10

25

OzZET
CiHAZ

Bir numunede bir hedef niikleik asiti saptamaya yonelik bir test gibi bir kimyasal veya
biyokimyasal reaksiyonu yuriatmeye ve sonucglarini saptamaya yonelik bir cihaz olup,
s0z konusu cihaz bir nUkleik asit amplifikasyon reaksiyonunu gibi bir kimyasal veya
biyokimyasal reaksiyonun bir sivi fazda gergeklestirilebilecedi bir birinci géz veya bu tlr
bir birinci goéz i¢in bir alma araci; birinci gdzden uzanan bir birinci kanal; istege bagli
olarak ikinci goz araciliiyla s6z konusu birinci kanaldan gelen sivi icerigini bir emici
membraninda almak {izere diizenlenmis bir yanal akis test cihazi icermektedir, burada
s6z konusu membran bir hedef nikleik asit gibi kimyasal veya biyokimyasal
reaksiyonun Urlunlerini  saptayabilen elemanlari igcermektedir. Bu tir cihazlarin
kullanimina yonelik yontemler ve bunlari kullanilarak testlerin yirutilimesine yénelik

aparat da agiklanmakta ve hak talep edilmektedir.
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ISTEMLER

. Bir numunede bir hedef nukleik asiti saptamak Uzere bir testin yuratulmesine yonelik

bir cihaz olup, s6z konusu cihaz agagidakileri icermektedir:

(iy s6z konusu hedef nlkleik asitin bir nukleik asit amplifikasyon reaksiyonunun

gerceklestirilebilecegi bir birinci géz (41);
(il) 6z konusu birinci gézden (41) uzanan bir birinci kanal (44);
(iii) bir yanal akis test cihazi (45) ve

(iv) seyreltici igeren ve birinci goze (41) bir ikinci kanal (46) aracihdiyla baglanan bir
seyreltici gozu (48), burada seyreltici gdzl (48) seyrelticiyi iceren bir sizdirmaz
esnek kese icermektedir, seyreltici g6zl esnek keseye basing uygulandiginda esnek

keseyi acacak sekilde dizenlenmis delme araclari icermektedir;

burada birinci g6z (41), seyreltici gdzunin (48) hacminden daha az hacimlidir; yanal
akis test cihazi (45), s6z konusu birinci kanaldan (44) bir emici membranina numune
alacak sekilde dizenlenmekiedir, burada s6z konusu membran s6z konusu hedef
ndkleik asiti saptayabilecek elemanlar icermektedir ve ikinci kanal (46), seyreltici
gbzinde (48) yer aldiginda seyrelticinin birinci gbze (41) aktarilabilecegi sekilde

diizenlenmekitedir.

. Istem 1'e gére bir cihaz olup, burada birinci géziin (41) hacmi 15-50ul'dir ve

seyreltici gozunun (48) hacmi 50-250ul'dir.

. Onceki istemlerden herhangi birine gore bir cihaz olup, ayrica (iia) birinci kanal (44)

aracihgiyla séz konusu birinci goze (41) baglanan bir ikinci gézu (43) icermektedir,
burada birinci kanal (44) s6z konusu birinci gozun (41) sivi iceriginin ikinci goze (43)
aktarilabilecegi sekilde diizenlenmektedir ve burada yanal akis test cihazi (45), s6z
konusu emici membraninda sz konusu ikinci gdzden (43) sivi icerigini alacak

sekilde dizenlenmektedir.

. Onceki istemlerden herhangi birine gére bir cihaz olup, burada birinci g6z (41) bir

nukleik asit amplifikasyon reaksiyonu gergeklestirmeye uygun reaktiflerle 6nceden

yuklenmektedir.
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. Onceki istemlerden herhangi birine gdre bir cihaz olup, burada birinci géz (41), ikinci

g6z (43), kanallar (44, 46) ve yanal akis test cihazi (45) bir mahfaza i¢inde yer

almaktadir.

. Onceki istemlerden herhangi birine gore bir cihaz olup, aynica sivi reaktiflerle

onceden yuklenmis olan ve bir kanal araciligiyla birinci goze (41) bagh olan, boylece
dorduncu gozin iceriginin birinci goze (41) iletilebildigi bir kapali dérdlinci gézu

icermektedir.

. Istem 3-6'dan herhangi birine gére bir cihaz olup, burada bir emici eleman yanal akis

test cihazinin (45) ikinci gozud (43) ve bir numune alma bolima (50) arasinda
saglanmaktadir ve ikinci gbzden (43) gelen sivinin s6z konusu numune alma

bolumune (50) iletiimesine imkan verecek sekilde dizenlenmektedir.

. Onceki istemlerden herhangi birine gdre bir cihaz olup, ayrica bir nikleik asit

ekstraksiyon ve/veya saflastirma sistemi icermektedir.
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TARIFNAME
CiHAZ

Mevcut bulug, biyolojik numuneler gibi numunelerde nikleik asitlerin saptanmasinda

kullanima yonelik cihazlarla ilgilidir.

Numunelerde, Ozellikle biyolojik humunelerde nlkleik asitlerin saptanmasi, aragtirma,
tani, ozellikle hastalik ve genetik durumlarin tanisi, adli tip ve drnedin bakteriler gibi
potansiyel olarak zararh mikro organizmalarin hizla saptanmasinin gerektigi hijyen,
gevrenin izlenmesi veya askeri amaglarla mikro organizmalarin saptanmasi alanlarinda

iyi bilinmektedir.

Yanal akis cihazlar {LFD'ler) hormonlar, antijenler, antikorlar vb. dahil proteinler gibi
hedef analitleri saptamak Uzere uzun suredir tani alaninda kullaniimaktadir. Bu
cihazlarda, analit iceren veya igerdidi disundlen bir sivi numunesi, bir saptanabilir
gorsel sinyalin numunede analitin varligina veya yokluguna bagl olarak membranda
ortaya cikarlldigi bir sekansta etiketlerle, etiketlenmis baglama partnerleriyle ve/veya

immobilize baglama partnerleriyle karsilastigi bir membran boyunca akmaktadir.

Bir numunenin bir LFD boyunca etkili sekilde akmasini saglamak igin gereken sivi
hacmi genellikle oldukga &nemlidir. LFD igin substrat olarak kullanilan membran
gdzeneklidir ve genellikle énemli miktarlarda sivi emecektir. Ayrica sivi akisi,
etiketlenmis parcgalarin cihazdaki saptama bolgesine taginmasini saglamaya yeterli

olmak zorundadir.

RNA veya DNA gibi nukleik asitleri i¢ceren analitleri saptamak i¢in de
kullanilabilmektedirler. Bu durumda analitler i¢in baglama partnerleri arasinda spesifik
hedef sekansina hibridize olan oligonikleotidler veya alternatif olarak bir ©on
amplifikasyon reaksiyonu sirasinda RNA veya DNA'ya dahil edilmis baglama ajanlarina
yonelik baglama partnerleri yer alacaktir. Ornegin saptama bolgesinde yakalamayi
kolaylastirmak igin biyotin gibi bir badlama ajaninin hedefe dahil edilmesi amaciyla
nukleik asit amplifikasyon reaksiyonlari da kullanilabilmektedir. Biyotin bir hedef nukleik
asite dahil edildiginde, LFD'deki saptama bodlgesinde strepavidin veya anti-biyotin
antikorlarinin  varligi, yakalama bolgesinde biyotin etiketli hedef nilkleik asitlerin

yakalanmasina yol agacaktir.
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Etiketleme, hedef saptama bdlgesinde immobilize hale geldiginde bir gorulebilir sinyali
uretmek i¢in ornegin hedef sekansa da hibridize olan etiketlenmis problarin
kullanilmasiyla ya da etiketlenmis primerlerin kendiliginden etiketlenmis bir Grin
dretmek UGzere kullanildidi érnegdin bir amplifikasyon reaksiyonu sirasinda bir etiketin
hedef sekansa dahil edilmesiyle gergeklestirilebilmektedir. Uygun etiketler, drnegin
floresin veya floresin tlrevleri dahil floresan etiketleri veya siyanin boyalar veya
digoksijenin gibi enzimatik olarak saptanabilecek etiketler gibi kimyasal veya
biyokimyasal etiketler alanda iyi bilinmektedir. Bir baska uygulamada, etiketler dogrudan
bir goriulebilir sinyal Ureten altin, gimis ve lateks boncuklar veya parcaciklar gibi
partik(lat etiketleri icerebilmektedir. Bunlar saptama bdlgesindeki hedef nikleik asitle
etkilesime girecek sekilde duzenlenebilmektedirler. Bunun elde edilmesi igin bizzat
parcaciklar etiketleneceklerdir, drnedin hedef nikleik asitle (6rnedin hedef nikleik aside
hibridize olan diger nukleik asitler) etkilesime giren pargaciklara konjuge olacaklardir
veya hedef nukleik asit sekansina dahil edilmis biyotin gibi bir baglama partneriyle

etkilesime giren streptavidin gibi bir baglama ajanina konjuge olabilmektedirler.

Nitekim ¢odu durumda hedef nlkleik asitin bir biyolojik numunede yodunlasmasi
disiiktiir ve dogrudan bir LFD {zerinde bir gériilebilir sinyalin Gretilebilecedi seviyenin
kesinlikle altindadir. Bu nedenle 6n adim olarak genellikle nikleik asitin amplifikasyonu

gerekmektedir.

Nukleik asit amplifikasyon teknikleri bu alanda guclu bir aractir. Bazilari izotermal olarak
yurUtilen ve bazilan bir numunedeki ¢ok az miktarlardaki hedef nukleik asitin
saptanabilir seviyelere amplifiye edilmesine imkan veren polimeraz zincir reaksiyonu

gibi termal ¢evrimi gerektiren pek cok teknik mevcuttur.

Ote vyandan bu tekniklerin asir hassasiyeti, kontaminasyona veya capraz
kontaminasyona ¢ok egilimli olduklar anlamina gelmektedir. Cok az bir kontamine edici
nukleik asit miktari bile bu yontemlerde amplifikasyona maruz kalarak sahte pozitiflere

yol agabilmektedir.

Bu sorunun ele alinmasi igin pek ¢ok girisimde bulunulmustur ve bunlar temel olarak
numunenin olabildigince amplifikasyon slrecinden izole edilmis bir ortamda islem
gormesini sadlamaya odaklanmaktadirlar. Bu nedenle bir amplifikasyon reaksiyonu
yuritmeye ve reaksiyon kabinin agiimak zorunda olmadidi bir homojen reaksiyonda

amplifikasyon Uriinind saptamaya yonelik yontemler gelistirilmistir.
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Ote yandan amplifikasyonun devam etmesine imkan vermek icin bir biyolojik numunenin
siklikla 6rnegin Okaryotik ve prokaryotik hucrelerden veya viruslerden nukleik asitlerin
serbest kalmasi igin bazi on iglem adimlarina tabi tutulmasi gerekmektedir. Acikgasi bu
tur prosedurlerin herhangi bir kontaminasyon riskini en aza indirecek sekilde

ylratalmesi istenmektedir.

Ornegin 6,649,378 sayill ABD patenti, 2004/0110167 sayill ABD patent yayini ve
2006/0160078 sayih ABD patent yayini, nikleik asit ekstraksiyonunu, amplifikasyonunu
ve saptamasini tek bir cihazda entegre etmis olan, bir kendine yeten cihazlar

yelpazesini agiklamaktadir.

Ote yandan genel olarak bu tir cihazlar, yontemin gergeklestirimesi icin fiziksel
manipllasyonlara ihtiyac duymaktadirlar. Ornedin 6,649,378 sayi ABD patentinin
ve 2004/0110167 sayih ABD patent yayininin cihazlan, DNA ekstraksiyonunun bir
birinci cihazda gergeklestirildigi, iceriklerin bir PCR tupu gibi bir amplifikasyon tlpline
aktanldii ve son olarak bir yanal akis cihazinin ("sonug ¢ubugu”) tipe sokuldugu
sistemleri agiklamaktadir. Bu tlr manipulasyonlar kontaminantlarin bulasmasina yol

acabilmektedir.

2006/0160078 sayill ABD patent yayininin cihazi, ekstraksiyonun, amplifikasyonun ve
saptamanin bir LFD'nin bir membranindaki ¢esitli bolgelerde ylrutaldadu bir sistemi
aciklamaktadir, burada bdlgelerin her biri basta ayridir ve ardindan bolgeler 6rnegin
aradan gegen bir plastik levhanin ¢ikanlmasiyla veya bir bdlgenin sonraki bdlgenin
uzerine getirilmesi icin bir pistonun kullaniimasiyla art arda bir araya getiriimektedirler.
Bu durumda ote yandan her asamada bulunan sivi hacimleri bir bakima LFD’nin
membraninin gerekliliklerinin  ve bunun siviyt nasil emdiginin veya ilettiginin bir
fonksiyonudur. Ote yandan optimize amplifikasyon reaksiyonlari, hacimlerin bir LFD’den
akmasinin gerektigi 2006/0160078 sayil ABD patent yayinindaki gibi kosullar altinda
mumkan olmayabilecek olan, tercihen az hacimlerde ‘serbest’ sividaki ¢ozeltide

yuruttlebilmektedir.

WQO2004/065010 sayili belge, DNA’nin izolasyonuna ve amplifikasyonuna ve bir LFD
tzerinde saptanmasina ydnelik bir mikro akigkansal sistemi aciklamaktadir.
WQO2009/080817 sayili belge, nukleik asit analizi igin bir hizli test sistemini

aciklamaktadir.



10

15

20

25

30

Zahmetli manuel islemlere gerek kalmadan ve minimum kontaminasyon riskiyle ve
maksimum verimlilikle analizin hizli bir sekilde yapilmasina imkan veren entegre bir

sisteme ihtiyacg vardir.

Basvuru sahipleri, nukleik asit analizinin, minimum kontaminasyon riskiyle tek
kullanimhk olabilecek bir izole edilmig Unitede ylrutilmesine imkan veren bir aparat

gelistirmiglerdir.

Ozellikle basvuru sahipleri, bir nikleik asit amplifikasyonunun uygun hacimli bir gézde
sivl fazda gergeklestirilebilecegi ve bu reaksiyonun urinuntn gevreye maruz kalmadan

bir yanal akis cihazinin bir membranina aktarilacadi bir cihaz tasarlamiglardir.

Sonug¢ olarak mevcut bulug, bir numunede bir hedef nlikleik asiti saptamak (izere bir
testin yurutilmesine yonelik bir cihazi saglamakta olup, s6z konusu cihaz asagidakileri
icermektedir:

(i) s6z konusu hedef nikleik asitin bir nikleik asit amplifikasyon reaksiyonunun

gerceklestirilebilecedi bir birinci goz;
(i) s6z konusu birinci gézden uzanan bir birinci kanal,
(iii) bir yanal akis test cihazi ve

(iv) seyreltici iceren ve birinci gdze bir ikinci kanal aracihdiyla baglanan bir
seyreltici gbzl, bu seyreltici gzl seyrelticiyi iceren bir sizdirmaz esnek kese
icermektedir, seyreltici gozu esnek keseye basing uygulandiginda esnek keseyi
acacak sekilde duzenlenmis delme araclari icermektedir;

burada birinci goz, seyreltici gdézu hacminden daha az hacimlidir; yanal akis test cihazi,
s6z konusu birinci kanaldan bir emici membranina numune alacak sekilde
dizenlenmektedir, burada stz konusu membran sdz konusu hedef nikleik asiti
saptayabilecek elemanlar icermektedir ve ikinci kanal, seyreltici gézinde yer aldiginda

seyrelticinin birinci goze aktarilabilecegi sekilde duzenlenmektedir.

Kullanilan hacimlere bagli olarak birinci kanaldan gegen sivi dogrudan bir yanal akis
test cihazinin bir numune alma boélimune iletilebilmektedir. Bu bolim, bir emici ped
icerebilmektedir. Ote yandan dnemli hacimlerin birinci kanal aracihidiyla iletildigi 6zel bir
uygulamada s6z konusu birinci kanaldan sivi almak tzere dizenlenmis olan bir ikinci

gozun saglanmasi elverigli olabilmektedir. Bu durumlarda yanal akig test cihazi, séz
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konusu ikinci gdzden numune alacak sekilde diizenlenmektedir. Ornegin yanal akis test
cihazinin bir alma bolumu, ikinci gdze cikinti yapabilmektedir. Bu da iletilen hacimlerin,
yanal akis cihazinin alma bélimi tarafindan dogrudan rahatlikla emilebilecek miktardan

daha fazla oldugu durumlarda elverisli olabilmektedir.

Bu nedenle 6zel bir uygulamada mevcut bulus, bir numunede bir hedef nukleik asiti
saptamak Uzere bir testin ylritlilmesine yonelik bir cihazi sadlamakta olup, s6z konusu

cihaz agagidakileri igermektedir:

(i) s6z konusu hedef nikleik asitin bir nikleik asit amplifikasyon reaksiyonunun

sivi fazda gergeklestirilebilecegi bir birinci goz;

(iia) bir birinci kanal araciligiyla sdz konusu birinci gbze bagh olan bir ikinci goz,
burada birinci kanal, s6z konusu birinci gdzin igeriginin ikinci gdze
aktarilabilecegi sekilde diizenlenmektedir;

(iii) soz konusu ikinci gézden numune almak ve icindeki s6z konusu hedef

nukleik asiti saptamak Uzere duzenlenmis olan bir yanal akig test cihazi.

Bulusun cihazi, tm elemanlan (i), (ii) ve (iii) ve mevcut oldugunda eleman (iia) bir
entegre Unitede veya varlikta igeren bir Uniter cihaz olabilmektedir. Ornedin cihazin

elemanlarinin tamami tek bir mahfazada yer alabilmektedir.

Burada kullanilan sekliyle “yanal akig test cihazi” terimi, bir emici membran boyunca sivi
akigiyla ¢alisan herhangi bir test cihazi anlamindadir. Bu nedenle terim, dikey
kullanilabilecek geleneksel “daldirma c¢ubuklarnin”, ayrica membran boyunca akisin
yatay veya yana dogru meydana gelecedi sekilde membranlarin bir yatay pozisyonda

sabitlenmis oldugu cihazlar kapsamaktadir.

“Kanal” terimi, sivinin érnegin diferansiyal basing ve/veya yercekimi etkisiyle serbestge
aktigr ve dzellikle kilcal harekete bagh olmadigi bir kati govdede tanimlanmis bir yol

anlamindadir.

Swvinin emici akigla aktarildidi bolimlerin ayni cihaz igerisinde normal sivi akisina izin
verilen bolumlerle birlestiriimesiyle bulusun cihazi testin her asamasinin (amplifikasyon
ve saptama) tercih edilen kosullar altinda yuratilmesine imkan vermektedir. Bu nedenle
birinci gdzdeki herhangi bir amplifikasyon reaksiyon karisiminin hacmi, optimum

amplifikasyon kosullarinin saglanacag sekilde secilebilmektedir. Ote yandan bu hacim,
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yanal akis test cihazinda kullanima yonelik tercih edilen hacimleri saglamak uUzere
seyreltici katimasiyla ikinci goze ve daha sonra yanal akig cihazina aktarimda
artinlabilmektedir. Emici ve normal sivi akiginin bolumleri arasindaki sivi aktarimi,
bolimlerin ayni cihaz icerisinde yer almasiyla kolaylagsmaktadir. Ayrica cihaz, testin

otomatik veya yari otomatik galismasi i¢in uygundur.

Ozel bir uygulamada ikinci gdz kapalidir. Birinci gézii ikinci gdze baglayan birinci kanal
cihaz igerisinde, 6rnegin en az birinci ve ikinci gozleri igeren bir mahfazada uygun

sekilde yer almaktadir.
Bir baska uygulamada birinci goz kapanabilirdir.

Burada kullanilan sekliyle “kapall” terimi, gézlerin, birbiriyle temas halinde olsalar da
atmosferden izole edildikleri anlamina gelmektedir. Benzer sekilde “kapanabilir” terimi,
drnegdin bir kapak, baslik, tipa veya conta araciigiyla atmosferden izole edilebilecek bir

g6z anlamina gelmektedir.

Ikinci g6z kapali oldujunda ve birinci kanal da kapal oldugunda, amplifikasyon
reaksiyonlar ylrutilebilmektedir ve ortaya ¢ikan amplifikasyon Urinl saptama amaciyla
bir yanal akis cihazina atmosfere maruz kalmadan aktarlabilmektedir, bd&ylece

kontaminasyon riski en aza indiriimektedir.

Cihaz, amplifikasyon reaksiyonu igin tercih edilebilir, hatta optimum olan sekilde
amplifikasyon reaksiyonunun az hacimli bir sivida gergeklestirilebilmesini saglamaktadir
ve amplifikasyon Urln0, seyrelticinin katilmasiyla yanal akis cihazl boyunca serbestce
akmasina imkan vermek uzere ikinci goze girmeden oOnce vyeterli sekilde
seyreltilebilmektedir. Seyreltici gézd onceden ylklenmis seyrelliciler icermektedir.
Seyreltici, yalnizca kullanim icin seyrelticiler gerektiginde Ucglncl godzde acilabilir bir
sizdirmaz kap icinde saglanmaktadir. Bu da sivi seyrelticinin, cihazin bozulmasina yol
acabilecek sekilde kullaniimadan 6nce yanal akis cihazinin membranina vaktinden énce

temas etmesini dnlemektedir.

Birinci gbz Ozellikle iginde bir nukleik asit amplifikasyon reaksiyonunun ylritulmesine
imkan verecek sekilde uyarlanmaktadir. Bu tur reaksiyonlar genellikle goreceli olarak az
hacimlerde yuritilmektedirler ve bu nedenle birinci gdziin hacmi asagida daha ayrintih
ele alinacagi gibi nispeten az olacaktir.
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Ote yandan 6zellikle birinci g6z genellikle bir nikleik asit amplifikasyonunda yGritilen
istenen sicakliklara 1sitmada kullaniimasi icin uygun sekilde uyarlanmaktadir. Bu
nedenle goz, tipik bir nukleik asit amplifikasyon reaksiyonunda goérilen bu tir
sicakliklara ve/veya sicaklik dalgalanmalarina ve degisikliklerine dayanikh olan bir

malzemeden uygun sekilde yapiimaktadir.

Ozel uygulamalarda birinci géz, bir nikleik asit amplifikasyonunu gergeklestirmek lizere
ornegin harici 1sitma cihazlarinin veya uygun olan yerlerde 1s1 donguleyicilerin
kullaniimasiyla 1sitma ve/veya sogutma icin kolaylikla kullanilabilir olmasi igin cihazin bir

¢ikintisi veya uzantisi Uzerinde dizenlenmektedir.

Ozel bir uygulamada birinci gdz, mevcut oldugunda ikinci gdze ve (iglinci gézlere gore
daha az hacme sahiptir. Ornegdin birinci géziin 15-50ul gibi 10-250pl arasinda, drnedin
yaklasik 25ul'lik bir kapasitesi olabilirken ikinci gozin ve seyreltici gozlerinin uygun
sekilde 40-4000pl arah@inda, o6rnedin 40-2500ul kapasiteleri olmaktadir. Ozel bir
uygulamada ikinci gozun ve seyreltici gozlerinin  yaklasik 2500ul kapasiteleri
olabilmektedir. Diger uygulamalarda gbézlerin kapasiteleri 50-250ul gibi 40-1000pl
araliginda, érnegin yaklagik 100ul olabilmektedir. Omegin birinci gdziin capi yaklasik 4-
10 mm, 6rnegin yaklagik 5 mm derinlikle 2-3 mm araliginda olabilirken ikinci gbziin ve
seyreltici gdzlerinin ¢api benzer bir derinlikle 7-20 mm aralidinda, dérnedin yaklasik 10

mm olabilmektedir.

Bu dlzenleme, cihazin reaksiyonun optimum olarak gobrece az sivi hacminde
gerceklestirildigi bir dizi kimyasal veya biyokimyasal reaksiyonun yurutulmesine uygun
oldugu ve bu hacmin bir geleneksel yanal akis cihazinda etkili sekilde bir sinyal

saglamak icin gerekenden genellikle daha az oldugu anlamina gelmektedir.

Uygun sekilde yanal akis test cihazi tamamen cihaz igerisinde yer almaktadir,
kontaminasyon riskini de en aza indirmek i¢in drnedin cihazin bir mahfazasinda yer
almaktadir. Bu durumda testin sonuglarinin okunabilmesi i¢in cihazda veya mahfazada
uygun sekilde bir godzetleme penceresi saglanmaktadir veya mahfaza saydam

malzemeden yapilmaktadir.

Yanal akis test cihazi, membranin ikinci gbze c¢ikinti yaptidi ve bdylece numuneyi
dogrudan ikinci gézden emdidi sekilde diizenlenebilmektedir. Ote yandan &ézel bir
uygulamada bir sivi akis elemani, ozellikle bir emme elemani numuneyi ikinci gézden

alacagl ve bunu yanal akis cihazinin membraninin bir numune alma bdlimuUne
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aktaracagi sekilde duzenlenmektedir. Uygun emme elemanlar arasinda ornedin seluloz
veya benzeri gibi bir yogun, hidrofilik fibroz malzemeden yapilan emici elyaf ped yer
almaktadir. Emici eleman bir ugta en azindan ikinci goze ¢ikinti yapmaktadir ve sivinin
ikinci gdzden membrana kabul edilebilir ve kontrolll akisini saglamak icin diger ugta
yanal akis test cihazinin membraninin bir ug bélgesiyle temas kurmaktadir. Ozel bir
uygulamada emici eleman, ikinci gdézln tabanini belirlemektedir, boylece goze iletilen

sivi dogrudan emici elemana uygulanmaktadir.

Emici eleman bir sinyal ortaya ¢ikarmak igin yanal akis test cihazinda kullanilan
reaktifler igin bir rezervuar olarak hareket edebilmektedir. Ornegin yukarnda aciklandig
gibi uygun sekilde etiketlenmig olan amplifiye olmus hedef nikleik asite yonelik baglama
partnerleri emici eleman igerisinde saklanabilmektedir. Bunlar daha sonra numuneyle
birlikte yanal akis test cihazinin membrani boyunca membrandaki uygun saptama

bolgesine aktariimaktadirlar.

Cihaz uygun sekilde bir tek kullanimlik Gnitedir. Cihazin en azindan bir bolima ve
tercihen tim cihaz uygun sekilde bir sert plastik malzemeden yapilan bir mahfaza icine

uygun sekilde yerlestirilmektedir.

Birinci goz kontrollii sekilde isitilabilmekte veya sogutulabilmektedir. Direngli i1sitma
elemanlar gibi 1sitma elemanlan veya termostat elemanlan gibi sogutma elemanlari ve
ayrica termistor veya termokupl gibi sicaklik kontrol veya sicaklik dlgim elemanlar
cihazin kendisine dahil edilebilmesine ragmen &zel bir uygulamada birinci goz, cihazi
test amaglan i¢in barindirmak Uzere uyarlanmis bir aparattaki bu elemanlara bitisik,
bunlarla temas halinde veya baska bir sekilde bunlarin iginde olacak sekilde
dizenlenmektedir. Cihaz aparata uygun sekilde oturacak sekilde uyarlanmaktadir,

bdylece birinci gdz uygun sekilde kontrolll 1sitma olan 1sitmaya tabi tutulabilmektedir.

Bu nedenle 6rnegin birinci goz, yukarnda aciklandigr gibi bir ¢ikinti zerinde mahfazanin
disina dogru uzanabilmektedir, boylece istege bagh olarak aparatin parcalarini
olusturan, blok isitici gibi bir 1sitma veya termo dénguleme elemani igerisindeki ilgili bir
gozun iginde yer alabilmektedir. Alternatif olarak g¢ikinti yapan g6z, érnegin bir basingl
hava isiticinin, bir termal ddnguleyicinin veya bir termostatin hava sogutma veya 1sitma

odasina sigacak sekilde dizenlenebilmektedir.

Alternatif olarak cihaz, aparat icerisindeki 1sitma veya termostat elemanlarinin, birinci

gozun igeriklerinin kontrolli 1sitmasina imkan vermek igin, cihaz aparat igerisinde
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konumlandirildiginda birinci gézun etrafindaki veya civarindaki cihaza ¢ikinti yapacagi

sekilde duzenlenmis oluklar, kanallar veya bagka girintiler icerebilmektedir.

Arzu edilirse birinci gozin iceriklerinin seyrelticiyle daha verimli sekilde karistiriimasi,
cihaz igerisinde bir veya birden fazla ek seyreltici iceren godz saglanmasiyla
gerceklestirilebilmektedir. Bunlar, birinci gozun igerikleriyle birlikte seyrelticinin ayn
akiglarinin da ikinci gdze beslenecedi sekilde uygun sekilde dizenlenmektedirler.
Uygun sekilde akimlar, yanal akis cihazina uygulanmadan once birinci gézden gelen
igeriklerin seyrelticiyle iyilestirilmis karisimini saglayan turbilansh akisi tetiklemek Uzere

ikinci gbze girmeden once yakinlasacaktir.

Birden fazla seyreltici goziinden akig, yararli karisimi saglamak lOzere uygun sekilde
koordine ve kontrol edilmektedir.

Kanallar gerekli transferi kolaylastiracak sekilde dizenlenecektir. Bu nedenle drnegin
birinci kanal, tum malzemenin uzaklastirilabilmesi igin birinci gozun tabanina
baglanabilmektedir. Birinci kanal, ikinci goze ust bolgesinden girebilmektedir. Benzer
sekilde ikinci kanal, Ggunci g6ézin tabanina baglanarak birinci gézuin bir Ust bolgesine

baglanabilmektedir.

Ikinci gbz, birinci gdzden daha bilylik bir kapasiteye sahiptir, béylece birinci gbze iletilen
seyreltici birinci gbzu etkili sekilde gecerek ikinci gbze akmaktadir. Boylece birinci
gozdeki herhangi bir amplifikasyon uruni, seyreltimis formda ikinci goze
iletilebilmektedir.

Genel olarak LFD’nin membraninin numune alma bdlgesini igceren bir u¢ bolgesi ikinci
gozde yer alacaktir, boylece amplifiye olmus nukleik asiti iceren sivi membrana absorbe
edilecek ve bunun uzunluu boyunca emilecektir. Hedef parcgaciklara yonelik uygun
baglama partnerlerinin immobilize oldudu bir veya birden fazla saptama veya kontrol
bolgesi, geleneksel sekilde sdz konusu bir ucun membran asagl akis yonunde
saglanmaktadir, bdylece hedef nikleik asitler (veya bagka sekilde bir kompetitif test
formatinda) s6z konusu bodlgede yakalanmaktadir. NuUkleik asitler ya amplifikasyon
reaksiyonu sirasinda dogrudan ya da amplifikasyon reaksiyonu sirasinda saglanan
veya LFD uUzerinde hareketli sekilde yer alan bir etiketlenmis probla temas yoluyla
uygun sekilde etiketlenmektedir. Boylece numune yukarnda agiklandigi gibi partikilat

etiketlerle (0rn. lateks boncuklarla) iliskilendirilmis etiketlenmis malzemenin bir saptama
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bolgesinde birikmesi, LFD'de bir gorulebilir sinyale yol acmaktadir. Bu tur cihazlarin

ornekleri ornegin US2004/0110167 sayili belgede agiklanmaktadir.

Uygun membranlar, sellloz, nitroseliloz veya karboksimetilseliloz; polyesterler,
poliamidler, karbonhidrat polimerler gibi sentetik hidrofilik polimerler dahil olmak Uzere
hidrofilik polimerler; hidrofobik polimerler, mesela politetrafloroetilen, fiberglas veya
gozenekli seramikler gibi halojene edilmis polimerler gibi sellloz bazli malzemeler

igerebilmektedir.

Ozellikle uygun olan membranlar arasinda seliloz membranlan ve 6zellikle
Millipore’den temin edilebilenler gibi lamineli olabilecek nitroseliiloz membranlar yer
almaktadir. Bunlar bir polyester {(Mylar®) veya PET destekli seliloz membran gibi bir
plastik destekli membran gibi bir destekleme malzemesinde desteklenebilmektedir. Bu
tir membranlarin destedi dodal olarak hidrofobiktir, diger yandan sellloz hidrofiliktir, bu
da gereken emme etkisine yol agmaktadir. Ote yandan hidrofilisite, bunlar bir
immunoassey prosedurt baglaminda kullanildiklarinda sorunlara yol agabilmektedir.
Gerekirse bu cihazlarda kullanilan membranlar, geleneksel bloke edici ajanlar
kullanilarak bloke edilebilmektedir. Bloke edici ajanlar, numunedeki bir protein ile
membran arasindaki spesifik olmayan etkilesimleri azaltabilenler veya numunenin
emme oranini artirabilenlerdir. Genellikle immobilize edilen baglama ajanlarinin
uygulanmasindan sonra uygulanmaktadirlar ve genellikle proteinler, yuzey etken
maddeler ve sentetik polimerler dahil olmak Gzere (¢ tip ajandan segilmektedirler. Bloke
edici ajanlar olarak kullanilabilecek proteinlerin 6zel ornekleri arasinda, kazein gibi

yagsiz kuru sut bilegenlerinden bovin serum albumin (BSA) yer almaktadir.

Bloke edici ajanlar olarak kullanilabilecek ylzey etken maddelerin 6rnekleri arasinda
Tween™ 20 ticari adi altinda satilan polioksietilen sorbitan monolaurat ve érnegin Dow
sirketi tarafindan Triton X™ serisi olarak satillan, érnegin Triton X-100 gibi oktilfenol

etoksilatlar gibi iyonik olmayan ylzey etken maddeler yer almaktadir.

Bloke edici reaktifler olarak kullanima uygun sentetik polimerler arasinda polivinil alkol
(PVA), polivinilpirrolin (PVP), polietilen glikol (PEG) ve lauril, setil, stearil ve oleil
alkollerinden elde edilenler ve Brij™ ticari adi altinda satilanlar gibi polioksietilen yag

eterleri yer almaktadir.
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Bloke edici reaktifin bu tiplerinden veya siniflarindan ikisinin veya daha fazlasinin
karisimlarinin, 6rnegin yukarida belirtildigi gibi bir yuzey etken madde ve bir sentetik

polimer iceren bir karisimin ozellikle kullanilabilecegi genel olarak kabul edilmektedir.

Ote vyandan tercih edilen bir uygulamada membranda bloke edici ajan

kullaniimamaktadir.

Primerler, enzimler, problar gibi amplifikasyonu ylritmeye yonelik reaktifler birinci goze
onceden yuklenebilmektedirler, bdylece amplifikasyon i¢in numuneyi dogrudan almaya
hazir olmaktadir. Ozellikle bu tir reaktifler, ayrismamalarini veya vaktinden &nce
reaksiyona girmemelerini saglamak igin kurutulmus ve &zellikle dondurularak
kurutulmus halde mevcut olabilmektedirler. Ote yandan &zel bir uygulamada bu tiir
reaktifler, reaktifleri dis ylzeyinde dondurularak kurutulmus olarak bulunduran, uygun
sekilde bir “tipa”’, c¢ubuk veya bashk formunda olan bir reaktif dagiticisinin
kullanilmasiyla cihaza verilmektedirler. Bu nedenle reaktif dagiticisi, reaktifler katildiktan

sonra birinci gozu kapatmak Uzere de hareket etmektedir.

Bu tir reaktif dagiticilari, belirli bir nkleik asit testine spesifik olacaklarindan cihazlara
ayri olarak saglanabilmektedirler, diger yandan cihazlar genel olarak bir dizi testte
kullanilabilmektedir. Ote yandan cihazlarla birlikte saglanabilmektedirler ve bdylece
bulus ayrica yukarida agiklandig1 gibi bir cihazin ve bir reaktif dagiticisinin (veya bir
tipa, ¢ubuk veya basghk) bir kombinasyonunu saglamaktadir. Tipalar, ¢ubuklar veya
basliklar gibi reaktif dagiticilari, nemden uzak kalmalarini saglamak igin kombinasyonun
cihaz gibi diger elemanlarindan ayn paketlenen bir sizdirmaz kap icinde uygun sekilde

saglanmaktadir.

Her durumda amplifikasyon tamponu gibi amplifikasyon reaksiyonunun sivi
bilesenlerinin yalmzca amplifikasyon reaksiyonunun basinda birinci gdze aktariimasi
tercih edilmektedir. Bu islem, kontaminasyon risklerini en aza indirerek reaksiyonlarin

vaktinden énce meydana gelmesini dnlemektedir,

Bunun elde edilmesi igin cihaz, test tamponlan gibi sivi reaktiflerle 6nceden yluklenmis
olan bir kapali dordinci gozu uygun sekilde igermektedir. Bdylece bu dérdincu goz,
reaktifler i¢in bir rezervuar olarak hareket etmektedir. Ayrica bir kanal aracihgiyla birinci
gdze baglanmaktadir, bdylece igindekiler bir amplifikasyon reaksiyonu gergeklestiriimesi

gerektiginde birinci goze iletilebiimektedir.
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Genel olarak yurutilen amplifikasyon reaksiyonunun nukleik asit sekansi bazli
amplifikasyon (NASBA), iplik displasman amplifikasyonu (SDA), transkripsiyon aracili
amplifikasyon (TMA), Loop Aracili izotermal Amplifikasyon (LAMP), Q-beta replikaz ve
yuvarlanan ¢ember amplifikasyonu, 3SR, ramifikasyon amplifikasyonu (Zhang et al.,
Molecular Diagnosis (2001) 6 No 2, p141-150 tarafindan aciklandigi gibi), rekombinaz
polimeraz amplifikasyonu (TwistDx'ten temin edilebilir) ve diderleri gibi alanda bilinen

pek ¢ok izotermal amplifikasyon reaksiyonlarindan biri olmasi tercih edilmektedir.

Numune, gerekmesi halinde ve numune uygun bir formdaysa dogrudan birinci goze
katilabilmektedir. Ote yandan genel olarak yukarida bahsedildigi gibi niikleik asitlerin
numunelerden, dzellikle biyolojik numunelerden ekstrakte edilmesi ve saflagtirimasi

gerekmektedir.

Cihaz ayrica bir nukleik asit ekstraksiyon ve/veya saflastirma sistemi icerebilmektedir.
Bu sistem cesitli formlarda olabilmesine ragmen bir numuneden saflastirlmis nukleik
asitlerin ekstrakte edilmesinin ozellikle tercih edilen yollari, W0O2007/104962 sayil
belgede aciklandigi gibi bir emici membranin kullanilmasini igermektedir. Bir sivi
numunenin LFD’lere gbre yukarida agiklanan tipte bir emici membran boyunca
akmasina imkan vererek nilkleik asitlerin, membranin yiizeyine bagdl hale geldidi
gorilmuas olup, bu boylece nikleik asitin numunedeki malzemenin geriye kalanindan
ayriimasinin  bir yolunu saglamaktadir. Cihaza nukleik asit ekstraksiyonu ve
saflastirmasi amaglar i¢in bir emici membran dahil edilebilmektedir.

Membran, kontaminasyon riskini en aza indirmek i¢in buyuk dlgude tamamen cihaz
icerisinde yer alabilmektedir. Bir numune tutucu veya alma gozu olarak hareket eden
besinci bir goz ve birinci goz arasinda uzanacak sekilde duzenlenmektedir, boylece
besinci gdzdeki numune membran boyunca birinci gdze emilebilmektedir. Uygun sekilde
membran en azindan kismen birinci gbzun acikhdl GOzerinden uzanmaktadir. Bu
dizenlemeyle membranin kO¢lk bir bolumi, ornedin yukarida aciklanan tipanin,
gubugun veya bashgin dzerinde saglanan bir kesicinin kullaniimasiyla ondan
kesilebilmektedir. Bu islem, membran bdlumunin birinci goze dismesine vyol
acmaktadir, bunun Uzerine bir amplifikasyon reaksiyon karigimi olusturmak igin tipa,
cubuk veya baslik (zerindeki diger reaktiflerle ve dordinci gdzden gelen tamponla
kanistirilabilmektedir. Ardindan membran béluminde bulunan herhangi bir nikleik asit
amplifiye edilmektedir.
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Bazi durumlarda besinci gozun, numune alma gozu olarak hareket edebilmesine
ragmen genellikle bir numunenin énceden islemeye tabi tutulmasi, drnegin nukleik asit
ondan ekstrakte edilmeden once hicresel iceriklerin serbest birakilmasi icin numunede
bulunan hlcrelerin veya mikro organizmalarin lizizi tercih edilmektedir. Bu amacla
besinci goz yukarida agiklandigi gibi kapatilabilmekte ancak uygun bir kanal aracihiyla
cihazda saglanan agik bir altinci gbze baglanabilmektedir. Bu durumda sivi numunesi,
besinci gboze ve emici membranin ug bolgesine aktariimadan 6nce on liziz adimi igin
altinci goze katilabilmektedir. Bu durumda aktarim hidrolik veya pndmatik basing
kaynagdi gibi bir kinetik enerji kaynagi veya bir vakum kaynagi kullanilarak uygun sekilde
gerceklestirilebilecek ve bodylece besinci ve altinci gbzler aparatin kinetik eneriji
sistemine badlanti icin uygun sekilde duzenlenmis olan portlarla donatilacaktir. Bir
pnématik sistem olmasi durumunda besinci gdze bagh olan uygun havalandirma

portlarina da ihtiyag duyulabilmektedir.

Hiicre lizizi gesitli sekillerde gergeklestirilebilmektedir. Oregin guanidin hidroklorir veya
deterjan gibi bir kaotropik ajan numune alma goézine katilabilmekte veya iginde
dnceden dagitilabilmektedir. Ote yandan numune alma géziinde hiicre lizizinin
gerceklestirildigi uygun ydntemler i1s1 veya sonikasyon uygulanmasi ve 6zellikle gézin
numune alma géziunde yaklasik 100°C sicakliklara kadar 1sitilmasi gibi esasen fiziksel
yollarla olabilmektedir. Cihazin test igin yerlestirildigi aparat bu nedenle bu prosesi

gerceklestirebilecek 1sitma araglariyla veya bir sonikasyon cihaziyla donatilmaktadir.

Numune alma gézu (besinci ya da altinci goz) 6rnegin numune katildiktan sonra ve
cihaz bir testin gergeklestirimesi amaciyla aparat icerisinde konumlandirilmadan once

veya konumlandinidiktan sonra bir baglik veya tipa ile uygun sekilde kapatilabilirdir.

Sivi numunelerin alindidi yerlerde bunlar numune alma gdéziine (besinci veya altinci
g06z) liziz isleminden dnce katilabilmektedirler. Ote yandan numune ekiivyon gubugu
numunesi gibi katl haldeyse test malzemesinin serbest kalmasi i¢in eklvyon gubugunun
yilkanmasi gerekebilmektedir. Bu durumda cihaz uygun sekilde kapatilan ve bir yikama

akiskani igeren bir yedinci gozle donatilabilmektedir.

Bdylece kullanim sirasinda yukarnda ac¢iklanan cihaz onu almak Gzere uyarlanmig
aparata yiklenmektedir. Aparatta saglanan kontrol edilebilir 1sitma elemanlari, igcinde
nukleik asit amplifikasyon reaksiyonu yuUrutme amaciyla birinci gozle ve istege bagh
olarak ayrica gerekirse isiyla hlcre lizizini baslatmak i¢in bir numune alma goziyle

etkilesime girebilmektedir. Aparat, sivilarin bir gdozden digerine aktarilmasi ve uygun
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goOzlerin otomatik olarak ve nukleik asitin bir numuneden tek bir islemde ekstrakte
edilmesini, saflastirilmasini, amplifiye edilmesini ve saptanmasini saglayan bir sirada
Isitiimasi dahil clmak Uzere prosesin ¢esitli asamalarini gergeklestirmek Gzere uygun

sekilde programlanmaktadir.

Burada bir numunede bir niikleik asitin saptanmasi i¢in bir testin yurutulmesine yonelik

sistem agiklanmaktadir; s6z konusu sistem istemlere gére bir cihaz icermektedir.

Cihaz, nukleik asit amplifikasyonunu ve saptamasini gergeklestirmek tzere yararh ve
kullanimi kolay bir arag saglamaktadir. Proseste gerekli olan reaktiflerin cihazdaki kapal
gbdzlerde depolanmasiyla ve cihazin tek kullanimhik yapiimasiyla kontaminasyon riskleri

en aza indiriimektedir.

Sekil 1, bir numuneden niikleik asit ekstraksiyonu, ayrica ekstrakte edilen nukleik asitin
amplifikasyonu ve amplifiye edilen Orinin saptanmasi igin dizenlenmis tek kullanimlik

bir cihazin sematik gosterimidir.
Bulus simdi 6zellikle, ornek olarak ve ekli Sekil 2-8'e atifla asagida tarif edilecektir.

Sekil 2, bir numunede nlkleik asitin amplifikasyonu ve saptanmasi igin tek

kullanimhik cihazin bir alternatif formunun gsematik gosterimidir;

Sekil 3, bir cihazin bir alternatif formunun sematik plan gérinamudur,

Sekil 4, Sekil 3'teki cihazin bir sematik yandan gérunamudur,

Sekil 5, bir cihazin bir bagka alternatif formunun bir sematik plan géranumadur,
Sekil 6, Sekil 5’teki cihazin bir gematik alttan gorinimudar,

Sekil 7, bir cihazin bir kisminin, birinci gézun Sekil 5'te gosterilene alternatif bir

dizenlemesiyle sematik alttan gorunumudur ve
Sekil 8, bir cihazin model testte kullanilmasindan sonraki gosterimidir.

Karsilastirmali Ornek

Sekil 1°deki cihaz, bir Ust kapak plakasi (3) ve bir alt taban plakasi {4) arasinda sandvi¢
olan bir merkezi blok (2) igeren, esasen bir laminer konstriksiyon olan bir plastik

mahfaza (1) igermektedir. Merkezi blok (2), i¢inde, gosterildigi gibi gozleri baglayan
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kanallarla (12, 13, 14, 15 ve 16) birlikte bir dizi goz (5, 6, 7, 8, 9, 10 ve 11) icermektedir.
Ek kanallar (17, 18, 19, 20, 21 ve 22) gdzlerin cogunu mahfazanin (1) Ust kapaginda (3)
saglanmis pnomatik portlara (sirasiyla 23, 24, 25, 26, 27 ve 28) baglamaktadir. Kapak
(3) ayrica bir numune alma g6zu olarak hareket etmesine imkan vermek igin gozlerden
(6) biriyle hizalanmig bir acgikhk (29) ve bir amplifikasyon odasi olarak hareket eden,
gdzlerden (8) bir digeriyle hizalanmis ayri bir agiklik (30) icermektedir. Ote yandan

geriye kalan tim gozler kapakla (3) etkili sekilde kapanarak sizdirmaz hale gelmektedir.

Bir emici membran (31) govdedeki (2) bir yatay gegit igerisinde dizenlenmistir ve goz
(7) ve goz (8) arasinda amplifikasyon odasi uzanmaktadir. Membranin (31) zit uglan,
goz (7) ve (8)'de yer almaktadir, boylece gézdeki (7) sivi membran boyunca gdze (8)
dogru emilecektir. Membranin (31) en azindan bir kismi uygun sekilde kapaktaki (3)
aciklik {30) boyunca uzanmaktadir.

Govde (2} igerisindeki benzer bir gecit, gozden (16) uzaga uzanmaktadir ve bu gegitte

bir yanal akis cihazi (32) yer almaktadir.

Bir numune alindiktan sonra gbzu (6) kapatmak Uzere bir tipa (33) saglanmaktadir. Bir
baska tipa (34) amplifikasyon odasi gdziinii {8) kapatmak lizere saglanmaktadir. Ote
yandan tipa (34) uygun sekilde ylzeyde dondurarak Kkurutulmus formda bir
amplifikasyon reaksiyonunu gerceklestirmek igin gereken reaktiflerin en azindan
bazilarini tagimaktadir. Tipa (34) goze itilirken gozun (8) acikhd (30) boyunca uzanan
membrandan (31) bir numune kesmek Uzere uyarlanmis bir kesici (gosteriimemigstir) de
icerebilmektedir. Kesilen numune ardindan amplifikasyona hazir olarak goze (8)

dusmektedir.

Ekstraksiyon/amplifikasyon/saptama prosesinde kullanilan belirli reaktifler kapali
gozlerden bazilarina énceden yiklenmektedir. Ozellikle bir numune yikama sivisi, bir
numune yikama haznesi olarak hareket eden goze (5) yUklenmektedir. Benzer sekilde
amplifikasyon reaksiyonunda kullanima yonelik tampon, uygun sekilde birinci gozle (8)
benzer boyutlari olan goéze (9) yuklenmektedir. Son olarak goze (10) bir elisyon

seyrelticisi yuklenmektedir.

Kullanimdan dnce yapiskanli plastik bant, film veya tabaka gibi bir tek kullanimhk &rtd
kapak (3) Uzerine uygulanmaktadir, bdylece acikliklar (30, 31) ve portlar (23, 24, 25, 26,
27 ve 28) iki amagcla sizdirmaz hale getiriimektedir; birincisi, atmosferik kontaminasyonu

onleme (boylece cihaz igerisindeki goézler ve uygun olan yerlerde icerikleri saf
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kalmaktadir) ve ikincisi, portlardan hava akisini onleme, bdylece sivilari ilgili gézlerinde

tutma.

Kullanim sirasinda asagidaki igslem akisi uygulanmaktadir:

10

15

20

25

30

kullanici cihazi (1) paketinden ¢ikarmaktadir, pnomatik portlari (23, 24, 25, 26, 27
ve 28) ve numuneyi ve amplifikasyon gozlerini (30, 31) acikta birakmak icin
bandi kapaktan (3) sdkmektedir. Cihaz (1) ardindan pnématik portlarin {23, 24,
25, 26, 27 ve 28) bir pndmatik kaynagina baglanacagi sekilde cihazi barindirmak
uzere uyarlanmig bir aparata yuklenebilmektedir. Ayrica gozler (6, 8) aparattaki

uygun 1sitma veya termostat cihazlanyla hizalanmaktadir.

Bir sivi numune kullanilacaksa kullanici bunu bir numune portu olarak hareket

eden goze (6) yuklemektedir ve numune tipasi sokulmaktadir.

Numune bir eklivyon cubugundan elde ediliyorsa aparat (pnomatik port (23} ve
kanal (17) aracii§iyla) numune ylkama rezervuari gozinden (5) kanal (12)
boyunca numune gozune (6) numune yikama reaktifini itmektedir ve kullanici
ekivyon cubugunu icerigini yikamak igcin sokmaktadir. Ardindan numune tipasi

(33) numune goézune (6) sokulmaktadir.

Numune g6zl (6) DNA'nin numune matrisinden ekstrakte edilmesi igin aparat
tarafindan (yaklasik 100°C'ye) isitiimaktadir.

Aparat ardindan (sirasiyla pndmatik port (23 veya 24} ve kanallar (17 ve 12 veya
18) aracihidiyla) ekstraksiyon arinlnl (kanal (19) ve pndmatik port (25)
araciigiyla havalandirmayla) membrana (31) temas edecek sekilde kanal (13)

aracihdiyla bitisik goze (7) itmektedir.

Aparat ardindan numunenin kilcal hareketle membran (31) boyunca gecis

yapmasina imkan vermek icin yeterli bir sureyle pasif kalmaktadir.

Bir dis ylzeyine Kkurutulan bir amplifikasyon reaksiyonu gergeklestirmek igin
gereken amplifikasyon spesifik primerleri, enzimleri gibi reaktifleri tagiyan tipa
(34) ardindan amplifikasyon odasi olarak hareket eden gbéze (8) sokulmaktadir.
Tipa (34) goze (8) (kullanici tarafindan manuel olarak ya da aparat tarafindan
otomatik olarak) sokuldugunda goézin (8) dibine disen membranin (31) ucunu

delecek sekilde diizenlenmisg bir kesici tagimaktadir.
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» Aparat (pnomatik port (26) ve kanallar (14 ve 20} aracihgiyla) tampon ve tuz
¢Ozeltileri gibi sivi test reaktiflerini(kanallar (16 ve 22) aracih@iyla pnomatik porta

(28) havalandirmayla) goze (8) itmektedir.

e Ardindan goz (8) bir nikleik asit amplifikasyon reaksiyonunu yliriitmeye uygun
Isitma kosullarina maruz kalmaktadir. Ornegin gdz (8) alet tarafindan izotermal
amplifikasyonu gerceklestirmeye uygun bir sicakliga, genellikle 15-85°C
araligina, daha oOzel olarak 20-80°C araligina, ornegin yaklasik 65°C’ye

isitilmaktadir.

« Amplifikasyon reaksiyonunun tamamlanmasiyla aparat seyrelticiyi (pndmatik port
(27) ve kanallar (21 ve 15) aracilidiyla) gdzden (10) itmektedir, bOylece gdzden
(8) gecerek amplifikasyon Urlinlerini toplamakta ve yanal akis cihazinin (32)
numune alma bolgesiyle temas etmek igin kangimi (kanallar (16 ve 22)
araciidiyla pnomatik porta (28) havalandirmayla) bitisik goze (11) aktarmaktadir.
Yanal akis cihazi (32) numunede hedef nlkleik asitin veya asitlerin bulunmasina
veya bulunmamasina yanit olarak gdrulebilir hedef ve kontrol satirlari gibi bir

veya birden fazla saptanabilir sinyal Uretecek sekilde kurulmaktadir.

» Alet, kullanicinin yanal akis cihazindan (32) sonucu okumasini ve cihazi (1)

aparattan ¢ikarmasini istemeden &nce bir stire tanimaktadir.

Proses uygun sekilde otomatik hale getirilmistir, boylece basing ilgili pnématik portlara
uygun bir sirayla uygulanmaktadir. Kullanimda olmadiklarinda aparat igerisindeki valfler
portlan (23, 24, 25, 26, 27 ve 28) etkili sekilde kapatabilmektedir.

Ornek 1

Bir alternatif cihaz Sekil 2'de gosterilmektedir. Bu durumda bir mahfaza (40) bir baslkla
(42) kapatilabilir olan bir birinci gozlu (41) icermektedir. Birinci géz (41) bir kanal (44)
araciliiyla ikinci géze (43) baglanmaktadir. Kanal (44) gdze (43) Ust bolgesinden

baglanmaktadir. Hem kanal (44) hem de ikinci goz (43) mahfazada (40) gomaltuddr.

Bir hedef nukleik asiti saptamak igin gereken reaktiflerle donatilmis bir emici membrani

igeren bir yanal akis cihazi (45) bir alt bolgesinde goze (43) ¢ikinti yapmaktadir.
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Bir baska kanal (46) birinci gozun (41) alt bolgesiyle yine mahfazada (40) bulunan bir
seyreltici rezervuan (47) arasinda uzanmaktadir. Seyreltici rezervuar (47) seyrelticiyle

(48) doldurulmaktadir ve bir pistonla (49) ortamdan sizdirmaz hale getiriimektedir.

Kullanim sirasinda, bir amplifikasyon reaksiyonunu gergeklestirmek igin gereken bir
hedef nikleik asiti ve reaktifleri igeren veya igerdigi disunulen bir numune birinci goze
(41) yuklenmektedir. Goz ardindan baslikla (42) kapanmaktadir ve cihaz Kosullara,
ornegin sicaklik kosullarina maruz kalmaktadir, boylece gozde (41} bulunan herhangi
bir hedef nukleik asit sekansi amplifiye edilmektedir ve amplifikasyon Urinindn yanal
akis cihazinda saptanmasina imkan vermek igin gereken baglama ajanlari veya etiketler

Urline dahil edilmektedir veya 6rnegin hibridizasyon yoluyla baglanmaktadir.

Amplifikasyon reaksiyonu tamamlandiktan sonra piston (49) dmegin manuel olarak
¢ahstinlmaktadir, bununla birlikte cihaz uygun bir aparata yerlestirimisse otomatik
olarak gergeklestirilecek sekilde dlzenlenebilmektedir. Bazi durumlarda amplifikasyon
arinunu iceren gozun (41) igeriginin seyrelticiyle kanstigi goz (48) yonunde geri
¢ekilmesini saglamak igin dnce pistonun (49) cekilmesi tercih edilebilmektedir. Ardindan
piston (49) bastinimaktadir. Bu gerceklestiginde seyreltici (48) kanal {46) boyunca
rezervuardan (47) disar ¢ikarak goze (41) akmaktadir. Sonug olarak amplifikasyon
reaksiyonu Urlnunu iceren gozin (41) icerigi kanaldan (44) ikinci gdze (43) dodru
zorlanmaktadir. Goze (43) gelen sivi, emici pedin (50) bir birinci u¢ bdlgesiyle
karsilagmaktadir ve ped (50) tarafindan emilmektedir. Emici pedin (50) diger u¢ bolgesi,
yanal akis cihazinin (45) membraninin bir numune alma bélumuyle temas halindedir. Bu
nedenle sivi, ped (50} boyunca emilmektedir ve yanal akis cihazina guvenilir ve
kontrolli sekilde iletiimektedir. Yanal akis cihazinda (45) bulunan reaktifler ve baglama
veya etiketleme reaktiflerinin amplifikasyon reaksiyonuna dahil edilmesi sonucunda,
yanal akis cihazinda (45) hedef nikleik asit numunesinin varhdini veya yoklugunu

gosteren bir sinyal ortaya ¢ikacaktir.

Bu nedenle bu cihaz minimum kontaminasyon riskiyle bir amplifikasyon ve saptama
reaksiyonunu yuritmeye vyonelik basit, kullanimi  kolay ve guUvenilir araglar

saglamaktadir.
Ornek 2

Sekil 3'te gosterilen cihazda bir nukleik asit amplifikasyon reaksiyonunun ylratulebildigi
birinci gdz (51) dnceki uygulamalarda oldugu gibi kanallarla (55, 56) badlanan bir ikinci
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g6z (53) ve bir seyreltici gozle (54) birlikte bir mahfazada (52) saglanmaktadir. Bu
durumda d&te yandan bir kanal (58) aracilidiyla kanalla (56) baglanan bir birinci seyreltici
goze (52) ilaveten bir baska seyreltici gbz (57) saglanmaktadir. Bu kanallar (56, 58)
ikinci gozin (53) yukan akis yonlnde yer alan bir "T" kavsaginda kesismektedir.
Onceden oldugu gibi ikinci g6éziin (53) sivi igerigi emici elyaftan (60) bir pedle bir LFD’ye
(59) aktarilabilmektedir.

Bir numune birinci gézde (51) bir nikleik asit amplifikasyon reaksiyonuna maruz
kaldiktan sonra goze (51) gdzden (54) gelen seyreltici akmaktadir. Uygun sekilde
seyreltici gdzlerinin (54, 57) her biri bir pistonla (sirasiyla 62, 63) ¢alistinimaktadir ve
bunlar Sekil 4’te gosterildigi gibi bir kol (61) aracihdiyla birbirine baglanmaktadir. Kolun
(61) okla gosterilen yonde bastiriimasi, her iki gozden (52, 57) farkli oranlarda
seyrelticinin diferansiyel ancak kontrolll sekilde disarn atiimasina yol agmaktadir. Kolun
(61) diizenlemesi, T kavsadinda gereken oranlarda karisimin saglanacagi sekildedir. Bu
da birinci gozden gelen igerigin, ikinci goze (53) ulastiklarinda seyrelticiyle iyice

kanstiriimasini saglayacaktir.

Ardindan karisim, emici elyaf (60) pedden gegerek LFD’nin (59) numune alma
bolimine gececektir. Boylece amplifiye edilmig hedef nikleik asitin varligina veya
yokluguna bagh olarak LFD’de bir sinyal ortaya ¢ikacaktir.

Ornek 3

Bir bagka cihaz $ekil 5'te gosteriimektedir. Bu sekilde cihaz bir govde (70) icermektedir.
Uretim kolayhgi icin goévde (70) aralarinda, asagida ayrintilari verilen ¢esitli yapilarin
tanimlandig! bir aralayicinin (83) yer aldid1 ust ve alt tabakalari (sirasiyla 70a ve 70b)
icermektedir. Govde (70) bir baslikla (73) kapatilabilir olan bir birinci reaksiyon gézinin
(72) (Sekil 6) yer aldigi bir yanal ¢ikintiyla (71) donatiimaktadir.

Govdede (70) yer alan bir kanal (74) reaksiyon gozu (72) ve birinci gézden (72) daha
blylk olan ve govdenin (70) yapisinda gomuld olan bir ikinci goz (75) arasinda
uzanmaktadir. Bir emici ped (76) ikinci gbze (75) ¢ikinti yapmaktadir. Emici pedin (76)
gdzden (75) uzak olan bir ucu, bir yanal akis test elemaninin bir uzun emici
membraninin (77) birinci ucuna temas etmektedir. Membranin (zerinde ya immobilize
ya da alanda geleneksel oldugu gibi serbest olan, belirli bir hedef nikleik asit igin
spesifik olan baglama ajanlarn ve etiketlenmis baglama ajanlar vardir. Bunlar, hedef
nukleik asiti iceren sivi emici pedden (76) membranin (77) uzak ucuna dogru kilcal



10

15

20

25

30

20

akisla bunun boyunca emildik¢e hedefin sivida bulunup bulunmadigina bagh olarak bir
gorulebilir sinyalin ortaya cikacagi sekilde duzenlenmektedirler. Uygun sekilde govde
(70) seffaftir, béylece herhangi bir sinyal gériilebilmektedir. Ote yandan gerekirse sinyal
ortaya cikisinin gortimesine imkan vermek icin govdede (70) bir gérantiileme penceresi

saglanabilmektedir.

Membran (77) gdvde (70) icerisindeki bir acikligi (78) gececek ve yine gbvdenin (70)
yapisinda gomull olan bir dizi enine direkle {79) uzunlugu boyunca desteklenecek

sekilde duzenlenmektedir.

Seyreltici igin bir U¢lncu goz (80) govdede (70) saglanmaktadir ve bir pistonla (81)
kapatilabilirdir. Goz (80) ayrica reaksiyon gdzinden (72) daha biytk hacme sahiptir ve
bir ikinci kanalla (82) goze (72) baglanmaktadr.

Kullanim sirasinda bir nikleik asit amplifikasyon reaksiyonu karigimi gibi bir kimyasal
veya biyokimyasal reaksiyon karisimi goze (72) katimaktadir ve iginde istenen
reaksiyonun gerceklestiriimesi igcin uygun kosullara, érnegin sicakliga tabi tutulmaktadir.
Cikinti (71) bu amacla uygun bir 1sitma aparati ile kaplh olabilmektedir. Boylece
reaksiyon gozinde (72) uygulanan kosullar, 6rnegin membrana (77) zarar
verebilecekleri veya bunu bozabilecekleri yer olan cihazin geriye kalanina
uygulanmamaktadir. Uygulanan kosullar, drnegin izotermal nikleik asit amplifikasyon
reaksiyonlar durumunda gorece sabit bir sicaklikta inkibasyonu veya polimeraz zincir
reaksiyonu gibi geleneksel reaksiyonlarda oldudu gibi bir sicakhk araliginda 1sil

dongulemeyi icerebilecek olan, gerceklestirilen ozel reaksiyona bagl olacaktir.

Ardindan seyreltici, ornegin bir sizdirmaz kaptan dagitilarak goze (80) verilmektedir.
Gerekirse sizdirmaz kap, ayrica bir delme araci (gosteriimemistir) ve pistonu (81)
kullanarak kabin delme aracina dogru bastiriimasiyla dagitilan seyrelticiyi iceren goze

(80) dnceden ylklenebilmektedir.

Dagitimdan sonra piston (81) daha fazla bastirilarak seyrelticileri kanal (82) boyunca
reaksiyon karigsimiyla karistigi ve kanala (74) ve sonrasinda emici pede (76) aktigi goze
(72) dogru zorlamaktadir. Bu da akan siviyl emerek bunu membranin (77) birinci ug
bélgesine aktaracaktir. Sivi, emici veya kilcal akisla membranin (77) uzunlugu boyunca
ilerlemektedir ve bu sirada etiketleme reaktifleri gibi reaktiflerle ve hedef nikleik asitler

gibi hedef elemanlarla karisacaktir ve bir yanal akis testinde geleneksel oldugu gibi
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hedef ve/veya kontrol bolgelerinde sinyal ¢izgileri gibi bir sinyal ortaya c¢ikacaktir. Bu

sinyaller govdeden (70) okunabilmektedir.

Ardindan Sekil 5 ve 6’daki cihaz atilabilmektedir. Boylece bulus, cesitli amaglarla
kolaylikla caligtinlabilen basit bir cihaz saglamaktadir. Calistinimasi kolaydir ve
numunelerin  kontaminasyonu ihtimalini ve bu nedenle hatali sonuglan en aza

indirmektedir.

Bu cihazin modifiye edilmis bir formunda (Sekil 7) ¢ikinti (71) katidir ancak bir
sokulebilir birinci goze (72) rahat gegme olusturabilen agagl dogru ¢ikinti yapan bir
cikinti (83) icermektedir. Kanallar (74 ve 82) bu ¢ikintidan (83) gecerek alt ylzeyinde
aciimaktadir. Kurutulmug formdaki amplifikasyon reaktifleriyle uygun sekilde dnceden
yuklenen ayri birinci goz (72) kolay kullanim igin bir halkasal flansla (84)
donatiimaktadir. Bu uygulamada ayri bir bashda (73) gerek olmamaktadir. Kullanim
sirasinda bir numune birinci goze (72) uygulanmaktadir ve c¢ikinti (83) gozun (72)
acikhgina gecmeli olarak oturacak ve boylece onu sizdirmaz hale getirecek sekilde
sokulmaktadir. Ardindan cihaz, $ekil 5'teki uygulamaya gére yukanda acgiklananla ayni

sekilde kullanilabilmektedir.
Ornek 4

Sekil 5 ve 6’da blylk dlgude gosterilen cihaz, bir numunede at zlhrevi hastahdinin
varligimi saptamak uzere bir LAMP izotermal testinde kullamimistir. 10 dakika suda
kaynatilarak lize edilmis hedef bakterilerden elde edilen DNA, Tayloreila equigenitalisin
16S ribozomal RNA genine dogru yénlendirilmis LAMP primerleri kullanilarak amplifiye
edilmistir. Reaksiyonun loop primerleri ya biyotinle ya da floresinle etiketlenmistir ve bu
parcalar sayesinde UrUnler sirasiyla LFD’lerdeki lateks boncuklarla veya pozitif
reaksiyon bolgeleriyle iliskilendirilmistir. Amplifikasyon, uygun tamponda (225ul PBS),
cihaza yUklenmig reaksiyonun seyreltilmesinden once 20 dakika sUreyle 65°C’de inkUbe
edilen GeneSys (Camberley, BK) LAMP mastermix kullanilarak reaksiyon gézinde (72)
(toplam hacim 25ul) gergeklestirilmistir. Tampon goze (80) yuklenmistir ve pistonun (81)
bastiriimasiyla reaksiyon gézlne (72) zorlanmistir. Seyreltiimis amplifikasyon urunleri,
seyreltmeyle es zamanl olarak pozitif basingla kanaldan (74) LFD emici malzemesi (76)
tzerine zorlanmigtir. Reaksiyon (rlnleri ardindan hem test hem de kontrol ¢izgisinde
reaksiyon bolgesinde biriken (ve boylece garinir hale gelen) iligkili lateks boncuklarla
birlikte kilcal hareketle LFD’nin uzunlugu boyunca ilerlemigtir. Cizgiler, hem testte (st
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¢izgi) hem de kontrolde (alt ¢izgi) pozitif reaksiyon icin belirginleserek test malzemesinin

amplifiye oldugunu ve pozitif oldugunu gostermistir.

Sekil 8'de gosterilen sonuglar, bulusun cihazinin ve yonteminin etkili oldugunu ve yararli

sonuclar verdigini gdstermektedir.
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