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Onsoz

Tip Fakiiltesini bitirdigim zaman hayatimin en giizel duygularin1 yasamaya
baglamigtim. Artik 6 yillik seriivenim bitmis ve bilimin 1s1ginda aldigim bilgileri tibb1
sorunu olup bana basvuran herkesle paylasip sifa saglayabilecektim. Nitekim mesleki
bilgilerimi herkesle kullanip elimden geldigince faydali olmaya calistim. Bu siiregte
bir ¢ok farkli egitim de alip mesleki ongoriime katki sagladim. Ancak Tip bilimi
stirekli dinamik ve yeniliklere agik olarak siirekli gelisiyor ve bizimde bunu
yakalamamiz gerektigi gergegiyle Tibbi Biyokimya Doktorasi yapmaya karar verdim.
Ve Ege Universitesi Tibbi Biyokimya Kiirsiisiine kabul edildim. Tibbi Biyokimya
Doktora egitimim boyunca hastaliklara yaklasimda hizli ve kanita dayali teshisin

tedavilerde ne kadar dnemli oldugunu gordiim.

Bu siiregte Covid-19 pandemisi ile de miicadele baslayinca teshiste zaman
kavraminin ve dogru metodlarla teshis koymanin ne kadar 6nemli oldugu gergegiyle
tekrar yiizlestim. Bu tez ¢calismamda biyosensorlerle ¢alisildiginda hem hizli ve pratik
hem de dogru tan1 koyma agisindan hayatimiza 6nemli katkilar saglayabilecegini
diisiinerek hareket ettim. Hele ki pandemide bir ¢ok meslekdasimizi, yakinimizi ve
insaninimiz kaybetmisken ¢alismamin bu dogrultuda tilkeme ve bundan sonraki olasi

pandemilere faydali olmasini diliyorum.

Doktora tezimin, bilim diinyasina katki saglayarak 6zgilin calismalara 1s1k tutmasini

dilerim.

[zmir, 8.12.2022 Sinan Saban AKKURT
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Ozet

COVID19 RNA's1 ve IgM Tayinine Yonelik Biyosensor Sistemleri Gelistirilmesi

COVID-19 ¢ok ciddi bir solunum yolu hastaligidir. Tan1 konmasi ise alinan 6rnek
icerisindeki genomunun analizini gergeklestiren Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
ile mimkiindiir. Bu analiz ise yaklasitk 4 saat siirmektedir. Bu nedenle
gergeklestirdigimiz ¢alismada PCR reaksiyonu yerine sadece COVID-19 hedef
viriistinde bulunan RNA’nin tayini i¢in kapasitif temelli bir biyosensor gelistirilmistir.
pM dizeyinde ve duyarli bir analiz gerceklestirebilmeyi basarmakla birlikte,
biyosensor performans testleri de gerceklestirilmistir. Bu genosensdrde biyotanima
ajant olarak COVID-19 prob RNA’st kullanilmigtir. COVID-19 RNA primeri ise
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?’PROGRAM=blastn&PAGE TYPE=BlastSe
arch&LINK LOC=blasthome programi ile online olarak benzerlik taramasi yapilarak
belirlenmistir. Bu calisma ile prob RNA dizisi olarak
5’CAGAUUCAACUGGCAGUAACCAGA’3 olarak komplmenteri belirlenmistir.
Bunun yanonda ikincil bir biyobelirte¢ olan IgM 6l¢iimii de COVID-19 belirtilerini
dogrulamak icin ¢alisilmistir ve biyotanima ajani olarak anti-IgM kullanilarak iki
farkli biyosensor gelistirilmistir. Olciimlerde kapasitans (C) kullanilmistir
kullanilacaktir. Kapasitif Olglimler tek molekiile kadar duyarli o6lglimler
saglayabilmeleri sayesinde duyarlilik i¢in tercih edilmistir. Bu sekilde lilkemize katma
deger saglayabilecek bir iirliniin ilk asamalar1 gelistirilerek konsept bir viris

biyosensor sistemi gelistirilmigtir.

Anahtar Kelimeler; COVID-19, IgM, RNA, Kapasitans, Biyosensor
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Abstract
Development of biosensor systems for COVID19 RNA and IgM detection

COVID-19 is a very serious respiratory disease. Diagnosis is possible with Polymerase
Chain Reaction (PCR), which analyzes the genome in the sample. This analysis takes
about 4 hours. Therefore, in our study, a capacitive-based biosensor was developed for
the determination of RNA only in the COVID-19 target virus, instead of the PCR
reaction. Biosensor performance tests were also carried out, although we were able to
perform a sensitive analysis in the pM array. COVID-19 probe RNA was used as a
biorecognition agent in this genosensor. The COVID-19 RNA primer was determined
by online similarity scanning with the
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?’PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSe

arch&LINK LOC=blasthome program. In this study, the complement of
5'CAGAUUCAACUGGCAGUAACCAGA'3 was determined as the probe RNA
sequence. Besides, measurement of [gM, a secondary biomarker, has also been studied
to confirm the symptoms of COVID-19, and two different biosensors have been
developed using anti-IgM as a biorecognition agent. Capacitance (C) will be used in
the measurements. Capacitive measurements have been preferred for sensitivity as
they can provide sensitive measurements up to a single molecule. In this way, a
concept virus biosensor system was developed by developing the first stages of a

product that can add value to our country..

Keywords; COVID-19, IgM, RNA, Capacitance, Biosensor
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Giris

Kiiresel koronaviriis hastaligi salgin1 2019 (COVID-19), diinya ¢apinda halk
saglig i¢in biiyiik bir tehdit olusturdu. COVID-19, ilk olarak Aralik 2019'da Cin'in
Hubei Eyaleti, Wuhan Sehrindeki bir deniz tirlinleri pazarinda maruz kalan hastalarda
izole edilen ve tanimlanan giddetli akut solunum sendromu koronaviriis 2 (SARS-
CoV-2) enfeksiyonunun sonucu oldugu goriilmiistiir (Zhu ve digerleri, 2020). SARS-
CoV (Rota ve digerleri, 2003) ve Orta Dogu solunum sendromu koronaviriisiit (MERS-
CoV) (Zaki, van Boheemen, Bestebroer, Osterhaus ve Fouchier, 2012) ile ilgili
bulgulara benzer sekilde, SARS-CoV-2'nin birincil insan enfeksiyonlarini baglatmak
icin insandan insana bulagma yoluyla gectigine inanilmaktadir. Koronaviriislerin dort
ana alt grubu vardir (o, B, v ve §). insan patojenleri Cov-229E ve CoV-HKU1 dahil
olmak {izere a koronaviriis grubunun alt1 liyesi vardir. B koronaviriis grubu, insan
patojenleri CoV-OC43, SARS-CoV ve MERS-CoV'yi igerir (Van Der Hoek ve
digerleri, 2004). Koronaviriis viryon partikiilii tipik olarak yuvarlak veya ¢ok
bigimlidir. 120-160 nm ¢apinda ve koronaviriislerin ortak bir 6zelligi olan ti¢lii Spike
(S) proteininden olusan ta¢ seklinde bir goriiniim igerir. S proteini, enfeksiyon
sirasinda viriis baglanmasina ve membran flizyonuna aracilik eder (King ve digerleri,
2012 ). Karakteristik S proteinine ek olarak, koronavirlis genomlar1 genellikle
Membran (M) proteini, Zarf (E) proteini ve Niikleokapsid (N) proteini dahil olmak
iizere {i¢ ek yapisal proteini kodlar. Koronaviriis M proteini, 218-263 amino asit (aa),
bir O- veya N ile modifiye edilmis bir N-terminaline glikan ve bir hidrofilik C-terminal
kuyruguna sahiptir. E proteini, 74-109 aa, viriilansin tesvik edilmesinde rol
oynayabilir ve virion basina tipik olarak bu proteinin yaklasik 20 kopyast vardir.
Koronaviriis N proteini, 349 ila 470 aa, genomik RNA'nin niikleokapsid i¢ine uygun
sekilde katlanmasini kolaylastiran, RN A'ya bagli bir fosforile proteindir (Woo, Huang,
Lau ve Yuen, 2010) (King ve digerleri, 2012). SARS-CoV-2 virionunun ¢ap1 60-140
nm'dir ve pozitif duyarli, tek sarmalli 29 891 bp RNA genomu (Zhou P ve digerleri,
2020b ). Genom sekans hizalamasi, SARS-CoV-2 ve SARS-CoV arasinda % 79.5
sekans 0zdesligi ile Yunnan Eyaleti, Cin bolgesinde goriilen bir yarasadan
(Rhinolophus affinis) izole edilmis RaTG12 viriisiiniin sekansi ile dikkate deger bir
(% 93,1) dzdeslik ortaya ¢ikarmustir (Zhou P vd., 2020b). Oncelikle pangolinden
(Order, Pholidota; Family, Manidae) izole edilmis bir koronaviriisiin S proteininde

tanimlanan sekans eklentilerine dayanan karsilastirmali genomik analiz, bu
1



memelilerin biiyiik olasilikla ¢apraz tiir aktarimi i¢in ara konakgilar oldugunu 6ne
stirmistlir (Zheng ve digerleri, 2020). Nihayetinde SARS-CoV i¢in bulunana benzer
sekilde, SARS-CoV-2 S proteininin hiicre yilizeyi reseptorii olan anjiyotensin
doniistiiriicii enzim 2'ye (ACE2) baglanmasi, viral girisi insan akcigerindeki tip II
pnomositlerde baslatir (Calfee, Gallagher, Abbott, Thompson ve Matthay, 2012). Bu
nedenle, S proteini, SARS-CoV-2'nin ilk bulagsmasinda ve devam eden
enfeksiyonunda merkezi bir rol oynar. Fakat bu biyomolekiil olgiimii spesifik
olmamakla birlikte COVID tanist konmasini da imkansizlagtirir. Bu nedenle genetik
diizeyde bir 6l¢iimiin daha dogru sonuglar verecegi bilinmektedir.

Antikorlar, bagisikligin dogustan gelen ve adaptif dallarini birbirine baglayan
anahtar bilesenlerdir ve normalde konake¢1 korumasina aracilik etmek i¢in yabanci bir
antijene yanit olarak dretilir. Antikor yanmitinin tanimlayict bir ozelligi
poliklonalitesidir; antikorlar, somatik rekombinasyon ve mutasyon yoluyla Fab
alanlarinin neredeyse sinirsiz ¢esitlendirilmesi yoluyla goriiniiste sinirsiz bir antijen
dizisini hedefleme kapasitesine sahiptir. Bununla birlikte, antikor tepkisinin
poliklonalitesinin, ayni zamanda antikor-antijen kompleksi tarafindan angaje olan
efektor molekiiller i¢cin de gegerli oldugu giderek daha acgik hale gelmektedir. Bu
nedenle, Fab-antijen etkilesimleri, antikor yanitinin 6zgiilligii i¢in ¢ok dnemliyken,
Fc alan1 i¢in antijen tanima tarafindan tetiklenen gesitli efektdr ozelliklere aracilik
etmede ¢ok 6nemli bir rolii vardir (Bournazos, Chow, Abboud, Casadeval ve Ravetch,
2014). Immiinoglobulin G (IgM), plazma proteininin yaklasik % 10-20'sini olusturan
insan serumunda en bol bulunan proteinlerden biridir. Insanda IgM, IgD, IgM, IgA ve
IgE olmak iizere bes immiinoglobulin sinifinin ana sinifidir. % 82-96 protein ve % 4-
18 karbonhidrattan olusan bu glikoproteinler, agir zincir yapist bakimindan farklilik
gosterir ve farkl efektor fonksiyonlara sahiptir. Amino asit seviyesinde % 90'dan fazla
0zdes olmalarina ragmen, her alt sinif, antijen baglanmasi, bagisiklik kompleksi
olusumu, tamamlayici aktivasyonu, efektor hiicrelerin tetiklenmesi, yar1 omiir ve
plasental tagima agisindan benzersiz bir profile sahiptir (Schur, 1987). IgM, B hiicreleri
ve plazma hiicreleri tarafindan salgilanan birincil antikor tiiriidiir ve adaptif immiin
yanitlarda rol oynayan baskin izotiptir. I[gM antikorlarinin aktivitesi, antijene baglanan
Fab alani ve in vivo i¢in gerekli olan hiicresel efektdr fonksiyonlarina aracilik etmek
icin farkli reseptor tiirleri (Fcy reseptorleri; FcyR'ler) araciligiyla sinyal veren Fc alani

tarafindan belirlenir. Birgok enfeksiyon ve maligniteye karst koruma ve dogrudan



koruyucu bagisiklik fonksiyonlarna aracilik etmeye ek olarak, IgM bagisiklik
kompleksleri, uyarlanabilir bagisiklik tepkilerini modiile etmek, T-hiicresi
aktivasyonunu ve yiiksek afiniteli B hiicrelerinin se¢imini arttirmak igin FcyR'ler
araciligiyla sinyal verir. FcyR'lerin ¢ogu, monomerik IgM igin diigik afinite
sergilediginden, IgM molekiilleri tarafindan sinyale, avidite bazli Fc-FcyR
etkilesimlerini ve dolayisiyla FcyR kiimelenmesini ve sinyallesmesini saglayan
multivalent [gM-antijen immiin kompleksleri aracilik eder (Nimmerjahn ve Ravetch,
2005). Savunma sisteminde de 6zellikle COVID-19 testlerinde de hizli tan1 kiti olarka

IgM degerleri 6nemli olmaktadir.
1.1. Arastirmanin Problemi

Teknolojideki gelisimlerin ¢ok hizli bir sekilde arttigt ve medikal
uygulamalarin da buna paralel olarakta artig1 hizli olmaktadir. Giiniimiizde COVID-
19 tanis1 konmasinda kullanilan rutin test ise PCR testidir. PCR testi polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) adi verilen hedef RNA dizisinin ¢ogaltilarak dlgiilmesi ile ¢aligan
bir yontemdir. Bu yontemin dogrulugu ise giiniimiizde tartisilmaktadir. Cilinkii nazal
Ol¢iimler cogunlukla yanlis pozitif cevap vermekte, hasta kisi aslinda pozitif olsa da
semptom gostermemektedir. Bu nedenle daha hizli ve daha etkili yeni nesil 6l¢giim
sistemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu nedenle SARS-CoV-2 genomik dizisi
iizerindeki belli bir RNA dizisi hedef olarak segilerek yeni nesil bir elektrokimyasal
genosensor gelistirilmesi amaglanmaktadir. Bu genosensor ile PCR’dan daha hizli ve
diisiikk maliyetli bir genosensor gelistirilmistir.

Diger tarafdan afinite temelli Biyosensor sistemlerinde 06zellikle
Immunglobulinlerin 6l¢iilesi de segicilik olarak zor olmaktadir. Bu nedenle aminoasit
zincirinin degisikligi goz oniine alindiginda, toplam yiikii gosteren 6l¢iimle daha segici
olarak belirlenmesi gerekmektedir. Olgiimiin kapasitif olmas1 IgM molekiillerinin
ikincil bir isaret¢ci molekiile ihtiyag duymamasi ve hizli 6l¢iimii ile direkt olarak

oOl¢iilmesi ile COVID tanisini kolaylastiracaktir.
1.2. Arastirmanin Sorusu

Bu tez ¢alismas1 asagidaki sorulara cevap aranmasi ile kurgulanmaistir.

. COVID-19 tanist konmasinda kullanilan molekiiler tekniklerdeki zorluklar
nelerdir?
o) COVID tanisinda RNA analizi miimkiin mii?



0 COVID tanisinda segici bir [gM 6l¢iimii miimkiin mii?

. COVID tayininde yeni nesil bir 6l¢iim sistemi gelistirilebilir mi?

0 RNA hibridi biyosensorlerine gore avantajli bir Biyosensor sistemi
gelistirilebilir mi??

0 IgM 6l¢iimii daha spesifik olarak yapilabilir mi?

0 Bu kapsamda gelistirilen bir biyosensor;

O ne kadar dogrulukta analiz yapabilir?

O performans parametreleri nelerdir?
[l

Olclim siiresi ne kadardir?
1.3. Arastirmamin Hipotezleri

Hipotez 1: RNA fosfat gruplari {izerinden elektrot yiizeyine bir polimer ile
immobilize edilirse daha secici ve duyarli bir biyosensor gelistirilebilir.

Hipotez 0: IgM protein-A iizerine baglandiginda daha segici bir sinyal elde
edebilmek i¢in molekiiliin elektriksel yiikii ile bir 6l¢glim gergeklestirilirse daha segici

bir biyosensor gelistirilebilir.
1.4. Arastirmamin Varsayimlari

Bu aragtirmada COVID RNA dizisi primer yerine direkt biyotanima ajani-
polimer ¢evresine yerlestirilmistir. Buna gore RNA ve IgM’nin biyoalgilama araci
iizerinden, elektrot ylizeyinin elektrokimyasal oOzelliklerinin incelenmesi ile

Olciilecektir.
1.5. Arastirmanmin Simirhihiklar:

. Hedef biyobeliteglerin ¢ok hassas oldugundan, Niikleaz olmayan sarf
malzemeleri kullanilmstir,

. Biyosensoriin hedef olan RNA’ya 6zel olarak gelistirilmis olmast,

. Arastirma Dbiitcesinin yiikksek olmasi ve medikal teknoloji gelistirme

asamalarinin maliyetli ve zaman alic1 olmasi kisitlamalar arasindadir.
1.6. Arastirmanin Amaci

COVID-19 ¢ok ciddi bir solunum yolu hastaligidir. Tan1 konmasi ise alinan
ornek igerisindeki genomunun analizini ger¢eklestiren Polimeraz Zincir Reaksiyonu
(PCR) ile miimkiindiir. Bu analiz ise giiniimiizde 4 saat siirmektedir. Bu nedenle
gerceklestirdigimiz gergeklestirecegimiz calismada PCR reaksiyonu yerine sadece

4



COVID-19 hedef viriisiinde bulunan RNA’nin tayini ic¢in kapasitans temelli bir
biyosensor gelistirilmistir. Bu genosensorde biyotanima ajani olarak COVID-19 prob
RNA’s1 kullanilmisgtir. COVID-19 RNA primeri ise
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi#alnHdr 1950483697 programi ile online
olarak benzerlik taramasi yapilarak belirlenmistir. Bu calisma ile prob RNA RNA
dizisi olarak 5> CAGAUUCAACUGGCAGUAACCAGA’3 olarak belirlenmistir. Bu
prob cevresine ise fenilboronik asit monomerleri kaplanarak 6l¢iim ve prob RNA’nin
yiizeye tutulmas artirilmistir. Olgiimlerde yiizey kapasitansi kullanilmistir. Bir diger
parametre ise COVID-19 pandemisi ile artan arge ¢aligmalarina ek olarak kapasitif
IgM biyosensdrii gelistirilmistir. Olgiimiin kapasitif olmasi IgM molekiillerinin ikincil
bir isaret¢i molekiile ihtiyagc duymamasi ve hizli 6l¢limii ile direkt olarak Slgiilmesi
ol¢timiin kolayligin1 yansitacaktir. Bu sekilde lilkemize katma deger saglayabilecek

bir iirliniin ilk agamalar1 geligtirilmigtir.



Genel Bilgiler

Siddetli akut solunum sendromu koronaviriis 2 (SARS-CoV-2) diinyanin
neredeyse her kosesine yayilarak toplumsal istikrarsizliga neden olmustur. Ortaya
¢ikan koronaviriis hastaligi 2019 (COVID-19), ates, bogaz agrisi, okstiriik, gogiis ve
kas agrisi, nefes darligi, konflizyon, anozmi, yaglanma ve bas agrisina yol agar. Bunlar,
kalbi, bobrekleri, karacigeri ve sinir sistemlerini de etkileyen yasami tehdit eden
solunum yetmezligine kadar ilerleyebilir. SARS-CoV-2 enfeksiyonunun teshisi
genellikle grip ve mevsimsel st solunum yolu viral enfeksiyonlari ile karistirilir.
Mevcut tedavi stratejileri ve gerekli dnlemler nedeniyle hizli teshis zorunludur.

Tiimii mevsimsel {ist solunum yolu enfeksiyonlar1 sirasinda goriildigii gibi,
kesin tan1 testleri viral niikleik asitleri ve SARS-CoV-2 enfeksiyonunu dogrulamak
icin serolojik testler gerekir (Wang ve digerleri, 2020). Gogiis bilgisayarli tomografisi
(BT) veya manyetik rezonans goriintiileme (MRI) hastalik belirtilerini dogrular
(“Interim Guidelines for Clinical Specimens for COVID-19 | CDC”, y.y.). COVID-
19'un imzas1 ise yagami tehdit eden akut solunum sikintis1 sendromudur (ARDS).
Akciger birincil viral hedef olsa da, kardiyovaskiiler, beyin, bobrek, karaciger ve
bagisiklik sistemleri genellikle enfeksiyon ile tehlikeye girer. Bu nedenle hastaligin
teshisi son derece onemlidir.

COVID-19"u yonetmede ilk adim, online ters transkripsiyon-polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR) ile saglanan SARS-CoV-2"nin hizli ve dogru tespitidir (R. Liu
ve digerleri, 2020). RT-PCR, nazofaringeal sivilarda bulunan SARS-CoV-2 niikleik
asitlerini tespit etmektedir. Test, viral yayilimi istemeden enfeksiyonu yaslilara ve
hastalik komorbiditeleri bulastirabilen asemptomatik enfekte kisileri iceren kisiler ve
topluluklar arasinda bulasic1 yayilmay1 dnlemek i¢in kullanilir. Dogru viral tespit,
COVID-19 salgmini kontrol altina almak i¢in bir baslangi¢ noktasidir. Hatal1 testler,
toplumu etkiler ve test sonucglarinin yardimiyla enfeksiyonun yayilmasini saglar. Test
duyarliliginin ve oOzgilliigiiniin iyilestirilmesi acil bir ihtiyag olmaya devam
etmektedir. Serolojik testler, terapotik kazang i¢in kullanilabilecek gegmis
enfeksiyonu gosteren viriis tespitini tamamlar. Antikorlar, IgG veya IgM antikorlarinin
kalitatif bir tespiti kullanilarak enzime bagli immiinosorbent testi ile tespit edilir. Bu
tiir testler, viral basak (S) proteinine kars1 bir bagisiklik tepkisi belirler ve sonraki viral
maruziyete karsi korumayi degerlendirmek ve/veya temas izleme amaglari igin

yardimci olabilir. Bu nedenle, bu tiir testlerin 6nemi goz ardi edilemez. Bu ayni
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zamanda epidemiyolojik degerlendirmeler ve genis kiiresel terapdtik ihtiyaclar igin de
gecerlidir.

SARS-CoV-2 pandemisi i¢cin mevcut teshis testleri niikleik asit, antikor ve
protein bazli tespitleri kullanir, ancak RT-PCR ile viral niikleik asit tespiti altin
standart olarak bilinmektedir. Niikleik asit testleri, su anda mevcut olan serolojik
testlere gore viral tespit i¢cin gelismis hassasiyet ve ozgiilliige sahiptir. SARS-CoV-
2'nin yaygin solunum yolu patojenleri iizerinde taninmasi, hassas, kesin ve spesifik
viral tespit islevi goren RT-PCR'ye baglidir. Testin dogruluguna ragmen, sonuglar
heniiz viral enfeksiyonun kontrol altina alinmasini saglayamamistir. Subat 2020'de
ABD Gida ve Ilag Dairesi (FDA), lisansh laboratuvarlarin kurum i¢i SARS-CoV-2
teshis testlerini raporlamasina izin vermistir. Prosediir, viral RNA'nin izolasyonu ve
tamamlayict DNA'ya (cDNA) doniistiiriilmesiyle baglar. Daha sonra cDNA, Taq DNA
polimeraz kullanilarak amplifiye edilir. Toplam geri doniis siiresi 2 giinii asabilir ve
capraz kontaminasyon yoluyla 6zgiilliiglin azalmasi riskini tasir. Testler genellikle
hastane laboratuvarlarinda yapilir. Farkli viral genom parcalarin1 hedefleyen
primerlerin kullanildig1 gercek zamanli RT-PCR'den elde edilen sonuclar, viral RNA
dizisi varyasyonundan etkilenebilir. Ayrica, viral evrim nedeniyle yanlis sonuglar
ortaya ¢ikabilir. RT-PCR testlerinin diger sinirlamalari, numune depolama, diisiik
kaliteli niikleik asit saflagtirma, maliyet ve bekleme stirelerini i¢erir. Bu sinirlamalara
ragmen, RT-PCR testi SARS-CoV-2 teshisi i¢in altin standart olmaya devam
etmektedir. Alternatif in situ hibridizasyon ve immiinohistokimya i¢in biiyiik
miktarlarda numune toplanmasi gerekir ve bu aerosoller ve giivenlik siirlamalari
olusturabilir. iImmiinohistokimya, antikorun se¢imine ve ozgiilliifiine ve numune
kalitesine baglhdir.

SARS-CoV-2'ye karst antikorlarin sentezi, enfeksiyona karst birincil bir
bagisiklik tepkisidir. Notralize edici antikorlar, 7. giinde enfekte olmus kisilerin
%50'sine kadar ve 14. giinde tiim enfekte olmus kisilerde bulunur. Serolojik
calismalar, SARS-CoV-2 teshisi i¢in RT-PCR'ye bir alternatiftir. Gergek zamanlt PCR
ve serolojik testlerin birlestirilmesi, pozitif viral tespit oranlarin1 6nemli dl¢lide artirir.
IgM seviyeleri SARS-CoV-2 enfeksiyonundan sonraki ilk hafta yiikselir, 2 hafta sonra
zirve yapar ve ¢ogu bireyde arka plana yakin seviyelere geri doner. IgG 1 hafta sonra
saptanabilir ve uzun siire yiiksek seviyede tutulur 56. Buna karsilik, IgG 1 hafta sonra

saptanabilir hale gelir, uzun bir siire, hatta bazen 48 giinden fazla yiiksek kalir ve



yeniden enfeksiyona karsi koruma islevi gorebilir. IgA yanitlar1 enfeksiyondan 4 ila
10 giin sonra ortaya ¢ikar. Ozellikle, bir tanisal éngériicii, serum IgA'nin yani sira IgG
ve IgM'nin varligidir. SARS-CoV-2 antikorlarinin spektrumu, kismen farkli hedef
antijenlerle a¢iklanmaktadir. Antikor titreleri enfeksiyondan 7 giin sonra diisebilir.

Su anda, COVID-19'un 'klinik teshisi', gogiis BT ve RT-PCR sonuglarinin bir
kombinasyonuna dayanmaktadir. Klinik ortamin disinda, RT-PCR testi, igyerinde
veya okullarda yapilan gézetim testlerinin biiyiik cogunlugunu igerir. RT-PCR testinin
her yerde bulunmasi nedeniyle, bu testin hem klinisyenlere hem de politika yapicilara
sundugu bilgileri incelemek Onemlidir. Bu test platformunun eksikliklerini
belirleyerek, gelecekteki tespit yontemleri mevcut model iizerinde iyilestirme
saglayabilir. Niikleik asit amplifikasyon testleri, kotli zamanlanmis numune toplama,
diistik kaliteli numune toplama, egitimli laboratuvar teknisyenleri gereksinimi ve
sonuglart olusturmak i¢in uzun bekleme siireleri nedeniyle sorunlu olabilir. Altin
standart RT—qPCR (kantitatif PCR) zaman alicidir (4-6 saat), 6rneklerin laboratuvara
taginmasi i¢in gereken siire dahil degildir, ¢ok 6rnek bulundugunda giinler siirebilir.
RT-PCR sonuglar1 ayrica biiyiik olgiide alinan O6rnegin tipine baghdir: pozitif
ornekleme oranlar1 orofaringeal siirlintiiler i¢in (%32-48), nazofaringeal siirlintiiler
(%63), bronkoalveolar lavaj sivist (%79-93), balgam (72- %76) ve diski (%29).
Testleri ¢alistirmak i¢in gerekli olan primerler ve diger reaktiflerin de diislintilmesi
gerekmektedir. RT-PCR testinin getirdigi sinirlamalara yanit olarak, yeni platformlar
aktif olarak takip edilmektedir. Antikor tespit testleri {izerine arastirmalar devam
etmektedir, ancak smirlidir. immiinodiagnostik yaklasimlar i¢in mevcut sorunlar
arasinda, farkli CoV tiirleri arasinda iyi korunan antijenlerden alinan yanlis pozitif
sonuglara ve otoimmiin hastaliklarda otoantikorlarla ¢apraz reaksiyonlara bagh
ozgiinliik eksikligi bulunmaktadir. immiinodiagnostik yaklasimlar, maruziyetten 7-11
giin sonra en uygulanabilir ve bu nedenle akut enfeksiyon tanisinda daha az faydalidir.
Test platformunun fiziksel sinirlamalar1 disinda, hem niikleik asit amplifikasyon testi
hem de seroloji testi tarafindan {iretilen bilgiler, bir bireyin bulasici oldugu siire veya
belirli haplotiplerin bir popiilasyondaki prevalanst gibi COVID-19'un O6nemli
Ol¢iimlerini yakalayamamaktadir. Bu amaglara yonelik olarak, niikleik asit
amplifikasyon teknikleriyle birlikte kullanilan metagenomik saptama prosediirleri,
hem klinisyenler hem de epidemiyologlar i¢in yeni anlayislara yol agabilir. RT-qPCR,

niikleik asitlerin saptanmasi i¢in mevcut standart olmasina ragmen, pulse kontrollii



amplifikasyon gibi yeni yontemler degerlendirilmektedir. Nabiz kontrollii
amplifikasyon RNA ekstraksiyonu gerektirmez ve kiigiik bir cihazla 10 dakikada
gerceklestirilebilir. Yeni tan1 platformlarinin gelistirilmesine yonelik ¢abalar, eger
testler dogru, spesifik ve ¢alistirilmasi kolaysa, kisa siirede sonug¢ veriyorsa ve seri
iiretim i¢in ucuzsa verimli olabilir. Mevcut test platformlarinin hem gii¢lii yonleri hem
de sinirlamalari ve tekil ¢ikti degerleri géz 6ntine alindiginda, klinik ve klinik olmayan
ortamlarda karar vermeden Once test sonuclarmin sagladigi bilgiler dikkatlice
incelenmelidir. Bu gereksinimleri karsilayacak giiglii 6zellikler sunan Biyosensor
sistemleri bu testlerin gerceklestirilmesi i¢in son derece uygundur. Bir biyosensor bir
biyotanima ajani ve fizikokimyasal iletici (transudcer) bir araya getirilmesi sonucu
gelistirilen mini analizorlerdir. Hedef molekiilii analizine gore katalitif veya afinite
temelli olarak adlandirilmaktadirlar.

Afinite biyosensorleri iki ana gruba ayrilabilir: hedef molekiil ile sensor
tizerindeki afinite yiizeyi arasindaki dogrudan baglanmayi Slgenler (label-free) ve
etiketli (label) reaktifler kullanilarak baglanma deneylerine uyarlanan biyosensorler.
Etiketli afinite reaktifleri ile ¢alisan biyosensorler, hedef molekiilleri isaretlemek i¢in
genellikle isaret ajanlari olarak floresan isaretleyiciler, aktif enzimler, manyetik
boncuklar, radyoaktif tiirler veya kuantum noktalarmin kullanildigi geleneksel
immiinolojik test teknolojisinin varyasyonlaridir. Isaretleme genellikle sinyal
olusumunu 6nemli 6l¢iide kolaylagtirmak ve prob ile hedef molekiiller arasindaki
etkilesimi dogrulamak icin kullamilir. Isaretli reaktifleri kullanmanm o6nemli bir
ozelligi, kayith sinyallerin amplifikasyonu ve dolayisiyla ulasilabilecek hassasiyettir.
Isaretli reaktiflerin kullanimina dayali testler zaman alicidir ve isaretli reaktifler
genellikle pahalidir. Ayrica, isaretli reaktiflere sahip testler genellikle ¢ok adimli
islemlerdir ve gercek zamanli dlgiimler igin uygulamalarini sinirlar. Isaretsiz afinite
tabanli biyosensdrlerin tasarimi, giincel arastirmalarin ¢gogunun hedefidir. Amaglar,
ticari ELISA bazli immiinolojik testlere alternatif yontemler olusturmaktir. Bu tip
biyosensorlerin en cekici 6zellikleri, analitlerin dogrudan ve gercek zamanl olarak
izlenmesine izin vermeleridir.

Biyosensorlerin  farkli tiirleri arasinda, elektrokimyasal biyosensorler,
ozellikleri nedeniyle o6zel ilgi gormistiir. Bu biyosensorler, taginabilir entegre
sistemlere ihtiya¢ duyan bir¢ok uygulama i¢in ¢ok 6dnemli olan minyatiirlestirilebilir.

Minyatiirlestirme, yalnizca bakim noktasinda, klinikte, doktor muayenehanesinde



veya evde kullanima izin vermekle kalmaz, ayn1 zamanda teshis testlerinin maliyetini
de disiiriir. Elektrikli biyosensorler hizli, ucuz, tasmabilir, minyatiir ve etiketsiz
cihazlar olarak bu amacglar1t yerine getirmektedir. Elektrik biyosensorleri
amperometrik, voltametrik empedans veya kapasitif sensorler olarak siniflandirilabilir.

Kapasitif biyosensorler, empedans biyosensorlerinin alt kategorisine aittir.
Kapasitif biyosensorler, bir analit, yalitkan dielektrik katman iizerinde hareketsiz hale
getirilmis reseptor ile etkilesime girdiginde, elektrolit-elektrot arayiiziinde dielektrik
ozelliklerindeki ve/veya dielektrik katmanin kalinligindaki degisimi Slger. Calisma
elektrodu (bir elektrolitik kapasitor/birinci plaka) ile elektrolit (ikinci plaka) arasindaki
elektrik kapasitansi 6lgmektedir. C = (¢ 0 €A)/d olarak bilinen denklemde, € plakalar
arasindaki ortamin dielektrik sabitidir, € 0 bos alanin gegirgenligidir (8.85 x 10 -12
F/m), A plakalarin yiizey alanidir (m 2 ) ve d plakalarin kalinligidir. Verilen denkleme
gore, plakalar arasindaki mesafe arttik¢a toplam kapasitans azalir. Bagka bir deyisle,
bu tip kapasitif biyosensorlerin deney prensibinde, bir hedef molekiil reseptore
baglandiginda, kapasitif elektrot etrafindaki karsi iyonlarin yer degistirmesi
kapasitansta bir azalmaya neden olur. Reseptore baglanan hedef molekiil miktari ne
kadar yiiksek olursa, elde edilen yer degistirme ve kayitli kapasitanstaki azalma o
kadar biiyiik olur.

Bu nedenle kapasitif 6l¢timiin duyarliligi, biyosensorlerin avantajlari bir araya

getirildiginde, yeni nesil bir RNA ve IgM biyosensori gelistirilmistir.
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Gerec ve Yontem

Bu calisma, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi (EUTF), Tibbi Biyokimya

Arastirma ve Uygulama Hastanesi Laboratuvarinda ytriitilmiistiir.

Kimyasal Sarf Malzemeler ve Cozeltilerin Hazirlanist

Bu ¢alismada kullanilan sarf malzemeleri Metabion ve Merck firmasindan

temin edilmistir (Merck KGaA, Darmstadt, Almanya).

Potasyum kloriir (KCl)
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4)
Sistamin (Cys)
Glutaraldehit (%25)
COVID RNA dizisi 5>CAGAUUCAACUGGCAGUAACCAGA’3
Amidofenilboronik asit (APBA)
Pirol
Etanol
Metanol
Stilfiirik Asit %98 (H2SO4)

Cozeltiler
Fosfat Tamponu: 50 mM dihidrojen fosfat (toplamda 1000 mL), sodyum hidroksit
ile pH metrede pH= 6,8; 7; 7,4 olacak pH’larda hazirlanmistir.
Redoks Probu: 5 mM Ku3Fe(CN)g, icerecek sekilde 100 mM potasyum kloriir ve
50 mM dihidrojen fosfat kanistirilarak pH 7’ye ayarlanarak 1000 mL
hazirlanmustir.
Sistamin Cozeltisi: 30 mililitre etanol igerisine toplamda 0,1M olacak sekilde
hazirlanmustir.
Glutaraldehit ¢ozeltisi: Saf suda, % 25°lik stok ¢ozeltiden % 5’e seyreltilerek
hazirlanmustir.
Siilfiirik asit ¢ozeltisi (2M): Stok siilfiirik asit ¢ozeltisi ¢ozeltisi seyreltilmigtir.
Yapay plazma: Igerisinde 4,5 mM potasyum klériir, 5 mM kalsiyum klriir, 1,6
mM magnezyum kloriir, 2,5 mM iire, 0,1% albumin ve 150 mM sodyum kloriir
iceren fosfat tamponu (pH=7,4).
APBA Cozeltisi: 40mM olacak sekilde 200mM NaF iceren 100mM H>SOg4

icerisinde
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e Pirol ¢ozeltisi: 100 mM olacak sekilde 100mM KCI igeren pH=7 50 mM fosfat

tamponunda hazirlanacaktir.

RNA Cozeltisinin Hazirlanmast

Bu asamada kullanilan tiim sarf malzemeleri ve pipet uclar1 niikleaz free olarak
kullanilmistir.

e RNA 10 nM olacak sekilde 50 pL olarak porsiyonlanmustir.

Cihazlar

e Biyosensor sisteminde temel elektrot materyali olarak kullanilan yiizey baskili
elektrotlar (screen printed electrodes, SPE) kullanilmistir. Biyosensor olarak
karbon elektrot (110-C) elektrotlar Dropsens firmasindan tedarik edilmistir
(Metrohm Dropsens, Oviedo, Ispanya). Yardimci elektrot olarak bu sistemin
iizerinde platin elektrot ve referans elektrot olarak giimiis ve giimiis korir
(Ag/AgCl) elektrodu kullanilmistir.

e Emstat 4SLR potansiyostat (PalmSens B.V., Houten, Hollanda) kullanilmigtur.
Dongiisel  voltammetri (CV) ve kapasitans Olglimleri bu cihaz ile
gercgeklestirilmistir. PSTrace 5.9 programi 6l¢iimlerde kullanilmgtir.

e Yiizey goriintilemesi i¢in kullanilan taramali elektron mikroskobu (Scanning
Electron Microscope-SEM) yiizey dl¢timlerinde kullanilmigtir.

Yontem

Biyosensorlerin Gelistirilmesi

Polimerlerin kolayca tutturulmasinin saglanmasi icin karbon elektrotlar bu
projede kullanilmistir. Burada elektrotlar oncelikle pirol ile kaplanmistir. Ardindan
pirol sonrasinda elektrik akimi uygulanarak RNA pribu yiizeye fosfat gruplari
iizerinden elektrostatik olarak adsorbe edilmistir. Bundan sonra RNA tizerindeki seker
gruplart ile bag yapabilecek APBA polimerizasyonu gerceklestirilerek RNA imprinte
edilmistir. Bu sekilde hedef RNA 6l¢iimii i¢in hazir hale getirilmis olan Biyosensor
kapasitif olarak c¢alisacaktir. Diger bir metot ise elektrot yiizeyinde olusturulan
polipirol tabakasinin iizerine glutaraldehit araciligi ile anti-IgM antikorlar yiizeye
immobilize edilmis ve bu sekilde Biyosensor 6l¢iim i¢in hazir hale getirilmistir.

Kapasitif ol¢timler i¢in kapasitans degerleri PSTrace 5.9.01 yazilimi ile
bulunmustur. Biyosensorlerin yiizey devre modeli ise sekildeki elektrokimyasal devre

modeli olarak Elektrokimyasal devre modeli Sekil 1’de gosterilmistir.
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Sekil 1. Biyosensorlerin yiizeyinin elektriksel devre modeli

Kapasitans parametreleri olarak 10 kHz ile 0,05 Hz arasinda frekans taramasi

icin elektrota 180 mV potansiyel (direct current-DC) uygulanmigtir. Frekansl aakim

olusturabilmek i¢in alternatif akim (alternative current-AC) potansiyel 5 mV olarak

belirlenmistir.

CV olgiimleri ise elektrot yiizeyinde kalitarif dogrulamalar i¢in -0,2 ile

baglayarak 0,5 V arasinda 100 mV/sn tarama hizinda gergeklestirilmistir.

A. Karbon elektrot ile RNA biyosensoriiniin gergeklestirilmesi

a)

b)

Kullanilmadan 6nce elektrotlar kullanmadan 6nce 2 M H,SO4 ¢ozeltiye
daldirilmistir. Ardindan elektrotlara -1,2 ile 1,2 volt arasinda potansiyel
uygulanarak 100mV/s arasinda CV ile -elektrokimyasa olarak
temizlenmistir.

Elektrot sonrasinda 100mM pirol ile -0,1V ile 0,9 V arasinda 10mV/s
hizinda 10  dongii  olarak  elektropolimerizasyon  islemi
gerceklestirilmistir.

Bu adimdan sonra Hedef COVID-19 RNA probu yiizeye 100uL olarak
damlatilarak -100 mV akim 100 saniye boyunca uygulanmistir.
Ardindan elektrot yikanarak 40mM APBA ¢ozeltisi igerisinde -0,2 V
ile 1,1 V arasinda 40 dongii olacak sekilde elektropolimerizasyon
islemi gerceklestirilmistir.

Ardindan elektrot 10 dakika boyunca 6M iire igerisinde bekletilerek
komplementer RNA yiizeyden uzaklastirilarak Biyosensor Olciime

hazir hale getirilmistir.

B. IgM biyosensoériiniin hazirlanmast
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a) Kullanilmadan 6nce elektrotlar kullanmadan dnce 2 M H2SO4 ¢ozeltiye
daldirilmistir. Ardindan elektrotlara -1,2 ile 1,2 volt arasinda potansiyel
uygulanarak 100mV/s arasinda CV ile elektrokimyasal olarak
temizlenmistir.

b) Sonrasinda 100mM pirol ile -0,1V ile 0,9 V arasinda 10mV/s hizinda
10 dongii olarak elektropolimerizasyon iglemi gergeklestirilmistir.

c¢) Pirol iizerine anti-IgM baglanmasi i¢in elektrot ylizeyine S0uL %2,5
olarak suda ¢6zlinmiis glutaraldehit damlatilarak 30 dakika bekletilmis
ardindan Img/mL 100uL anti-IgM ¢06zeltisi damlatilarak 6l¢iime hazir
hale getirilmistir.

COVID-19 RNA’s1 ve IgM’nin kapasitif olarak élgiilmesi

RNA dizileri fM diizeyine seyreltildikten sonra biyosensoriin yiizeyine

damlatilarak kronoimpedimetrik olarak ol¢iim gerceklestirilmistir. Bunun i¢in hedef
RNA vyilizeye damlatilmistir. Ayni metot ile IgM Ilpg/mL diizeyinde yiizeye
damlatilarak kronoimpedimetik olarak Slgiilmiistiir.

Baglanma siireleri kronoimpedimetrik olarak o&lgtildiikten sonra bulunan

stirelerde kapasitif 6l¢lim gergeklestirilmistir.

a. Bu ilk asamalardan sonra kalibrasyon grafiginin hazirlanmasi adimi farkl
konsantrasyonlarda ve oda sicakliginda gergeklestirilmistir. Standart grafik
her Biyosensor icin beser defa ¢izilmistir. Bu sekilde tekrarlanabilirlik,
yeniden iretilebilirlik, regresyon katsayis1 kapasitif egriler ile
hesaplanmistir. Standart grafikte y ekseninde kapasitans, x ekseninde ise
RNA/IgM konsantrasyonu grafige karst hesaplanarak kalibrasyon
grafikleri tiretilmistir.

b. Bu islemlerden sonra hazirlanan yapay serumlarda ise gercek oOrnek
denemesi, matrix etkisi ve geri elde Ol¢limleri gerceklestirilerek tez

caligmasi tamamlanmstir.
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Bulgular

Bulgular kisminda ise gelistirdigimiz biyosensorlerin farkli optimizasyonlari
gosterilmigtir. Buna gore Oncelikle COVID-19 RNA biyosensoriiniin  bulgulari
paylasilmistir.

COVID-19 RNA biyosensoriiniin gelistirilmesi

Ilk olarak elektrot i¢in yiizey modifikasyonlar1 kapasitans o6lciimleri ile
gerceklestirilmistir. Karbon elektrot (Yesil) iizerine pirol kaplanmistir (kirmizi).
Ardindan RNA ylizeye adsorbe edilmis (Turuncu) ve bu yapt APBA ile kaplanmistir
(sar1). Ardindan RNA ylizeyden uzaklastirilarak negatif yiiklerin fazla oldugu bir
yiizey elde edilmis ve Olglime hazir hale getirilmistir (mavi). Burada goriilmesi
gereken ise kapasitif akimin x eksenine diislisidiir. Yiizeyde immobilizasyon ile

kapasitif akimda diistis goriillmektedir (Sekil 2).

Bu modifikasyon tabakalarmmin dogrulanmast ve RNA’nin yiizeye
immobilizasyonunun gdriilmesi ic¢in taramali elektron mikroskopisi resimleri
kullanilmigtir. Bu resimlerde, polimerleri RNA igcermeyen ve igeren sekilde ylizeyde
olusturduk. Sekil 3 ve 4 RNA igcermeyen polimerleri gosterirken, 5 ve 6 ise ylizeyde
RNA varken ki polimerleri gostermektedir (Sekil 3-6). 3 ve 4’de farkli ¢oziiniirliikteki
RNA igermeyen ile 5 ve 6°de ise yiizeyde RNA iceren polimerli Biyosensor yiizeyini

gorebilmekteyiz.
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Sekil 2. COVID19 RNA biyosensor immobilizasyonlarinin kapasitif olarak gosterimi
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Sekil 3. Pirol ve APBA kapli elektrotun gosterimi (100um)
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Sekil 4. Pirol ve APBA kapli elektrotun gosterimi (1um)
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Sekil 5. Pirol, RNA ve APBA kapli elektrotun gosterimi (100um)
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Sekil 6. Pirol, RNA ve APBA kapl: elektrotun gosterimi (10um)
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Biyosensoriin  immobilizasyon tabakalarinin tamamlanmasinin ardindan 500fM
diizeyinde komplementer RNA’nin  kronoimpedimetrik  olarak  dlglilmesi
gerceklestirilmistir. Bu 6lgim RNA igeren sivida 1000 Hz frekans ve 100mV
potansiyel uygulanarak gerceklestirilmistir. Sekil 7°de kronoimpedimetrik 6l¢iim
goriilmektedir. Burada kirmizi baseline, yesil dizisi farkli olan bir RNA dizisi ve mavi
ise COVID-19 RNA’sina verilen sinyaldir. Olgiim siiresi 90 saniye olarak
belirlenmistir. Bu saniyeden sonra yesil olarak goriine kronoimpedans verisine gore

COVID-19 RNA’s1 disindaki RNA’nin da ylizeye hareketi goriilmektedir (Sekil 7).
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RNA o6l¢iim zamaninin belirlenmesinden sonra RNA’nin  biyosensor
ylizeyinde inkiibasyon siiresi 90 saniye olarak belirlenmistir. Bu siire zarfinda
Biyosensor yiizeyinde RNA miktar1 10-1000 fM olacak sekilde 90 saniye boyunca
inkiibe edilmistir. Sekil 8’de elde edilen RNA’nin kapasitif olarak 10 ile 1000 fM
derisimdeki RNA ol¢iimleri sekil 9°da da kalibrasyon grafigi goriilmektedir (Sekil 8
ve 9). Regresyon katsayisi (R?) 0,9926 olarak logaritmik olarak azalisa bagh
Ol¢iilmiistlir. Bu kalibrasyon grafigi 5 defa hazirlanmistir. Buna gére LOD ve LOQ
degerleri hesaplanmistir. LOD degeri 10fM RNA o6l¢limiiniin verdigi kapasitans
sinyalinin standart sapmasmin 3,3 ile carpilarak grafigin egimine bdliinmesi ile
bulunmustur. LOQ degeri de aymi sekilde 3,3 yerine 10 degerinin kullanilmasi ile
hesaplanmistir. LOD ve LOQ degerleri sirasiyla 3,06 fM ve 9,27 fM olarak
bulunmustur (SD: 52,08; n=5). Kalibrasyon grafiginin 5 defa hazirlanmas: ile
regresyon katsayisi 0,9926+0,0052 olarak bulunmustur.

Tablo 1. Biyosensor gelistirme adimlarinin optimizasyonu

Optimizasyon Parametre
Linearite 10-100 M
LOD 3,06 tM
LOQ 9,27 t™M
Regresyon Katsayisi 0,9926
Tekrar Uretilebilirlik % 99,48

23



1000, 500, 250, 100, 50, 20, 10 fM RNA

&

T

0.84
0.64
o
£
o~
(#) /
0.44
/./
/
0.21 /
(3
v
0.0
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25 0.20
C'/mF

Sekil 8. COVID-19 RNA biyosensoriiniin standart grafiginin kapasitif olarak gosterimi (mavi kapasitans verisi RNA biyosensorii baselinedir)
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Optimizasyon testlerinde ticari olarak alinan serum Orneklerinin igerisine de
tekrarlanabilirlik ve matrix etkisi deneyleri i¢in 10fM 6rnek eklenerek 2 defa 6l¢iilmiis
ve standart grafikte elde edilen kapasitans verisi ile karsilastirilmistir (Sekil 10).
Standart grafiginden elde edilen veril ile karsilastirmali olarak verilmistir. Standart
grafik verisi siyah, diger goriinen renkler ise 10 fM RNA Orneginin sinyalleridir.

Gortildiigii gibi ¢ok yakin degerler goriilmektedir ve sapma %4 olarak hesaplanmustir.

Tablo 2. Tekrarlanabilirlik testlerinin gosterimi

n=2 Eklenen Bulunan % Sapma

COVID-19 RNA 10 tM 10,4+0,3 %4
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Sekil 10. COVID-19 RNA biyosensoriiniin tekrarlanabilirliginin kapasitans ile gdsterimi
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Sekil 11°de ise COVID-19 RNA biyosensoriiniin farkli konsantrasyonlarina kars1 geri
elde degerleri karsilastirilmistir (Sekil 11). Buna gore 1000 ve 10 fM derigimlerde
yapilan eklemelerde ise Olglimler sirasinda sinyalde diislis goriilmektedir. Bu da
normal Ol¢iilen degerlerden %106,2 (Kirmizi) ile %102,1 (Yesil) olarak fazla miktarda

konsantrasyon 6l¢timii gergeklesmistir.
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Sekil 11. COVID-19 RNA biyosensdriiniin geri elde degerlerinin karsilastirilmasi
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El edilen RNA biyosensoriiniin depo kararlilig1 yani Biyosensor sisteminin saklama
kosullar1 ele alinarak. 6 farkli Biyosensor hazirlanmistir ve 30 ve 60 giin siire ile
sirastyla saklanmustir. Iki gruba béliinen bu biyosensérlerin ilk grubu +4 derecede
diger lic Biyosensor ise oda sicakliginda karanlikta 15mL falkon tiip i¢inde saklanarak

Ol¢iimler alinmistir. Buna gore sinyalde azalmalar sekil 12°de verilmistir (Sekil 12).
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Sekil 12. Depo kararliginin siitun grafikte gdsterimi
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IgM Biyosensoriiniin Gelistirilmesi

IgM biyosensorii gelistiriliriken ise altin elektrot yilizeyine Oncelikle pirol
tabakas1t olusturulmus ve ardindan da anti-IgM ile modifiye edilmistir. Bu
immobilizasyon siireci ise kapasitif olarak incelenmistir (Sekil 13). Kapasitif olarak
modifikasyonlar sekil 13°te gosterilmistir. Buna gore, altin elektrot (AuE) mavi olarak
gosterilmistir. Kirmizi ve yesil ise sirasiyla AuE-PPy ve AuE-PPy-PAMAM elektrot
olarak goriilmektedir. Son olarak sar1 olarak gosterilen kapasitif 6l¢iim de Anti-IgM
ile modifiye edilmis AuE-PPy-PAMAM-antilgM biyosensoriinii gostermektedir. PPy
ve PAMAM modifikasyonu ile kapasitif akimda artig goriilmektedir. Biyomolekiil
immobilizasyonu ile kapasitif akim sinyalinde azalisa bagli olarak ylizey ytikleri

artmigtir.
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Sekil 13. Altin IgM biyosensoriiniin modifikasyon tabakalarmin gosterimi
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Elektrot ylizey immobilizasyonu ile Biyosensor modifikasyonu tamamlandiktan sonra
ylizey modifikasyonunun incelenmesi i¢in atomik kuvvet mikroskobu kullanilarak
ylizey modifikasyonlar1 topografik olarak incelenmistir. Sekil 14-17 de gdsterilen
AFM resimleri ylizeyin immobilizasyon ile topografik olarak degisimini
gostermektedir (Sekil 14-17). Buna gore immobilizasyon ile birlikte yiizeyin topgrafik
yapisi ile kalinlig1 degismistir. Bu da sekil 13°teki verilerle birlikte koreledir.
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Sekil 14. Altin elektrotun AFM ile gosterimi
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Sekil 15. AuE-PPy elektrotun AFM ile gosterimi

50 um
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Sekil 16. AuE-PPy-PAMAM elektrotun AFM ile gosterimi
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Sekil 17. IgM biyosensoriiniin AFM ile gdsterimi
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Biyosensor sisteminin immobilizasyonundan sonra, hedef molekiil olan
[gM’nin Olclilmesi i¢in Biyosensdr Ol¢iim zamaninin optimizasyonu i¢in 650 Hz
frekansta 200mV akim uygulanarak kronoimpedimetrik 6l¢iim ile yilizeye baglanan
IgM miktarlar1 zamana bagl olarak 6l¢iilmiistiir (Sekil 18). Buna gore 30 saniye de
lineer olarak artig goriilmiis sonug olarak 6l¢glim zamani i¢in 30 saniye se¢ilmistir.
Buna gore oOlglim siiresi 30 saniye olarak segilerek biyosensor inkiibasyonu

gerceklestirilmistir.
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Sekil 18. IgM'nin biyosnesor yilizeyine baglanmasinin kapasitif olarak izlenmesi
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Biyosensor dlglim siiresinin belirlenmesinden sonra ise lineer 6lgiim araligi
belirlenmesi igin biyosensor sistemi her 30 saniyede bir 5 ile 750 pg/dL araliginda
konsantrasyon ol¢limlerine tabi tutulmus ve kapasitif degerlerin buna bagli olarak
azaldig1 goriilmistiir (Sekil 19). Grafik denklemi olarak y = -56,02In(x) + 680,11
belirlenmis ve R? degeri ise 0,9969 olarak hesaplanmustir (Sekil 20).

Tekrar tiretilebilirlik testlerinin ¢aligilmasi i¢in standart grafik 5 defa ¢izilmis
ve R? degeri 0,9969+0,0011 olarak belirlenmistir.

Tekrar iretilebilirlik testinden sonra LOD ve LOQ degerlerinin belirlenmesi
islemi gergeklestirilmistir. LOD ve LOQ sirasiyla 3,3SD/m ve 10SD/m 6l¢iilmesi ile
belirlenmistir. Buna gére LOD ve LOQ 1,59 ve 4,81 pg/dL olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 19. IgM biyosensdriiniin standart grafiginin kapasitif olarak gosterimi
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Performans testleri arasinda tekrarlanabilirlik, ger¢ek oOrnek (secicilik)
denemesi testleri de yapilmistir. Sekil 21°de 25 ve 50 pg/dL miktarlarda 6l¢iimler
secicilik testleri olarak denenmis, sirastyla 28,97 ve 55,25 olarak bulunmustur. ki
testte %16 ve %10 oraninda sapma goriilmiistiir. Sekil 22’de ise tekrarlanabilirlik
goriilmektedir. Buna gore Spg/dL ¢oziiniirliikteki konsantrasyon toplami %3,6 sapma

gostermistir.
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Sekil 21. IgM biyosensdriiniin segiciliginin gosterimi
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Tartisma

Bu calismada iki farkli Biyosensor sistemi COVID-19 hastaligimin
belirlenmesinde daha oncii bir c¢alisma olarak planlanmistir. Genel olarak ise
elektrokimyasal biyosensorlerde, 6zellikle afinite temelli Biyosensor sistemlerinde
daha duyarl ve ikincil bir molekiile ihtiya¢ duymadan dogrudan 6l¢iim i¢in de duyarh
bir metot olan kapasitif bir 6l¢lim metodu kullanilmistir. Metotlarin igerisinde direkt
RNA 6l¢iimii ve IgM analizi yapilmasi amaciyla biyosensorler gelistirilmistir.

Bu tez caligmamin amaglar1 arasinda gilinlimiizde kullanilan metotlarin
eksiklikleri yatmaktadir ve metodumuzla karsilastirmali olarak asagida verilmistir.

COVID-19 hastaliginin 6n teshisinde ve teshisinde immun sistem ile molekiiler
teknikler 6nemli yer tutmaktadir. Molekiiler tan1, cagdas tibbin en 6nemli sinirlarindan
biridir ve temel teknolojisi niikleik asit testidir. Spesifik patojenleri tanimlama
kabiliyeti nedeniyle, niikleik asit testi dogru koronaviriis teshisi i¢in uygundur. Su
anda, niikleik asit saptama yontemleri, esas olarak gen dizilimi, CRISPR ve PCR veya
izotermal niikleik asit amplifikasyonu gibi niikleik asit amplifikasyon testlerini igerir
(Shen ve digerleri, 2020).

PCR, gen segmentini igeren DNA'nin iki zincirini ayirarak, konumunu bir
primer ile isaretleyerek ve her segmentin yaninda bir kopya bir araya getirmek ve
kopyalart siirekli olarak kopyalamak i¢in bir DNA polimeraz kullanarak bir genin ¢ok
sayida kopyasmi iiretmek i¢in kullanilan enzimatik bir yontemdir. Laboratuvar
caligmast icin yeterli numuneler saglamak amaciyla ¢ok az miktarda biyolojik
materyali bliylitmek i¢in yaygin olarak kullanilir. Genel olarak, koronaviriis RNA'si,
ters transkripsiyon yoluyla cDNA'ya aktarilir. Daha sonra PCR gergeklestirilir ve
ardindan PCR f{iriinlinlin spesifik tespit yontemleri veya aletleri ile tespiti yapilir
(Balboni, Gallina, Palladini, Prosperi ve Battilani, 2012; Uhlenhaut ve digerleri, 2012).
Fakat semptom gostermeyen COVID vakalarinda yanlis pozitif teshis koydugundan,
koronaviriisii kesin olarak tespit etme yetenegini gelistirmek ve genom dizisi
varyasyonlarinin neden oldugu yanlis negatif sonuglarin ortaya ¢ikma riskini azaltmak
icin arastirmacilar, koronaviriisiin ¢cok hedefli tespiti i¢in uygun duyarliliga sahip
multipleks ger¢ek zamanli RT-PCR yontemleri gelistirilmek zorunda kalmistir. PCR,
tek bir reaksiyonun hem cDNA sentezini hem de PCR amplifikasyonunu
gerceklestirdigi ve deneysel hatalar1 en aza indirdigi tek adimli bir metot olsa da,

bununla birlikte, sablon gérevi géren RNA'nin pargalanmasi kolay ve hizli oldugu igin,
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tek adimli tahlil ayn1 numuneyi birden ¢ok kez test etmek i¢in uygun degildir. Kisacasi
RNA tayini yapmast zordur. Diger taraftan, ters transkripsiyon PCR
amplifikasyonundan ayr1 olarak gerceklestiginden, tek adimli teste kiyasla daha
yilksek duyarliliga sahip olan iki asamali test olabilse de bu teknik DNA
kontaminasyonu riskini arttirir ve daha fazla zamana ihtiya¢ duyar. Sonug olarak DNA
ol¢timii ile birlikte drnekten dl¢lim adimlart zaman alic1 ve dogrulugu diisiik sonuglar
vermektedir.

Diger bir metot ise izotermal niikleik asit amplifikasyon teknikleri olarak halen
gelistirilme asamasindadir. Ilgili reaksiyon, termal déngiileyiciler gibi dzel aletler
olmadan sabit sicaklikta gerceklestirilebilir ve PCR ile karsilastirilabilir bir duyarliliga
sahiptir. Izotermal niikleik asit amplifikasyon teknikleri arasinda rekombinaz
polimeraz amplifikasyonu (RPA), dongli aracili izotermal amplifikasyon (LAMP),
helikaz bagimli amplifikasyon (HDA) ve digerleri bulunur. LAMP, yiiksek verimlilige
sahip yeni bir izotermal niikleik asit amplifikasyon yontemidir (James ve Alwneh,
2020; Yoo ve digerleri, 2020). Ustel amplifikasyon 6zelligi ve ayn1 anda 4 farkl
primer tarafindan tanimlanan 6 farkli hedef sekans nedeniyle biiylik hassasiyet ve
yiiksek ozgiilliik sergileyen DNA'larin ve RNA'larin amplifikasyonu i¢in yaygin
olarak kullanilir (Notomi ve digerleri, 2000). Bu metot ise yiiksek sicaklik gerektiren
bir metottur ve 6l¢lim 6niinde en dnemli handikapta bu olmaktadir.

CRISPR tabanlt testler, viral genomlar1 PCR testlerine kiyasla daha az adimla
tespit eder ve oldukca hassas ve spesifiktir ve evde yapilan testler i¢in umut verici bir
¢oziim sunar. Bu teknik, virlis ve bakterilerin tespiti i¢in yeni bir platform saglar.
Bununla birlikte, virlis konsantrasyonu 10 nM'nin altindaysa, CRISPR tabanli testler
kisa bir zaman diliminde gergeklestirilemez (Nouri ve digerleri, 2021). Bu nedenle,
CRISPR tabanli testlerin c¢ogu, duyarliliklarin1 artirmak igin viral RNA
izolasyonundan sonra PCR, LAMP ve RPA dahil olmak {izere ¢esitli amplifikasyon
yontemlerini kullanir. Bu da metodun verimliligini diislirtirken maliyetleri
artirmaktadir.

Diger taraftan niikleik asit amplifikasyonuna dayali testler su anda COVID-
19'u teshis etmek icin altin standardi temsil etse de, baglica bulasma yontemlerini
tanimlamak ve enfeksiyon kiimelerini lokalize etmek i¢in simirli degere sahiptirler.
Yani tim genomun analiz edilmesi virlisii belirlese de hastalik teshisi i¢in eksik

kalmaktadir. Nanoporlara dayali iiglincii nesil dizileme teknolojisini kullanilarak
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yapilan analizlerde genel olarak, gen dizilimi, vazgecilmez ekipman ve personel
egitimi gereksinimleri olan karmasik bir aractir (Meredith ve digerleri, 2020). Bu
nedenle, bireylerin yerinde testlerini ger¢eklestirmek icin alternatif tespit yontemlerine
hala ihtiya¢ duyulmaktadir.

Su anda, COVID-19 tanis1 esas olarak koronaviriis RNA'sinin saptanmasina
dayanmaktadir. Uygun tespit yontemlerinin se¢ilmesi biiyilk onem tasimaktadir.
Bununla birlikte, yukarida acgiklanan yontemlerin her birinin kendine 6zgii avantajlari
ve kaginilmaz dezavantajlar1 vardir. PCR, yiliksek duyarlilik ve 6zgiillik ile viriis
tanimlamasi i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir, ancak analizi, ancak muhtemelen iyi
kurulmus bir laboratuvar tarafindan gergeklestirilebilecek cesitli ekipman ve egitimli
analistler gerektirir. LAMP, genellikle yaklasik bir saat i¢inde az sayida DNA veya
RNA sablonunu tespit edebilen, asir1 duyarli bir niikleik asit amplifikasyon
yontemidir, ancak yiliksek sicaklik gereksinimi hala uygulanabilirligini
sinirlamaktadir.  Dizilemeye gelince, yiiksek maliyet kagimilmaz olarak
koronaviriislerin tespitinde daha fazla uygulamasini sinirlamaktadir.

Gelistirdigimiz RNA biyosensorii ile dogrudan elektrot yiizeyine baglama
gerceklestirilmistir ve kapasitif olarak o6l¢iilmiistiir. Kapasitif biyosensorler, sensor
yiizeyi ile hedef molekiil arasindaki dogrudan baglanmay1 kaydederek c¢alisan afinite
biyosensorleri grubuna aittir. Bu tip biyosensorler, elektrolit/elektrot arayiiziinde
dielektrik ozelliklerindeki ve/veya dielektrik tabakanin kalinhigindaki degisiklikleri
Olcer. Kapasitif biyosensorler simdiye kadar proteinlerin, niikleotidlerin, agir
metallerin, sakkaritlerin, kii¢iik organik molekiillerin ve mikrobiyal hiicrelerin tespiti
icin basariyla kullanilmistir. Bu sekilde Biyosensor sistemi yukarida agiklanan
konvansiyonel sistemlere gore daha hizli ve tekrar kullanilabilir bir 6l¢lim metodu
sunmustur. Karbon elektrot ylizeyine immobilize edilen prob RNA ile o6lgiim
gerceklestirilmistir. Karbon elektrotun secilmesi polimer tabaka i¢in daha uygun ve
tutunucu karboksil yiizeyler icermesi nedeniyle se¢ilmistir. Karboksil yiizeyler asit
hidrolizi ile elektrooksidasyon ile olusturulmustur. Uzerine hem kolay
immobilizasyon saglayan amin gruplar1 bulunduran ve elektropolimerizasyonu kolay
olan pirol monomerleri yiizey modifikasyonu i¢in segilmistir. Bu polimerler ayni
zamanda pozitif yik ihtiva ettiinden prob RNA’nin immobilizasyonunu
kolaylastirmaktadir (Onur Uygun ve Ertugrul Uygun, 2020). Bu islem i¢in potansiyel
uygulanmasi da ylizeyi daha fazla pozitif yiikleyerek probu yiizeye fosfat gruplarindan
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cekmektedir. Bu islem non-kovalent olarak gergeklestirilmistir. Ol¢iim ve sonraki
proseslerde ise yilizeyden ayrilmalarin olmamasi i¢in 3-aminofenol boronik asit ile
prob DNA yiizeye tutturulmustur. Bu islem ise boronik asit tizerindeki OH ile RNA
iizerindeki seker gruplar1 arasinda diol baglari olusturarak stabilite saglamistir (Uygun,
Okutucu, Hacikara ve Sagin, 2019). Bu sekilde Biyosensor sistemi tasarlanmustir.
Elektrokimyasal olarak kapasitans Ol¢iimii ile yiizeyler dogrulanmistir. Sekilde
goriildiigli gibi yiizey yiikiindeki toplam degisim ile kapasitansta da degisim
goriilmektedir. Kapasitif akim yiizey ile 6l¢tim alinan sivi arasindaki ara ylizii
gostermekte ve olduk¢a da duyarli bir 6l¢iim sunmaktadir. Yiik degisimleri ylizey
arasindaki toplam yiik ile orantili olarak degismektedir. Bu nedenle pozitif yiik ile
yiikklenen yiizey ile artis goriilmekte ve toplam yiikk degisimine goére azalig
goriilmektedir. RNA’nin yiizeye baglanmasi ve kontrol polimeri de taramali elektron
mikroskobu resimleriden goriilmektedir. Bu sekilde baktigimizda komplementer olan
RNA yiizeye baglandik¢a toplam pozitif yiikii diisiirmekte ve kapasitif akimda azalma
goriilmiistiir.  Biyosensor label-free bir metot oldugundan Olglim  stiresi
optimizasyonunda zamana baglh yiizeyde hedef RNA’nin birikmesi Ol¢iimii
kronoimpedimetrik olarak belirlenmistir. Sekil 7°de hem segicilik hem de 6l¢iim
zamant ¢alisilmistir. Gorilldigi gibi 90. Saniyeden sonra diger tip RNA yiizeye
adsorbe olmaya baslamis fakat hedef RNA yiizeye baglanmaya baslamistir. Ol¢iim
stiresinin 90 saniye olarak secildigi bu calismadan sonra fM diizeyinde Olgiim
gerceklestirilmistir. Niikleik asit biyosensorleri goz oniine alindiginda ise segiciligi ve
duyarliligt oldukga yiiksektir. Bunun nedeni ise genel olarak tasarimda prob
RNA/DNA yani biyosensoriin biyotanima ajan1 kismini olusturan niikleik asit 3’ veya
5’ ucundan yiizeye immobilize edilerek calisilmaktadir (Bacumner, Cohen, Miksic ve
Min, 2003; Chakravarthy, Anirudh, ve digerleri, 2021; Chakravarthy, Nandakumar, ve
digerleri, 2021; Hunt ve digerleri, 2022). Bunun en biiyiik handikap1 ile
adsorpsiyondur. Caligmamizda herhangi bir adsorpsiyon 6l¢lim zamani igerisinde
goriilmemektedir. Bu sekilde dikey olan Biyosensor sistemlerinde hibridizasyon
tizerine kurulu oldugundan, bu Olgiimlerde bir isaretci molekiil kullanilmaktadir
(Tichoniuk, Ligaj ve Filipiak, 2008). Bu nedenle sistem duyarlilig1 ikincil molekiiliin
sinyaline baglidir. Bizim ¢alismamizda ikincil bir molekiile gerek duymamaktadir.
Sonug olarak daha duyarli, daha verimli, daha diisiik maliyetli ve yeni nesil bir

Biyosensor sistemi gelistirilmistir.
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Son zamanlarda, kan ve doku Orneklerinde anti-SARS-CoV-2 antikorlarini
tespit etmek i¢in serolojik laboratuvar tani testleri gelistirilmistir. Bu testler, enzime
bagli immiinosorbent testini (ELISA) ve immiinokromatografi testini icerir. IgM
seviyeleri SARS-CoV-2 enfeksiyonundan sonraki ilk haftada artan bir
immunglobulindir. IgG ise 1 hafta sonra saptanabilir hale gelir ve uzun bir siire yiiksek
seviyede durmaktadir (Hou ve digerleri, 2020). Dolayisiyla COVID-19 testinde IgM
Ol¢timii daha verimli olmaktadir. ELISA'nin (spike protein bazli ve niikleokapsid
protein bazli) pozitif tespit oranlari, IgM i¢in %82,2 olarak belirlendigi bazi ¢aligmalar
vardir (W. Liu ve digerleri, 2020). Kalitatif ve kantitatif testler tan1 konmasinda
kullanilabilmektedir. Bu testlere bakildiginda 6zellikle ELISA testi sistemde su an i¢in
kullanilsa da sapma oranlar1 yiiksek, Ol¢lim siiresi ve kimyasal sarf malzemesi
harcamas1 agisindan verimlilik arz etmemektedir. Immunokromatografik testlerde ise
kalitatif bir sonu¢ verdiginden miktarlarin izlenmesi hastaligin derecesini
gosterememektedir.

Bu nedenle tez caligmasimin ikinci kisminda yer alan IgM Olciimii
gerceklestirilmistir. Tez ¢alismasinda iletkenligin giiclii olmasi i¢in altin elektrotlar
kullanilmistir. Bu elektrotlar RNA tayini i¢in kullanilan metot gibi oncelikle pirol
monomeri ile kaplanmistir. Burada amag aktif azot yiizeyler olusturmaktir. Bu yiizeyin
iizerine baglanan PAMAM dendrimerleri ile ylizey alanini artirmak amaglanmistir. Bu
sekilde daha fazla anti-IgM baglanmasi (daha fazla biyotanima ajan1 baglanmasi) ile
daha yiiksek miktarda IgM 6l¢iimii amaglanmistir. Biyosensor bu sekilde, tasarlanarak
kapasitif olarak degerlendirilmistir. Goriildiigii gibi pozitif yiik sayisi ile orantili olarak
kapasitif akimda degisim goriilmiistiir. Atomik kuvvet mikroskobu resimlerinden de
goriildiigl gibi ylizey topografyasi, yani Biyosensor ylizeyinin degismesi ve yiizey
kalinliginin da artmasi ile kapasitif veriler korelasyon gostermistir. Bu sekilde
Biyosensoriin tasarimi ger¢eklesmistir.

Bu da label-free bir metot olmas ile birlikte, 6l¢iim zamani kronoimpedimetrik
olarak gerceklestirilmistir. Anijen-antikor etkilesiminde diisiik olan Kd degeri
sayesinde, baglanma da hizli olarak 30 saniyede dl¢lim gerceklesmistir. Bu da hiz
acisindan diger metotlarda oldukga iyidir. 5 ile 750 pg/dL gibi genis bir aralikta duyarl
bir 6l¢lim saglayan Biyosensor sistemi PAMAM modifikasyonu ile bu genis araliga
ulagmistir. Pikogram diizeyinde 6l¢iim araligina ulagsmasi da bunun bir gostergesidir.

Diger taraftan gercek serum Orneklerin icerisinde almman Olglimlerde de
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tekrarlanabilirlik, tekrar iiretilebilirlik ve duyarlilik agisindan da oldukg¢a verimli
Ol¢limler sunmustur.

Sonu¢ olarak iki Biyosensér de COVID-19 ve bundan sonraki viral
hastaliklarin tanisinda konsept olarak kullanilabilecek yeni nesil bir 6l¢lim sunmustur.
RNA stabilitesini artiracak sekilde polimer ile Biyosensor ylizeyinin kaplanmasi

ol¢tim verimliligini artirmakla birlikte dayanikliligi da artirmigtir.
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Sonu¢ ve Oneriler

Bugiine kadar, koronaviriis tespitini iyilestirmek i¢in Onemli cabalar sarf
edilmis ve c¢esitli iyilestirilmis veya yeni yaklasimlar gelistirilmistir. Pratik
uygulamalarda, miimkiin oldugunca tek bir yontemin kullanilmasinin sakincalarindan
kacinmak i¢in genellikle birkag¢ yontem birlestirilir. Kisacasi, yeni teknolojilerin ve
yontemlerin hizla gelismesi ile gelecekte bilim adamlarina/klinisyenlere daha fazla
secenek sunacak daha miikemmel ve verimli tespit yontemlerinin gelistirilecegine
inantyoruz. Ayni zamanda, yalnizca belirli amaglara gore ¢esitli saptama deneylerinin
avantaj ve dezavantajlarin1 dengeleyerek en ekonomik ve optimal segenegi elde

edebiliriz.
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Ozgecmis

Bir yardime1 tip yontemi olan biorezonans tedavisini Tiirkiye’ye tanitan Dr. Sinan
Akkurt, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi’nden 2000 y1linda mezun olmustur. {1k gérev
yeri olan Manisa’da dokuz yil siireyle Aile Hekimi olarak gérev yapmistir. Bu sirada
ulusal ve uluslararasi alanda bircok egitim programina katilarak tip diplomasinin
yanina dogal tibbin bircok yontemine iliskin sertifikalari1 da eklemistir. Yurt i¢i ve yurt
disinda pranic sifa, matriks energetics, hipnoz, kinezyoloji gibi farkli dogal tip
yaklasimlarinda egitimler alan Dr. Sinan Akkurt, 6zellikle biorezonans metodu
iizerinde yogunlagmistir.

Avrupa’da yaklasik 40 yildir uygulanan biorezonans metodunu ilk olarak beklenmedik
bir sekilde art arda kanser olduklar1 anlasilan annesi ve kiz kardesine uygulayan Dr.
Sinan Akkurt, yontemin hastaligin tedavisine destek olabildigine bu orneklerde
taniklik etmistir. Biorezonans metodunun ileri egitimini almis ve 2007 yilinda
muayenehanesinde bu metotla hizmet vermeye baslamistir. Halen izmir Bornova’daki
muayenchanesinde  aktif  olarak  hizmet vermeye devam  etmektedir.

Dr. Sinan Akkurt, yontemin daha fazla hastaya umut olmasi i¢in ayrica uluslararasi
konferanslarda konusmaci olarak kendi yontemlerini de tiim diinya hekimleri ile
paylasmaktadir. Dr. Sinan Akkurt, biorezonans ile ilgili ilk kapsamli Tiirk¢e kaynak
olan ‘Biorezonans’ kitabinin da yazaridir. (2016)

Dr. Sinan Akkurt, Ileri Mitokondriyal Tip kitabmin ve Kronik Enflamasyon —
Molekiiler Patofizyoloji, Beslenme ve Terapotik Girisimler kitabinin da bolim
editorliigiinii iistlenmistir. (2021) Ote yandan Biitiinciil ve Fonksiyonel Tip —
Niitrisyonel Tedaviler — Ilkeler ve Uygulamalar kitabinin geviri editdrleri arasinda yer
almistir. (2022)

Dr. Sinan Akkurt, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi’nin Tibbi Biyokimya kiirsiisiine
doktora aday1 olarak kabul edilmis olup halen burada doktora ¢alismasi yapmaktadir.

Evli ve iki g¢ocuk babasi olan Dr. Sinan Akkurt, Ingilizce bilmektedir.

Mesleki deneyim:
e 2007 — Halen Dr. Sinan Akkurt Muayenehanesi, Hekim
e 2000 —2007 Alasehir Belediyesi, Hekim

Yabanca dil:
e Ingilizce, Ileri seviye

Kitaplar:
e 2022 - Biitiinciil ve Fonksiyonel Tip — Niitrisyonel Tedaviler — Ilkeler ve
Uygulamalar, Ceviri Editorii
e 2021 - Ileri Mitokondriyal T1p, Béliim Editorii
e 2021 - Kronik Enflamasyon — Molekiiler Patofizyoloji, Beslenme ve
Terapotik Girisimler, Boliim Editorii
e 2016 - Biorezonans, Yazar

Arastirmaci olarak yer aldigi projeler:
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Parkinson modeli olusturulmus siganlarda ozon tedavisinin etkisinin
biyokimyasal biyobelirtecler ile arastirilmast May 2019 - May 2021

Egitim:

2000 - Ege Universitesi, Tip Fakiiltesi

Regumed Regiilatif Tip Enstitiisii, Almanya, Biorezonans Uzmanligi
Pranik Sifa Vakfi, Hindistan, Ileri Pranik Sifa ve Pranik Psikoterapi
Regumed Regiilatif Tip Enstitiisii, Almanya, Tamamlayici1 Kanser Tedavisi
Avrupa Hipnoz Kurumu, Hipnoz Egitim Programi

C. Saglik Bakanligi, Birinci Basamakta Psikiyatri Egitimi

Geo Biologia Institute, Almanya, Yap1 Biyologlugu (Isinsal alanlar,
elektrosmog ve giic alanlari)

Isvigre, Matrix-Inform Teorisi ve Pratik Calismalar

T.C. Saglik Bakanligi, Aile Hekimligi 1. Asama Uyum Egitimi

Tiirk Tabipler Birligi, is Yeri Hekimligi

izmir Biorezonans Saglik Hizmetleri, Kinezyoloji Sertifikas1
Hindistan I¢sel Sifalar Enstitiisii, Insanin Ruhsal Ozii Egitimi

Saglik Bakanligi, Geleneksel ve Tamamlayict Tip Egitimleri Sertifika
Programi, Ozon Uygulamalamasi

Saglik Bakanligi, Geleneksel ve Tamamlayict Tip Egitimleri Sertifika
Programi, Kupa Uygulamasi

Saglik Bakanligi, Geleneksel ve Tamamlayict Tip Egitimleri Sertifika
Programi, Mezoterapi Uygulamast

Saglik Bakanligi, Geleneksel ve Tamamlayict Tip Egitimleri Sertifika
Programi, Hirudoterapi Uygulamasi

Saglik Bakanligi, Geleneksel ve Tamamlayict Tip Egitimleri Sertifika
Programi, Apiterapi Uygulamasi

Saglik Bakanligi, Geleneksel ve Tamamlayict Tip Egitimleri Sertifika
Programi, Proloterapi Uygulamasi

Saglik Bakanligi, Geleneksel ve Tamamlayict Tip Egitimleri Sertifika
Programi, Fitoterapi Uygulamasi

Saglik Bakanligi, Geleneksel ve Tamamlayict Tip Egitimleri Sertifika
Programi, Homeopati

Saglik Bakanligi, Geleneksel ve Tamamlayict Tip Egitimleri Sertifika
Programi, Akupunktur

Dr. Sinan Akkurt’un Uluslararas1 Bicom Biorezonans Kongresi’nde yaptigi
sunum bashklari:

2018 — Kottt Huylu Timorlerin Sistematik Tedavisi

2018 — Bicom Biorezonans Ile Kanser Tedavisi Workshop Egitimi

2015 — Biorezonans ile Kupa Tedavisi, Biorezonansl Kupa Tedavisinde
Etkili ve Hizli Tedavi: Ornegin Fitik ve Kanser

2014 — Akciger Kanserlerinin Biorezonans ile Tedavisi

2013 — Migren ve Bas Agris1 Hastaliklarinda Biorezonansla Tedavi
2012 — Epilepsi Hastaliklarinda Biorezonans Tedavisi

2011 — ilerlemis Kanser Hastaliklarinda Bicom Biorezonans ile Cesaretli
Tedavi
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Dr. Sinan Akkurt’un biorezonans alaninda yaptig1 diger sunumlar:

2022-Integratif ve Anadolu Tibb1 Kongresi, Klinikte Biorezonans
Uygulamalari

2021-2.ci Uluslarasi Katilimli Mikrobiyom Terapileri Kongresi, Bagirsak
Saglig1 ve Takviyeler

2021-Biitiinciil GIS Sempozyumu, Gastrointestinal Sistem Hastaliklarinda
Laboratuvar Bulgularinin Degerlendirilmesi

2021-11.ci Ulusal Akupunktur ve Tamamlayic1 Tip Kongresi,Biorezonansa
Bilimsel bakis

2021-1.ci Uluslararas1 Katiliml1 Gaps Kongresi, Bagirsak Saglig1 i¢in
Takviyeler

2021-Mikrobiyom Terapileri Kongresi, Biorezonans ve Mikrobiyom
2021-2.ci Biitiinctil Tip Kongresi, Q10

2020-Ulusal Akupunktur ve Tamamlayici Tip Kongresi,Graves Hastaligina
Biitiinciil Yaklagim

2020-Biitiinciil Tip Kongresi,Q10

2020-3.cii Enerji Tibb1 ve Frekans Terapileri E-Kongresi

2020- Mitokondriyal Tip Ve kronik Enflamasyon kongresi, Q10
2019-GAPS Danigsmanlar1 Bilgi Paylasim toplantisi, Q10

2019-2.ci Uluslararasi 4.cii ulusal Tamamlayict Terapi ve Destekleyici
Bakim Uygulamalar1 kongresi, Biorezonans nedir?

2019 -WFAS , Biorezonans Metodu ile Sigara bagimliligi Tedavisi
2019-Mitokondriyal Tip Kongresi , Q10

2018 — 1. Ulusal Frekans Tibb1 Kongresi, Kanser ve Biorezonans Tedavisi,
[zmir

2018 — Magnetoterapi Kongresi, Biorezonans ve Kanser Tedavisi

2018 — Kanser Tan1 ve Tedavisinde Biitiinciil Tip Yaklagimlart Sempozyumu,
Biorezonans ve Kanser Sunumu, Bodrum, Mugla

2016 —Onkolojide Biorezonans Uygulamalari, 1. Uluslararas: ve 3. Ulusal
Tamamlayic1 Terapiler ve Destekleyici Bakim Uygulamalar1 Kongresi,
Antalya

2016 — Biorezonans nedir? Uygulama alanlar1 nelerdir? izmir Dis Hekimleri
Odast, 23. Uluslararasi Bilimsel Kongre ve Sergisi
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