatman denemesinde (¢ ayri parga
halinde hazirlanan reaksiyon bolgeleri bu dizenekte, reaktif maddelerin
emdiriimesiyle kagitta kapladiklari hacim g6z 6nune alinarak belirlenmistir. Kagida
herhangi bir 6n islem uygulanmamigtir. 2 mm x 100 mm boyutlarinda kesilen iglem
gormemis Whatman kagit kullaniimigtir. Kagida 6nce birinci bolgeyi olusturmak igin
200 mM, pH 9.3 degerinde 10 yL BTP tamponu, ikinci bolgeye, 20 mM derisimde
10 uL NAD* ve Uguncu bolgeye 200 mM pH degeri 6.3 olan 10 yL BTP tamponu
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emdirilmigtir. Boylece bolgelerin sinirlari olusmustur. Oda sicakliginda 6 saat
kurumasi saglandiktan sonra, birinci bolgeye 0.05 Unite pheDH enzimi, Gguncu
bolgeye 1:1 oraninda karigtirlmis 2.4 mM mPMS - NBT karisimi 3 pL
damlatiimistir. Oda sicakliginda, karanlik ortamda, 2 saat kurumaya birakilmistir.
16 mg/dL derigsimdeki fenilalanin ¢ozeltisinden yeterli miktarda damlatiimistir. 2. ve

8. dakikalardaki renk degisimi incelenmigtir.

A . .
3. bolge 2. bolge 1. bolge
mPMS NAD+ pH 9.3 BTP
NBT pheDH

Sekil 3.2 Whatman No.4 membranda tek asamali test sisteminin olusturulmasi.

Daha 6nce Whatman filtre kagidinda denenen Ug¢ ayri parga iceren dizenek cam
fiber filtre membranina uygulanmistir. Birinci, ikinci ve tg¢uncu bolgeleri olusturmak
icin 2 mm x 3 mm boyutlarinda ¢ adet cam fiber filtre membrani kesilmistir.
Whatman No.4 membranda yapilan birinci test sistemi ile ayni Uretim metodu
uygulanmistir (Sekil 3.1). Yukarida uygulanan uretim islemleri tekrarlandiktan
sonra, 16 mg/dL derigsimindeki fenilalanin ¢dzeltisinden 10 pL damlatilarak 2 ve 8

dakika sonunda renk degisimi incelenmistir.

Cam fiber filtre membraninda yapilan bir diger incelemede, daha énce Whatman
filtre kagidinda denendigi gibi (Sekil 3.2) 6nce 2 mm x 100 mm boyutlarinda
kesilmistir. Cam fiber filtre membraninin Whatman filtre kagidina gore yatak hacmi
daha genis oldugundan ayni miktarda kullanilan tampon ve ¢ozeltilerin membran
uzerinde yayllma miktarlarinin daha az oldugu gorulmustir. Bu nedenle bolgeler

Whatman membrandakine gore 1/3’U kadar daha kisa kalmistir (Sekil 3.3).
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Whatman No.4

|

Cam fiber filtre kagidi

Sekil 3.3 Whatman No.4 filte kagidi ile cam fiber filtre membrani arasindaki yatak

hacmi farki.

Cam fiber filtre membrani bu nedenle farkli boyutlandiriimistir; kagidin eni 100 mm
yerine 55 mm olarak belirlenmigtir. Uretim islemleri 16 mg/dL fenilalanin
¢Ozeltisinden yeterli miktarda damlatilarak 2. ve 8. dakikalardaki renk degisimi

incelenmigtir.

3.3.1. yPAD tasariminda kullanilacak materyallere uygulanan yiizey
modifikasyonlari

Deneyde kullanilacak seliloz materyal segildikten sonra, birtakim 6n iglemlerle
muamele edilerek sinyalin guglenmesi saglanmistir. Bu 6n islemlerle, 6rnek
¢Ozeltisinin membrandaki akisinin homojen ve istenilen dlizeyde olmasiyla, test

kitinden en ylksek verimin alinmasi amacglanmistir.

Bu amagla, 2 mm x 100 mm boyutlarinda tek parca halinde kesilen cam fiber filtre
membranina 6n modifikasyon islemi uygulanmistir. Tampon ¢ozeltiler ve reaktifler
emdiriimeden 6nce 6n iglemin birinci asamasi olarak membran, %Z2’lik hacimde
hazirlanan BSA solUsyonu igerisinde 15 dakika bekletilmistir. Daha sonra 5 mM’lik
derisime sahip zayif bazik bir solisyon olan K2HPO4 pH 7.5 solisyonda 20 dakika
bekletilmistir. Bu asamada membrana fiziksel tutunmayan BSA’larin temizlenmesi
saglanmistir. Sonraki asamada membranin, %0.01 SDS g¢o6zeltisi icerisinde 20
dakika boyunca yikanarak islem sirasinda hidrofobik olan kagidin yeniden hidrofilik
olmasi saglanmigtir. Tamamen kurumasi saglandiktan sonra bdlgeleri belirlemek
icin tampon ¢oOzeltiler ve reaktif maddeler dnceden belirtildigi gibi emdirilmistir. Son
olarak, 16 mg/dL derisimdeki fenilalanin ¢oOzeltisinden yeterli miktarda

damlatildiktan sonra 2. ve 8. dakikalardaki renk degisimi incelenmistir.

Test kitinin cam fiber kullanilarak yapilan farkli bir tasariminda ise, onceki
denemede Ug bolgesinin de ayni tek pargada bulundugu cam fiber filtre membrani
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iki parca halinde tasarlanmistir. Tetrazolyum tuzunun ve mPMS’in emdirildigi
ucuncu bolge, ¢api 2 mm olan bir disk seklinde tasarlanmistir. Geriye kalan birinci
ve ikinci bdlgeler, 2 mm x 200 mm boyutlarinda kesilmistir. Her bir par¢cadan dort
adet hazirlanmistir. Bu pargalara tampon ¢ozeltiler ve reaktifler emdirilmeden énce
belirtilen on islem uygulanmigtir. Sonrasinda ise bdlgeler ayni reaktif maddeler ve
yontem ile hazirlanmigtir. 16 mg/dL derigsimdeki fenilalanin ¢dzeltisinden birinci
bolgeye 10 uL damlatildiktan sonra Gguncu bolge, ikinci bolgeye yerlestiriimis, 2 ve
8 dakika sonunda renk degisimi incelenmis, optik karakterizasyon yoéntemiyle

hesaplanarak sensorin galisma performansi belirlenmistir (Sekil 3.4).

3.bolge 2. bdlge 1. bolge

2 Q | /Fenilalanin‘

3. bolge 1. bolge

Sekil 3.4 Cam fiber filtre membraninin farkli tasariminda uygulama.

3.3.2. Gelistirilen sensor sisteminin galigma performansinin belirlenmesi

Tez galismasinin bu asamasinda, karar verilen malzeme derisimleri ve membran ile
sensor performansi incelenmistir. 2 mm x 100 mm olarak boyutlandirilan membrana
yukarda belirtilen 6n iglem ve Uretim ydntemi uygulanmigtir. Son agsamada, yedi
farkli fenilalanin derisiminin cam fiber filtre membraninda uygulamasi yapiimistir.
Her derisim Uger kez denenmistir. Kagitlardan ilk igu kontrol olarak kabul edilmistir.
Digerlerine sirasiyla 1.1 mg/dL, 2.2 mg/dL, 4 mg/dL, 6.5 mg/dL, 10 mg/dL, 13 mg/dL
ve 22 mg/dL fenilalanin ¢Ozeltilerinden yeterli miktarlarda damlatiimig ve 2 ve 8
dakika sonunda renk degisimleri incelenmistir. Sonugclarin optik karakterizasyon
yontemi kullanilarak kalibrasyon grafigi gizilmistir. Renk degisimi verdigi tespit edilen

en dusuk derisim degeri hesaplanmistir.
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Optik karakterizasyon yéntemi

Calismada test kitleri ve ornekler Samsung marka 12 MP, odak uzunlugu 26 mm,
sensor ¢apl 1/2,5 ing, piksel boyu 1,4 um, dual pixel PDAF kamera lensi kullanilarak
Isiksiz ortamda fotograflanmistir. Plazma ve fenilalanin ¢ozeltileri igin yapilmis
deneylerin derisime bagli olarak renk degisimlerinin kantitatif olarak analiz
edilebilmesi i¢cin Imaged programi kullaniimigtir. Bu amagla her bir set veri kendi
icinde mimkiin oldugunca homojen beyaz isik altinda fotograflanmistir. iki grup
deney de saglikli veri setleri olusturulabilmesi icin Uger kez tekrarlanmis ve herbir
tekrar ayri birer fotograf olarak kaydedilmistir. Beyaz 151k kompanzasyonu herbir

fotograf icin ayri ayri yapilmigtir.

ImagedJ programinda ige aktarilan herbir fotograf 6énce 8 bit gri dlgcek formata
dondurtlmus ve her bir derisim bagimli olarak sonug vermis olan her bir test stripin
Olcum noktasindan yazilimin ROI (region of interest) 6zelligi kullanilarak beser adet
rastgele buyUklUkll 6lgum alani secilmis ve herbir alanin ortalama piksel siddet
degeri program Uzerinden o6lgtlmusttr. 8 bit gri dlgek fotografta 28-1=255 mutlak
beyazi, 0 ise mutlak siyahi ifade etmektedir. Geriye kalan tim renkler bu iki deger
arasinda bir gri tonu olarak dagilir. Orijinal resimlerde, deney sonunda renk degigimi
olusan test noktalari bu olgekte bir gri deger alir. Test kitindeki renk yogunlugu
arttikga grinin tonu koyulagsmaktadir. 0 derisimindeki 6lcim degeri ideal bir sistemde
255 olarak beklenmektedir, ancak arka plan kagidinin ideal beyaz olmamasi,
kamera sensorunun sinirli ayirma gucu ve 1s1gin sonsuz olmamasi ve nedeniyle bu
deger higbir zaman 255 deg@erine ulasamaz. Bu nedenle 0 kompanzasyonu, 0 mg/dL
derisimli 6rnegin Olcllen degerinin offset kabul edilmesi yoluyla yapilmistir.
Belirlenen ofset degeri tim 6l¢gim degerlerinden gikartiimis ve bu sayede nimerik
deger ile koyuluk arasindaki ters korelasyon da duzeltilmistir. Sonuglar kisminda

verilen grafiklerin olusturulmasi sirasinda;

- TUdm derisim degerlerindeki kagitlardan alinan beser rastgele oOlgimuin

ortalamasi alinmistir.

- Kendisi de dahil olmak Uzere tum ortalama degerler 0 mg/dL ortalamasindan

cikartiimigtir.

- Herbir test kagidi i¢in alinmis beser adet 6lgim sonucunun en duslk ve en

yuksekleri arasindaki fark hata degeri olarak kabul edilmistir.
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- Uger kere tekrarlanmis olan her iki grup deger igin de yukaridaki islemler

tekrarlanmigtir.

- Her derigsim degeri icin elde edilen Uger adet test sonucu ve bu test
sonuglarinin hata degerinin ortalamalari tekrar alinarak elde edilen sonuglarin
derisime bagh olarak grafigi gizilmistir.

3.3.3. Gelistirilen kagit tabanhi mikroakigkan cihazin kan plazmasi ile

validasyonu

Malzemelerin istenilen calisma kosullari belirlendikten ve kullanilacak sellloz
materyal se¢imi yapildiktan sonra kagit tabanli mikroakiskan cihazin gergcek matriks
ortamindaki (kan plazmasi) cevaplari bu kisimda incelenmistir. Cam fiber filtre
kagitlara sirasiyla 0 mg/dL, 4 mg/dL, 10 mg/dL ve 22 mg/dL fenilalanin derisimine
sahip matriks ortamlarindan yeterli miktarda érnek bolgesine damlatiimistir. 2 ve 8

dakika sonundaki renk degisimleri incelenmisgtir.

3.3.4. Test kitinin murekkep baskilama yontemi ile tretimi

Kullanilacak selUloz materyale karar verildikten ve yluzey modifikasyonlari
tamamlandiktan sonra kagidin yazici ile Uretimi asamasina gecilmistir. Calismanin
bu kisminda kullanilacak olan Epson L805 murekkep puskurtmeli yaziciya istenilen
sekilde modifikasyonlar uygulanmigtir. 5.760 x 1.440 ¢ozunurluge sahip, istege
bagh murekkep atigi yapan piezoelektrik Ozellikli bu yazici 1.5 pikolitre

mertebesinde damlacik birakma 6zelligine sahiptir.

3.3.4.1. Kullanilacak yazicinin modifikasyonu

Biyolojik molekullerin seluloz materyal Uzerine basilmasi i¢in O6nce kartus
modifikasyonlari yapilmistir. Bu baglamda 6nce yazicinin kapak kismi ¢ikartiimis,
yazicl bilgisayara baglanmistir. Yazicinin sag yan kisminda alti farkh kartusu
bulunmaktadir. Bu kartuslar sari, siyah, agik camgobedi, acik magenta, magenta ve
camgobegi renklerinden olusmustur. Kagida basilacak olan biyolojik elementler bu
alti renk tarafindan temsil edilmistir. Uygulama sirasinda ¢ok kugik hacimde
biyolojik materyaller kullanilacagi icin murekkep damperi adaptora, kartus kisimlari
ve onlari murekkep haznelerine baglayan gri borulari tamamen c¢ikartiimistir.
Kartuslar yerine, onlarin bagh oldugu murekkep haznelerine yerlestirilen politretan
tipler kullaniimistir. Ozdes bu tipler 100 pL sivi hacmi alabilecek sekilde
boyutlandiriimigtir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.5 Test kitinin Uretiminde kullanilan yazici ve bélumleri.

3.3.4.2. Test materyaline biyolojik molekiillerin basiimasi

Cam fiber filtre membranina basim yapilmadan once, yaziciya ait yazilimla kagit
cesidi ve basim kalitelerinin optimizasyonunun ve baski kafasina yapilan
modifikasyonlarin denenmesi amaciyla 6nce standart A4 kagit izerinde denemeler

yapiimigtir.

Modifikasyon sonrasi A4 kagit Uzerinde yazicinin kendi murekkepleri ile bir deneme
yapilmistir. Yazici murekkeplerinin  kodlari kullanilarak Microsoft PowerPoint
programinda gizilen renklerin ¢iktisi alinmistir. Bu ¢izimler renk kodlari kullanilarak
yapilmistir. Sekil 3.6’da goruldugu gibi sari renk icin; rgh(255,255,0), siyah renk igin;
rgb(0,0,0), agik camgdbegi rengi igin; rgb(224,255,255), agik magenta rengi igin;
rgb(231,139,231), magenta rengi icin; rgb(255,0,255) ve camgdbegi rengi igin;
rgb(0,255,255) renk kodlari kullaniimigtir.

Sekil 3.6 Renk kodlarina gére murekkep renkleri.
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Marekkep agizliklarina takilan polilretan taplerin igerisine siringa yardimiyla
murekkepler sirasiyla koyulmustur. Basim asamasina gegmeden 6nce yazicinin
Ozelliklerinden kafa temizligi secilmistir. Kafa temizligi asamasiyla tamamen yazici
tarafindan ¢ekilen murekkeplerin, taninmasi ve murekkep haznelerinin alt kismina
gegmesi saglanmistir. Kafa temizligi asamasi bittikten sonra mirekkepler politretan
tuplere tekrar doldurulmus, bos bir siringa yardimiyla hafif basing uygulayarak iyice
emilmesi saglanmistir. A4 kagit Uzerine basim asamasi uygulanmigtir. Yazici
Ozelliklerinden epson premium glossy ve duz kagit segenekleri yuksek ve standart

kalitede uygulanmis, sonuglar karsilastiriimigtir.

Murekkep denemesinden sonra %10 izopropanol igeren deiyonize su ile yazicinin

murekkep hazneleri tamamen temizlenmistir.

A4 kagit Uzerinde uygulamalardan sonra Microsoft PowerPoint programinda test kiti
tasarlanmistir. Bu agsamada sadece sari renkli mirekkep ve haznesi kullaniimistir.
Politretan tup icerisindeki 100 pL hacimdeki murekkep ile ne kadarlik bir alanin
boyanabildigi hesaplanmistir. Cizimdeki alanlar boyut olarak Ggte birine
indirildiginde yaklasik 30 yL murekkep ile cizildigi hesaplanmistir (Sekil 3.7). Ne

kadar miktarda biyolojik 6rnek kullanilacagi hesaplanmistir.

Sekil 3.7 Kullanilan mirekkep miktari ile gizim alaninin hesaplanmasi.

Belirlenen tasarima gore test kitinin Gretimi iki asamada gergeklesmistir. Sekil 3.8’de
siyah oklar birinci agamada tampon ¢ozeltilerin, kirmizi oklar ise ikinci agamada
pheDH enzimi ve NAD* ile mPMS ve NBT basildigini ifade etmistir. Buna uygun
olarak yapilan tasarimda murekkep haznelerinde kullanilacak reaktif maddeler su
sekilde belirlenmistir; sari renk pheDH enzimi ve NAD", agik camgobegi rengi pH
degeri 9.3 olan BTP tampon ¢ozeltisi, agcik magenta rengi pH degeri 6.3 olan BTP
tampon ¢dzeltisi, camgobegi rengi mMPMS+NBT icermektedir. Magenta rengi kendi
agizhginda sekillerin yerlerini belli etmek igin kullanilmigtir. Do6rt farkli derisimde

fenilalanin ¢ozeltisi yeterli miktarda 6rnek damlatma bolgesine uygulanmig, 6 dk
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sonunda gorulen renk kaydedilerek optik karakterizasyon yontemiyle incelenmistir
(Sekil 3.8).

B

pheDH X pHO9.3 pH6.3 Magenta mMPMS
NAD+ BTP BTP NBT

|

4

2. bolge 1. bolge ! ,

Sekil 3.8 Basim asamasinin Microsoft Powerpoint programinda tasarimi.
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4. BULGULAR

4.1. Sivi ortamda parametrelerin optimizasyonu

4.1.1. Kullanilan tampon ¢ozeltinin pH degerinin fenilalanin dehidrojenaz
enzimi uzerindeki etkisi

Calismanin ilk kisminda kolorimetrik ve enzimatik reaksiyonun gerceklesmesi
sirasinda kullanilan biyolojik elementlerin pH’dan nasil etkilendigi arastiriimistir. ilk
olarak enzimatik reaksiyonun gergeklestigi tampon c¢ozeltilerin  farkli  pH
degerlerindeki (pH 7.5, pH 9.3, pH 10.5 ve pH 11.5) performanslari incelenmigtir
(Sekil 4.1). Reaksiyonun 7.5 ve 11.5 pH degerinde renk degisimi olmamistir fakat
9.3 ve 10.5 pH degerlerinde renk degisimi gézlenmistir. Bunun yani sira pH 9.3, pH
10.5’e gbére daha yogdun bir renge sahip olmasindan dolay! enzimatik reaksiyonun
gerceklestigi ¢cozeltinin pH degeri 9.3 olarak secilmistir. Her ne kadar literatirde
pheDH enziminin optimum ¢alisma pH’1 10.5 olarak gézukse de [99], test sisteminin
ikinci reaksiyonu olan kolorimetrik reaksiyona katilan reaktif maddelerin optimum
calisma pH’lar asidik de@erlere yakin olmasi, renk degisiminin pH 9.3’lUk ¢bzeltide

daha iyi olmasini aciklamaktadir.
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Sekil 4.1 Enzimatik reaksiyon sirasinda kullanilan tampon ¢ozeltinin a. pH 7.5, b.

9.3, c. 10.5 ve d. 11.5 degerlerinde incelenmesi.

Enzimatik reaksiyonun gerceklestigi tampon ¢ozeltinin pH degeri belirlendikten
sonra optimum enzim derisimi, 0.0125-0.05 Unite araliginda g¢aligilarak incelenmigtir
(Sekil 4.2). 10 yL miktarindaki fenilalanin ¢ozeltisi (16 mg/dL), test g¢Ozeltisine
eklendikten sonra, her bir Unite i¢in renk degisiminin 2. dakikadan sonra basladigi
gorulmasgtur. 8. dakikada ise renk degisiminin son halini aldigi belirlenmigtir. Bu da,

her iki reaksiyonun (enzimatik ve kolorimetrik) ilk 8 dakika igerisinde tamamlandigini
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gOstermektedir. Fenilalanin eklenmeyen ¢ozeltide ise ilk 8 dakika boyunca herhangi

bir renk degisimi gozlenmemigtir.

- - - '

Sekil 4.2 Fenilalaninsiz ortam (a), Enzim miktarinin 0.0125 Gnite (b), 0.025 Unite

(c) ve 0.05 Unite (d) kullaniimasi ile olusan formazan rengi sonucu.

Fenilalanin dehidrojenaz maliyet acisindan yiksek bir enzimdir. istenilen renk
degisimi 0.05 unitelik pheDH kullanilarak elde edildiginden dolayi test sisteminde bu

derisimde enzim kullaniimasi belirlenmigtir.

4.1.2. NBT igin uygun ¢aligma derigiminin belirlenmesi

istenilen renk degisiminin elde edilmesi icin her ne kadar enzim (nitesi etkiliyse de,
ayni zamanda renk degisimi reaksiyonunda gorev alan tetrazolyum tuzunun miktari
da etkilidir. Ayni zamanda, NBT derisimin dogru secilmesi reaksiyonun kolorimetrik
olan ikinci kisminda mPMS elektron alicisi ile birlikte formazanin meydana getirdigi
sinyalin glcu acisindan 6nem tasimaktadir. Calismanin bu asamasinda renk
degisiminin iyilestirimesi icin kullanilan tetrazolyum tuzunun (NBT) derisim
ayarlamalari yapiimistir. NBT i¢in 1.2 mM, 2.4 mM ve 4.8 mM derigimlerin Uger farkli
denemesi yapilmig, renk degisiminin en siddetli ve en kisa slirede oldugu derisim
belirlenmistir (Sekil 4.3). 2.4 mM ve 4.8 mM derisimdeki NBT ¢ozeltileri, 1.2 mM’lik
olan ¢ozeltiye gore daha yogun renk vermistir. Ancak 2.4 mM derisimde, 4.8 mM’a
gore daha hizli renk degisimi gézlenmesinden dolayl, 2.4 mM uygun NBT derisimi

olarak belirlenmisgtir.
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Sekil 4.3 Nitroblue tetrazolyumun a. 1.2 mM, b. 2.4 mM ve c. 4.8 mM

derisimlerinde verdigi renk degisimi kargilastiriimasi.

4.1.3. Test sisteminin 6zgulltiginin incelenmesi

Cahismanin bu boliminde son olarak her iki reaksiyon icin gerekli olan reaktiflerin
uygun derigimleri belirlendikten sonra, test ¢ozeltisinin farkh derigsimlerdeki (1.1-22
mg/dL) fenilalanin c¢ozeltilerine verdigi cevaplar goézlenmistir. Bu derisimler
hastaligin siddetine goére siniflandirildigi degerler dogrultusunda secilmistir. 2 mg/dL
ve alti degerde hastalik gozlenmemektedir. 4-6 mg/dL diyet ve takibin gerekli oldugu
araliktir. 7-11 mg/dL aralgi orta duzey fenilketonuri hastaligini ifade etmektedir. 12
mg/dL ve Uzeri durumlarda geri donllemez hasar meydana gelmektedir. 20 mg/dL
klasik fenilketonuri olarak adlandirilmaktadir. Calisilan fenilalanin derisimlerinden
1.1 ve 2.2 mg/dL derigimlerde renk degisikligi goriimemistir. 4-6.5 mg/dL fenilalanin
derisiminde hafif renk degisimi gordlmustir. 10 mg/dL fenilalanin derisiminde orta
derecede renk degdisimi olusurken 13 mg/dL ve 22 mg/dL derisimlerde belirgin renk
degisimi meydana gelmistir (Sekil 4.4). Yapilan bu g¢alisma ile doért farkh hastalik

derecesinin yapilan test sistemine gore belirlenebilecegi gorulmustur.
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Sekil 4.4 Soldan saga sirasiyla; 1.1 mg/dL, 2.2 mg/dL, 4 mg/dL, 6.5 mg/dL, 10

mg/dL, 13 mg/dL ve 22 mg/dL fenilalanin derigimlerinin renk degisimine etkisi.
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Son olarak test sisteminin 6zgulligunun belirlenmesi igin kontrol galismalari
yapilmigtir. Test sistemi igin gerekli olan pheDH, NBT, mPMS, NAD®* reaktif
maddelerinin herhangi birini icermeyen kontrol gruplarinda renk degisimi

g6zlenmemigtir (Sekil 4.5).

.
i

Sekil 4.5 a. pheDH, b. NBT, c. mPMS, d. NAD+ eklenmeden ve e.fenilalanin

yerine glisinli ortam ile yapilan kontrol deneyi sonuglari.

Test sistemine fenilalanin yerine, apolar bir amino asit olmasi nedeniyle fenilanine
benzeyen, glisin ile hazirlanmis ¢ozelti eklendiginde renk degisimi vermemesi test

sisteminin 6zgll oldugu belirlenmistir (Sekil 4.5).

4.1.4. Test suresi optimizasyonu

Kontrol gruplari incelendikten sonra reaksiyonun birinci basamagi olan enzimatik
aktivitenin gerceklesmesi icin gereken sure incelenmigtir. Kullanilan enzim
miktariyla ters orantili olan bu sure kolorimetrik sonucun olugsma hizi ve belirlenen
surede alinan en yogun renk igin énemli bir parametredir. Kullanilan enzim miktari
sabit tututarak (0.05 Unite) g farkl sire denenmistir. Hi¢ bekletiimeyen (0 dakika),
6 ve 10 dakika surelerde bekletilen enzimatik agsama sonucu kolorimetrik yanitlar
incelenmistir. ilk 8 dakikada érnekleri inceledigimizde bekleme siiresi iptal edilen
reaksiyondaki renk degisiminin gozle gorullr bir farkla daha yavas, 6 ve 10 dakika
bekleme suresi olan Orneklerde ise renk degisiminin ¢ok daha hizli ve yakin
surelerde gercgeklestigi gortlmustur (Sekil 4.6). Bu nedenle enzimatik reaksiyonun
tam anlamiyla gerceklesmesi ve istenilen renk degisiminin elde edilmesi igin 6

dakikalik enzimatik reaksiyon suresinin yeterli olduguna karar verilmistir.
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Sekil 4.6 Enzimatik reaksiyon basamaginda uygulanan 0, 6, ve 10 dakika bekleme

suresi sonucu renk degisimleri.

4.2. Cahsmada kullanilacak uygun test materyalin se¢imi ve yPAD tasarimi

Nitroseliloz membran, Whatman no.4 filtre kagidi ve cam fiber filtre membrani
olmak Uzere Ug¢ farkli membran Uzerinde test materyali segimi c¢alismalari

yapilmigtir.

ik olarak nitroseliiloz membran {zerinde yapilan denemede membran, deneysel
kisimda bahsedilen tasarim ve dretim metodu uygulanarak olusturulmustur (Sekil
4.7). Onceden PBS c¢dzeltisi igerisinde hazirlanan farkli (2-4-8-16 mg/dL)
derisimlerde fenilalanin c¢ozeltileri belirlenerek test sistemi Uzerindeki renk
degisimleri gézlenmistir. 2 ve 4 mg/dL fenilalanin iceren c¢ozeltiler ile yapilan
denemelerde reaksiyonun ilk 30 dakikasinda belirgin bir renk degisimi
gorulmemigtir. 8 ve 16 mg/dL hazirlanan ¢dzeltilerin 5. dakikada hafif renk verdigi
gorulmasg, 10. ve 30. dakikalardaki incelemelerde renk degisiminin belirgin bir hal

aldigi gorulmustar.

Ayrica bu calisma sirasinda, nitrosellloz kagitta tamponlar emdirildikten sonra
kagidin su tutma kapasitesinin Uzerine c¢ikilmasindan dolayi reaktif maddelerin
emilmesinin zorlastigl ve yuzeyin hidrofobiklestigi gozlemlenmigtir. Bu sebeplerden
dolay! iyi bir renk degisiminin istenilen seviyede olmadigina karar verilerek
nitroseltloz kagit test materyali olarak tercih edilmemistir.
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Sekil 4.7 Nitrosellloz membranda uygulama.

Daha sonraki asamada Whatman no.4 filtre kagid test sistemi olarak secilmistir. ilk
belirlenen Gretim yéntemine goére Ug farkli bélgeden olusan test sistemine, renk
degisimi gozlenmesi kesin olan 16 mg/dL derisimdeki fenilalanin ¢ozeltisi
damlatiimis ve sistemin renk degisimi incelenmistir. ilk 8 dakika boyunca herhangi
bir renk degisimi gbézlenmemistir (Sekil 4.8). 1 saat sonra test sistemi tekrardan
incelendiginde renk degisiminin Whatman filtre kagidindaki tGglinct bdlgede degil
de, Uguncu bdlgenin altindaki tUm test sisteminin GUzerinde bulundugu destek
malzemesinin Uzerinde olustugu gdézlemlenmigtir. Bu da fenilalanin ¢dzeltisinin
sisteme eklediginde sistem boyunca ilerleyen bu ¢ozelti ile sisteme daha 6nce
tutturulmus olan reaktif maddelerinde ilerledigi géstermistir. Whatman filtre kagidina
herhangi bir modifikasyon islemi yapilmadan reaktif kimyasallarin tutturulamayacagi
bu cgalisma sonunda belirlendigi icin Whatman no.4 kagidi test sisteminde

kullaniimak igin tercih edilmemisgtir.
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Sekil 4.8 Whatman No.4 kagitta reaksiyonun incelenmesi a. deney duzenegi, b. 8

dakika sonunda renk degisimi.

Yukarida yapilan ¢alismadaki veriler dogrultusunda Whatman filtre kagidinin tretim
yonteminde degisiklige gidilmistir. U¢ ayri parca halinde hazirlanmak yerine
reaksiyon bolgeleri ve sinirlari bu yeni Uretimde, tek pargca kagit Uzerinde
hazirlanmistir (Sekil 4.9). Kagida herhangi bir 6n iglem uygulanmamistir. Bu
tasarimda onemli olan nokta, test sisteminin uzunlugunun verilecek olan 6rnek
miktarinin test sistemi boyunca ilerlemesini ama destek materyalinin Uzerine
cikmayacak sekilde olmasidir. Bdylece renk degisimi, reaktif maddeler Whatman
filtre kagidi tarafindan tutunmasa bile gézeneklerinden ilerleyip renk degisiminin

filtre kagidi Uzerinde olmasini saglayacaktir.

Kagidin tasarimi ve belirlenen Uretim iglemleri yapildiktan sonra 16 mg/dL
derisimdeki fenilalanin g¢ézeltisinden yeterli miktarda damlatiimistir. ilk 8 dakika

boyunca test bdlgesinde renk degdisimi olmadigi gdzlemlenmisgtir.

Ancak 1 saatin sonunda akis yonu dogrultusunda, test bdolgesinin hemen altinda
hafif bir renk degisimi gérulmustur. Boylece reaktiflerin kagida tutunmadigini ancak
test sistemi Uzerinde kaldiklari gérllmustir. Fakat renk degisiminin istenilen
yogunlukta olmamasi nedeniyle Whatman kagidi ile yapilan bu tasarim

secilmemistir.

Sekil 4.9 Whatman No.4 tek parga kagit ile uygulama (akis ok yonundedir).

Daha 6nce Whatman filtre kagidinda denenen Ug farkli pargadan olusan test sistemi
(Sekil 4.8) cam fiber filtre membranina uygulanmistir. Belirlenen tasarim ve

uretimde hazirlanan membrana, 16 mg/dL derigsimindeki fenilalanin ¢bzeltisinden
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yeterli miktarda emdirilerek 2. ve 8. dakikalardaki renk degisimi incelenmigtir. 8.
dakikanin sonunda renk degigimi elde edilmistir (Sekil 4.10).

Sekil 4.10 Cam fiber filtre membraninda 8. dakikadaki renk degisimi.

Cam fiber filtre membraninin yatak hacminin, Whatman filtre kagidina gore daha
genis olmasindan ve Whatman kagidinin emiciliginin daha yuksek olmasindan
dolay! sivi Whatman kagit Uzerinde hizli bir gsekilde ilerleyip rengin dagiimasiyla
sonuglanirken, cam fiber filtre kagidinda tek bir noktada toplanarak yogun renk

vermigtir. Fakat burada karsilagilan sorun akigin istenilen dizeyde olmamasidir.

Cam fiber filtre membraninda yapilan bir diger incelemede ise, U¢ ayri parga halinde
hazirlanmak yerine reaksiyon bdlgeleri ve sinirlari, tek parca kagit Uzerinde
hazirlanarak belirlenen uretim yontemi uygulanmistir. Cam fiber filtre membraninin
Whatman filtre kagidina gore yatak hacmi daha genis oldugundan ayni miktarda
kullanilan tampon ve ¢ozeltilerin membran Uzerinde yayilma miktarlarinin daha az
oldugu goruimustur. Bu nedenle test bdlgelerinin Whatman membrandakine gore
1/3 oraninda daha kisa olustugu belirlenmistir. Bu yeni yontemle tasarlanan test
sistemine 16 mg/dL fenilalanin ¢ozeltisinden yeterli miktarda damlatilarak, test
bolgesinde gergeklesen renk degisimi 2. ve 8. dakikalarda incelenmigtir. 8.
Dakikanin sonunda sabitlenmis renk degisikligi incelendiginde Whatman filtre
kagidindaki siddete gore daha siddetli bir renk degisikligi belirlenmigtir. Fakat test
sistemindeki akisin istenilen sekilde (homojen akis) olmamasi, olusan rengin akis
yonune dogru yayillmasi ve reaktif maddelerin cam fiberler Uzerine istenilen
seviyede tutturulamamasi nedeniyle test sistemine bir én modifikasyon islemi

uygulanmasi kararlastiriimistir (Sekil 4.11).

Sekil 4.11 Cam fiber filtre membraninda renk degisimi.
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4.3. yPAD tasariminda kullanilacak materyallere uygulanan ylzey

modifikasyonlari

Yanal akis test sistemlerinde, dérnek c¢ozeltisinin test sistemi lzerindeki akisinin
istenilen sekilde olmasi icin bir modifikasyon islemi uygulanmaktadir. Modifikasyon
isleminde membran sirasiyla sigir serum albumini (BSA) ¢ozeltisi, zayif bazik bir

solusyon olan K2HPO4ve %0.01 SDS ¢ozeltisi ile etkilestirilir.

Bu modifikasyon islemi, hem spesifik olmayan maddelerin membrana tutunmasini
onledigi gibi, hem de akisin homojen ve istenilen seviyede olmasini saglamaktadir
[110].

Calismanin bu kisminda modifikasyon iglemi yanlighkla test kitinin Gretim
asamasindan once membrana uygulanmigtir. Fakat bu yanlislik anlagildiktan sonra
ise test sistemini olusturan reaktif maddelerin membrana tutturulmasindan sonra
uretim igleminin son basamagi olarak da kullaniimistir. Her iki durumda hazirlanan
test sistemlerinin cevaplari da galismanin bu kisminda karsilastiriimigtir (Sekil
4.12)(Sekil 4.13).

Sekil 4.12 Modifikasyon iglemi sonradan uygulanan cam fiber filtre membrani.

Sekil 4.13 Modifikasyon iglemi dnceden uygulanan cam fiber filtre membrani.

Beklenmedik bir sekilde modifikasyon iglemi &énce yapilan membran filtre
kagidindaki renk degisiminin, modifikasyon islemi sonra yapilana gore belirli bir
sekilde arttigi goértlmustir. Modifikasyon islemi sirasinda, filtre kagidi yukarida
belirtilen ¢ozeltilere batirilarak yaklasik 15 dakika boyunca etkilestiriimektedir. Bu
etkislestirme sirasinda test sisteminde kullanilan ve énceden filtre kagidina zayif bir
sekilde tutturulan reaktif maddelerin bir kisminin kagit ylzeyinden koparak
cozeltilere gegmesi, beklenen renk degisimin olmamasini agiklamaktadir. Bunun

yaninda modifikasyon islemi, reaktif maddelerin tutturulmasindan énce yapilan filtre
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kagitlarinda ise, kullanilan BSA’'nin membranda bulunan fonksiyonel gruplari bloke
etmesi ve boylece enzimatik reaksiyon sirasinda meydana gelen elektron transfer
olayinin daha kolay gergeklesmesini sagladigi dusunulmektedir. Bu durum, cam
fiber fitre membrani yapisindaki fonkisyonel grubun elektron transferi sirasinda alici
olarak davranmasi ve reaksiyonun yavaglamasina neden olmasi ile
aciklanabilmektedir. BSA ile modifikasyon sonrasinda membranin kaplanmasi ve
fonksiyonel gruplarin pasifize edilmesi ile reaksiyonun hizlanmasi ve bdylece
reaksiyon  sonucunda olusan rengin artmasini  sagladigi  seklinde

yorumlanabilmektedir [110].

Ornek ¢ozeltisinin cam fiber membran (izerindeki akiginin ise modifikasyon
isleminin ne zaman yapildigindan bagimsiz olarak her iki durumda da istenilen

seviyede oldugu belirlenmigtir.

Fakat hala hazirlanan sistemin test bolgesindeki renk degisiminin, sistem Uzerinde
genis bir bodlgeye dagiimasindan dolayi istenilen gsiddetin elde edilemedigi
gorulmektedir. Bu sebeple, test sisteminin tglncu bolgesi olarak kabul edilen test

bolgesi test sisteminde ayri bir parga olarak disk seklinde tasarlanmigtir.

Test kitini olusturan iki pargadan ilki, pheDH enzimini ve NAD"yI igerirken, disk
kismi ise tetrazolyum tuzunun ve mPMS’in bulundugu kolorimetrik yanit alinmasi
beklenen bolge olarak olusturulmustur. Belirlenen Uretim yontemi uygulandiktan
sonra, 16 mg/dL derisimdeki fenilalanin ¢ozeltisinden o6rnek bdlgesine yeterli
miktarda damlatildiktan sonra tglncu bolge olan disk, ikinci bolgenin sonuna (akis
yonune dogru) yerlestiriimis, 2. ve 8. dakikalardaki renk degisimi incelenmistir. Bu
denemeden yodun bir renk degisimi sonucu alinirken, akigin istenilen dizeyde ve

homojen oldugu gérulmustar (Sekil 4.14).

Yukarida belirtilen sebeplerden dolayi, hem test sisteminin Uretimine 6n basamak
eklenmis hem de test sisteminin iki ayri pargadan olusmasina karar verilmis ve

sistemin validasyon ¢aligmalarina gegilmistir.

’ L

Sekil 4.14 Test bolgesinin disk seklinde tasarlandigi, 6n islemden gegirilmis cam

fiber filtre membraninda renk degdisiminin incelenmesi.
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4.4. Geligtirilen sensor sisteminin galisma performansinin belirlenmesi

Test sisteminin validasyon c¢alismalari, 7 farkh fenilalanin derisimi (1.1 mg/dL, 2.2
mg/dL, 4 mg/dL, 6.5 mg/dL, 10 mg/dL, 13 mg/dL ve 22 mg/dL) iceren 6rnek
cOzeltilerin cam fiber filtre membranlarina uygulanmasi ve 8. dakika sonunda disk
seklindeki test bolgesinde olugsan renk degisimlerinin optik karakterizasyon yontemi
ile karsilastiriimalari ile tamamlanmistir (Sekil 4.15). Her bir 6rnek derisimi igin Gger
kez yapilan galisma sonucunda derisimle dogru orantili artan yogunlukta renk
degisimi gorulmustar. Olusan formazan drunlerinin Imaged programinda optik
karakterizasyonu yapilmigtir ve her bir ¢alisma igin elde edilen renk siddetlerinin gri
skala degerleri deneysel kisimda belirtildigi gibi hesaplanmigtir (Tablo 4.1).
Gelistirilen test sisteminin performasi ise bu degerler kullanilarak olusturulan

kalibrasyon grafigi ile incelenmistir (Sekil 4.16).
® O W ® § ¢ &
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Sekil 4.15 a. 22 mg/dL, b. 13 mg/dL, c. 10 mg/dL, d. 6.5 mg/dL, e. 4 mg/dL, f. 2.2
mg/dL, g. 1.1 mg/dL, h. 0 mg/dL derisimlerinde fenilalanin ¢dzeltilerinin renk

degigimleri.
Derigimler

mg/dL Ortalama Siddet
0.0 0.0
1.1 13.5+£9.8
2.2 26.7+9.3
4.0 39.1£12.0
6.5 55.817.7
10.0 65.817.7
13.0 70.2+11.2
22.0 98.5+5.4
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Tablo 4.1 Fenilalanin ¢ozeltileri igin kalibrasyon deneyi verileri.

120
y = 27.102In(x) + 5.9503
R? = 0.9685

Gri Olgek Siddeti

P [=)] el =

= = = =2
-

1

P
(=}

1.0 10.0 100.0
Konsantrasyon mg/dL

Sekil 4.16 Farkl fenilalanin derisimlerine ait ¢ozeltilerin kalibrasyon grafigi (log-lin
grafigi).

Kalibrasyon grafigi incelendiginde, test sisteminin 1.1 mg/dL ile 13 mg/dL arahdinda

dogrusal oldugu gézlemlenmistir. Grafikten yararlanarak, sensoértn dlgebilecegi en

dusuk derisim olan tayin siniri sivi fenilalanin ¢ozeltileri igin 0.84 mg/dL olarak

hesaplanmigtir (Tablo 4.1).

Yapilan testin guvenilirligi istatistik analiz yontemlerinden T-testi ile hesaplanmigtir.
T testi, iki grup veri arasindaki ortalama farkin istatistiki acidan anlamh olup
olmadidini, bu farkin sans eseri meydana gelebilecek farklardan buyUk olup
olmadigdini yani aradaki farkin gergekligini tespit etmek icin kullanilan bir ydntemdir.
Tez kapsaminda, fenilalanin ¢ozeltisinde Olgllen derisim farkinin anlamli olup
olmadigi incelenmigtir. Ho hipotezi; “Test sisteminde denenen iki ardisik derisim
arasinda anlaml bir fark yoktur” olarak belirlenmistir. Bu amagla, asagida verilen

denkleme gore (1) ardisik olgimler arasindaki t degerleri hesaplanmistir.

. . XA
t —degeri = o Q)

N

n n

Burada, x her bir derigsimdeki ortalama 6lgiim degerini, 02 her 6lgimdeki varyans
degerini ve n, yapilan deney tekrarini ifade eder. Béylece herbir derisim igin bir t
degeri elde edilmigtir. Bu t degerlerinden N=3 serbestlik derecesi igin p degerleri

hesaplanmigtir. Secilen guvenilirlik katsayisi a=0.05tir. Bonferrini dizeltmesine
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gore serbestlik derecesi 3 oldugu igin guvenilirlik katsayisi 0.05/3=0.017’ye
indirgenmigtir. Bu dogrultuda hesaplanan p degerinin glvenirlik katsayisindan
yuksek oldugu durumlar icin Ho 6nermesi yanls, diger durumlarda dogru olarak

kabul edilmistir.

Der;iglianl_'er 11-2.2|22-40|4.0-65|6.510.0 11%_%' 1232%
N 3 3 3 3 3 3

a 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05 0.05

o/N 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02 0.02

t degeri 8.0 2.4 4.3 3.9 3.9 13.3

p degeri 0.008 0.071 0.025 0.031 0.031 0.003

Ho hipotezi dogru yanls yanlis yanls yanls dogru

Tablo 4.2 Fenilalanin ¢ozeltileri igin t-testi sonuclari.

Yapilan t testi sonucu test sisteminin 1.1-2.2 mg/dL arali§i arasinda anlamli bir fark
olmadigi yani Ho hipotezinin kabul edildigi, 2.2-4.0 mg/dL, 4.0-6.5 mg/dL, 6.5-10.0
mg/dL ile 10.0-13.0 mg/dL araliginda anlamli bir farkin oldugu, 13.0-22.0 mg/dL
arahgi icinse, anlamli bir farkin olmadigi sonucuna varilmistir (Tablo 4.2). Buna
gore, test sistemi ile fenilketonlri hastaliinin takip gerektiren seviyesi, orta
hiperfenilalaninemi, orta dereceli fenilketonuri ve klasik fenilketontri olmak lGzere
dort ayri derecesi kolorimetrik olarak anlamli bir sekilde dlgulebilecegi gorulmastur
(Tablo 4.2).

4.5. Geligtirilen yPAD cihazin kan plazmasi ile validasyonu

Mikroakiskan cihazin kan plazmasi gibi karmasik bir matriks ortamindaki ¢alismasi
da incelenmigtir. Cam fiber membranlara on igslem uygulandiktan sonra belirlenen
uretim islemi yapilmigtir. Tamamen kurumalari saglandiktan sonra birinci filtre
membrani kontrol olarak kabul edilirken, sadece fenilalanin eklenmeyen kan
plazmasi kullaniimistir. Diger test kitlerine sirasiyla 4 mg/dL, 10 mg/dL ve 22 mg/dL
fenilalanin derigsimine sahip kan plazmasi 25 pL damlatimistir. 8. dakikanin
sonunda ise test kitlerinde farkli yogunluklarda renk degisimleri gézlenmistir (Sekil
4.17). Optik karakterizasyon yontemi ile analiz edilen veriler Tablo 4.3 kullanilarak

kalibrasyon grafigi Sekil 4.18’de verilmigtir.
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Sekil 4.17 Cam fiber filtre membraninin plazma ile uygulanmasi a. 22 mg/dL, b. 10

mg/dL, c. 4 mg/dL, d. Fenilalanin eklenmeyen plazma.

Derisimler Ortalama
mg/dL siddet
0.0 0.0
4.0 18.2+3.4
10.0 42.016.8
22.0 64.745.2

Tablo 4.3 Plazma igin kalibrasyon grafigi verileri.

E0
70

v = 27.261In(x) - 19.964 3
50 R*=0.9951 L

50

30

Gri Olgek Siddeti
8

20 5

10

1 5 25
Konsantrasyon mg/dL

Sekil 4.18 Plazma igin kalibrasyon grafigi (log-lin grafigi).
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Derigimler 4.0 -10.0 10.0 - 22.0
mg/dL
N 3 3
a 0.05 0.05
o/N 0.02 0.02
t degeri 17.3 4.6
p degeri 0.003 0.044
Ho Hipotezi dogru yanhs

Tablo 4.4 Plazma igin t-testi degerleri.

Kandan plazma ayrimi yapilmasina ragmen, kan plazmasi ortaminda bulunan
plateletler, kan proteinleri ve az miktarda kan hucreleri nedeniyle sahip oldugu
karmasik yapisindan dolayr test Kkitinin istenilen dogrusallikta calismasini
engelledigi dusunulmektedir. Plazma ile cgalisilan test sisteminin bu nedenle
logaritmik olarak cizilen kalibrasyon grafiginin 4-22 mg/dL araliginda dogrusal
oldugu gorulmastir. Yapilan t-testi sonucu 4-10 mg/dL degerleri arasinda anlaml
bir fark olmadigr goérulurken, 10-22 mg/dL arasinda ise anlamh bir fark oldugu
gorulmustir (Tablo 4.4). Kalibrasyon grafiginden yararlanilarak test sisteminin

plazma uygulamasinda dl¢ullebilen tayin siniri, 2.68 mg/dL olarak hesaplanmistir.

4.6. Test kitinin miirekkep baskilama yontemi ile tiretimi

Calismanin bu kisminda test sistemi Uretiminin basit bir sekilde yapilabilmesi igin
tum test sistemi murekkep baskilama yontemi ile hazirlanmasi dugunulmustar.
Calismanin yapilacagi Epson L805 cihazinin modifikasyonu sonrasi, 6nce A4 kagit
uzerinde yazicinin kendi murekkepleri kullanilarak yazicinin puskurttigl murekkep

miktarlarinin belirlenmesi igin farkh denemeler yapilmistir.

Yazicinin puskurtme miktarini optimize etmek amaciyla, yaziliminda bulunan basim
Ozelliklerinden yuksek kalitede uygulanmis “Epson Premium glossy” segenegi ve
diz kagida standart kalitede basim segenekleri karsilastiriimigtir. Epson Premium
glossy seceneginde kagida puskurtulen murekkep miktarinin ayni alanda daha fazla
oldugu gorulmustur. Test kiti Uzerine daha fazla sivi birakilmasi ve daha yogun renk
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almak igin, basim agsamasinda Epson Premium glossy secenegdi yuksek kalitede
uygulanmigtir. Bu amag dogrultusunda, oncelikle sadece tek bir murekkep haznesi
kullaniimistir. Bu hazneye 100 puL hacimdeki murekkep doldurulmus ve bu miktarla
ne kadarlik bir alanin boyanabilecegine bakilmistir. Sekil 4.19 a’daki alanlar (18
mm?) boyut olarak Ugte birine indirildiginde yaklasik 30 pL mirekkep
harcanabilecegi hesaplanmistir. 3 esdes alan igin toplam 30 pL murekkep
kullanilidiginda her bir alan igin yazicinin 10 yL murekkep kullandigi mantigina

dayanan bir hesaplama yapilmistir (Sekil 4.19).

a b

Sekil 4.19 Murekkep hacmi kullanilarak gizim alani hesaplanmasi a. 100 pyL

murekkep miktari ile b. 30 yL murekkep miktari ile.

Daha sonra test kitinin deneysel kisimda anlatildigi gibi tasarimi yapilmigtir. Bu
tasarima gére test kitinin Uretimi iki asamada gerceklesmektedir. ilk asamada
tampon c¢ozeltilerin emdirilmesine, ikinci asamada ise pheDH enzimi ve NAD*,
mPMS ve NBT emdirilmesine karar verilmistir. Buna uygun olarak yapilan tasarimda
haznelerde kullanilacak biyolojik elementler su sekilde belirlenmistir; sari renk
pheDH enzimi ve NAD®, acik camgodbegi rengi pH degeri 9.3 olan BTP tampon
¢Ozeltisi, aglk magenta rengi pH degeri 6.3 olan BTP tampon ¢ozeltisi, camgobegi
rengi mMPMS+NBT icermektedir. Magenta rengi kendi agizliginda test Kkitinin
sinirlarini belli etmek igin kullaniimistir (Sekil 4.20)(Sekil 4.21).
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Sekil 4.20 Magenta rengi ile yPAD'lerin yerlerinin belirlenmesi.

Sekil 4.21 Poliuretan tiplere biyolojik elementlerin doldurulmasi.

Cam fiber filtre kagit Gzerine iki asamali basim yapilarak hazirlanan test kitleri
Uzerine sirasiyla 22, 10, 4 ve 0 mg/dL fenilalanin ¢ozeltileri damlatiimis ve kit
uzerindeki test bolgesindeki renk degisimi gozlenmigstir (Sekil 4.22). kitin ¢alisma
performansinin belirlenmesi igin olusan renk siddetlerinin optik karakterizasyonu

yapilarak, kalibrasyon grafigi gizilmigtir.
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Sekil 4.22 Yazici ile cam fiber filtre membranina basim a. 22 mg/dL phe, b. 10
mg/dL phe, c. 4 mg/dL phe, d. 0 mg/dL phe.

Derigimler Ortalama
mg/dL siddet
0.0 0
4.0 6.3+2.9
10.0 13.414.8
22.0 29.1+3.9

Tablo 4.5 Yazici ile basim sonucu olusan renk siddetlerini verileri.
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Sekil 4.23 Yazici ile basim sonucu elde edilen renklere ait kalibrasyon grafigi (lin-
lin grafigi).

Hesaplanan renk sgiddetleri (Tablo 4.5) kullanilarak hazirlanan kalibrasyon
grafiginde; test kitinin 0-22 mg/dL derisim araliginda ylksek dogrusallikta ¢alistigi
belirlenmistir (Sekil 4.23). Yazici ile Uretilen test sistemi igin hesaplanan tayin siniri

4.01 mg/dL olarak élgulmustar.
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5. DEGERLENDIRME VE YORUMLAR

Tez kapsaminda yapilan c¢aligsmalar temelde alti basamaktan olusmustur. Bu
asamalar kullanilacak reaktif maddelerin hazirlanmasi, test materyalin segimi ve
MPAD tasarimi, test sistemi tzerinde uygulanan modifikasyonlar, gelistirilen yPAD
cihazin validasyonu, kandidatif bir sonug¢ alinabilmesi igin uygulanan optik
karakterizasyon yontemi ve gelistirilen pyPAD cihazin muarekkep puskurtmeli

yazicida uretimidir.

Tez calismasinin genel amaci olan fenilketonlri hastaligi tanisinda kullaniimak
uzere, Uretimi maliyet agisindan avantajli, kullanici dostu, ol¢gumleri tekrarlanabilen
kagit tabanh mikroakiskan cihaz tasarimi basariyla yapilmistir. Calisma
kapsaminda gelistirilen cihazin Uretim asamasi ve tasarimi c¢esitli modifikasyon
asamalarindan ge¢mis bir murekkep puskurtmeli yazici ile gergeklestirilmigtir. Bu
kapsamda kan plazmasi igindeki fenilalaninin, iki basamakli bir kimyasal reaksiyonu
tetiklemesi ile olusan renk degisimi goézlenmis ve bu sayede hastaligin dort farkl

derecesi tayin edilmigtir.

Birinci asama olan enzimatik reaksiyon sirasinda fenialalanin dehidrojenaz enzimi
NAD* varliginda fenilalanin ile tepkimeye girmektedir. Bu tepkime sirasinda NADH’a
indirgenen NAD*, ikinci basamakta mPMS ile yukseltgenmekte ve bu NAD*
dongusu son Urdn olarak formazan dretmektedir. Sonug olarak, uretilen formazan
miktari ortamdaki fenilalanin derisimine baglidir. Dogal rengi, ortamda bulunan diger
tum molekillerden bariz sekilde farkli olan formazan, test boélgesinde mor tonlarinda
bir renk degisimine sebep olmakta ve renk seviyesinden fenilalanin derisim tayinine
imkan saglamaktadir. Bu sayede test sistemi basina 25 pL kan plazmasi kullanilarak
8 dakika igerisinde derisim tayini 2.68 mg/dL deteksiyon limiti dahilinde yapiimigtir.
Glisin ile yapilan kontrol denemelerinde hazirlanan test kitinin sadece fenilalanine

spesifik oldugu belirlenmisgtir.

Test sisteminin istenilen surede ve en uygun sekilde cevap vermesi igin test sistemi
farkli boyut ve tasarimlarda gesitli malzemeler kullanilarak geligtirilmistir (Whatman
No.4, cam fiber filtre membrani ve nitroseliloz membran). Yapilan g¢alismalar
sonrasi hem yatak hacminin diger materyallere gore daha genis olmasi, hem de son
artin olan formazanin ortaya c¢ikardigi rengi, yani kolorimetrik yaniti en iyi sekilde

gOstermesinden dolayi cam fiber filtre membrani test materyali olarak segilmigtir. Bu
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Ozelliklerine ek olarak test materyali, uygun bir 0On igslemden gegirilerek
iyilestirilmistir. Bu 6n modifikasyon iglemi, cam fiber filtre membrani Uzerindeki
akisin istenilen seviyede olmasini, galismada kullanilacak reaktif maddelerin kagit
fibrillerine daha iyi sabitlenmesini saglarken ayni zamanda spesifik olmayan
baglanmalarin engellenmesini ve gorulen renk degerlerinin daha yogun bir hal

alarak gelistirilen test kitinden maksimum seviyede verim alinmasi saglanmigtir.

Fenilalanin ¢ozeltilerinin cam fiber filtre membraninda verdigi kolorimetrik sonucun
gri skala siddetinin okunmasi amaciyla kalibrasyon grafigi hazirlanmigstir. T testi ile
1.1-2.2 mg/dL araligi ile 13.0-22.0 mg/dL araliginda anlamli bir farkin olmadigi,
geriye kalan dort aralik igin ise anlaml bir farkin oldugu gorulmustir. Kalibrasyon
grafiginde 22 mg/dL derisime sahip fenilalanin o6rnegine kadar dogrusallik

g6zlenmistir. Tayin siniri 0.84 mg/dL olarak dlgUlmustar.

Daha sonra daha karmagsik bir ortam olan kan plazmasinda kalibrasyon grafigi
¢izilmis, en dusuk tayin sinir hesaplanmistir. Plazma igin logaritmik olarak gizilen
kalibrasyon grafiginin 4-22 mg/dL aralikta dogrusal oldugu goérulmasttr. Yapilan t-
testi sonucu 4-10 mg/dL deg@erleri arasinda anlamli bir fark olmadidi gérulurken, 10-
22 mg/dL arasinda anlaml bir fark oldugu goérulmuastur. Kalibrasyon grafiginden
yararlanilarak test sisteminin plazma uygulamasinda olgulebilen tayin siniri 2.68

mg/dL olarak hesaplanmistir.

Calismanin son asamasinda ise, hazirlama yontemi ve tasarimi belirlenen test
sistemi murekkep baskilama teknidi ile bu amag icin modifiye edilmis murekkep
puskuartmeli yazici ile Gretilmistir. Bu sayede test sistemini Uretmek icin kullanilan
reaktif madde miktari yari yariya azaltilmistir. Yazici ile Uretilen test sistemi igin
hesaplanan tayin sinirt 4.01 mg/dL olarak Olgulmuagtir. Bunun yani sira, test
sisteminin Uretim suresi ciddi olgude kisalmigken, yontem iki basamaga indirilerek
basitlestiriimistir. Cihazin kolorimetrik cevap suresi 8 dakika olarak hesaplanirken,

toplam Uretim slresi 5 dakikaya dusurulmustar.

Test kitinin Uretiminde murekkep puskurtmeli yazici kullanimi; kit basina kullanilan
reaktif madde miktarinda ¢ok ciddi oranda tasarruf saglamanin yaninda, hiz
acisindan da buyuk avantaj saglamistir. Ancak bunlardan daha énemli olarak test
kitinin aktif bolgesinde reaktif madde homojenitesini artmasini saglamistir. Bu

durum da Olgum hatalarini azaltmis, dolayisiyla sistem hassasiyetini arttirmigtir.
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Bununla birlikte, ptuskurtme oranlarinin elektronik olarak kontrol edilebilmesi Uretim
sirasinda reaktif madde derigimini daha hassas bir sekilde ayarlama imkani
yaratmig; bu durum da test kitinin dogrusal olarak ¢alistigl derisim araligini olan O-
22 mg/dL araligini kontrol etme yetisi kazandirirken, bagimsiz Uretilen Kkitler
arasindaki Olcum tekrarlanabilirligini arttirmistir.  Sunulan tez c¢alismasi ile
fenilketonuri hastaliginin takip gerektiren seviyesi, orta hiperfenilalaninemi, orta
dereceli fenilketonuri ve klasik fenilketonlri olmak Uzere dort ayri derecesini
kolorimetrik olarak anlaml bir sekilde 6lgmesinde kullaniimak Gzere Uretimi kolay,

maliyeti dusuk, cevap suresi hizli bir test sistemi basariyla geligtirilmigtir.
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