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Onsoz

2010 yilinda mezun oldugum Ege Universitesi Fen Fakiiltesi Biyokimya
Boliimii’niin son yilinda yaptigim tez calismasi ile laboratuvarda calismayi, yeni
fikirler, projeler gelistirmeyi sevdigimi fark ettim. Lisans tez ¢alismalarim sirasinda
akademik kariyere karar verdim. Olaylarin akisinin beni biyosensorler alanina itmesi
ve bu alan1 kendime hobi edinmem ile biyokimya, elektrokimya, sensorler ve
biyosensorler alaninda kendimi gelistirmeye basladim. Lisans egitimimden mezun
olduktan sonra her konuda her alanda ¢alisma hevesimi bir kenara birakarak, enerjimi
bir noktada toplayarak basaramayacagim sey olmadigini gérdiim. Yiiksek lisans ve
doktora egitimlerim siiresinde, yillar gectikge, tecriibbe kazandik¢a, hayatin ne
getireceginin belli olmadigi, her seyin insan igin oldugu ve en 6nemlisi sabrin ¢ok
onemli oldugu gerceklerini 6grendim. Akademik hayatin sadece laboratuvarda deney
yapmak olmadigimi da o6grendim, deneysel g¢alismalarin disinda kazanilan diger
deneyimler bence akademik hayatin asil bilesenleridir. Farkli tiniversitelerde farkli
kisilerle calistiktan ve farkli ¢aligma stilleri gordiikten sonra, akademik danismanin
vizyon sahibi olmasinin, 6grencinin aradigr en onemli 6zellik oldugunu gordim.
Danigsmanin bu vizyonu 6grenciye asilamay1 bagsarmast ise en bityiik 6gretidir. Bundan
sonraki akademik siirecte, kendi 6grencilerime de Ggretecegim en biiyiikk 6greti bu
olacaktir.
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Ozet

Tiimor Tam ve Izlemi I¢in Dolasimdaki Serbest DNA'nin Tayinine Yonelik

Spesifik Bir Biyosensor Sistemi Gelistirilmesi

Diinya ¢apinda 6liime yol agan nedenler arasinda kanser, kalp hastaliklarindan sonra
ikinci siray1 almaktadir. Kanser tedavilerindeki 6nemli gelismelere ragmen, morbidite
ve mortalite hala ¢ok yiiksektir. Bu kapsamda, halihazirda kullanilan kan
biyobelirtegleri yani sira "sivi biyopsi" olarak tanimlanan ve tiimér dokusundan
salman dolasimdaki hiicre dis1 timor DNA’sin1 (circulating tumor DNA-ctDNA)
saptamaya yonelik kan tabanli analizler noninvaziv, spesifik, pratik ve ekonomik
olmalar1 nedeniyle son yillarda ilgi ¢ekmektedirler. Bu ¢alismada ctDNA’nin
dogrudan tespiti i¢in, grafen oksit ekran baskili elektrotlar (GPHOXE), biyolojik
tanima reseptOrii olarak dCas9 proteinleri ve sgRNA ile modifiye edilmistir.
Biyosensoriin temelinde yer alan diziye 6zgii tanimanin 6rnekte hedefledigi yapi ise,
meme kanserinde en sik goriilen tiimoére bagli mutasyon olan PIK3CA ekson 9
mutasyonudur. Gelistirilen sistemde, CRISPR-dCas9-sgRNA ile modifiye edilmis
elektrotlarin yiizeyinde bu mutasyonun varliginda gerceklesen baglanma ise,
elektrokimyasal impedans spektroskopisi (Electrochemical Impedance Spectroscopy-
EIS) ile analiz edilmistir. Tek niikleotit uyusmazligi da dahil olmak tizere hedef
mutasyon digsindaki ctDNA dizileri i¢in son derece secici 6zellik gosteren sistemin
Ol¢iim siiresi son derece hizli (40 saniye) olarak saptanmistir. Analiz, 120 bp
ctDNA'lar i¢in 2-20 nM arasinda dogrusal saptama sinirlarinda olup en diisiik tespit
limiti (LOD) 0,65 nM ve en diisiik tayin limiti (LOQ) 1,92 nM olarak hesaplanmistir.
Gergek kan 6rneklerinde segicilik ve tekrarlanabilirlik ¢alismalar1 yapilmis ve geri elde
orant % 96'dan yiiksek olmustur. Ayn1 metot, dogrulama amagh olarak altin elektrot
ile de denenmis ve ctDNA analizi basar1 ile yapilabilmistir. Sonug¢ olarak bu tez
caligmasinda grafen oksit elektrotlarda gelistirilen ve altin elektrot ile dogrulama
calismalar1 yapilan dCas9 temelli impedimetrik biyosensor sistemi, ctDNA 6l¢timiinde
yiiksek secicilik, hiz, tekrar tiretilebilirlik ve ekonomik olma avantajlar1 saglamaktadir.
On galismalari saglam verilerle kanitlanmis olan bu diizenegin gelistirilerek multipleks
bir sistem g¢ercevesinde diger onemli mutasyonlara yonelik olarak da uygulanmasi,
kanserin erken teshisinde umut verici bir alan olarak ortaya ¢ikmaktadir.

Anahtar Kelimeler; dCas9, CRISPR, sgRNA, biyosensor, impedans, kanser, ctDNA
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Abstract
Development of a Specific Biosensor System for the Determination of
Circulating Free DNA for Tumor Diagnosis and Monitoring

Among the causes of death worldwide, cancer is the second leading cause of death,
following coronary diseases. Despite significant improvements in cancer treatments,
morbidity and mortality rates are still very high. Thus, in addition to the currently used
blood biomarkers, circulating extracellular tumor DNA (ctDNA), have attracted
attention in recent years. These analysis are defined as "liquid biopsy" and their non-
invasive, specific, practical and economical nature is well appreciated. There are
increasing numbers of publications showing that ctDNA accurately demonstrates
tumor burden and treatment response, reduces the need for harmful adjuvant
chemotherapy, and allows recurrence to be detected more quickly. In this study,
graphene oxide screen printed electrodes (GPHOXE) were modified with dCas9
proteins and sgRNA as biorecognition receptor for direct detection of ctDNA. The
sequence-specific recognition targeted PIK3CA exon 9 mutation which is the most
common tumor-related mutation in breast cancer. With electrodes modified with
CRISPR-dCas9-sgRNA, the presence of the mutation was analyzed by EIS. The
system is highly selective for the PIK3CA exon 9 mutation containing ctDNA and
eliminates other mutations, including even single nucleotide mismatch. The
measurement time is determined to be extremely fast (40 seconds). The analysis was
carried out in a linear detection range between 2 and 20 nM for 120 bp ctDNAs. The
lower limit of detection (LOD) was 0.65 nM and the lower limit of quantification
(LOQ) was 1.92 nM. Selectivity and reproducibility studies were performed on real
blood samples, and the recovery was higher than 96%. An alternative modification
procedure was performed on gold electrodes for verification purposes and ctDNA
analysis was successfully performed on this platform as well. In conclusion, the dCas9
based impedimetric biosensor system, which was developed on graphene oxide
electrodes and verified with gold electrode, provided advantages like high selectivity,
fast detection, reproducibility and economic efficiency in ctDNA analysis. The
development of this novel biosensor, whose preliminary studies have been proven with
solid data, and its application for other important mutations within the framework of a

multiplex system, is a promising area in the early diagnosis of cancer.
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Giris
1.1. Arastirmanin Problemi

Kanser dliime yol acan nedenler arasinda kalp hastaliklarindan sonra ikinci sirayi
almakta ve tilkemizde tiim 6liimlerin yaklasik % 21,3’{inii olusturmaktadir. Onkolojik
cerrahi, adjuvan sistemik tedavi ve hedefe yonelik tedaviler son 10 yilda kanserdeki
iyilesme siireclerini belirgin sekilde gelistirmis olsa da birgok hasta hala timor
metastazi ve ilag direnci yiiziinden kaybedilmektedir. Bu konuda son yillarda tani ve
izlemde kullanilan yenilik¢i bir yaklagim olan sivi biyopsi de, hastanin kan 6rnegi
alinarak dolasimdaki tiimor hiicreleri (CTC) ya da apoptotik veya nekrotik timor
hiicrelerinden dolagima salinan DNA fragmanlari incelenir. Kanser hastalarinda,
dolagimdaki hiicreden bagimsiz bu tiimér DNA'sindaki (circulating tumor DNA-
CtDNA) diizey degisikliginin tiimdr yiikii, evre, vaskiilarite, hiicresel turnover ve
tedaviye yanit ile iligkili oldugu 6ne siiriilmektedir. CtDNA analizi yalniz terapotik
hedefleri belirlemede ve ilag se¢ciminde degil, kullanilan ilaglarin kanser hastalarinda
diren¢ mekanizmalarini ne sekilde degistirdigi ve ne kadar etkili oldugu konusunda da
bilgi vermektedir.

CtDNA'y1 analiz eden klasik yontemler arasinda, kantitatif gercek zamanl polimeraz
zincir reaksiyonu (real-time polymerase chain reaction-RT-PCR), fluoresan ve
spektrofotometrik tabanli yaklasimlar bulunmaktadir. Bu analizlerde primer denilen
onclii DNA veya RNA dizileri kullanilarak hedef DNA veya RNA pargasi ¢ogaltilir ve
karsilikli komplementer parcalar birlestirilir. Bu islem RT-PCR ile gercek zamanh
izlenebilir veya PCR ile elde edilen parcalar uygun boyalar ile boyanarak
elektroforezle izlenerek belirlenebilir. Bu ydntemlerde 6rnek hazirlama gibi 6n
islemler, sarf malzemesi/kimyasal kullanimi gibi 6l¢iim maliyetini arttiran noktalar,
termal cycler gibi bazi alet gereklilikleri yani1 sira, uzun siiren analiz siireci gibi
dezavantajlar s6z konusudur.

Gilintimiizde gelistirilen DNA biyosensorlerinde ise transdiiser iizerine baglanan ve
hedef DNA dizisinin komplementerini i¢eren bir dizi bulunmaktadir. Analitte hedef
DNA varligi durumunda tek zincirli DNA’lar (ssDNA), transdiiser {izerinde ¢ift
zincirli DNA (dsDNA) olustururlar ve 6l¢iim gergeklesir. Ancak ¢ogu zaman bu ikili
zincir ile etkilesime giren bir elektrokimyasal molekiil (label) kullanilarak 6l¢iim

yapilir, ancak bu biyosensorlerde olusan dsDNA’lar %100 baz eslenmesi olmadiginda
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bile baglanma gostererek yanlis pozitif sinyal verebilirler. Goriildigi gibi bu
analizlerin en 6nemli kisithiliklar1 da label-free olmamalar1 ve spesifikliklerinin az
olmasidir.

Mevcut yontemlerin dezavantaj ve kisithliklar1 gz ontline alindiginda, ctDNA i¢in
kisiye 6zgi, spesifik, duyarli ve daha diisiik maliyetli bir analiz teknolojisi gerekliligi
ortadadir.

Bu tez ¢alismasinda, tiimor tan1 ve izleminde kullanilmak tizere ctDNA 6l¢limii i¢in
elektrokimyasal impedans spektroskopisi temelli yeni bir DNA biyosensor sistemi
gelistirilmesi amaglanmistir. Bu biyosensoriin temel 6zelligi, ctDNA’y1 spesifik olarak
taniyabilecek bir algilayici sistemin elektrot yiizeyine yerlestirilmesidir. Algilayict
sistemde endoniikleaz aktivitesi olmayan Cas9 (deactivated Cas9-dCas9) proteinleri
ile fosfatidilinozitol-4,5-bifosfat 3-kinaz katalitik altbirim alfa (Phosphatidylinositol-
4,5-Bisphosphate 3-Kinase Catalytic Subunit Alpha-PIK3CA) ekzon 9 mutasyonunu
taniyacak sekilde dizayn edilmis sentetik rehber RNA (synthetic guide RNA-sgRNA)
kullanilmigtir. Boylelikle gelistirilen yeni elektrotlarda, hedef ctDNA’ya dogrudan
affinite temelli baglanacak bir biyoreseptorle dl¢iimlerin daha spesifik, daha dogru ve

daha hizli olmas1 hedeflenmistir.
1.2. Arastirmanin Sorulari

Bu tez ¢alismasi agsagidaki sorulara cevap aranmasi ile kurgulanmistir.
e Kanser tan1 ve izleminde yasanan zorluklar nasil agilir?
o Kanser tan1 ve izleminde siv1 biyopsinin yeri nedir?
o Meme kanserinde ctDNA analizi miimkiin miidiir?
o Meme kanserinde ctDNA ana tiimorle ayni genetik Ozellikleri mi
gosterir?
o Meme kanserinde ctDNA’da hangi tip mutasyonlar fazla goriiliir?
o PIK3CA mutasyonu olan hastalar ctDNA analiziyle saptanabilir mi?
e CtDNA analizi icin yenilik¢i, spesifik, dogru ve hizli 6l¢iim yapan bir
biyosensorler tasarlanabilir mi?
o CRISPR-Cas9 teknolojisi ctDNA biyosensorii i¢in biyotanima ajani
olarak kullanilabilir mi?
o Cas9 endoniikleaz aktivitesi olmadan DNA ile etkilesime girer mi?
o dCas9 ile yapilan calismalarda Cas9 aktivitesi nasil gergeklesir?

o PIK3CA’ya uygun sgRNA sentezlenebilir mi?



o dCas9-sgRNA kompleksinin elektrot yiizeyine, tekrarlanabilir bir
sekilde immobilize edilmesi i¢in hangi elektrot tipi secilmelidir?
o Bu immobilizasyon metoduyla ctDNA oOl¢iimii  igin  hangi
elektrokimyasal yontemler uygundur?
o Yukaridaki cergevede gelistirilen bir biyosensor;
* ne kadar dogrulukta analiz yapabilir?
= performans parametreleri nelerdir?
= Olclim stiresi ne kadardir?

» RT-PCR ile karsilastirildiginda performansi nasildir?

1.3. Arastirmanin Hipotezleri

Hipotez 1: CRISPR-dCas9 ile modifiye edilmis elektrotlarin yardimiyla ctDNA
analizini daha hizli ve segici sekilde gergeklestirebilecek bir biyosensor tasarlanabilir.
Hipotez 0: PIK3CA mutasyonunu hedefleyen CRISPR-dCas9 ile modifiye edilmis

biyosensor sistemiyle tayin edilen ctDNA’lar belirlenebilir,
1.4. Arastirmamin Varsayimlari

Bu arastirmada PIK3CA’nin en sik rastlanilan meme kanseri mutasyonu oldugu
varsayilarak biyosensor tasariminda bu mutasyona yonelik DNA dizini kullanilmistir.
Arastirmada ayrica ctDNAya spesifik dCas9-sgRNA 'nin, elektropolimerizasyon ardi
basaril1 bir sekilde transdiiser ylizeyine immobilize edilecegi varsayilmistir. Arastirma
varsayimlarindan bir digeri, Ornekteki hedef ctDNA’larin afinite temelli olarak
biyotaniyicitya baglanmasiyla standart biyosensor prensiplerinin isleyecegi, yani
yiizeyin elektriksel oOzelliklerinin degisecegi ve olusacak anlamli sinyallerin

elektrokimyasal olarak Ol¢iilebilecegidir.
1.5. Arastirmanin Sinirhliklar:

e Tim meme kanserli olgularda ayn1 mutasyonun bulunmamasi dolayisiyla sinirh
sayida hasta 6rnegi ile ¢calisma durumunda olmak (hedef PIK3CA mutasyonu 100
hasta drneginin sadece 19 tanesinde saptanmustir),

e Arastirma Olgiimleri ¢ok hassas oldugundan, RNase-Free ve DNase-Free sarf
malzemesi kullaniminin gerekmesi,

e Biyosensoriin tek bir kanser tipindeki tek mutasyona 6zgii gelistirilmis olmasi,



e Arastirmanin yliksek biit¢eli bir aragtirma olmasi, dolayisiyla yaygin etki i¢in
benzer arastirmalarin yapilmasimnin maliyetli olacagr gergegi arastirmanin

kisitliliklarindandir.

1.6. Arastirmanin Amaci

Bu arastirmada, kanser tani - izleminde kullanilabilme potansiyeli olan ctDNA tayini
i¢in elektrokimyasal bir DNA biyosensorii gelistirilmesi amaglanmustir. Gelistirilen bu
sistemin yenilik¢i 6zelligi, meme kanserli hastalardan alinan 6rneklerde bulunan
CtDNA’y1 yiiksek affinite ile baglayacak bir biyotanima ajani kullanilmis olmasidir.
Bu ajan kan 6rnegindeki tlimoral mutasyonu dizi spesifik olarak taniyacak CRISPR-
dCas9’dur. Genetik miihendisliginde son yillarda biiyiik bir ilgiyle kullanilan
CRISPR-dCas9’un impedimetrik olarak biyosensor alaninda ilk defa kullanilmasiyla,
varolan DNA biyosensorlerinden daha hizli ve spesifik bir sistem gelistirilmesi
amaglanmistir. Gelistirilen bu yeni DNA biyosensor sisteminde elektrokimyanin
diisiik maliyet ve hassas 6l¢iim 6zelligiyle CRISPR teknolojisinin yiiksek seciciliginin

bir araya getirilmesi hedeflenmistir.

Kanserli dokudan dolasima salinan hedef ctDNA’nin CRISPR-dCas9’a baglanmasina
dayal1 bu yeni 6l¢lim sistemi ile varolanlardan ¢ok daha spesifik, ayr1 bir 6n isleme
gerek duymayan, pratik, diisiik maliyetli ve hizli bir biyobelirte¢ tayin yonteminin
gelistirilmesi s6z konusudur. Bu sistem ile 6zellikle ctDNA yiiksekligi ile seyreden
meme, akciger, kolon, pankreas gibi doku tlimorlerinin tanisinda, prognoz tayininde,
tedaviye yanitin izlenmesinde ve metastaz gelisimini saptamada Onemli bir
biyobelirtecin klinik kullanim paneline girmesi i¢in ilk adim atilmistir. Bu spesifik
biyosensor sisteminin in vitro diyagnostik bir tiriin olarak iilkemize kazandirilmasi ile
global pazarda Tiirkiye’nin bu alandaki payina 6nemli bir katma deger saglanmasi da

amaclanmustir.



Genel Bilgiler

Kanser, diinya ¢capinda morbidite ve mortalitenin 6nde gelen nedenleri arasinda
Oolup son 20 yilda kanser tanisi alan hasta sayist %70 oraninda artmistir
(http://www.who.int/cancer/en/). 2012 yilinda yaklasik 14 milyon olan yeni vaka
sayisinin oniimiizdeki 20 yil i¢inde 22 milyona yiikselmesi beklenmektedir (Stewart,
Wild, International Agency for Research on Cancer. ve World Health Organization.,
2014). Gelismis cerrahi segenekler, adjuvan sistemik tedavi ve hedefe yonelik
molekiillerle kanser tedavisinde son 10 yilda belirgin ilerlemeler kaydedilmis olsa da,
bircok hasta hala radyoterapi/kemoterapiye karsi diren¢ ya da hastalifin kontrol
altinda tutulamamasi sonucu gelisen metastazlar yiliziinden kaybedilmektedir
(Valastyan ve digerleri, 2011). Bu paradoksu agiklamaya yonelik olarak one stiriilen
ve son zamanlarin en ¢ok ilgi ¢eken konularindan biri olan klonal evrim teorisi, kanser
hiicrelerinin gelismesinde ve ilerlemesinde siiregelen genetik degisikliklere vurgu
yapmaktadir (Nowell, 1976). Gergekten de, kanser tanisi, tedaviye yanitin takibi,
kisisellestirilmis tedavi seceneklerinin degerlendirilmesi gibi tani ve izlemdeki birgok
uygulama, tiimér hiicrelerinin morfolojik ve/veya genetik/epigenetik 6zelliklerinin
tayini ile sekillenmektedir (Marusyk ve Polyak, 2010). Bu tez ¢aligmasinda da, timor
hiicrelerinden salinan ve tiimorle benzer genetik/epigenetik degisiklikler tagiyan
dolagimdaki serbest timdor DNA’sinin (circulating tumor DNA-ctDNA) spesifik
tayinine yonelik elektrokimyasal tabanli bir biyosensor sistemi gelistirilmesine
odaklanilmistir. Calismada yenilik¢i bir yaklasimla c¢tDNA’ya afinite gosteren ve
spesifik olarak baglanan bir biyomolekiil kompleksi kullanilarak timor tani ve
izleminde yeni acilimlar yaratabilecek potansiyele sahip non-invaziv, pratik,
ekonomik ve segici bir teknik gelistirilmistir. Bu tez, yeni teknigin in-vitro
optimizasyon basamaklarini ve bu optimizasyonun ger¢ek 6rneklerle dogrulanmasini
da igermektedir.

Ik kez 1976 yilinda Nowell tarafindan ortaya atilan ve Science dergisinde
yayimlanan klonal evrim teorisine gore bir timoriin ortaya c¢ikist ve ilerlemesi
genellikle orijinal klonda, basta somatik mutasyonlar olmak iizere gelisen genetik
degisikliklere ve dengesizlige baglidir (Nowell, 1976). Tiimor hiicreleri, hiicresel
morfoloji, gen ekspresyonu, metabolizma, motilite, proliferasyon ve metastatik
potansiyel de dahil olmak tizere farkli morfolojik ve fenotipik 6zellikler gosterir

(Marusyk ve Polyak, 2010). Bu genetik dengesizlik popiilasyon icerisinde daha agresif
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alt popiilasyonlarin olugmasina, ¢ogalmasina ve dolayisiyla da timor igerisinde
heterojeniteye (tiimdr icerisinde farkli mutasyonlara ugramis hiicre gruplari
bulunmasi) sebep olur (Kang ve digerleri, 2016). Cesitli tedavi yontemlerine karsi
dayanikli olan bu adaptif hiicre klonlarinin olusumu kanserde etkili olabilecek tedavi
stratejilerini tasarlamada 6nemli zorluklar ortaya koymaktadir (Marusyk ve Polyak,
2010). Ornegin, molekiiler olarak hedeflenmis kanser tedavileri, tiimoriin genomik
olarak profillenmesini ve izlenmesini gerektirir, ancak geleneksel genom profilleme
yontemleri kanser hiicrelerinde meydana gelen somatik mutasyonlarin
karakterizasyonu ve onlarin klonal dogasini anlamak i¢in yeterli degildir. Bu amaca
yonelik olarak, hiicre popiilasyonlarint DNA/RNA igerigi, yiizey antijenleri, canlilik
gibi ¢esitli Ozelliklerine gore incelememizi saglayan akis sitometrisi ya da timor
hiicrelerinin genomlarindaki DNA'nin bir kisminin mutasyon sonucu kopyalanmasi
durumunu gosteren kopya sayist varyantlarimi analiz eden mikrodizi bazli
karsilastirmali genomik hibridizasyon analizleri ve yeni-nesil sekanslama yontemleri
kullanilmast gerekir (Kang ve digerleri, 2016).

Klonal evrim sadece tiimdriin gelisimiyle degil, ayni zamanda metastaz
yoluyla ilerlemesinde de onemli rol oynar. Ruiz ve arkadaslari, primer timorden
(pankreas tiimorii) ve bu tiimoriin si¢radigi organlardan (diyafram, akciger, karaciger)
aldiklar1 biyopsi orneklerinde hem ortak bozuklukluklar (delesyon/amplifikasyon)
hem de ortak olmayan genomik degisiklikler saptamislardir (Ruiz ve digerleri, 2011).
Bu durum, metastaz gelisimi durumunda da, tiimor hiicrelerinde klonal evrimin devam
ettigini géstermekte ve tedaviye direnci agiklamaktadir.

Aslinda, kanser tam1 ve tedavisinde malign hiicrelerin morfolojik ve/veya
genetik/epigenetik Ozelliklerinin tayini amaciyla hiicre temini, ulasimi kolay bazi
neoplazmlar (hematopoietik sistem kanserleri, cilt tiimorleri...) disinda ¢ogu kez
invaziv, morbidite riski yiiksek, masrafli, zaman alic1 ve kolay tekrarlanabilir 6zellikte
olmayan doku biyopsileri yoluyla olur (C. Bettegowda ve digerleri, 2014). Ancak
tiimor kiitlesinin sadece bir boliimiinii inceleyebilen doku biyopsisi yontemleriyle bazi
kanserlesmis lezyonlarin gdozden kagmasi da s6z konusu olabilir. Sonugta, yukarida
bahsedilen ve doku biyopsisi gibi yontemlerle yakalamanin oldukca zor oldugu
intratiimoral heterojenite nedeniyle kanser sistemik tedavileri basarisiz olabilir. Bu
dezavantajlarin yani sira biyopsilerin kanser ilerlemesini ve metastazini uyardig

yoniindeki bulgular da gbéz Oniine alindiginda, kanser tani ve izleminde kanser



hiicrelerinin invaziv olmayan, komplikasyon riski diigiik yontemlerle temininin hem
hasta, hem de hekim i¢in ¢ok cazip bir gereklilik oldugu ortaya ¢ikmaktadir (Kulag,
2014). Bu dogrultuda, kanser hastalarmin tani ve izleminde serum tabanli protein
biyobelirtegler (6rnegin, karsinoma antijen-125 (CA-125), karsinoembryonik antijen
(CEA), ve prostat-spesifik antijen (PSA) kullanilsa da bu proteinlerin daha diisiik
diizeylerde de olsa kanser olmayan hastalarda da bulunmasi ya da diizeylerinin ileri
evre kanser hastalarinda bile bazen ylikselmemesi gibi sensitivite ve spesifisite
kisitliliklart nedeniyle saglikli birer biyobelirte¢ olarak tek baslarma kullanimlari
yeterli degildir (Yoshimasu ve digerleri, 1999).

Kanser siirecinde uzak metastazlarin gelisimi i¢in temel mekanizmanin
hematolojik yayilim oldugu oOngoriildiigiinden sistemik tiimor hiicresi yayilimini
saptamada kanser hastalarinin kan 6rneklerinde yapilacak analizlerin arzu edilen bir
yaklagim olabilecegi goriilmektedir (Schwarzenbach, Hoon ve Pantel, 2011). Bu
hedefe yonelik olarak 'sivi biyopsi' olarak tanimlanan ve dolasimdaki tiimor hiicreleri
(circulating tumor cells-CTC), ctDNA ve hiicre dis1 diger serbest niikleik asitler ile
eksozomlar (Crowley, Di Nicolantonio, Loupakis ve Bardelli, 2013) gibi kan
dolasimindaki biyolojik belirteclerin eldesini hedefleyen yontemler son yillarin biiyiik
ilgi ¢eken aragtirma konularindandir. Sivi biyopsiler, doku biyopsilerinin yukarida
bahsedilen baz1 dezavantajlarmin (Sekil 1) iistesinden gelmek icin tamamlayici
biyobelirtegler olarak da degerlendirilmektedirler (Abbosh, Rosenberg ve Plimack,
2016; Lebofsky ve digerleri, 2015; Schwarzenbach ve Pantel, 2015).

Standart L Sivi
Biyopsi ‘ ; Biyopsi
/ s oo
5 M |
Zaman Alici Hizli
Ornek Alimi Zor i Ornek Alimi Kolay
Riskli (Girisimsel Riskler) i Minimal Risk
invaziv i Minimal Derecede invaziv
Doku Orijini Tam Belli Degil | Dokudan Salinan Sistemik Ornek

Sekil 1. Standart biyopsi ile s1vi biyopsinin sematik olarak kargilagtiritlmasi



Kanser hastalarinin periferal kanlarindaki CTC'ler, primer timorden ya da
metastazlardan kaynaklanabilir. Bu hiicrelerin analizi, invaziv kanserin erken
saptanmasinda ve ileri kanser olgularmin tedavisini yonlendirmede biiyiik fayda
saglamaktadir. Bunu destekleyen bir ¢alisma, metastatik meme kanseri olgularinin
periferik  kanlarinda, CTC’lerin otomatize sekilde zenginlestirilmesine ve
immunohistokimyasal olarak tayinine izin veren CellSearch System (Veridex LLC,
Warren, NJ, USA)‘le yapilan bir ¢alismada, CTC’lerin metastatik meme kanseri
hastalarinda 6nemli prognostik bilgi verdiginin gosterilmesidir (Cristofanilli ve
digerleri, 2005).

Ayrica, CTC'ler saglam hiicreleri morfolojik tanimlama i¢in gorsel 6rnek
olusturmada, metastatik siire¢ hakkinda bilgi vermede, fonksiyonel g¢aligmalarda,
DNA, RNA ve protein bazli molekiiler profilleme gibi daha kapsamli bilgilerde
benzersiz firsatlar da saglarlar (Banys ve digerleri, 2013). Yapilan ¢ok sayida ¢aligma
dolasimdaki tiimor hiicresi sayisinin hastalik siddeti (viicudun kanser ytikd, ileri evre)
ile iliskisini gostermektedir. CTC izolasyon teknikleri, son yillarda gelistirilen
kompleks teknolojilerle siirekli olarak gelistirilmis olsa da, CTC tanimlama ve
karakterizasyonu hala teknik agidan zorlayicit olmaya devam etmektedir. CTC'lerin
milyonlarca kan hiicresinin arka planinda oldugu diisiiniiliirse bir tiimér hiicresinin
dolasimda ne kadar diisiik konsantrasyonlarda oldugu anlasilabilir. Ozellikle, erken
evre kanserli hastalar, asir1 derecede diisiik CTC konsantrasyonuna sahiptir, bu
nedenle CTC tayini i¢in son derece hassas ve spesifik analitik yontemlere, 6zenli ve
kompleks konsantre etme adimlarina ve daha biliylikk kan hacmine ihtiyag
duyulmaktadir (Alix-Panabiéres ve Pantel, 2013; Pantel, Brakenhoff ve Brandt, 2008).
Biitiin bu zorluklarin yani sira CTC’lerin yapisal olarak bozulmadan, yani intakt olarak
elde edilmesi de biiyiik bir 6nem teskil etmektedir. Heniiz tim diinya tarafindan yaygin
olarak kullanilan, kabul gormiis standart bir CTC tayin yontemi bulunmamakla birlikte
dolagimdaki bu hiicreleri boyut, yogunluk, deformasyon 6zelligi veya elektrik yiik gibi
fiziksel oOzelliklerine gore ya da sitoplazmik membranlarinda eksprese ettikleri
antijenleri hedefleyen antikorlar kullanilmasi (immuno-selection) yoluyla biyolojik
Ozelliklerine gore saptayan iki temel yaklasim bulunmaktadir (Alix-Panabiéres ve
digerleri, 2014; Pantel ve digerleri, 2010). Ancak bu yontemler sonunda elde edilen
karisimin igerisinde, kanser hiicreleri yanm1 sira baska hiicreler de bulunabilir. Bu

nedenle CTC’lerin saflastirilmasi i¢in kandan ayristirilan hiicrelerin icerisinde malign



hiicrelerin neredeyse 100% dogrulukla saptanacagi ikinci bir asamaya ihtiyag¢ vardir.
Bunun i¢in hiicrelerin morfolojik 6zelliklerine ek olarak immiinolojik yontemler
(immiinohistokimya, immiinofloresan) kullanilabilecegi gibi c¢esitli molekiiler
yontemler de (floresan in-situ hibridizasyon, PCR, sekanslama...) tercih
edilebilmektedir (Kulag, 2014). CTC’lerle ilgili énemli diger noktalar da, testin
yapilacagi zamanin (tan1 aninda, cerrahi oncesinde, tedavi sirasinda...) ve test tekrar
sayisinin belirlenmesidir. Cerrahi islem sirasinda kana ¢ok sayida kanser hiicresi hizla
gecis yaptigindan ve hastalarin bir kere taranmasi ile miiteakip tarama arasinda elde
edilen sonuglarin sensitivitesi arasinda fark olabileceginden klinik kullanimda bu
noktalara dikkat edilmesi gereklidir.

S1vi biyopsi kapsaminda degerlendirilen diger bir biyobelirte¢ olan hiicre dis1
niikleik asidler, hiicre ya da hiicre fragmanlariyla iligkilendirilmeyen kiigiik niikleik
asidlerdir. CTC'lerle karsilagtirildiginda, ctDNA'nin izole edilmesi daha kolaydir ve
tayin i¢in daha duyarli olduklar1 kabul gormektedir. Bu nedenle, CTC analizine bir
alternatif olarak ctDNA, gelecek nesil analiz teknolojilerinin gelistirilmesi ile
potansiyel olarak daha iistiin genetik bilgi kaynagi saglayabilmektedir (Kang ve
digerleri, 2016). Hiicreden bagimsiz bu niikleik asid parcalart ilk defa Mandel ve
Metais tarafindan 1948'de saglikli bireylerin kanlarinda rapor edilmistir (Mandel ve
Metais, 1948). DNA fragmanlari, hiicresel dongii sirasinda, lenfositlerin uyarilmasi
gibi durumlarda ya da apoptotik ve nekrotik hiicrelerin 6liimii yoluyla kan dolagimina
birakilabilirler. Normal fizyolojik kosullar altinda, apoptotik ve nekrotik hiicreler
fagositler tarafindan temizlenir ve hiicre dist DNA seviyeleri nispeten diisiik
goriiniitken bu temizleme mekanizmasmin timor kiitlesinde etkili olmadigi
bilinmektedir (Jahr ve digerleri, 2001; Mouliere ve digerleri, 2011). Nitekim ctDNA
diizeylerindeki yiikselmenin, kanser hastalarinin plazma ve serumunda saglikl
kontrollere kiyasla daha fazla oldugunun saptanmasinin ardindan, ctDNA tayininin
tan1 amaciyla kullanilmasi giindeme gelmistir (Leon, Shapiro, Sklaroff ve Yaros,
1977). Kanser hastalarinda ctDNA diizeyleri % 0,01 - % 90'in lizerinde bir orana kadar
genis bir yelpazede degiskenlik gosterir, bu durum muhtemelen tiimor yiiki, evre,
vaskiilarite, hiicresel turnover ve tedaviye yanit ile iliskilidir (Anker, Mulcahy, Chen
ve Stroun, 1999; Delgado ve digerleri, 2013; Diehl ve digerleri, 2008; Gormally,
Caboux, Vineis ve Hainaut, 2007; Schwarzenbach ve digerleri, 2009; Stroun ve

digerleri, 1989). Malign durumlarda, dolasima ctDNA’larin salinmasi, timor hiicresi



apoptoz/nekrozu, dolasimdaki CTC’lerin apoptoz/lizisi ve/veya tlimor hiicrelerinden
aktif salinim seklinde olabilir (Friel, Corcoran, Crown ve O’Driscoll, 2010a). Kanser
genom sekanslama ¢alismalarindan saglanan bilgi ve birikimlerle, kanserin baslama
ve gelisiminde somatik genetik degisikliklerin (tek-baz substitisyonlari, insersiyonlar,
delesyonlar, translokasyonlar, vb.) nemi ortaya konduktan sonra tiimdr hiicrelerinden
saliman ve benzer genetik degisiklikleri tasiyan bu yeni biyobelirtecin, minimal bir
invazivlikle elde edilebilmesi, tiimor tan1 ve izleminde giderek 6nem kazanmasina yol
agmaktadir.

Temelde ctDNA pargalar1 genomik bilgi olarak, nokta mutasyonlar (EGFR ve
KRAS), yeniden diizenlenmis genomik diziler, kopya sayist varyasyonlari,
mikrosatellit instabilitesi, amplifiye diziler, heterozigotize kaybi ve DNA
metilasyonunu igerir (Marzese, Hirose ve Hoon, 2013). Bu nedenle, ctDNA'y1
kullanarak yapilacak kan bazli tiimdr genotipleme analizlerinin kisisellestirilmis
kanser tedavisine yon vermede biiytik yarar saglanacagi 6ngoriilmektedir. Son yillarda
terapotik hedeflerin veya ilaglarin secimlerinde 6nemli tamamlayict bilgiler saglayan
bu biyobelirte¢, kullanilan ilaglarin kanser hastalarinda diren¢ mekanizmalarini ne
sekilde degistirdigi ve ne kadar etkili oldugu konusunda da bilgi vermektedir (Kohler
ve digerleri, 2009). CTC analizine alternatif olarak, potansiyel istiinliige sahip bir
genetik bilgi kaynagi olan ctDNA'nin izole edilmesi CTC’lere gore daha kolaydir ve
bu parcalar algilama i¢in daha duyarlidir. Glinlimiizde CTC'ler ve ctDNA ayr1 ayri
avantajlara sahip olsalar da kanser biyobelirteci olarak tamamlayici rollere de sahip
olabilirler. Bu amaca uygun olarak yakin zamanda meme kanserli olgularda yapilmis
bir ¢caligmada iki molekiil birlikte tayin edilmis ve hastalarda ctDNA diizeylerinin
kontrollere gore anlamli derecede yiiksek oldugu (p<0.001) goriilmiistiir. Yine bu
calismada ctDNA diizeyleri ile CTC sayisinin korele oldugu (r =0.418, p<0.001)
saptanmistir (Van der Auwera ve digerleri, 2009).

Hiicre dis1 DNA'y1 analiz eden klasik yontemler arasinda, kantitatif gercek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (real time polymerase chain reaction-RT-PCR)
tabanli, fluoresan bazli ve spektrofotometrik tabanli yaklagimlar bulunmaktadir (Leary
ve digerleri, 2010, 2012). Daha yakin zamanda, ctDNA'daki jenerik degisikliklerin
tanimlanmasini iyilestirmek icin ¢esitli dijital genomik yontemler de gelistirilmistir.
Dijital PCR, paralel PCR i¢in damla tabanli sistemler, mikrokapsiilli platformlar

yaninda BEAMing (boncuklar, emiilsiyonlar, amplifikasyon ve manyetik) ad1 verilen
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bir yaklagim diisiik alel fraksiyonlarindaki ctDNA'daki nokta mutasyonlarini tespit
etmek icin hassas bir arag olarak ortaya ¢ikmistir (Diehl ve digerleri, 2008; Dressman,
Yan, Traverso, Kinzler ve Vogelstein, 2003; Higgins ve digerleri, 2012). Giiniimiizde
plazma DNA analizinde yeni nesil dizileme teknolojileri uygulanmaktadir. Bu yiiksek
verimli, disiik maliyetli dizileme teknolojileri genis genomik bolgelerdeki yaygin
ctDNA degisikliklerini tanimlar. TamSeq SafeSeq ve lon-AmpliSeq™ gibi PCR esash
derin dizilim ve CAPP-Seq gibi 6z erisime dayali derin dizilis de dahil olmak tizere,
plazma DNA'daki belirlenmis genomik bolgelerin analizinde hedeflenmis derin
dizilim yaklasimlar1 kullanilabilmektedir (Chetan Bettegowda ve digerleri, 2014;
Carreira ve digerleri, 2014; Kinde, Wu, Papadopoulos, Kinzler ve Vogelstein, 2011;
Rothé ve digerleri, 2014). Bu yontemlerin hepsi de Ornek hazirlama adimi
icermektedir.

Bu tez calismasinda yukarida belirtilen sekilde hali hazirda uygulanan
plazmadan ctDNA eldesi ve ardisik dizileme teknolojileriyle genomik profillemesi
yapilmasi degil, dogrudan plazmadaki ctDNA dizi farkliliklarini hedef alacak spesifik
ve yenilikgi bir 6l¢iim yontemi sunulmaktadir. Ozellikle yiiksek diizeyde ctDNA
salinimi ile karakterize, ileri evre kanser olgularinda var olan genetik farkliliklar boyle
bir dlglim sisteminin gelistirilmesine olanak tanimistir. Boylelikle kanser tani ve
izleminde doku biyopsilerinin dezavantajlarini tasimayacak sekilde, minimal invaziv
bir yontemle elde edilecek kan Orneklerindeki ctDNA’larin, tasidiklart genetik
degisikliklere afinite gosteren bir sistemle tayin edilmeleri miimkiin kilinmustir.
Gelistirilen bu 6zgiin sistem son derece segici bir 6lglim olanagi sunmanin yaninda,
hizli, pratik ve diigiik maliyetli olma 6zelligi tasiyan bir biyosensor sistemidir.

Biyosensorler, bir biyolojik algilayict yani sadece analit molekiiliine afinite
gosteren enzim, reseptor, antikor, DNA veya protein molekiiliiniin bir fizikokimyasal
iletici (transdiiser) lizerine immobilizasyonu ile gelistirilen analiz sistemleridir
(Turner, 1987). Bu biyolojik algilayici ile analit molekiilii arasindaki etkilesimin
sonucunda ortaya ¢ikan sinyaller transdiiser tarafindan analiz sistemine iletilir ve
analitin konsantrasyonuna veya varligmna bagli olusan sinyalin analizi ile 6l¢lim
gergeklestirilir. Biyosensorler tizerlerindeki biyoalgilayiciya gore katalitik veya afinite
temelli olabilmektedir (Ronkainen, Halsall ve Heineman, 2010). Katalitik ya da afinite
temelli biyosensorler, transdiiser tipine gore elektrokimyasal, optik veya piezoelektrik

temelli olabilir. Analiz sirasinda olusan fizikokimyasal degisimlerden agiga ¢ikan
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sinyaller elektrokimyasal ise transdiiser tipi elektriksel sinyalleri algilayict tiptedir.
Ornegin bir enzim bir substrat1 déniistiirdiigiinde elektroaktif {iriinler olusturuyor veya
elektrot yilizeyinin ylk dagilimima bagli iletkenlik degisiyorsa, bu degisimler
elektrokimyasal olarak 6lgiilebilir. Ayni sekilde olusan iiriin optik olarak 1s1k soguran
veya emisyon yapan bir iiriin ise optik biyosensor veya direk kuartz kristaller ile kiitle
Olciimii  gerekiyorsa piezoelektrik biyosensorler olarak adlandirilmaktadir. Bu
yontemler igerisinde girisime en az acik ve en pratik olan, ayrica hemen hemen her
tipteki madde ortamui igerisinde 6l¢iim olanagi saglayan ve daha diisiik maliyetli olan
sistemler, elektrokimyasal temelli biyosensor sistemleridir. Bu avantajlarindan dolay1
elektrokimyasal temelli biyosensor sistemleri, giiniimiizde bilimsel ¢aligmalarda da en
fazla tercih edilen sistemlerdir (Wang, 2008). Ayrica kiigiik ve tasinabilir olacak
sekilde tasarlanabilmeleri sonucu bu sistemler kisisel kullanima uygun olarak
gelistirilebilmekte ve genis bir alanda kullanilabilme potansiyeli tasimaktadir.
Katalitik temelli biyosensor sistemlerinde bir enzim, analit molekiiliinii enzimatik
olarak pargalar ve agiga ¢ikan ikincil molekiiller iizerinden veya bu ikincil molekiilleri
Olciilebilir hale getirebilen iiclinciil molekiiller {izerinden oOl¢iim gerceklestirilir.
Afinite temelli biyosensorlerde ise biyotanima ajani ve analitin birbirine
baglanmasmin &lgiilmesi sdéz konusudur. Ornegin, antijen-antikor, DNA-DNA,
protein-DNA veya protein-ligand baglanma derecesinin dlgiilmesi iizerinden analiz
gerceklesmektedir (Degefa ve Kwak, 2008; Katz ve Willner, 2003; Uygun ve digerleri,
2018). Afinite temelli biyosensorlerde 6l¢iim temeli yiizeye baglanan molekiillerin
Olctilmesi oldugundan, bu etkilesimi 6lgebilecek herhangi bir elektrokimyasal metot
islev gorebilmektedir. Bunlar arasinda da elektrokimyasal impedans spektroskopisi
one ¢ikmaktadir, ¢ilinkii bu yontemle ikincil bir molekiile gereksinim duymadan sadece
biyotanima molekiilii ile analit molekilii arasindaki baglanma oOlgiilebilmekte ve
yontem isaret¢i molekiile gereksinimi ortadan kaldirmaktadir (label-free) (Ertugrul ve
Uygun, 2016).

Impedans (Z veya R) veya elektrokimyasal impedans spektroskopisi
(electrochemical impedans spectrometry-EIS) elektrolit-elektrot — arayiiziiniin
incelenmesinde, kiitle transfer oranlarinin dl¢iilmesinde ve elektrot reaksiyonlarinin
analizinde kullanilan etkili bir 6l¢iim teknigidir (Ertugrul Uygun and Uygun 2013;
Katz and Willner 2003). Belli potansiyelde, belirlenen iki frekans arasinda elektrotun

elektron transfer rezistansini 6lgme temeline dayanan bu son derece duyarli dl¢iim
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yontemi sayesinde elektroaktif olmayan biiyiik kiitledeki proteinler, antijenler ¢ok
genis tayin araliklarinda ve ¢ok diisiik tayin sinirinda bile dlgiilebilmektedir (Uygun
ve Sezgintiirk, 2011). Yo6ntemde ikincil bir molekiile gerek duyulmamasi, sadece iki
yap1 arasindaki etkilesimin Olgiilmesi sayesinde diger elektrokimyasal yontemlere
gore cok daha pratik bir sekilde tayinler yapilmaktadir.

Yukarida da bahsedildigi gibi, biyosensor sistemlerinde biyolojik kaynakli
biyomolekiiller; yani enzimler, DNA’lar, peptidler, RNA’lar gibi bir¢cok biyolojik
molekiil kullanilabilmektedir. Bu projenin en yenilik¢i ve 6zgiin yani1 da, hedef
ctDNA’y1 baglayabilmek i¢in ctDNA’daki belirli bir genetik diziyi (projede hedef
alinan dizi kanser gelisiminde rol oynayan &zel bir mutasyondur) spesifik olarak
baglayacak bir protein-RNA kompleksi olan CRISPR (Clustered Regularly
Interspaced Short Palindromic Repeats) / Cas9 (CRISPR associated system 9) protein
kompleksinin biyotanima ajani olarak kullanilmasidir. Boylelikle, 6n islem yapmaya
gerek olmadan, tiimore 6zgli genetik mutasyonu tagiyan plazmadaki ctDNA’larin
spesifik olarak dCas9’a baglanmasina ve ardindan EIS ile 6lgtimlerinin hizli ve pratik
olarak yapilmasina olanak veren bir biyosensor sistemi gelistirilmistir.

CRISPR, ilk olarak 1987 yilinda E.coli bakterisinde saptanan ve DNA’da
yaklagik 35 baz ¢ifti uzunlugunda bir dizinin belirli araliklarla 4-5 sefer tekrar
etmesiyle olusan ‘diizenli araliklarla bolinmiis palindromik tekrar kiimeleri”dir
(Ishino, Shinagawa, Makino, Amemura ve Nakata, 1987). 1990’larda genom dizileme
teknolojilerinin geligsmesi ile bahsi gecen tekrarlarin baska bircok bakteri ve arkede
ortaya ¢ikmasi, ardindan 2005 yilinda CRISPR kiimelerinin aslinda edinilmis (adaptif)
bir immun sistem yanitt oldugunun oOne siiriilmesi bu alandaki caligmalar
hizlandirmistir. Bu arastirmalar, gergekten de bakterilerin, saldirisindan kurtulmay:
basardiklar viriislerin DNA’larindan parcalari, kendi DNA’laria ekleyerek bu sayede
ayni1 viriisiin sonraki saldirilarindan korunmay: saglayan bir savunma sistemine sahip
oldugunu gostermistir. Bu yanitta, plazmid DNA yapisindaki bu tekrarlayici
palindromik birimlere, daha dnceden yabanci DNA’ya (viriis ya da plazmid) maruz
kalma sonucu ortaya ¢ikan kisa, ‘spacer’ denen DNA segmentleri (faj enfeksiyonuna
daha sonra savunma saglanabilmesi i¢in) eklenmekte ve kiiciik cas (CRISPR-
associated system) gen kiimeleri de bu CRISPR sekanslarina komsu olarak yer
almaktadir. CRISPR ile iliskili proteinlerin genetik bilgisini iceren Cas promotor

bolgesi, Cas proteininin hedef DNA’ya spesifik yonlenmesini saglayacak olan ve
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hedef DNA dizisinin eslenigini iceren bir yonlendirici RNA (guide RNA-gRNA),
endoniikleaz ve helikazdan olusan ¢ok alt birimli kompleks bir proteini sentezler
(Lintner ve digerleri, 2011; Wiedenheft ve digerleri, 2011). Bu sayede, ‘spacer’
sekans1 barindiran RNA, Cas proteinlerinin hedef ekzojen DNA’y1 tanimasina ve
endoniikleaz aktivitesi ile kesmesine yardimci olarak faz DNA’y1 pargalamakta ve
DNA enfeksiyonunu engellemektedir. Kisaca Cas promotor bolgesinin gorevi,
plazmid DNA dizisindeki ‘spacer” DNA’nin islenmesini ve olasi yeni faj
enfeksiyonunda 6nlem alinabilmesini saglamaktir.

2013’den bu yana ise, CRISPR/Cas9 sistemiyle gRNA dizisinin canli sistemin
kendisi tarafindan degil de, spesifik DNA bdlgesi hedeflenerek in vitro olarak iiretimi
ile her DNA dizisine miidahale edilebilme potansiyelinin ortaya ¢ikmasi 6zellikle gen
miihendisliginde ¢ok genis arastirma alanlarinin gelismesine neden olmustur. Bu
sistemde, sentetik gRNA ve onunla kompleks olusturmus Cas9 niikleazi ile hedef
hiicrenin genomu son derece spesifik bir sekilde hedeflenen bolgeden kesilebilmekte,
boylece uzaklastirilmak istenen genler uzaklastirilabilmekte ve/veya yeni genler
eklenebilmektedir. CRISPR/Cas9 ile ayn1 anda birden fazla gen lokusuna miidahale,
gen modifikasyonu ve genomik goriintiileme yapilmasi da miimkiindiir. Bu sekilde
tasarlanan CRISPR/Cas genom diizenleme teknikleri tipta ve zirai alanda (tohum
zenginlestirme/¢ogaltma) yaygin kullanim potansiyeline sahip olmalar1 nedeniyle de
2015 y1linda American Academy of Advancement of Science (AAAS) tarafindan yilin
bulusu olarak degerlendirilmislerdir (“http://www.sciencemag.org/news/2015/12/and-
science-s-breakthrough-year”, 2015).

Cas9 proteini tizerinde bulunan gRNA sayesinde istenilen her DNA dizisinin
hedeflenebilmesi, dolayisiyla CRISPR/Cas9’un c¢ift zincirli DNA’y1 helikaz ile
ayrrarak iizerindeki gRNA’nin bu ayrilmis DNA’ya komplementer olacak sekilde
eslenerek baglanmasinin son derece spesifik olmasi bu tez g¢alismasmin temel
noktasini olusturmaktadir. Caligma bu spesifik baglanmadan yola ¢ikarak 6zgiin bir
biyosensor sisteminin gelistirilmesini ve bu sistemle ctDNA analizinin label-free,
hizli, spesifik ve duyarli bir sekilde basariyla gegeklestirilmesini kapsamaktadir.

Cas9 proteininin 6nemli katalitik boliimleri mutasyona ugratilarak, DNA’y1
kesen kisimlarin inaktive edilmesi ile endoniikleaz aktivitesi olmayan modifiye
edilmis Cas9 versiyonlar1 da iiretilebilmektedir. Katalitik olarak inaktive edilmis bu

Cas9 proteinleri (deactivated Cas9, dCas9) DNA hidrolizine etki etmezler, yani hedef
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DNA’y1 kesmeden sadece spesifik DNA bolgesine baglanarak gen transkripsiyon
stirecine fiziksel olarak miidahale ederler (Shalem, Sanjana ve Zhang, 2015). Bu
sekilde transkripsiyon inhibisyonu veya aktivasyonuna aracilik eden faktorlerle
flizyon proteinleri olarak gen ekspresyonunu kontrol etmek i¢in kullanilabilirler. Bu
caligmada da, dCas9 kullanilarak modifiye edilmis, SJRNA-dCas9 biyoreseptoriiniin
biyosensor yilizeyinde hedef DNA’y1 yakalamasi ancak dCas9’un endoniikleaz
aktivitesi olmamasi nedeniyle hedef DNA’y1 parcalamayarak afinite temelli bir
baglanmaya yol agmas1 hedeflenmistir.

Tez calismasinin ana amaci bu spesifik ve yenilik¢i biyosensor sisteminin
gelistirilmesi olmakla birlikte sistemin in vitro dogrulama ¢alismalar1 ardindan in-vivo
orneklerde de tayinlerin yapilmasi hedeflenmistir. Bunun i¢in c¢tDNA diizeylerinin
yiiksek oldugu bilinen ileri evre meme kanseri olgularinin 6rnekleri kullanilmastir.

Meme kanseri, kadinlarda en sik rastlanilan kanser tipi olup akciger
kanserinden sonra kanserle iligkili kadin 6liimlerinin temel nedenidir (Higgins ve
digerleri, 2012). Meme kanserine bagl 6liimlerin biiylik bir cogunlugu ise rekiirren
metastatik hastalik sonucu gergeklesmektedir. Meme kanseri tanisi genellikle hastanin
memesinde bir Kitleyi fark etmesi ya da kontrol mamografi sirasinda tesadiifen kitlenin
bulunmasi yoluyla olsa da kesin tani1 doku biyopsisiyle konur. Sonugta, tanisal kan
testleri olmadigi i¢in, ister benign, ister malign bir kitle ile bagvuran hastalarin hemen
hepsine biyopsi uygulanir. Bu da aslinda oncelik verilmesi gereken meme kanserli
olgularda ¢ogu zaman gereksiz gecikmelere, benign kitlesi olan olgularda gereksiz
endiselere ve klinik uygulamalara ve genel saglik sistemine gereksiz bir ek yiike neden
olur (Campbell ve Ramsey, 2009). Biyopsi dokusunda yapilan gen ekspresyon
analizleri, tedavi segenekleri i¢in yol gosterici olsa da, meme kanserinin olabildigince
erken tanisi, prognozunun tayini, terapiye yanitin Ongoriilerek tedaviye devam
edilmesi gereken ve gerekmeyen olgularin belirlenebilmesi, neoadjuvant tedavilerden
yarar gorecek olanlarin yanit verecekleri en uygun tedaviyi almalar1 gibi kararlarda
kullanilabilecek biyobelirte¢ panellerine biiyilik ihtiyag vardir. Siiphesiz ki, meme
kanseri tanisinda yardimci olacak minimal invazivlige sahip kan testleri meme kanseri
On tanisiyla yonlendirilen hastalarin zamaninda tan1 almalarin1 saglayacak ve bireye
0zgii hastalik yonetimine olanak vererek hastalarin yasam kalitesinin artmasina ve

asam suresinin uzamasina yol acacaktir (Friel, Corcoran, Crown ve O’Driscoll
9 9 9

2010D).
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Meme kanseri heterojenitesi iyi tanimlanmis bir malign durum olup tek bir
biyolojik belirtecin tam ve dogru olarak taniy1 kesinlestirmesi olas1 degildir. Molekiiler
profillemedeki son gelismeler meme kanseri tiimor hiicrelerinin ve iligkili genlerin
tayininde belli yiizey biyobelirteglerinin ve gen ekspresyon paternlerinin
kullanilabilmesine olanak tanimistir. Meme kanserinden kaynaklanan liimlerin doku
biyopsisi veya tiimor rezeksiyonu ardindan dolagima salinan CTC’ler ve ctDNA’larin
yol acabildigi rekiirren metastatik hastalik sonucu oldugu dikkate alindiginda, kanser
tan1 ve izleminde invazivligi minimal bir tayin yonteminin klinik olarak ¢ok avantajh
olacag asikardir (Higgins ve digerleri, 2012; Van der Auwera ve digerleri, 2009).
Bunun yanisira, boyle bir yontem, artmis kanser riski olan olgularin taranarak erken
tan1 almalarina neden olabilecek bir potansiyele de sahiptir.

Meme kanserinde erken metastatik hastaligin tayininde, spesifik hiicre ylizey
belirteglerinin ekspresyonuna bagli CTC analizi, iizerinde ¢ok aragtirmalarin yapildig
bir alandir, ancak CTC’lerin heterojen 6zellikleri nedeniyle uygun bir tan1 yonteminin
gelistirilmesi olduk¢a zorlu goziikmektedir. Benzer sekilde meme kanserinde
biyobelirte¢ olarak kullanilan 8 temel protein (izlem ve takip i¢in kullanilan CA 15-3,
CA 27-29 ve karsinoembryonik antijen (CEA), tedavi planlama i¢in kullanilan ER, PR
ve HER-2, rekiirrens riskini 6ngdrmek i¢in kullanilan tirokinaz plazminojen aktivator
(uPA) ve plazminojen aktivator inhibitorii 1 (PAI)-1) (Friel ve digerleri, 2010a)
bulunmasina ragmen yine de arzu edilen tan1 ve izlem diizeylerine erisilememistir.

Bilindigi gibi kanser tan1 ve izleminde kullanilmak iizere bir biyobelirtecin
gelistirilmesi baslica 5 asamada olur: 1) preklinik arastirma ¢aligmalari, 2) klinik analiz
gelistirilmesi, 3) retrospektif longitudinual kayit ¢alismalari, 4) prospektif tarama
calismalari, 5) tarama calismalarinin hastalik yiikiinii azaltmadaki roliinii ortaya koyan
kanser kontrol c¢alismalari. Bu tez calismasi da, preklinik bir arastirma galigmasi
kapsaminda olup, ileri evre meme kanserli olgularin kan orneklerinde bulunan
ctDNA’daki tiimore 6zgii epigenetik degisiklikler iizerinden yeni ve &zgiin bir
biyosensor sistemi gelistirilmesini hedeflemektedir. Bu amaca yonelik olarak timor
tan1 ve izleminde biyotanima ajani olarak yepyeni bir sistem olan CRISPR/dCas9
kullanilmis, ctDNA’ya spesifik baglanan elektrokimyasal tabanli bir afinite
biyosensorii gelistirilmis, boylelikle yukarda bahsedilen biyobelirtec gelistirme
fazlarindan klinik analiz gelistirilmesine olanak tanima potansiyeli olan bir siire¢

baslatilmistir.
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Gerec ve Yontem

Bu calisma, 01.05.2018 ile 14.03.2020 tarihleri arasinda Ege Universitesi Tip

Fakiiltesi (EUTF), Tibbi Biyokimya AD Arastirma Laboratuvarinda yiiriitiilmiistiir.

Kimyasal Sarf Malzemeler ve Cozeltilerin Hazirlanist

Bu ¢alisma kapsaminda kullanilan asagidaki kimyasallar; analitik grade olup

Merck firmasindan temin edilmistir (Merck KGaA, Darmstadt, Almanya).

Potasyum hegzasiyanoferrat (111) (KsFe(CN)s)
Potasyum hegzasiyanoferrat (11) trihidrat (KsFe(CN)g)
Potasyum Kloriir (KCI)
Potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4)
Poliamidoamin 5. nesil (PAMAM-G5) dendrimer (%5’lik metanolde amin ile
modifiye edilmis etilen diamin ¢ekirdekli olarak temin edilmistir).
Sistamin (Cys)
N-hidroksisiiksinimid (NHS)
N-(3-Dimetilaminopropil)-N'-etilendiaminkarbodiimid hidrokloriir (EDC)
4-(2-Hidroksietil) piperazin-1-etansiilfonik asit (HEPES)
Glutaraldehit (%25)
MS grade absolii etanol
MS grade metanol
Stilfiirik Asit %98 (H2SO4)

Cozeltiler
Fosfat Tampon: 50 mM KH2PO4 (toplamda 500 mL), NaOH ile titre edilerek, pH
metrede pH= 6,8; 7; 7,4 olacak sekilde farkli pH’larda hazirlanmistir.
HEPES tampon: 50 mM HEPES (toplamdal00 mL), pH metrede pH=6,5 olacak
sekilde hazirlanmistir.
Redoks Probu: 5 mM KsFe(CN)s, 5 mM KsFe(CN)s, 100 mM KCI ve 50 mM
KH2PO4 karigtirilarak NaOH ile pH’s1 pH metrede 7’ye ayarlanarak 500 mL
olacak sekilde hazirlanmustir.
PAMAM-GS c¢ozeltisi: PAMAM c¢ozeltisi 1 mM olacak sekilde pH=6,8 fosfat
tamponu igerisinde stoktan seyreltilerek hazirlanmigtir.
Sistamin Cozeltisi: 100 mM olacak sekilde 30 mL saf etanol igerisinde ¢6ziilerek

hazirlanmistir.
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EDC ve NHS ¢ozeltileri: Her seferinde taze olarak son hacmi 1 mL olacak sekilde
hazirlanmistir. Karisim halindeki konsantrasyon 4 mM EDC (Stok:8 mM) ve 1
mM NHS (Stok:2 mM) olacak sekilde, dncelikle ayr1 ayri hazirlanmis, kullanim
aninda ayni orada birlestirilmislerdir.

Glutaraldehit ¢ozeltisi: Saf su igerisinde, % 25°lik stok ¢ozeltiden % 5°lik olarak
10 mL olacak sekilde hazirlanmustir.

Siilfiirik asit ¢ozeltisi (2 M): %98’lik siilfiirik asit ¢ozeltisi 17,822 M oldugundan
bu ¢ozeltiden 8,911 kat su ile seyreltilerek hazirlanmustir.

Yapay plazma: 4,5 mM KCI, 5 mM CaCly, 1,6 mM MgCly, 2,5 mM iire, 0,1%
serum albumini ve 145 mM NaCl igeren fosfat tamponu (pH=7,4).

dCas9, sgRNA ve ctDNA Cézeltilerinin Hazirlanmast

Bu asamada kullanilan tiim otomatik pipet uglar1 DNaz ve RNAaz free olarak

temin edilmis ve kullanilmistir.

dCas9 proteinleri (K140-ABM) Abm Good firmasindan (Applied Biological
Materials Inc. (Abm), Richmond, BC, V6V 2J5, Kanada) satin alinmistir. dCas9
proteinleri firma tarafindan gonderilen stok ¢ozeltisi igerisinde ¢oziilmiistiir (10
mM Tris-HCI (pH 7,4), 0,1 mM EDTA, 1 mM DTT, 300 mM NaCl, and %50 (v/v)
Gliserol). Bu ¢ozelti 500 nM derisimde olacak sekilde 50uL’lik porsiyonlar
halinde -20°C’de saklanmustir.

sgRNA’lar hedef PIK3CA ekzon 9 mutasyonuna spesifik olarak tasarlanmis
sekilde Synthego firmasindan (Synthego, U.S.A.) satin alinmistir. SQRNA temel
sekansi basinda bulunan Niiklotid (N) kisimlar1 ise hedef DNA dizisini (bizim
calismamizda PIK3CA mutasyonu) hedeflemektedir.

sgRNA stok porsiyonlar1 500 nM olacak sekilde 20 pL olarak porsiyonlanmustir.

seRNA Sekansi

5S’NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNGUUUUAGAGCUAGAAAUAGCAAGUUA
AAAUAAGGCUAGUCCGUUAUCAACUUGAAAAAGUGGCACCGAGUCGGU
GCUUUU-3’

PIK3CA'daki somatik mutasyonlar, farkli iilkelerde farkli oranlarda tanimlansa

da mutasyonlarin ¢ogunlugu PIK3CA'nin helikal alaninda (ekzon 9) bulunmaktadir

(Board ve digerleri, 2010). Bu bilgi 1s181nda gelistirilen hedef ctDNA dizisi tizerindeki

asagidaki mutasyonlar yer almaktadir.
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Ekzon 9: G1633A, C1616G, A1634C, G1624A ***

*** Buradaki gosterimde, ilk harf yani G, C veya A mutant olmayan bazi,
aradaki numara ise bu bazin bulundugu baz dizisindeki sirasini ve numaradan sonra
gelen baz kisaltmasi ise mutasyonda buraya gelen bazi gostermektedir (N1(hnumara)N2
gosterimi gen dizisindeki bazlarin birbiri ile degisimini, (numara) da o bazin yer aldigi
yeri gostermektedir).

e Hedef ctDNA dizileri ise Metabion firmasindan (Metabion AGG, Planegg,
Almanya) temin edilmistir. ctDNA olarak kullanilan hedef DNA dizisi
CCAGAGGGGAAAAATATGACA(N10) olarak belirlenmistir. Bu dizi hedef
mutasyonlarin oldugu dizidir.

o CtDNA stok porsiyonlart 500 nM olacak sekilde 20 pL olarak porsiyonlanmistir.
Cihazlar

e Biyosensor gelistirilmesinde kullanilan ticlii elektrot sistemi olarak yiizey baskili
elektrotlar (screen printed electrodes, SPE) kullamlmistir. Uglii elektrot
sisteminde, ¢alisma elektrotu Grafen oksit ekran baskili elektrot (110-GPHOX) ve
altin yiizey baskili elektrot (DRP-250AT) elektrotlar Dropsens firmasindan tedarik
edilmistir (Metrohm Dropsens, Oviedo, ispanya). Yardimci elektrot olarak bu
sistemin tizerinde platin elektrot ve referans elektrot olarak giimiis/glimiis kortr
(Ag/AgCI) elektrodu kullanilmustir.

e Palmsens 3 potansiyostat (PalmSens B.V., Houten, Hollanda) kullanilmistir.
Dongiisel voltammetri (CV) ve elektrokimyasal impedans spektroskopisi (EIS)
Olgtimleri bu cihaz ile ger¢eklestirilmistir. Bu cihazin bilgisayar ara yiizii olarak
PSTrace 5.7 programi kullanilmistir.

e Yiizey goriintiilemesi i¢in kullanilan atomik kuvvet mikroskobu (Atomic Force
Microscope-AFM) ise ezAFM Nanomagnetics firmasindan (NanoMagnetics
Instruments Ltd. Ankara, Tiirkiye) temin edilmistir.

Yontem

Saghkli ve Hasta Orneklerinin Toplanmast

Calismanin Etik Kurul onayi, EUTF Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’nun
26.12.2016 tarihli ve 16-12.1/48 no’lu karar1 ile alinmigtir. Daha dnce uzman hekim
tarafindan, histopatoloji degerlendirmesiyle meme kanseri teshisi konmus, EUTF
Genel Cerrahi Klinigi tarafindan izlem altinda olan ve degisik hastalik evrelerinde

olmasia ragmen son 3 ayda radyoterapi veya kemoterapi gérmemis kisiler ¢alisma
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konusunda bilgilendirilmisler, ¢alismaya katilmay1 kabul edenler (n=100) Goniilli
Olur formunu imzaladiktan sonra ¢aligmaya dahil edilmislerdir.

Saglikli olgular ise goniilli ve ulasabildigimiz saglik calisanlarindan
secilmistir, ayrintili anamnezde asagidaki dislama kriterlerini tasimayan olgular
(n=20) Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu’nu imzalamalar1 ardindan ¢alismaya
alinmuslardir.

Dislama Kriterleri

e Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu’nu imzalamayanlar

e Trombotik veya hematolojik hastaligi olanlar

e Meme kanseri disinda tiimorii olanlar

e Trombosit fonksiyonunu bozan herhangi bir ilag kullananlar

¢ Bilinen renal veya hepatik yetmezligi olanlar

e Kronik hastalig1 olanlar

e Diizenli alkol kullananlar

e Kalp yetmezligi dykiisii olanlar

e Hipertansiyon disinda bilinen aterosklerotik bir hastalig1 (gegirilmis MI,

SVO, renal arter stenozu...) olanlar

e Hemoglobin diizeylerinde diisiikliik olanlar (hemoglobin<11,5 g/dl)

Hastalarin kilo, boy odl¢timleri, ilag-alkol-sigara kullanimlari, varsa diger
komorbiditeleri, kanser biyobelirteg test sonuglar ve tiimdre ait immiinohistokimyasal
analiz sonuglar1 da her bir olgunun Bilgi Formu’na eklenmistir.

Tiim olgulardan (20 saglikli goniillii ve 6nceden histopatolojik olarak meme
kanseri teshisi konmus farkli evrelerde bulunan 100 goniillii hasta) bir kez, K:2EDTA
iceren (mor kapakli) tiiplere intravendz (2-3 cc) kan 6rnegi alinmustir. Bu tiipler 4 000
x rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra plazma ikiye ayrilarak, iki farkli 6rnek
olarak, PCR ve Biyosensér analizi igin -80°C’de saklanmustir.

Biyosensoriin Gelistirilmesi

Tasarlanan biyosensor sisteminde, elektrotlarin hazirlanmasi projemizin en
Ozgilin ve yenilik¢i yanidir. Burada biyotanima reseptorii olarak kullanilan dCas9
protein kompleksi; Cas9’dan farkli olarak endoniikleaz aktivitesi igermemekte, ancak
tizerinde ctDNA’y1 secici bir sekilde baglayacak yonlendirici bir molekiil olan

SgRNA’y1 bulundurmaktadir. Bu dCas9-sgRNA kompleksinin elektrot iizerine saglikli
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bir sekilde immobilizasyonunun saglanmasi i¢in elektrot iletkenligi ve ylizeyi de goz
Oniine alinarak izlenecek adimlar asagida belirtilmistir.

Calismada kullanilan sentetik sgRNA’nin belirlenmesinde meme kanserli
olgularda goriilen PIK3CA geni {izerindeki mutasyonlar temel alinmistir. Bu
mutasyonlarin se¢ilmesinin sebebi ise, PIK3CA mutasyonlarinin meme tiimdrlerinde

en yaygin goriilen mutasyonlardan olmasidir (Tablo 1).

Tablo 1. Degisik tip meme kanserlerinde PIK3CA mutasyonlarmin goriilme sikliginin orani

(Kaynak: https://www.mycancergenome.org/content/disease/breast-cancer/pik3ca/)

Hormon Reseptor Pozitif . .. .
. i . HER?2 Pozitif Invaziv Uglii-Negatif Invaziv Meme
Gen Mutasyonu  Invaziv Meme Kanseri (ER+ ve/veya PR+) Invaziv

. Meme Kanseri Kanseri
Meme Kanseri
%26 (Saal ve digerleri, . . %22-31 (Saal ve . .
%34,5 (Saal ve digerleri, 2005; . . %8,3 (Stemke-Hale ve digerleri,
PIK3CA 2005; Stemke-Hale ve ) ) digerleri, 2005; Stemke-
) ) Stemke-Hale ve digerleri, 2008) " ) 2008)
digerleri, 2008) Hale ve digerleri, 2008)

2016 yilinda Nature’da yayimlanan ve 2433 meme kanserli olgunun genetik
profillemesini degerlendiren bir calismaya goére olgularmm % 40,1’inde PIK3CA
mutasyonlar1 goriilmektedir (Pereira ve digerleri, 2016). PIK3CA'daki somatik
mutasyonlar, farkli {ilkelerde farkli oranlarda tanimlansa da mutasyonlarin
cogunlugunun PIK3CA'nin helikal alaninda (ekzon 9) ve kinaz alaninda (ekson 20)
oldugu goriilmektedir (Board ve digerleri, 2010):

Exon 9: G1633A, C1616G, A1634C, G1624A
Exon 20: A3140G, A3140G, C3075T (Silent mutasyon)

Calismanin gergeklestirilmesinde, ¢alisma elektrotunun tiirii, immobilizasyon
calismasi igin ana noktayr olusturmaktadir. Bu nedenle dCas9-sgRNA biyotanima
ajaniin impedimetrik olarak da dogrulanmasi i¢in altin ve grafen oksit elektrotlar
secilmistir.

Biyosensor tasariminda temel amag¢ dCas9-sgRNA kompleksinin baglanmasi
i¢in, aktif uglar olusturularak elektrotlarin yiizeyinin uygun hale getirilmesidir. Bunun
icin elektrotlar Oncelikle saf su ile yikanarak yiizeylerindeki Kirlilikler
uzaklastirilmigtir. Sonrasinda azot gazi altinda kurutulan elektrotlar, redoks probu
igerisine yerlestirilerek EIS ve CV 6l¢iimii ile elektrokimyasal yiizey karakterizasyonu

yapilmistir.
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EIS i¢gin elde edilen impedans egrileri PSTrace 5.7 yazilimi ile analiz edilerek
hesaplanmistir.  Elektrokimyasal devre modeli olarak Randles devre modeli

kullanilmistir. Bu devre modeli Sekil 2°de gosterilmistir.

Redoks Probu Biyosensor Yiizeyi

Sekil 2. Randles devre semasiin gosterimi (elektrik akimi soldan saga dogru gergeklesmektedir).
Modelde Rlyardimci elektrot ile ¢alisma elektrotu arasinda kalan ¢6zelti direncini, R2 ise
calisma elektrotu yani kullanilan ana elektrotun yiizey direncini gosterir. W, Warburg
impedansidir, redoks probundan elektrot yiizeyine madde tagimimini temsil eder. C ise
yiizeyin ¢ift tabaka yiik direncini gosterir. Impedans, bu devre modeli ile hesaplanmustir.

EIS parametreleri olarak grafen oksit elektrot i¢in 2.000 Hz ile 0,05 Hz
arasinda, altin elektrot icin ise 10.000 Hz ile 0,05 Hz arasinda frekans taramasi
yapilmas1 asamasinda her iki elektrota 180 mV potansiyel (direct current-DC)
uygulanmistir. Frekans olusturabilmek igin alternatif akim (alternative current-AC)
potansiyeli 10 mV olarak belirlenmistir. EIS birimi ise ohm’dur.

EIS ile elde edilen veriler, Nyquist Plot seklinde elde edilmis ve EIS verisinin
hesaplanmasi i¢in devre semast R(C(RW)) kullanilmistir (Sekil 2.) (Uygun ve Ertugrul
Uygun, 2014).

CV ol¢timleri ise -0,2 ile 0,5 V arasinda 100 mV/sn tarama hizinda
gerceklestirilmistir.

Elektrotlar modifiye edilmeden elde edilen EIS ve CV verileri yalin elektrot
sinyali olarak belirlenerek immobilizasyonun izlenmesi igin bir baseline
olusturulmustur.

A. Grafen oksit elektrot (GPHOXE) tasarimi (GPHOXE-dCas9-sgRNA

modifiyeli elektrot)

a) Elektrot yiizeyinde grafen oksit tabakalar1 bulunmaktadir. Grafen oksit
tabakasi tizerinde bulunan hidroksil (-OH) ve karboksil (-COOH)
gruplarmin aktiflenmesi ile immobilizasyon gerc¢eklestirilmistir.

Grafen oksit elektrotlar oncelikle igerisinde 2 M H2SOs4 bulunan
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b)

cozeltiye daldirilmistir. Ardindan elektrotlara 150 saniye boyunca 1,6
V potansiyel uygulanarak Grafen-karbon tabaka aktiflenmistir.
Aktiflenen elektrot yiizeyine 50 uL. EDC/NHS ¢6zeltisi damlatilarak 1
saat nemli ortamda oda sicaklifinda bekletildikten sonra elektrot
yikanmis, ardindan azot gazi akigi altinda Kurutularak dCas9-grRNA
immobilizasyonuna hazir hale getirilmistir.

500 nM olacak sekilde hazirlanan dCas9 ¢6zeltisinden 50 uL elektrot
yilizeyine damlatilarak nemli ortamda oda sicaklifinda 2 saat inkiibe
edilerek immobilize edilmis, ardindan EIS ve CV 6l¢iimleri alinmistir.
Ardindan elektrot yikanip kurutulmustur. Sonrasinda 10 uL 500 nM
sgRNA ¢ozeltisi GPHOXE/dCas9 modifiye elektrot {izerine
damlatilarak 37°C’de, 1 saat bekletilmistir, dCas9-sgRNA kompleksi
olustuktan sonra baglanmayan sgRNA saf su ile yikanarak
uzaklastirilmigtir. Ardindan, ylizeyin EIS ve CV Ol¢timleri alinarak
sgRNA baglanmas1 elektrokimyasal olarak izlenmistir. Boylelikle
GPHOXE/dCas9-sgRNA biyosensorii ¢tDNA igin dl¢iime hazir hale
getirilmistir.

Biyosensoriin modifikasyon adimlarint dogrulamak i¢in atomik kuvvet
mikroskobu ile her modifikasyon i¢in ylizey goriintiisli, ylizey

histogrami ve ylizey kalinlig1 belirlenmistir.

B. Alun elektrot (AuE) tasarumi (Dogrulama amach: AUE/ISAM/PAMAM-
dCas9-sgRNA modifiyeli elektrot)

a)

b)

Elektrot yiizeyi kendi kendine diizenlenen tek tabaka (self-assembly
monolayer; SAM) ile modifiye edilmistir. SAM materyali olarak
sistamin kullanilarak bu islem gerceklestirilmistir. Altin elektrotlar bu
¢Ozeltinin igerisinde 1 saat bekletilmistir. Bu islemden sonra AUE
sirastyla  etanol ve su ile yikanarak baglanmamis Cys’nin
uzaklagstirilmasi saglanmistir. Azot gazi ile kurutulan AuE yiizeyinde,
EIS ve CV ile immobilizasyon tabakalar1 (SAM) kontrol edilmistir.

SAM modifiyeli AuE/Cys elektrotun yiizey alanini artirmak igin
elektrot amin ug¢lu poliamidoamin (PAMAM; 5. nesil G5) ile modifiye
edilmistir. Ancak bu islemden once Cys ile modifiye edilen

elektrotlarin tizerine 50 pL %5 glutaraldehit igeren sulu ¢ozelti

23



damlatilarak 30 dakika bekletilmis ve PAMAM baglanmasi igin aktif
aldehit uglar1 olusturulmustur. Sonrasinda elektrot saf su ile nazikge
yikanmis ve azot gazi ile kurutulmustur.

c) Elektrotlarin tizerine 20 uL, 1 mM PAMAM igeren (pH=6,8) ¢o6zelti
damlatilarak bekletilmis, sonrasinda elektrotlar saf su ile yikanarak
kurutulduktan sonra EIS ve CV ile karakterize edilmistir. Ardindan 50
uL %5 glutaraldehit iceren sulu ¢ozelti damlatilarak 30 dakika
bekletilen elektrotlar boylece dCas9-gRNA immobilizasyonuna hazir
hale gelmislerdir.

d) Bu islemler sonucunda aminotiyofenol ve PAMAM ile modifiye Au
elektrot hazirlanmistir: AUE/Cys/PAMAM

e) Bir sonraki adimda da dCas9 ve sgRNA kompleksinin elektrot
yiizeyine immobilizasyonu ayri ayri gerceklestirilmistir (Storici, 2014).
500 nM olacak sekilde hazirlanan dCas9 ¢ozeltisinden 50 pL elektrot
yiizeyine damlatilarak bir gece nemli ortamda +4°C’de inkiibe edilerek
immobilize edilmis, ardindan EIS ve CV ol¢limleri alimustir.
Ardindan elektrot yikanip azot gazi ile kurutulmustur. Sonrasinda 10
uL 500 nM sgRNA ¢ozeltisi AuE/Cys/lPAMAM/dCas9 modifiye
elektrot tizerine damlatilarak 37°C’de 1 saat bekletilmistir, dCas9-
SgRNA kompleksi olustuktan sonra baglanmayan sgRNA saf su ile
yikanarak uzaklastirilmistir. Ardindan, yilizeyin EIS ve CV dl¢limleri
alimarak SgRNA baglanmasi elektrokimyasal olarak izlenmistir.
Boylelikle AuE/Cys/PAMAM/dCas9-sgRNA biyosensorii ctDNA igin
Olglime hazir hale getirilmistir.

ctDNA’nmin Elektrokimyasal olarak él¢iilmesi

ctDNA olarak elde edilen DNA dizileri 120 baz ¢ifti olacak sekilde ticari olarak
satin alimmigtir. Bu ctDNA dizilerinin farkli konsantrasyonlarda hazirlanarak dCas9-
sgRNA ile modifiye edilmis elektrot yiizeyine damlatilmas1 ile Ol¢lim
gerceklestirilmistir. ctDNA ile dCas9 iizerindeki konjugasyon bu baglanma tizerinden
izlenmistir (Sekil 3).

ctDNA baglanma siiresi 120 bp DNA i¢in kronoimpedimetrik olarak
izlenmistir. Kronoimpedans ol¢liimiinde, elektrot yatay bir pozisyona getirilerek,

tizerine 120 bp 20nM ctDNA damlatilmistir, ardindan, kronoimpedimetrik 6l¢iim
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potansiyostat ile baslatilmistir. Kronoimpedans kosullart; 200 Hz 100 mV kosullarinda
gerceklestirilmistir. Kronoimpedans egrilerinde artis egimini kaybedene kadar 6l¢iim
siirmiis ve Ol¢iim zamani olarak baslangi¢ anindan itibaren egrinin lineer oldugu
maksimum nokta ctDNA 0l¢iim zamani olarak se¢ilmistir.

a. Builk asamalardan sonra kalibrasyon grafiginin ¢izimi i¢in, dCas9-sgRNA
ile modifiye edilmis elektrotlarin lizerine farkli konsantrasyonlarda ctDNA
dizileri damlatilmistir. Bu damlatma isleminden sonra elektrot 37°C’de
bekletilerek ctDNA ile dCas9-sgRNA baglanmasi islemi yapilarak EIS ve
CV olgiimleri gergeklestirilmistir. Standart grafiginde dikkat edilen konu
bu islemin, yani artan konsantrasyonlarda ctDNA eklenmesi siirdiik¢e
elektrotun verdigi EIS (artig) ve CV (azalis) piklerinin degismesidir, bu
degisme durana kadar yani plato eldesine kadar islem devam etmis ve
boylelikle linearite belirlenmistir. Standart grafik her elektrot i¢in birden
fazla cizilerek, tekrar Tretilebilirlik, regresyon katsayis1 ve
tekrarlanabilirlik bu egriler ile hesaplanmigtir. Standart grafikte vy
ekseninde impedans (ohm), x ekseninde ise ctDNA konsantrasyonu grafige
yerlestirilerek Excel programinda standart egrileri tiretilmistir.

b. Bu islemden sonra saglikli kisilerden kan orneklerinin igerisine miktari
bilinen ctDNA 6rnekleri katilarak EIS ve CV 6l¢limleri denenmistir. EIS
ve CV sonuglar ile standart ctDNA ¢ozeltilerinden elde edilen veriler
karsilastirilarak matriks etkisinin Ol¢limlerde ne derece etkili oldugu

bulunmustur.
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Sekil 3. CRISPR-dCas9 temelli biyosensdriin sematik gosterimi. Elektrot yiizeyine immobilize edilen
dCas9-sgRNA kompleksi DNA’y1 bagladiginda, impedans dl¢timiinde kullanilan redoks
probunun elektrokimyasal doniigiimii azalir ve impedans artar.

Biyosensor optimizasyon calismalart

Optimizasyon ¢aligmalarinin ilk asamasinda gelistirilen tiim biyosensorlerin
modifikasyon adimlari, ctDNA’ya kars1 verdikleri sinyaller (EIS) ve plazma igerisine
eklenen ctDNA’ya karsi elde edilen EIS verilerinden yola ¢ikilarak, optimum
modifikasyon zamani ve modifikasyon materyallerinin konsantrasyonu belirlenmistir.
Tekrar iretilebilirlik, tekrarlanabilirlik ve depo kararliligi (her ii¢ islem de yapay
plazmada denenmistir). Tekrar iretilebilirlik optimizasyonu ise ayni yontem ile 9
farkli biyosensoriin standart grafiklerinin elde edilmesi ile gergeklestirilmistir.

Elektrot, yani iiretilmis biyosensér, oda sicakliginda ve +4°C’de 10, 20 ve 30
giin siireyle saklandiktan sonra 2 nM ctDNA konsantrasyonuna karsi verdigi EIS
degerleri t=0 anina gore karsilastirilarak sinyaldeki azalma rolatif olarak verilmis ve
bdylelikle depo kararlilig: belirlenmistir.

Gelistirilen biyosensor sisteminin LOD ve LOQ degerleri de belirlenmistir.
LOD igin en diisiik konsantrasyonun, yani 2 nM ctDNA konsantrasyon sinyalinin
standart sapmasinin (S) standart grafigin egimine (m) oraninin 3,3 ile garpilmasi,

LOQ’da da bu oranin 10 ile ¢arpilmasi s6z konusudur (Esitlik 1 ve 2).

LOD = 3,3 ( ) Esitlik 1. LOD degerinin Hesaplanmast

S
m
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Atomik kuvvet

LOQ = 10 (%)

Esitlik 2. LOQ degerinin hesaplanmasi

Atomik Kuvvet Mikroskobu ile Yiizey Analizi

mikroskobu (AFM) bir vyiizeyin topografik olarak

goriintiillenmesini saglayan bir cihazdir. Bu cihaz igerisinde bir manivela ve bu

manivelanin ucunda ise sivri bir u¢ bulunmaktadir. Bu ug yilizeye bir atom kadar

yaklagabilecek pozisyona gelince, ylizey ile bu i¢ arasinda bir etkilesim olarak

manivelanin pozisyonu degisir. Bu degisim manivelanin diger yiizeyine yansitilan

lazer 15181nda degisimler yaratarak yiizeyin taramali olarak topografik goriintiisiinii

olusturur.

Bu tez caligmasinda da yiizey modifikasyonlari elektrokimyasal yontemler

disinda, AFM ile de karakterize edilmistir. Burada Nanomagnetics firmasindan temin

edilen, ezAFM cihazi ile karakterizasyon gerceklestirilmistir. AFM goriintiillemede

parametreler agsagidaki gibi kullanilmistir:

Mod

Coziiniirlik (piksel)
Yazilim

Manivela (Cantilever)
Titresim genligi
Serbest titresim genligi

Mikroskop

: Tapping (Hafif¢e vurma) modu
: 256 x 256

: Image Analyzer

: ACLA (silikon, piramid sekilli)
-1 Vrus

: 2 Vrus

: ezZAFM
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Bulgular

Grafen oksit elektrot ile hazirlanan CRISPR-dCas9 biyosensorii altin elektrot
tizerinde farklt bir immobilizasyon metodu ile de gelistirilmis ve sonuglar

karsilastirmali olarak verilmistir.
Grafen Oksit Elektrot (Uygun, Yeniay ve Girgin Sagin, 2020)

Grafen oksit elektrodun modifikasyonu oncesinde dCas9 ve iizerine
baglanacak sgRNA siireleri optimize edilmistir. dCas9 inkiibasyonunda en fazla
azalma 2 saat siiresi sonunda olmus, 2 saatten sonra impedansta azalma goriilmemistir.
sgRNA inkiibasyonunda ise, dnceki ¢alismalarda (Deng, Shi, Tjian, Lionnet ve Singer,
2015) 10 dakikada baglanma siiresi bildirildiginden, maksimum baglanma siiresi
olarak bir saat secilmistir. Bu siireler sonrasinda ise elektrot modifiye edilmistir,
karakterizasyonda CV bulgulari Sekil 4’te, EIS bulgular1 da Sekil 5’te gosterilmistir
(Sekil 4 ve 5).
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Sekil 4. dCas9 biyosensor modifikasyon adimlariin CV ile gosterimi. Dongiisel voltammogramlarda yalin grafen oksit elektrot (GPHOXE) kirmizi renkle gosterilmistir, elektrodun
dCas9 ile modifiye (GPHOXE-dCas9) edildikten sonraki mavi CV pik akiminda artis, pik potansiyelinde de degisimi gostermektedir. dCas9 iizerine baglanan sgRNA (GPHOXE-dCas9-sgRNA)
ile gosterilen turuncu renkli CV’de pik akiminin azaldig goriilmektedir. Son agamada ise, ctDNA baglayan biyosensorde (yesil renkli CV) yine pik akiminda azalma gozlenmistir. (Kirmizi CV:
GPHOXE, mavi CV: GPHOXE-dCas9, turuncu CV: GPHOXE-dCas9-sgRNA, yesil CV: GPHOXE-dCas9-sgRNA-ctDNA modifikasyonlarini ve analizlerini temsil etmektedir).
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Sekil 5. dCas9 biyosensor modifikasyon adimlariin EIS ile gosterimi. Yalin elektrot (GPHOXE) (kirmizi renk) EIS bir siniis egrisi yani elektron transfer direnci (Ret) (yarim ¢ember) ve
devaminda ise lineer hale gelme karakteristigi gosteren Warburg impedansi yani kiitle taginim impedansi goriilmektedir. Elektrot daha sonra dCas9 ile modifiye edilince (mavi EIS)
goriilen Ret azalmistir, Warburg direnci ise goriilmemektedir. sgRNA eklenmesi ile (turuncu EIS) impedansta Ret artmug, sonrasinda ctDNA eklenmesi ile dCas9-sgRNA-ctDNA
etkilesimi sonucunda (yesil EIS) bu artis daha da belirginlesmistir. (Kirmiz1 EIS: GPHOXE, Mavi EIS: GPHOXE-dCas9, Turuncu EIS: GPHOXE-dCas9-sgRNA, Yesil EIS:
GPHOXE-dCas9-sgRNA-ctDNA modifikasyonlarini ve analizlerini temsil etmektedir)
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Elektrodun modifikasyon adimlarini dogrulamak i¢in CV ve EIS yanisira ii¢lincii
yontem olarak atomik kuvvet mikroskobunda elektrodun incelenmesi

gerceklestirilmistir (Sekil 6).
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Sekil 6. Grafen oksit elektrotun atomik kuvvet mikroskobu ile gosterimi. Bu sekillerde elektrot ylizey alaninin 20x20 um alan taramasi yansitilmaktadir, gérsellerin altinda ve yaninda bulunan
skalalardan yiizey kalinlig1 6l¢iilmektedir. Sekil 6a’da GPHOXE elektrotun maksimum yiizey kalinlig1 1731 nm olarak 6l¢iilmiistiir. Daha sonrasinda dCas9 ile modifiye edilen elektrot
yiizeyi (Sekil 6b) 2002,77 nm olarak hesaplanmustir, yani modifikasyonu dogrulayan sekilde bir elektrot yiizey kalinligt artigi s6z konusudur. GPHOXE-dCas9 elektrot daha sonrasinda
sgRNA ile modifiye edildiginde (Sekil 6¢) elektrot yiizey kalinligi 2230 nm olarak belirlenmistir. GPHOXE-dCas9-sgRNA ile modifiye edilmis biyosensore ctDNA baglandiginda
(Sekil 6d) ise yiizey kalinligimnin maksimum yiikseklige ulasmis oldugu (3103,52 nm) goriilmiistiir. Sonug olarak her basarili modifikasyon tabakasinda elektrot yiizeyi artmustir. (a;
GPHOXE, b; GPHOXE-dCas9, ¢c; GPHOXE-dCas9-sgRNA, d; GPHOXE-dCas9-sgRNA-ctDNA).
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Elektrot yiizeyine baglanan dCas9 ile sgRNA optimizasyonundan sonra elektrot
yiizeyine ctDNA baglanma siiresi ve biyosensoriin seciciligi test edilmistir. Buna gore,
120 baz ¢ifti uzunlugundaki 20 nM ctDNA, sadece bir baz1 farkli ctDNA, PIK3CA
mutasyonu olmayan DNA ve ctDNA i¢ermeyen standart ¢ozeltiler elektrot yiizeyine
damlatildiktan sonra kronoimpedimetrik 6l¢giim baglatilmistir. 200 Hz biiyiikliiglinde
bir frekans ve 100 mV potansiyel uygulanarak gergeklestirilen 6lgiim sonuglart Sekil
7’de verilmistir (Sekil 7). Bu kronoimpedimetrik 6l¢iim sonuglarina gére biyosensoriin
seciciligi net bir sekilde gosterilmistir, ¢linkii PIK3CA mutasyonu olmamis DNA ve
ctDNA icermeyen standart ¢ozeltilerin impedans egrisinde bir artis saptanmamustir.
Sadece bir bazi farkli ctDNA’da ise 200 sn boyunca ¢ok sinirli bir artis bulunmaktadir,
buna karsin PIK3CA ctDNA o6lgiimii ¢ok bariz bir lineer artis1 gostermektedir. Bu
egrilerden elde edilen verilere gore, ctDNA analiz siiresi 40 saniye olarak secilmis ve

kalibrasyon grafigi bu sekilde hazirlanmistir.
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Sekil 7. ctDNA 6l¢iimii optimizasyonunun kronoimpedans ile gosterimi. PIK3CA ctDNA eklenmesi ile baglatilan 6l¢iimde (7a) ilk 40 saniye boyunca lineer bir artig, Sonrasinda
ise egrinin plato ¢izdigi goriilmektedir. Tek baz mutasyonu igeren ctDNA verisinde (7b) ise 200 saniye boyunca yavas bir artig goriilmektedir. Wild-type yani
mutasyon icermeyen DNA 6rnegine karst GPHOXE-dCas9-sgRNA biyosensoriiniin (7¢) ve DNA igermeyen standart ¢6zeltinin (7d) verdigi zamana bagh impedans
egrilerinde ise bir artis s6z konusu degildir. (a; CtDNA, b; tek niikleotid farkli ctDNA, c; wild-type DNA, d; DNA i¢ermeyen standart 6rnekler)
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ctDNA inkiibasyon siiresi bu sekilde belirlendikten sonra GPHOXE-dCas9-sgRNA
elektrot tizerine 10 pL ctDNA damlatilmistir. Sonrasinda elektrot yikanmis ve redoks
probunda dongiisel voltammetri (Sekil 8) ve elektrokimyasal impedans spektroskopisi
(Sekil 9) gerceklestirilmistir. Ardindan, elde edilen impedans degerleri (Sekil 9)
Randles devre modeline gore hesaplanarak kalibrasyon grafigi ¢izilmistir (Sekil 10).
Burada lineer kalibrasyon araligi 120 baz ciftlik ctDNA dizisi i¢in 2-20 nM olup

konsantrasyonlar sirasiyla 2, 5, 10, 15 ve 20 nM’dir.
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Sekil 8. Dongiisel voltammogram ile gosterilen kalibrasyon grafigi (0-20 nM). En yiiksek pik potansiyeline sahip CV, 2 nM ctDNA konsantrasyonu i¢in elde edilen
voltammogramdir. Konsantrasyon arttik¢a pik akimi1 hem ileri, hem de geri taramada diismektedir. Pik potansiyelinde degisme ise goriilmemektedir.
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ctDNA biyosensoriiniin 0-20 nM araligindaki impedans spektrumlarinin birbiri {izerinde gosterimi. Bu impedans spektrumlarinda goriildiigii gibi biyosensor yiizeyi

ctDNA’y1 bagladik¢a impedans spektrumlarinda da, ctDNA konsantrasyonundaki artis ile orantili artis meydana gelmistir.
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Sekil 9’da, X ekseni ilizerinde gosterilen ohm birimi cinsinden impedans degerleri
CtDNA konsantrasyon degerlerine kars1 grafige gecirilerek standart grafik ¢izilmistir
(Sekil 10). Tekrar tiretilebilirlik ve tekrarlanabilirlik 6zelliklerinin de hesaplanabilmesi
icin kalibrasyon grafigi ayni metotla dokuz defa hazirlanmistir. Standart grafik
cizilirken kullanilan Ret degerleri olarak ctDNA konsantrasyonuna karsi verilen
impedans degerleri (Ret[ctDNA)) GPHOXE-dCas9-sgRNA biyosensoriiniin verdigi
impedans degerlerinden (RetfGPHOXE-dCas9-sgRNA]) c¢ikarilarak ARet olarak
verilmistir (ARet=(Ret[ctDNA)- Ret{GPHOXE-dCas9-sgRNAY])). Standart grafiginin
egri denklemi ise y=978,420x-975,610 olarak belirlenmistir. Burada y degeri ohm
cinsinden impedans degerini, x ise ctDNA konsantasyonunun nM cinsinden degerini
vermektedir. Grafigin regresyon katsayisi ise (R?) standart sapma (S) ile birlikte 0,987
+ 0,004 (n=9) olarak hesaplanmistir. Grafiklerin egimlerinin (m) de ortalamasi
alinarak 978,420 + 0,110 bulunmustur. R? aym1 zamanda elektrotun yeniden

tiretilebilirligini de gostermektedir.
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Sekil 10. ctDNA biyosensoriiniin 2 nM ile 20 nM arasindaki standart grafigi. y-ekseni Ret (ohm), x-ekseni ctDNA (nM)
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Sekil 11°de ise 20 nm konsantrasyon 6tesinde de degerler islenmistir, ancak burada 20
nM derisiminden sonra linearitenin kayboldugu goriilmektedir. Dolayisiyla

maksimum tayin sinirt 20 nM olarak belirtilmistir (Sekil 11).
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Sekil 11. ctDNA biyosensoriiniin 2nM ile 30nM arasindaki standart grafigi y-ekseni Ret (ohm), x-ekseni ctDNA (nM)
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Standart grafigin belirlenmesinden sonra, biyosensoriin saptama simirlari, yani en
diisiik tayin limiti (LOD) ile en diisiik tayin sinir1 (LOQ) matematiksel olarak
hesaplanarak test edilmistir. 2 nM derisimdeki ctDNA konsantrasyonu 5 defa
plazmaya eklenerek (standart grafiklerden bagimsiz olarak) olgiilmiistiir (Sekil 12).
Elde edilen impedans degerlerindeki standart sapma 192,720 ohm olarak bulunmustur.
Formiilde standart grafigi egimi ortalamasi olarak (m) 978,420 kullanilmistir. Buna
gore LOD ic¢in (3,3 S/m) formiilii olarak hesaplanan deger 0,650 nM, LOQ i¢in (10

S/m) formiilii olarak hesaplanan deger ise 1,970 nM’dur.
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Sekil 12. Kirmiz1 ile gosterilen EIS GPHOXE-dCas9-sgRNA elektrotu, siyah ile gosterilenler ise 2 nM ctDNA standartinin tekrarli 6l¢lim sonucunda elde edilen impedans

degerleridir (n=5) .
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Tekrarlanabilirlik testleri, gergek orneklerde 2 farkli plazmada gergeklestirilmistir. 9
nM ve 17 nM olarak bilinen standart katma ile elde edilen kan 6rnekleri kullanilmig
ve biyosensor ile her ornek 3 farkli biyosensor ile liger kez test edilmistir. Bu
Ol¢timlerin sonunda 9 nM’lik 6rnek 8,430 + 0,210 nM, 17 nm’lik 6rnek ise 16,830 +
0,350 nM olarak saptanmistir. Bu Sonuglar, ctDNA seviyelerinin % 96'dan fazla

dogrulukla tespit edilebildigini gostermistir.

Geri eldenin belirlenmesi igin ise hasta olmayan gergek kan drnegine 15 nM
olacak sekilde 120 bp standart ctDNA eklenmistir. Biyosensor 15 nM ctDNA
Olctimiinde (n=4) % 96,53 geri elde potansiyeline ulasmistir (Ortalama: 14,480 + 0,160

nM). Plazma matriksinin etkisi ise % 3,47 olarak hesaplanmustir.

Depo kararliliginin belirlenmesi i¢in, GPHOXE-dCas9-sgRNA ile modifiye
edilmis biyosensor oda sicakliginda ve +4°C’de 10, 20 ve 30 giin siireyle (37,5°C’de
sicak su gegirilen izole bir ortam igerisindeki nemli ortamda) saklandiktan sonra 2 nM
ctDNA konsantrasyonuna karsi verdigi EIS degerleri t=0 anina gore karsilagtirilmis ve

sinyaldeki azalma rolatif olarak belirlenmistir (Sekil 13, 14 ve 15).
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Sekil 13. ctDNA biyosensoriiniin oda sicakliginda bekletildikten sonra t=0, 10, 20 ve 30. giin sonunda 2 nM ctDNA 6l¢iimiine kars1 verdigi impedans degerleri ile depo
kararliliginin gosterimi. Siyah renkli impedans GPHOXE-dCas9-sgRNA elektrodu, kirmizi impedans t=0, mavi impedans 10. giin sonunda elde edilen impedansi,
sar1 20. giin sonunda elde edilen impedans dl¢iimiinii ve yesil renkli impedans ise 30. giin sonunda elde edilen impedans1 gostermektedir. Bekleme siiresi arttikca
impedans azalmaktadir.
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Sekil 14. ctDNA biyosensoriiniin +4°C’de bekletildikten sonra t=0, 10, 20 ve 30. giin sonunda 2 nM ctDNA 6lgiimiine kars1 verdigi impedans degerleri ile depo kararlili§inin
gOsterimi. Siyah renkli impedans GPHOXE-dCas9-sgRNA elektrotu, kirmizi impedans t=0, mavi impedans 10. giin sonunda elde edilen impedansi, sar1 20. giin
sonunda elde edilen impedans 6l¢iimiinii ve yesil renkli impedans ise 30. giin sonunda elde edilen impedans1 gostermektedir. Oda sicakligma gore +4°C’de
beklemenin neden oldugu impedans azalmasi daha azdir.
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Sekil 15. ctDNA biyosensdriiniin depo kararlihgmin géreceli (%) olarak gosterimi. Kirmizi siitunlar t=0 animi, sar1 siitunlar +4°C ve mavi siitunlar oda sicakliginda inkiibe
edilen biyosensoriin 10., 20. ve 30. giindeki impedans degisimlerini gostermektedir.
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Altin Elektrot (dCas9-sgRNA Modifiyeli Biyosensoriin Calisirliginin

Dogrulanmasi)

Altin elektrot ile gergeklestirilen metotta ise grafen oksit metoduna alternatif
farkli bir immobilizasyon denenerek, yine dCas9-sgRNA ile modifiye edilmis farkli
bir biyosensor gelistirilmistir. Burada amag grafen oksit metodunu dogrulamaktir. Bu
nedenle yapilan islemlerle, modifikasyon, standart grafik ¢izimi, tekrar tretilebilirlik,
secicilik ve performans parametreleri belirlenmistir. Altin elektrot ve immobilizasyon

icin kullanilan materyallerin kimyasal yapisi1 Sekil 16’da gosterilmistir.

AN _~gy P

Sistamin Glutaraldehit

Sekil 16. Sistamin, glutaraldehit ve PAMAM-G5’in kimyasal gdsterimi

Altin elektrot (AuE) 6nce 100 mM sistamin (Cys) ¢6zeltisi igerisinde iki saat
bekletilerek, kendi kendine diizenlenen tek tabakalar olusturulmustur (AuE-Cys).
Ardindan PAMAM baglanmasi i¢in elektrot dnce 30 dakika, % 5’lik glutaraldehit
¢ozeltisinde sonrasinda 1 saat PAMAM (AUuE-Cys-PAMAM) ¢ozeltisinde inkiibe
edilmistir. PAMAM uglarimin dCas9 baglamasi i¢in % 5°lik glutaraldehit igerisinde 30
dakika bekletildikten sonra elektrot +4°C’de gece boyu dCas9 ile inkiibe edilmistir
(AUuE-Cys-PAMAM-dCas9). Sonrasinda bu elektrot yilizeyine pH=7,4 fosfat tamponu
igerisinde 1 M glisin amino asiti damlatilarak dCas9 baglamamis aktif PAMAM uglari
glisin ile bloke edilmistir. Ardindan AuE-Cys-PAMAM-dCas9 elektrot iizerine
sgRNA damlatilarak ctDNA 6l¢iimii i¢in biyosensdr hazir hale getirilmistir. Tiim bu
immobilizasyonu adimlar1 Sekil 17 ve Sekil 18’de gosterilmis ve islemler redoks

probu i¢inde CV (Sekil 17) ve EIS (Sekil 18) ile gerceklestirilmistir.
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ctDNA biyosensér modifikasyon adimlarinin CV ile gosterimi, a ile gdsterilen sekil tiim
modifikasyonu, b ile gosterilen ise a seklinde ayrintili gosterilmeyen CV verilerini
gostermektedir. Kirmizi ile gosterilen CV AuE’yi temsil etmektedir. Elektrodun Cys ile
modifikasyonu (AuE-Cys) sonrasinda pik akiminda artis ve pik potansiyelinde degisim sar1
renkli CV’de izlenmektedir. PAMAM ile modifiye edilen elektrodun (AuE-Cys-PAMAM)
mavi olarak gosterilen CV’sinde ise pik akiminda azalma gbézlemlenmistir, pik potansiyeli
yine ayni diizleme gelmistir. Bu islemden sonra elektrot yiizeyi modifiye edildikce, pik
akiminda azalma izlenmektedir: dCas9 ile modifiye edilen elektrot (AuE-Cys-PAMAM-
dCas9) yesil renkli CV’de, glutaraldehit ile aktiflestirilmis uglarin kapatilmasi i¢in kullanilan
glisinle elde edilen turuncu renkli CV, sgRNA ile kompleks olusturan dCas9 elektrodunun
acik mavi renkli CV ve en sonunda da ctDNA baglayan elektrodun (AuE-Cys-PAMAM-
SgRNA-ctDNA) siyah renkli CV olarak goriilmektedir (Kirmizi: AUE, Sari: AUE-Cys, Mavi:
AUE-Cys-PAMAM, Yesil: AUE-Cys-PAMAM-dCas9, Turuncu: AuE-Cys-PAMAM-dCas9
elektrotun glisin ile agiktaki PAMAM uglarinin bloke edilmesini, A¢ik mavi: AuE-Cys-
PAMAM-dCas9-sgRNA, Siyah: AuE-Cys-PAMAM-sgRNA-ctDNA).
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Sekil 18’de ise yukarida belirtilen modifikasyon adimlarinin EIS ile gosterimi
verilmistir. Gortldigi gibi, AuE sistamin ile kaplandiginda impedans degeri
diismektedir. Ardindan PAMAM ile modifiye edilen AuE-Cys elektrotta impedans bir
miktar artmakta, fakat baskin bir Warburg impedansi gériilmektedir. dCas9, sgRNA
ile modifikasyon sonucunda ve ctDNA’nin dCas9-sgRNA iizerine baglanmasi ile

impedans artiglar1 sirasiyla, yesil, agik mavi ve siyah olarak goriilmektedir.
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Sekil 18. ctDNA biyosensoér modifikasyon adimlarinin EIS ile gosterimi. (Kirmizi: AUE, Sari: AUE-Cys, Mavi: AUE-Cys-PAMAM, Yesil: AUE-Cys-PAMAM-dCas9, Turuncu:
AUE-Cys-PAMAM-dCas9 elektrotun glisin ile agiktaki PAMAM uglarmin bloke edilmesini, A¢ik mavi: AuE-Cys-PAMAM-dCas9-sgRNA, Siyah: AuE-Cys-
PAMAM-sgRNA-ctDNA). (a ile gosterilen EIS tiim modifikasyon adimlarinin, b ile gosterilen EIS ise glisin, sgRNA ile modifikasyon ve biyosensoriin ctDNA
baglamasinin ayrintili gésterimidir).
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Gelistirilen biyosensoriin c¢tDNA baglama siiresi kronoimpedimetrik olarak test
edilmis ve Sekil 19’da gosterilmistir. Artis hiz1 yaklagik 25 saniye boyunca lineer
seyretmis, sonrasinda ise yavaslamistir. Bu veriler dogrultusunda inkiibasyon siiresi

25 saniye olarak secilmistir.
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Sekil 19. AUE-Cys-PAMAM-dCas9-sgRNA modifiyeli elektrotun ctDNA &lgiimiindeki siire optimizasyonunun kronoimpedimetrik olarak gosterilmesi
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Olgiim zamanimin belirlenmesinden sonra ise, ctDNA biyosensdriiniin lineer ¢alisma
aralig1 belirlenmistir. Buna gore 10, 20, 40, 80, 160, 320, 640 pikomolar (pM) ctDNA
standartlar1 eklenmis elektrot yiizeyindeki impedans verileri CV ve EIS (Sekil 20) ile
elde edilmis, EIS verileri standart konsantrasyona kars1 grafige gegirilerek standart
grafik (Sekil 21) ¢izilmistir. Konsantrasyonla zamana bagli impedans degerlerinde
korele bir sekilde artis meydana geldigi, 640 pM derisimden sonra ise linearitenin

diistiigli gdzlemlenmistir.

Sekil 19°da goriilen EIS verileri altin elektrotun modifiye edilmesinden sonra
elde edilen impedimetrik ctDNA Olglimiinii gostermistir. Burada 10 ile 640 pM
arasinda bir lineer artis gézlemlenmistir. Impedans verileri daha elde edilen impedans
egrileri ve ylizey modifikasyonu g6z oniine alindiginda Randles devre modelindeki
(Sekil 2) kapasitif devre elemani (C), sabit faz elementi olarak degistirilip buna
(Uygun ve Ertugrul Uygun, 2014) gore hesaplanarak standart grafik elde edilmistir.
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Sekil 20. 0, 10, 20, 40, 80, 160, 320, 640 pM arasindaki ctDNA 6l¢iimlerinin elektrokimyasal impedans spektroskopisi ile gésterimi
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Sekil 21. ctDNA biyosensoriiniin 10-640 pM arasindaki c¢tDNA konsantrasyonlarina karsi verdigi impedans degerleriyle gelistirilen standart grafik. Grafigin lineeritesini
gosteren regresyon katsayist (R?) 0,981 olarak hesaplanmustir. Standart grafigin denklemi y = 110,850 X + 20477 olarak belirlenmistir. Grafik denkleminde y; ohm
cinsinden impedans degerlerini, x ise pM cinsinden ctDNA miktarimi belirtmektedir. 6 defa tekrarlanan standart grafiklerde ise R?2 = 0,981 + 0,012 olarak

belirlenmistir.
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Standart grafigin belirlenmesinden sonra, biyosensoriin saptama sinirlari, yani
en diisiik tayin limiti (LOD) ile en diisiik tayin sinir1 (LOQ) matematiksel olarak
hesaplanarak test edilmistir. 10 pM derisimdeki ctDNA konsantrasyonunun plazmaya
eklenerek, standart grafiklerden bagimsiz olarak 5 kez Ol¢iilmesi ile elde edilen
impedans degerlerindeki standart sapma + 275,100 ohm olarak bulunmustur.
Formiilde standart grafigin egimi (m) olarak 110,850 kullanilmistir. Buna gére LOD
i¢cin (3,3 S/m) hesaplanan deger 8,190 pM, LOQ i¢in (10 S/m) hesaplanan deger ise
24,800 pM olarak bulunmustur.

Tekrarlanabilirlik testleri ise 2 farkli ger¢ek drnekte yapilmistir. 120,00 pM ve
300 pM olarak bilinen kan 6rneklerinin her biri 3 farkli biyosensor ile ticer kere test
edilmistir. Ik ornegin 120,00 + 1,97 pM, ikinci 6rnegin ise 300,00 + 9,830 pM olarak

tespit edilen sonuglar1 giivenilir bir tekrarlanabilirlik verisidir.

Bu sonuglar grafen oksit elektrotun ¢alisma sonuglari ile kiyaslanarak tartisma

kisminda verilmistir.
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Tartisma

Bu tez c¢alismasinda; ctDNA’nin spesifik tayinine yonelik yeni bir
elektrokimyasal  biyosensor sistemi  gelistirilmistir.  Elektrot  ylizeyindeki
biyoalgilayicinin label-free olmasi, yani immobilizasyonda hedef molekiil olan
ctDNA’y1 dogrudan taniyabilecek dCas9-sgRNA’nin algilayici sistem olarak grafen
oksit elektrot yiizeyine yerlestirilmesi sistemin en o6nemli 6zelligidir. Bu sekilde
dogrudan affinite temelli bir sistem gelistirildiginden kanser tani ve izleminde daha
spesifik ve hizli 6l¢iim gergeklestirilebilecek bir prototip ortaya ¢ikarilmistir. CtDNA
tayini i¢in gelistirilen bu sistem, yine ¢alisma kapsaminda dCas9-sgRNA ile modifiye
edilmis altin elektrot biyosensorii gelistirilerek dogrulanmistir Her iki elektrodun
modifikasyon, standart grafik cizimi, tekrar lretilebilirlik, segicilik, kararlilik ve
performans parametreleri de belirlenmistir.

Calismada modifikasyon ve biyosensor karakterizaSyon asamalarinda CV ve
EIS kullanilmistir. Bu iki yontemden, CV’nin ¢alismada kullanilmasinin nedeni, nicel
sonuclar elde etmekten ¢ok uygulanan yontemlerin nitel olarak incelenmesi,
modifikasyon adimlarinin karsilagtirilmasi ve EIS’in dogrulanmasi amaciyladir. CV,
bir ¢6zelti igerisindeki indirgenen veya yiikseltgenen tiirlerin varliginin belirlenmesi
icin kullanilmaktadir. Bu indirgenme ve yiikseltgenme ise tamamen elektrotun
materyali ile karakterizedir. Ornegin bir demir iyonunun altin bir yiizeyde indirgenme
potansiyeli ile karbon yiizeyde indirgenme potansiyelleri farkli olmaktadir.
Cozeltideki indirgenen veya yiikseltgenen tiiriin elektrot yiizeyine hareketi ise ¢ozelti
igindeki difiizyon hizina baglidir. Bu potansiyellerde indirgenen veya yiikseltgenen
tiir, elektrotun ylizey kalinliginin arttigi durumlarda pik akimini da degistirmektedir.
Pik akiminin yiiksekligi bazi redoks probu ¢ozeltilerinde ise 6zel bir duruma baglidir.
Eger ki, ylizey ile redoks probu ters yiik ile yiikliiyse (- ve +, veya + ve -) redoks probu
difiizyon ile birlikte bir elektriksel migrasyon ile ylizeye ¢ekilebilir. Bu durumda pik
akimi artar. Eger yiizey ve redoks probu ayni yiikteyse bu sefer de redoks probu
yiizeyden fitilir ve pik akimi azalir (Ertugrul ve Uygun, 2016). CV’nin bu s6z konusu
ozelliginden otiirii, tez ¢aligmasinda da biyosensor gelistirme asamalarinda pik akimi
ve pik potansiyelinin degisimi basarili olarak saptanmistir. CV’de, pik potansiyelinin
degismesi elektrot yiizeyinin kaplanmasin1 gdstermektedir. Ornegin altin elektrot

yiizeyi bir materyal ile kaplandiginda artik o elektrot, altin bir elektrot karakteri
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gostermemekte, dolayisiyla indirgenme ve yiikseltgenme potansiyeli ile birlikte pik
akimi da degismektedir.

EIS ise hem ctDNA biyosensorlerinin modifikasyon adimlarimin nicel olarak
incelenmesi, hem de ctDNA 6l¢iimii i¢in elde edilen impedans degerlerinden ctDNA
miktarinin  belirlenmesi i¢in bu tez c¢alismasinda kullanilmistir. EIS’in
gerceklestirilmesi de tipki CV gibi bir redoks probu igerisinde gergeklestirilir. Elektrot
yiizeyi ile redoks probu arasindaki etkilesim CV’de oldugu gibi EIS’de de gegerlidir.
Burada ters yiik impedansi azaltir, benzer yiik ise impedansi arttirir. Impedans olarak
Olciilen, yiizeyde doniisiime ugrayan redoks probundan agiga cikan elektronlarin
yiizeyi gegerek analizore ulagirken karsilastiklart direng, yani elektron transfer
direncidir (Ret). Ret dl¢iimii de ctDNA’nin elektrot yiizeyine baglanmasi ile orantili
olarak artmaktadir. Ret degerinin belirlenmesi i¢in, elde edilen impedans
karakteristigine bakilarak, elektrot yiizey bilesiminin de g6z Oniine alindigi bir
elektriksel devre modeli ¢izilir ve bu devre modeli iizerine impedans egrisi “fit”
edildiginde Ret hesaplanir. Bu sekilde konsantrasyona karsi diren¢ hesaplanarak
Olciim gerceklestirilebilir.

Gelistirilen iki biyosensoriin, genel hatlariin anlatildigit bu kisimda,
modifikasyon agamalari bu verilen bilgilere gore yorumlanmustir.

Ik olarak grafen elektrot ile gergeklestirilen biyosensdr ¢alismasinda, grafen
oksit lizerindeki hidroksil ve karboksil gruplart 6ncelikle EDC, sonrasinda da NHS ile
aktive edilmistir. Karbodiimid yapisinin en yakindaki amino grubuna baglanacak
kadar aktif olmasi prensibi ile dCas9 enzimleri de elektrot {izerine kovalent
baglanmistir (Sekil 4 ve 5). Grafen oksit pH=7"de hazirlanan redoks probu ¢ozeltisi
igerisinde negatif yiiklii bir elektrot tabakasi olusturmaktadir. Bu nedenle Grafen
oksite baglanan dCas9 ¢ogu negatif yiiklii grubu kapattigindan impedansta azalma
goriilmektedir. Ayn1 zamanda dCas9 proteinlerinin pozitif yiiklii olmasi da bu
azalmanm etkeni arasinda yer almaktadir ((Sun ve digerleri, 2015) Impedans egrisi
incelendiginde tek bir siniizoidal yarim halka karakteristigi goriilmesi ylizeyde sadece
dCas9 tabakasinin bulundugunu, redoks probu ile dogrudan etkilesimde olabilecek
grafen oksit ylizey olmadigini elektrokimyasal olarak da teyit eden bir bulgudur. Bu
bulgu elektrotun dCas9 ile immobilizasyonunda basarili olundugunu dogrulamaktadir.
CV npiklerinde goriilen artis da impedanstaki azalmayla korele oldugundan

immobilizasyon siirecinin basarili bir sekilde gergeklestirildigi sdylenebilir.
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Calismanin 6zgiin bir yani, GPHOXE elektrot iizerine basarili bir sekilde
immobilize edilen bu dCas9 enzimlerinin daha sonra hedef ctDNA’y1 baglayabilmesi
icin sgRNA ile modifiye edilmesi islemidir. SgRNA sentetik bir gRNA’dir, biyolojik
sistemlerde crRNA ve tracrRNA seklinde bulunmaktadir, fakat in-vitro ¢alismalarda
kullanilmak {izere bu iki ayr1 RNA’nin birlikte kompleks olusturma sorunu
olabileceginden sgRNA tek zincir halinde sentezlenmistir. dCas9 iizerine baglanma 1
saat ile sinirlanmustir, birgok ¢alismada en fazla 30 dakikada dCas9-sgRNA kompleksi
olusmaktadir. Bununla birlikte ilging bir 6zellik, SgRNA’nin, tizerindeki negatif yiikli
fosfat gruplari nedeniyle grafen oksit yiizey tarafindan itilmesidir. Bu da sgRNA’nin
dCas9 yerine yiizeye baglanmasinin 6niine gegmektedir. Boylelikle, SRNA elektrot
ylizeyinde tek hedefi olan dCas9 iizerine baglanarak hedef ctDNA dizisini baglamak
tizere komplekslesir. Elektrokimyasal olarak bu durum CV pik akiminda azalma ve
EIS egrilerinde artis ile gosterilmektedir. sgRNA’nin hem dCas9 iizerine baglanmasi,
hem de negatif yiiklerden dolay1 yiizey tarafindan itilmesiyle bu elektrokimyasal
sonuglar ortaya g¢ikar. Bu onemli bulgular elde etmek igin SgRNA modifikasyon
asamasinda Kritik bir nokta, tim malzemelerin RNaz ve DNaz igermeyen ozellikte
olmasidir. Bu tez ¢alismasindaki labortauvar ayaginin en ¢ok 6zen isteyen noktasi da
bu kisim olmustur.

Grafen oksit yiizeyin basarili immobilizasyonu ve modifikasyonlarin
gerceklesmis olmasi, TUglincii bir metot olarak atomik kuvvet mikroskobu
kullanilmasiyla dogrulanmistir. AFM genel olarak ucunda tek bir atom bulunan bir
ignenin yilizeye Van der Waals kuvvetinin izin verecegi kadar yaklagsmasi ve yiizeyi
taramasi prensibine gore ¢alisir. Elde edilen goriintiiler ylizey kalinligin1 ve yiizeyin
ti¢ boyutlu yapisini ortaya ¢ikarmaktadir. Calismamizin sonuglar1 her immobilizasyon
asamasinda ylizey kalinligr artisini, yani yiizeye baglanmanin gergeklestigini
gostermistir.

Calisma amaci olarak saptanan hedef ctDNA tayini igin, basariyla modifiye
edilen grafen oksit elektrot tizerindeki dCas9-sgRNA kompleksinin endoniikleaz
aktivitesi olmadan sadece ctDNA’y1 baglayarak etkilesime girmesi planlanmistir. Her
ne kadar enzimatik (helikaz) bir reaksiyon ile ctDNA yiizeye baglaniyor olsa da, hedef
molekiil baglanma sonrasi biyokimyasal olarak degisim goOstermediginden, tez

caligmasinda tiretilen bu biyosensor tipi afinite temelli olarak tanimlanmustir.
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CtDNA tayininde inkiibasyon siirecini belirlemede kullandigimiz
kronoimpedimetrik dl¢iim ise, modifikasyon adimlarindan sonra elde edilen ctDNA
baglama verisinin analiziyle gergeklestirilmistir. Kronoimpedimetrik o6lgiimde,
enzimatik (dCas9’un helikaz aktivitesi) bir reaksiyonla ctDNA baglanmasinin hizli
oldugu goriilmektedir, bu da afinite temelli sensor sistemlerinde enzimlerin ne kadar
hizli ¢alisabildigini gostermektedir. Biyosensor sisteminde elde edilen ve 40 saniye
olarak belirlenen 6l¢liim siiresi simdiye kadar yayinlanmis hi¢bir ctDNA O6l¢iim
sisteminde elde edilmemistir. Bu hiz klinik kullanim i¢in 6nemli bir bulgudur.

Biyosensor iizerinde ctDNA baglanma hizinin lineer olarak artisinin gorildiugii
stire olan 40 sn, inkiibasyon siiresi olarak segilmistir. Bu 6l¢iim siiresi CtDNA ve
biyosensor yilizeyine baglanmis dCas9-sgRNA miktariyla ters orantilidir, yani CtDNA
miktar1 arttikca baglanma hizi artar, fakat ctDNA Ol¢lim siiresi azalir, ayni sekilde
yiizeyde daha fazla miktarda dCas9-sgRNA immobilize edilmesi ctDNA baglama
hizim1 artirmaktadir. Bu nedenle ctDNA 6l¢im hizi biyosensoriin yilizey alani ve
immobilize edilen biyotanima ajani ile dogru orantilidir. Tek niikleotid farkli ctDNA
kullanildiginda elde edilen sinyal degerlendirildiginde ise yavas da olsa bir artisin
oldugu gorillmektedir. dCas9 kullanilan ¢alismalarda yanlis baz eslesmesi de
goriilmektedir. Bu yanlis eslesme 6zellikle biyosensor sistemimizde de yanlis pozitif
sinyal olusturma olasiligi da gostermekteydi, ancak kronoimpedimetrik 6l¢iimde,
dCas9 ile farkli DNA arasindaki etkilesim sterik etkiden dolay1 uzun siirdiiglinden ve
bizim sistemimizde 40 saniyede alinan dl¢iim alinabildiginden, olasi yanlis pozitif
sinyalin goriilmesi de bertaraf edilmistir. Ol¢iim siiresi daha uzun olsaydi, yanls
pozitif sinyal goriilebilecek ve biyosensoriin seciciligi sorgulanabilecekti.

Hatami ve arkadaglarinin (Hatami, Ragheb, Jalali, Tabrizi ve Shamsipur, 2020)
gergeklestirdigi ve yakin zamanda yayinlanan bir ¢alismada, mikobakteri
tiiberkiilozunun (TB) hassas tespiti i¢in basit ve diisiik maliyetli elektrokimyasal bir
DNA biyosensorii gelistirilmistir. Bu tasarimda, tiyol ile modifiye edilmis mikobakteri
DNA'smin (prob DNA) immobilize edilmesi i¢in ¢inko oksit (ZnO) ve altin
nanopartikiillerin (AuNP'ler) nanokompozitleri kullanilmistir. ZnO, camsi bir karbon
elektrot tizerinde, Zn(NOz3)2 ¢ozeltisinin ~ 1.0 V'de (Ag / AgCl'ye kars1) elektrolizi ile
kaplanmis, daha sonra AuNP'ler HAUCIs ¢6zeltisi igerisinde <0.4 V'de potansiyel
uygulanarak, ikinci katman olarak elektrokimyasal olarak biriktirilmislerdir.

Tiyollenmis prob DNA's1 daha sonra AuNP'lere kovalent olarak baglanmistir (SAM).
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Hibridizasyon deneylerinde hedef DNA igin 2,5-250 pM konsantrasyon araliginda ve
1,8 pM saptama sinir1 (LOD) i¢inde dogrusal bir kalibrasyon egrisi elde edilmistir.
Yontem segiciliginde ise ¢ift baz uyumsuzlugu (DMM), {i¢ baz uyumsuzlugu (TMM)
veya tamamlayici olmayan (NCMM) DNA pargalar1 (her biri 100 pM) olan 6rnek
cozeltiler elektrota uygulanmistir. Bu DNA 6rneklerine karsilik gelen akim degerleri,
tamamen eslestirilmis DNA'nin (hedef) % 48.8 (DMM), % 27.0 (TMM) ve % 4.93
(NCMM) oraninda ¢ok yiiksek oranda yanlis pozitif sinyal vermesine neden olmustur.
CRISPR/Cas9’un tani i¢in kullanilmasini igeren ¢alismalarda yanlis eslesme ile farkl
bolgeye baglanma goriilebilmektedir, bu durum aslhinda biyosensor sisteminin
seciciligini azaltan bir durumdur. Gelistirdigimiz sistemde ise ¢ok dnemli bir avantaj
olan 6l¢iim zamaninin 40 saniye olmasi sdz konusudur. Dolayistyla, 40 saniye sonunda
asil hedefe baglanan dCas9-sgRNA ile farkli bir diziye baglanan biyoreseptoriin
baglanma hiz1 farki ile secicilik artirilmis olur. Gelistirilen biyosensoriin 6lgiim hizi
eger daha uzun siire olsaydi, segiciliginin de daha diisiik olabilecegi 6ne siirtilebilirdi,
ancak 40 saniye iginde yapilan bu 6l¢tim ile yanlis pozitif sinyal s6z konusu
olmamaktadir.

Nguyen ve Sim (Nguyen ve Sim, 2015) lokalize yiizey plazmon rezonansi
(localized surface plasmon resonance-LSPR) ve AuNP birlestirerek, tiimor spesifik
mutasyonlarin  (E542K ve ES545K) ultra duyarli tespiti ve PIK3CA geninin
ctDNA'sinin metilasyonunun tayini igin bir biyosensor gelistirmislerdir. Bu tasarimda
peptit niikleik asitleri (PNA), 69 baz cifti iceren bu PIK3CA ctDNA'y1 yakalamak i¢in
bir prob olarak kullanilmistir, yani biyotanima ajant PNA’dir. PNA-AuNP'lerin 200
fM ctDNA'ya kars1 olusturduklar1 sinyalde, 4.3 nm LSPR-pik kaymas1 goriilmiistiir.
Bu ¢alismadaki sistem ile hassasiyet dort katina kadar artmistir (-50 fM). Bu sistemde
akis tizerine kurulu rezonans sinyaller, 6rnek sisteme verildikten 30 dakika sonra
sinyal olusturmuslardir.

Huang ve c¢alisma arkadaslarinin gelistirdigi (Huang ve digerleri, 2020) bir
calismada, PIK3CA E545K ctDNA'nin basit bir islemle hassas ve spesifik tespiti i¢in
yuva hibridizasyon zincir reaksiyonuna dayanan yeni bir elektrokimyasal biyosensor
tasarlanmistir. Yuva hibridizasyon zinciri reaksiyonu, iki smif iyi tasarlanmig DNA
probu tarafindan bir araya getirilen ve karmasik bir DNA yapisinin olusumuna yol
acan iki dambuil seklindeki DNA biriminin hibridizasyonu ile baslatilmistir. Amplifiye

hibridizasyon zinciri reaksiyon iriinleri, hedef ctDNA'nin mevcudiyetinde, hedef
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ctDNA tarafindan yakalanarak elektrokimyasal sinyalin artisina neden olmustur.
Optimal kosullar altinda, gelistirilen biyosensor, 5 pM ila 0,5 nM dogrusal araligi ve
3 pM saptama sinir1 ile hedef ctDNA'nin saptanmasi igin iyi bir analitik performans
sergilemistir. Olgiim siiresi olarak, DPV sinyallerinin elde edilmesi i¢in 10-50 dakika
arasinda bir siire Ongorilmiistiir.

Caligmamizda grafen oksit ylizeye immobilize edilen dCas9-sgRNA
biyotanima ajaninin lineer ¢alisma aralig1 olarak son derece dar goriinen bir aralik,
yani 2-20 nM arasi, belirlenmistir. Bunun nedeni sudur: Biyosensor sistemlerinde
duyarlilik, tekrarlanabilirlik ve lineer ¢aligma araligi, kullanilan elektrota uygulanan
immobilizasyon yontemine baghdir. dCas9 proteinleri, ¢alismada kullanilan grafen
oksit ylizeylerdeki grafen tabakalarinin ug¢ bolgelerinde bulunan oksitlenmis
kisimlardan baglanirlar ve belli bir baglama oran1 sinir1 igerirler. Bu baglama orani ise
lineer araligi dar olarak tutmaktadir, ancak lineer ¢alisma araligindaki dogrusallik
oldukga yiiksek diizeyde, yani 0,9869 olarak, belirlenmistir.

Grafen elektrot ile elde edilen grafigin regresyon katsayis1 ise (R?) standart
sapma (S) ile birlikte 0,9869 + 0,0042 (n=9) olarak hesaplanmistir. Grafiklerin
egimlerinin (m) de ortalamasi almarak 978,42 + 0,11 bulunmustur. R? ayn1 zamanda
elektrotun yeniden tiretilebilirligini de gostermektedir, % 0,49 sapma ile elektrotun
yeniden Tretilebilirliginin son derece yiiksek oldugu goriilmektedir. Yeniden
tiretilebilirlik, kisisel kullanima uygun test formiilasyonunda son derece 6nemli bir
parametredir.

Standart grafigin belirlenmesinden sonra, biyosensoriin saptama sinirlari, yani
en diisiik tayin limiti (LOD) ile en diisiik tayin sinir1 (LOQ) matematiksel olarak
hesaplanarak test edilmistir. Buna gére LOD i¢in (3,3 S/m) formiilii olarak hesaplanan
deger 0,65 nM, LOQ i¢in (10 S/m) formiilii olarak hesaplanan deger ise 1,97 nM olarak
hesaplanmistir. LOQ degerinin standart grafigin baslangi¢ noktasi olan 2 nM derisime
yakin olmasi da matematiksel olarak biyosensoriin en diisiik 6l¢ebildigi smir1 da
dogrulamaktadir. En diisiik tayin sinir1 olan LOD ise 0,65 nM olarak Slgiilmiistiir,
ancak bu deger benzer metotlarin en diisiik tayin sinirindan daha yiiksektir. Biyosensor
sistemleri gelistirilirken yapilan optimizasyon ¢alismalarinin bir pargasi olan LOD ve
LOQ bir 6l¢lim sisteminin performansini gostermektedir. Matematiksel dogrulama

olan bu iki degerde LOQ standart grafigin baslangi¢ noktasinin ne kadar sapma ile
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deneysel olarak dogru bulundugunu gostermektedir. LOD ise teorik olarak 6l¢iilebilen
en diisiik noktay1 gostermektedir.

DNA olglimii i¢in gelistirilen biyosensor ve sensor sistemlerinin tasariminda
genellikle DNA iizerine baglanan ikincil bir isaret¢i (label) kullanilir. Bu isaret¢i
DNA’nin belli bir bolgesine baglanarak elektriksel veya optik bir sinyal olusturur,
dolayisiyla DNA tayini bu ikincil isaret¢i sinyalinin 6l¢iilmesi tizerinden yapilir. Bagka
DNA tabanli 6l¢iim sistemlerinde ise DNA iki zincire ayrilir ve tek zincirli DNA
elektrot iizerine immobilize edilir. Immobilize edilen DNA komplementer olani ile
eslesme yaptiginda ise 6l¢iim gergeklestirilebilir. Kisaca, 6lgiilmesi istenen DNA igin
ya isaret¢i (label) kullanilir, ya da DNA oncelikle denatiire edilir ve sonrasinda 6lgiim
gerceklestirilir. Burada cogunlukla yanlis eslesme olmasi veya adsorpsiyon ile yanlis
pozitif sinyaller olusmas1 s6z konusu olabilir. Bu ¢aligmada ise isaret¢i olmayan (label-
free) ve ikincil bir molekiile ihtiya¢ duymayan bir sistemle dogrudan oOl¢iim
gerceklestirilebilmektedir. Bu avantajlar, gelistirilen sistemi diger biyosensor
sistemlerine gore one ¢ikarmaktadir.

Shariati ve c¢alisma arkadaslarmin gelistirdigi benzer ilkeli bir sistemde
(Shariati, Ghorbani, Sasanpour ve Karimizefreh, 2019) isaret¢i olmadan (label-free)
altin nanotiiplere (AuNT) modifiye edilmis insan papilloma viriisii (HPV) kullanilarak
impedimetrik bir DNA biyosensorii  gelistirilmistir. Bu biyosensorde, modifiye
elektrot olarak AuNT'ler nano-gozenekli polikarbonat (AuNTs-PC) iizerine
immobilize edilmistir. Tek zincirli DNA (ss-DNA) probu, AuNTs-PC elektrotuna
kovalent olarak immobilize edilmistir. Biyosensér, HPV DNA hibridizasyon
saptamasimni 0,01 pM ile 1 mM dogrusal aralikta gerceklestirmis ve 1 fM'lik bir
saptama limitine (LOD) ulasilmistir. Sistem 6lglim stiresi 6 saat olarak belirlenmistir.

Calismamizda, gergek ornek denemelerinde 2 farkli kan plazma orneginde
tekrarlanabilirlik testleri yapilmistir. Sonuglar, ctDNA seviyelerinin %96'dan fazla
dogrulukla tespit edilebildigini gostermistir Ki bu, biyosensor sisteminin segiciliginin
de oldukga yiiksek oldugunu kanitlar.

Gelistirilen biyosensoriin seciciligi ilk 40 saniye i¢in yiiksek olmakla birlikte
daha uzun stireli 6l¢iimlerde segicilik ¢alismalar1 iizerinden konusmak belirsizdir.
Hajian ve arkadaslar1 (Hajian ve digerleri, 2019) CRISPR—Chip olarak adlandirilan ve
dCas9 temelli grafen transistorler ile bir biyosensor gelistirmislerdir. Bu sistemde mavi

floresan proteini ifade eden HEK293T hiicre dizilerinden toplanan DNA 6rneklerinin
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ve Duchenne kas distrofisi olan kisilerde yaygin olarak silinen eksonlarda iki farkli
mutasyona sahip DNA klinik 6rneklerinin analizi i¢in CRISPR—Chip'i kullaniimustir.
Hedef geni igeren genomik DNA'nin mevcudiyetinde, CRISPR-Chip 15 dakika i¢inde
1.7 fM hassasiyetle ve amplifikasyona ihtiyag duymadan, hedef sekansi olmayan
orneklere gore ¢ikis sinyalinde 6nemli bir artis meydana getirmistir.

DNA biyosensor sistemlerinde segicilik 6nemli bir parametredir ve dCas9 bu
seciciligi ¢ok ileri bir seviyeye tasimistir.

Geri eldeyi belirlemek i¢in, hasta olmayan gergek saglikli goniillii plazma
orneklerine 15 nM, 120 bp standart ctDNA eklenmistir. Biyosensor 15nM ctDNA
Ol¢iimiinde (n=4) %96,53 geri elde potansiyeline ulagmistir (Ortalama: 14.48 + 0.16
nM). Plazma matriksinin etkisi ise %3,47 olarak hesaplanmistir. Matriks etkisi
biyosensor sinyalini diisiirmektedir, yapilan 6l¢timlerde de gergek 6rnek durumunda
sinyaldeki bu azalma goriilmektedir. Bu azalma da, biyosensor yiizeyindeki
biyotanima ajaninin optimum ¢aligma tamponu yerine plazma 6rneginin iceriginden
etkilendigini gostermektedir. Fakat sistemin %3,47 gibi bir sapma gostermesi de
ctDNA ol¢iimiinde oldukea etkili oldugunu kanitlamaktadir.

Son optimizasyon olan depo kararlilig1 6lciimiinde ise biyosensor +4°C ve oda
sicakliginda bekletilerek 10, 20 ve 30 giin sonrasinda elde edilen sinyaller kiyaslanmis
ve optimum saklama kosullar1 belirlenmistir. Biyosensor sisteminin bir RNA i¢ermesi
nedeniyle RNaz enzimlerinin yiizeyi par¢alamasi veya elektrot yiizeyinde uzunca
bekleme sonunda kii¢lik catlaklar (pin holes) olusmasiyla gelisen aktiviye kaybi
sonucunda biyosensoriin ctDNA olgtimii etkilenmistir. Maksimum saklama kosulu
+4°C’de 10 giin olarak belirlenmistir.

dCas9-sgRNA, ctDNA’y1 geri doniisiimsiiz olarak baglamaktadir. 8 M iire
kullanilarak ayirma islemi gerceklestirilmesi denenmis, fakat elektrot sinyalinde
anlamsiz ve yorumlanmasi imkansiz (yiizey yapisinin bozulmasi vb.) degisimler
oldugundan biyosensor sistemi tek kullanimlik olarak belirlenmistir.

Altin elektrot ile gelistirilen dCas9-sgRNA ile modifiye edilen biyosensor
sistemi ise tamamen grafen oksit metoduna alternatif bir metot olarak gelistirilmistir.
Bu metodun amaci grafen oksit ile iiretilen sistemin alternatif immobilizasyon yontemi
varliginda isleyip islemedigini, kisaca kontroliinii saglamaktir.

Altin (Au) inert bir metaldir ve elektrokimyasal sistemlerde akimdan

etkilenmesi zor oldugu i¢in tercih edilir. Bu 6zelligi, yani inert dogasi, ylizeyinde
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kovalent bir immobilizasyon tabakasinin gelistirilmesi gereken biyosensor
sistemlerinde dikkate alinmasi gerekli olan bir oOzelliktir. Altin elektrotlarda,
immobilizasyon i¢in siklikla bir fonksiyonel grubun kendi kendine olusturulabildigi
yapilar, 6zellikle alkantiyoller kullanilir. Bu materyaller bir hidrokarbon zincir, bu
zincirin bir ucunda —SH, diger ucunda ise karboksil, amin, siyaniir, hidroksil vs. gibi
fonksiyonel gruplar igerir. Alkantiyoller altin elektrot ile inkiibe edildiginde kendi
kendine diizenlenen tek tabakalar (self-assembly monolayer, SAM) olustururlar. S6z
konusu SAM tabaka olusumunda Au-S bagi hi¢cbir kimyasal isleme gerck kalmadan
kolayca olusabildiginden kolay ve kovalent bir immobilizasyon yontemi olarak tercih
edilmektedir. Her ne kadar farkli SAM materyalleri bulunsa da, bu ¢alismada kisa
zincirli, hizli bir sekilde elektrotu modifiye edebilen ve aktif amin gruplar1 bulunduran
sistamin (Cys) molekiilii kullanilmis ve Cys-altin elektrot baglanmasi1 CV ve EIS ile
karakterize edilmistir. Bu baglanmada Cys’in SH grubu altina baglanmakta, diger
amin grubu ise acikta kalarak uygun bir aktif grup olusturabilmektedir. A¢ikta kalan
bu amin grubu pH=7"de pozitif yiikle yiiklenerek CV ve EIS 6l¢iimlerinin yapildigi
redoks probunu ylizeye migrasyonla ¢eker. Sonugta, bu ¢ekim diflizyon ile ylizeyde
doniisen redoks probundan daha fazla elektrokimyasal olarak déniisiime ve fazladan
akim olusmasina neden olur. Sonugta CV pik akiminda artis goriiliir ve EIS (Ret)
azalir. Sintizoidal egri ile birlikte grafen oksit elektrottan farkli olarak burada bir de
lineer olarak artan bir egri goriiliir ki bu egri Warburg impedansini, yani kiitle taginim
transferini temsil eder. Bu da fazla miktarda redoks probunun yiizeye ilerledigini
gosterir. Normal sartlarda, redoks probu kullanilmadan yapilan calismada, Ret
sinyalinin artmas1 gerekirken, altinin yilizey karakteristiginden otiirii Ret sinyali
tizerine Warbug sinyali baskin goriindiigiinden Ret diistik gortiliir.

Aktif amin uglar olusan altin elektrotta (AuE-Cys) ylizey alaninin artirilmasi
calismasi ile grafen oksit elektrotta bahsedilen, duyarliligin artirilmasi ve genis lineer
araligin elde edilmesi i¢cin PAMAM dendrimeri kullanilmistir. PAMAM, Au-Cys
yiizeye bir ¢apraz baglayici olan glutaraldehit ile baglanmistir. Bu ¢apraz baglayici iki
amin arasinda kovalent bag ile bir koprii olusturarak baglama gergeklestirir. PAMAM
baglanmasi sonucunda, AUE iizerinde bir sistamin ile bir aktif amin grubu varken,
AUE-Cys elektrotun PAMAM ile modifikasyonu sonucunda 64 adet (bir tanesi
sistamine bagli) aktif amin ucu olusturulabilmektedir. Bu da biyotanima ajani olan

dCas9’un baglanmasint kolaylastirmakta, ayrica daha fazla dCas9 baglanmasi ile
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duyarliligin ve lineer Ol¢iim araliginin da artirilmasimi saglamaktadir. PAMAM
immobilizasyonunda da, molekiil ayn1 sistamin gibi pozitif yiiklii oldugundan redoks
probunu ¢ekilmesine neden olmaktadir. Normal sartlarda PAMAM gibi biiyiik bir
molekiile gore diistiniildiigiinde, 6nemli derecede azalma beklenen CV pik akiminda
neredeyse goz ardi edilebilir ¢gok az bir azalma, impedansta da ¢ok az bir artis s6z
konusu olmustur.

dCas9 baglanmasi i¢in de yine AuE-Cys-PAMAM elektrotun aktif amin uglari
glutaraldehit ile aktive edilerek dCas9 sistemi elektrot yiizeyine baglanmistir.
Beklenildigi iizere, pozitif yliklii olmasi gereken amin uglar1 dCas9 proteinlerine
baglandigindan redoks probunu migrasyon ile ¢gekebilme kabiliyetini yitirdigi icin CV
pik akimi azalmis, EIS (Ret) artmistir. Bu durum beklenen bir durumdur ve dCas9
proteinlerinin baglandigin1 gostermektedir. dCas9 proteinlerinin aktif olarak
baglanmadigi glutaraldehit ile aktiflestirilmis PAMAM-NH> uglari ise glisin ile bloke
edilmis, boylelikle olasi dCas9 dist yanlis sgRNA’nin ylizeye baglanmasinin dniine
gecilmistir. AuE-Cys-PAMAM-dCas9 elektrodun sgRNA ile modifiye edilmesiyle
CV pik akiminda azalma ve elektron transfer direncinde (Ret) artis goriilmiistiir. Bu
artis hem sgRNA tizerindeki negatif yiikiin redoks probunu itmesinin, hem de yiizeye
baglanmanin gerc¢eklestiginin gostergesidir.

Altin elektrotunda yapilan performans testleri sonucunda, PAMAM ile yiizey
alan1 artirilan biyosensoriin hem lineer aralik, hem de duyarlilik konusunda grafen
oksit elektrottan daha basarili sonug verdigi goriilmiistiir. Bu da biyosensorlerde yiizey
alani ile performans arasindaki orantiy1 dogrulayan bir bulgudur. Lineer 6l¢iim araligi
10-640 pM arasinda olan elektrotta, linearite grafen oksit elektrota gére daha diigiiktiir.
Bunun nedeni ise katman katman olusturulan altin elektrot yiizeyinde, katmanlarin
degiskenligi yani katman baglanmasindaki degiskenlik olabilir. Altin elektrot
modifikasyonunun daha duyarli olmasinin nedeni ise yiizey alaninin arttirilmis ve
dCas9 proteinlerinin grafen oksit yiizeyden daha fazla baglanmis olmasidir. Altin
elektrotta kronoimpedimetrik olarak saptanan ctDNA baglanma siiresi ise 25 saniye
olarak belirlenmistir, bu da grafen oksit metoduna gore daha fazla dCas9
baglanmasinin bir gostergesidir. Altin elektrotla hazirlanmis biyosensoriin 10-640 pM
arasindaki konsantrasyonlara karsilik impedans verileriyle standart grafigi de
cizilmistir. Bu grafikte, grafigin lineeritesini gdsteren regresyon katsayisi (R2) 0,9811,
grafigin denklemi ise y = 110,85 X + 20.477 olarak belirlenmistir. Grafik denkleminde
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y; ohm cinsinden impedans degerlerini, x ise pM cinsinden ctDNA miktarin
belirtmektedir. Alt: defa tekrarlanan standart grafiklerde R? = 0,9811 + 0,0122 olarak
belirlenmistir ki bu da elektrotun tekrar tiretilebilirliginin grafen oksit elektrota gére
daha diisiik oldugunu gostermektedir. Bu durum tabaka sayis1 ve immobilizasyonu
asamalarinin fazlaligindan kaynaklanmaktadir.

Standart grafigin belirlenmesinden sonra, biyosensoriin saptama sinirlari, yani
en diisiik tayin limiti (LOD) ile en diisiik tayin smir1 (LOQ) matematiksel olarak
hesaplanarak test edilmistir. 10 pM derisimdeki ctDNA konsantrasyonunun plazmaya
eklenerek, standart grafiklerden bagimsiz olarak olgiilmesi ile, 5 defa elde edilen
impedans degerlerindeki standart sapma + 275,10 ohm olarak bulunmustur. Standart
grafigin egimi (m) olarak 110,85 kullanilmistir. Buna gére LOD igin (3,3 S/m) formiilii
olarak hesaplanan deger 8,19 pM, LOQ i¢in (10 S/m) formiilii olarak hesaplanan deger
ise 24,82 pM’dir. Lineer olarak biyosensoriin dlgebilecegi en diisiik tayin sinir1 24,82
pM olarak hesaplanmigtir. Boylelikle, 8,19 pM en diisiik tayin limitine ulagsmis olan
elektrotun, grafen temelli biyosensoriimiiz ile karsilastirildiginda, yiizey alaninin
artirilmasi ile daha da diisiik tayin sinirlarina ulasilabilirligi de gosterilmistir.

Gergek orneklerde 2 farkli kan 6rnegi plazmasinda tekrarlanabilirlik testleri
yapilmistir. 120 pM ve 300 pM olarak eklenmis olan kan ornekleri {iger farkli
biyosensor ile iiger kere test edilmistir. Ik drnek 120 + 1,97 pM, ikinci drnek 300 +
9,83 pM olarak tespit edilmistir. Goriildiigii gibi 6l¢iimde elde edilen sinyal sapmasi,
300 pM ig¢in yaklasik %3 olmaktadir.

Altin elektrot ile tiretilen biyosensor sistemi ile yapilan ¢alismalarda, grafen
oksit ile yapilan ana ¢alisma metodu dogrulanmistir. Her ne kadar altin elektrot ile
yapilan ¢alisma daha duyarli ve liner araligi daha genis olsa da, grafen ylizeyin
kararliligi, grafen oksit ile {retilen biyosensoriin tekrarlanabilirliginin, tekrar

tiretilebilirliginin daha iyi olmas1 6nemli artilardir.
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Sonug olarak, grafen oksit ve altin elektrot ile gergeklestirilen dCas9 temelli
impedimetrik biyosensor sistemimizin, ctDNA o&l¢imii ile benzer DNA &lgiim
biyosensorleri ile karsilastirildiginda hiz, tekrar iiretilebilirlik ve segicilik avantajlari

sagladig goriilmektedir.
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Sonug¢ ve Oneriler

Bu tez ¢alismasinda, CRISPR-dCas9 sistemi kullanilarak kanda sirkiile olan
timor DNA’larinin analizinin, daha spesifik, daha hizli ve daha segici bir sekilde
gerceklestirilebildigi bir biyosensdr sistemi gelistirilmistir. Ornek grup olarak secilen
meme kanserinde en sik rastlanilan PIK3CA ekson 9 mutasyonlarinin tespiti igin
gelistirilen bu label-free, CRISPR-dCas9 modifiye impedimetrik biyosensorle ilgili
sonuglar, literatiirde bu konuda yayinlanan ilk ¢alisma olarak yer almistir.

Malignite durumlarinda ctDNA diizeyleri %0,01-90 arasinda degisir, bu
degiskenlik tiimor yiikii, evresi, vaskiilaritesi, hiicresel turnover ve tedaviye yanit ile
iligkilidir. Biitiin bu faktorlerden dolayi, DNA diizeylerinin standart bir araligi
bulunmasa da ctDNA’nin saptanmasi son yillarda kritik 6neme sahip bir konu olarak
giindemdedir.

Bilindigi gibi, biyosensor sistemlerinde kullanilan elektrot tipleri
immobilizasyonun stratejik temelini olusturmaktadir. Calismamizda grafen oksit
temelli elektrotlarin kullanimi ile yeniden tiretilebilirlik ve tekrarlanabilirlik 6zellikleri
basarili sonucglar vermistir.

DNA, yapisindaki dort bazin farkl siralardaki tekrarlari ile olusan son derece
biiyiik, fakat elektrokimyasal biyosensor sistemleri i¢in dl¢limii son derece zorlu bir
biyomolekiildiir. Bazlar arasindaki etkilesim ¢ogu zaman yanlis pozitif sinyal verdigi
gibi, guanin bazmin elektrokimyasal Ozelliginden otlirii de yanlis sinyal ortaya
c¢ikabilir. Bu nedenle yiiksek veya dalgalanan elektrik akimi1 uygulamak yerine diisiik
akimda elektrot yiizeyindeki impedansin oOl¢iilmesi, DNA-biyosensor ylizeyi
arasindaki iliskiylr ve baglanma kinetigini algilayabilmemizi saglayabilmektedir.
Calismamizda da, yenilik¢i bir impedimetrik O6l¢iim ile hedef ctDNA analizi
yapabilecek bir biyosensor sistemi gelistirilmistir. Gergek kan 6rneklerine standartlar
eklenerek de ctDNA'nin tespiti ayrica gergeklestirilmistir.

Yiiksek secicilik (tanimlayict olmayan diger DNA ile impedans egrilerinde
art1s saptanmamistir) ve yiiksek dogruluk (% 96'dan fazla) ve ultra hizli algilama siiresi
(40 saniye) galismada iiretilen yeni form bir sivi biyopsinin en 6nemli 6zellikleridir.
Gelistirilen CRISPR/dCas9 destekli biyosensor sisteminde, en sik rastlanilan mutant
DNA dizisini hedefleyen, duyarlilig1 yiiksek, 6l¢iim siiresi ¢ok kisa bir diizenek s6z

konusudur.
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On calismalar1 saglam verilerle kanitlanmis olan bu diizenegin gelistirilerek
multipleks bir sistem gergevesinde diger onemli mutasyonlara yonelik olarak da

uygulanmasi, kanserin erken teshisinde umut verici bir alan olarak ortaya ¢ikmaktadir.
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Arastirmamn Adi: TOmér tan ve izlemi igin dolagimdaki serbest DMA'min tayinine yonelik spesifik bir
biyosensdr sistemi gelistiriimesi

BILGILENDIRILMi$ GONULLD OLUR FORMU (FORM 17)

LUTFEN DIKKATLICE OKUYUNUZ 1!
Bu gahsmaya katilmak Ozere davet edilmig bulunmaktasiniz. Bu calismada yer almay
kabul etmeden &nce caligmanin ne amagla yapilmak istendigini anlamamiz ve
karanmzi bu bilgilendirme sonrasi dzgirce vermeniz gerekmektedir. Size ozel
hazifanmig bu bilgilendirmeyi IGifen dikkatlice ckuyunuz, sorulanmiza agik yanitlar
isteyiniz.

CALISMAMIN AMACI MEDIR?

Bu cahgmanin amaci, kanser hastalannda kanda dolagan hicre, protein veya DMA molekillerinin DMA
dizeyinde dlglimesi, yani kanser tanisi, teghisi ve tedawisi igin yeni bir Slgim sistemi geligtirilmesidir.
Bu sistemde kanda DMA seviyelernin élgdimesi igin yeni bir elektriksel lcim sistemi kullamlacaktr. Bu
olpim sistemi biyosensdr sistemi olarak adlandiniacak ve geligtiilecek dlgim materyallerinin Gzerine
tutturulan bivomolekiller ile kanser hastalanndan alinan kan ile DNA molekiller elekiriksel bir yontem
ile dlgilecektir.

KATILMA KOSULLARI MEDIR?

Bu caligmaya katlma kogullan, herhangi bir kanser tir hastallﬁl__teghisi konulan hasta veya saglikh
kigiler sadece kan kaynadi olarak kullanilacaktr ve hastalar Ege Universitesi Tip Fakiltesi Hastanesi'
Uzerinden yapilacak duyuru ile bu ¢aligmaya kahlabileceklerdir.

MASIL BIR UYGULAMA YAPILACAKTIR?
Cahgmada bakilacak clan DMA dizeylen igin sizden 2-3 mililiire olacak gekilde intravendz yolla kan
omekleri damardan alinacaktir. Sonrasinda ise size herhangi bir iglem uygulanmayacaktir. Kan dmekler
laboratuvarda tarafimizdan analizienecektir.

SORUMLULUKLARIM NEDIR?
Hekiminizin sizin igin yaptigi tavsiyelere uymadiginiz durumlarda aragtine: sizi uygulama digi birakabilir.

KATILIMCI SAY1SI NEDIR?
Araghirmada yer alacak gindlldlerin sayisi 120 kigidir.

KATILIMIM ME KADAR SURECEKTIR?

Aragtirma sirecinde kan verme sireciniz ve sizden tekrar kan alinmasi igin ¢agmimaniz haricinde
hastaneye gelmeniz gerskmemektedir. .

CALISMAYA KATILMA ILE BEKLEMEN OLASI YARAR NEDIR?

Sizin bu galigmaya olan katkiniz sayesinde ileride kanser olan hastalar igin, DNA dizeyinde yapilacak
dlpimler sayesinde kanseri dnceden belifemek ve hastahd erken seviyelerde ortadan kaldirmak
mimkin olabilecektir.

CALISMAYA KATILMA iLE BEKLENEN OLASI RISKLER NEDIR?
Hastalarda sadece kan alma aminda ac ve kan alnan yerde hafif moramalann diginda bir risk
beklenmemektedir.

ARASTIRMA SURECINDE BiRLIKTE KULLANILMASININ SAKINCALI OLDUGU BiLINEN
ILAGLAR/BESINLER NELERDIR?
Calisma slresince birikte kullanimimin sakincah oldudu ilag ve besinler yoktur.

HANGI KOSULLARDA ARASTIRMA DI§I BIRAKILABILIRIM?
Istediniz ile aragtirma digi kalabilirsiniz.

DIGER TEDAVILER NELERDIR?
Bu tamimin tedavisinde uygulanabiecek ki 0zel uygulama bulunmamaktadir.

ARASTIRMA SURESINCE GIKABILECEK SORUNLAR iGN KiMi ARAMALIYIM?

Tarih/ Versiyon: 08.12 2016

Bealge Kodu Rew. Tarihi /' No.suz Sayfa
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Arastirmanmn Adi: TOmSr tam ve izlemi igin dolagimdaki serbest DMA'Tin tayinine yonelik spesifik bir
biyosensdr sistemi geligtirimesi

Uygulama sdresi boyunca arastirma hakkinda ek bilgi almak icin ya da calisma ile ilgili herhangi bir
sorun ya da diger rahatsiziklanmz igin 02323803699 no’ lu telefondan Dr. Levent YEMIAY'a
bagvurabilirsiniz.

CALISMA KAPSAMINDAKI GIDERLER KARSILANACAK MIDIRT
Aragtrma kapsaminda yapilacak her tir tetkik, fizik muayene ve dijer araghrma masrafian size veya
givencesi altinda bulundudunuz resmi ya da dzel highir kurum veya kuruluga Sdetiimeyecektir.

CALISMAYI DESTEKLEYEN KURUM VAR MIDIR?
Caligma TUBITAK-1001 programi kapsaminda desteklenmektedir.

GALISMAYA KATILMAM NEDEMIYLE HERHANGI BIiR ODEME YAPILACAK MIDIR?
Bu araghmada yer almanizla iligkili size herhangi bir ddeme yapiimayacaktir.

ARASTIRMAYA KATILMAYI KABUL ETMEMEM VEYA ARASTIRMADAN AYRILMAM
DURUMUNDA HE ¥ APMAM GEREKIR?

Bu aragtirmada yer almak tamamen sizin istedinize baghdir. Aragimada yer almayi reddedebilirziniz
ya da herhangi bir agamada aragtirmadan aynlabilirsiniz; reddetme veya vazgecme durumunda bile
sonraki bakiminiz garanti altina alinacaktir. Aragtinct; ¢ahsma programini aksatmaniz, tetkik ve tahlilleri
yaphimay kabul etmemeniz, iglemlerz ilgili bir yan etkiye maruz kalmaniz durumunda istediniz diginda
ancak bilginiz dahilinde sizi aragtrmadan gikarabilir. Bu durumda da sonraki bakiminiz garanti alina
alinacaktir.

Aragtrmanin sonuclan bilimsel amacla kullamlacakbr, ¢aligmadan cekilmeniz ya da arastinci
tarafindan cikanimaniz durumunda, sizie igli tbbi veriler de gerekirse bilimsel amagla
Kullanilabilecektir.

KATILMAMA ILiSKiN BILGILER KONUSUNDA GIZLILIK SAGLANABILECEK MIDIR?

Size ait tim tbbi ve kimlik bilgileriniz gizli tutulacaktir ve aragtirma yayinlansa bile kimlik bilgileriniz
verimeyecektir, ancak aragtimanin izleyicileri, yoklama yapanlar, etik kurullar ve resmi makamlar
gerektiginde tibbi kilgilerinize ulagabilir. Siz de istediginizde kendinize ait tibbi kilgilers ulagabilirsiniz.
Ancak gikan sonuglann tedaviniz ile gu anda bir iigkisi olmadid@ unutulmamaldir. Tdm ¢alisma
sonuclanmin bilimsel otamda yayinlanmasi sirasinda hastalann kimlikler gizli tutularak bilgi ve
bulgulanndan yararlanilacaktir.

Gallgmaya Katlma Onay:

Yukanda yer alan ve aragtimmaya baglanmadan dnce gondlliiye verilmesi gereken bilgileri gdsteren
2 sayfallk metni ckudum ve sozli olarak dinledim. Aklima gelen tim sorulan arastinciya sordum, yazih
ve s0zi0 olarak bana yaplan tim agiklamalan aynnblanyla anlames bulunmaktaym. Calismaya
katilmay isteyip istemedigime karar vermem igin bana yeterli zaman tanindi. Bu kogullar altinda, bana
ait tibbi bilgilerin gdzden gecirlmesi, transfer edilmesi ve iglenmesi konusunda aragtima ylnitlcdsine
yetki veriyor ve 20z konusu araghrmaya iligkin bana yapilan katihm davetini hichir zorlama ve baski
olmaksizn biyik bir gonullilik icensinde kabul ediyorum. Bu formu imzalamakla yerel yasalann bana

sadladidi haklan kaybetmeyacagimi biliyonm.

Bu formun imzal ve tarihli bir kopyasi bana verildi.

GONULLUNUN IMZASI

ADI &
SOYADI

ADRESI

TEL. & FAKS

TARIH
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TUMOR TANI VE IZLEMI iCIN DOLASIMDAKI SERBEST
DNA’NIN TAYININE YONELIK SPESIFiK BiR BIYOSENSOR
SISTEMI GELISTIRILMESI

OLGU KAYIT FORMU
22 ARALIK 2016 / Versiyon 1.1
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OLGU ND : "

TARIH I 1/ 1]

CALISMAYA ALINMA KRITERLERI

18-100 yas arasi kadin saghkl kisi
Kanser tanisi konmus

CALISMAYA ALINMAMA KRITERLERI

Son 3 hafta iginde antibiyotik, vb ilag alimimi

Son 3 gin icinde sigara-alkol kullamimi

Trombotik veya hematolajik hastalik olmasi

Trombosit fonksiyonunu bozan herhangi bir ilag kullanmas
Bilinen renal veya hepatik yetmezlik olmas

Kronik infeksiyon gibi kronik bir hastalik olmasi

Alkol kullaniyor olmak

Kalp yetmezligi Gykisd olmasi

Erkeklerde Hg<12,5g/dl, kadinlarda Hg<11,5 g/dl olmasi

Hipertansiyon disinda bilinen aterosklerotik bir hastali@inin (gecirilmis MILSVO.,
renal arter stenozu...Jolmasi
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OLGU NO

I Il n I I
VIZIT 1 TARIH | [ 1/ n 1] I [
E u s . ¥
VITAL BULGULAR
SISTOLIK KAM BASINCI T 1 immHg DIASTOLIK KAN BASINCI 1 I I
mmHg
MNABIZ | 1 1 1 dk VIICUT SICAKLIGI 1 T 1,1 1 0C
BOY 1 1 1 cm KILO 1 1] 1 1 kg
Olciilmis Kanser Biyobelirtegleri Deger
22 Aralik 2016 [/ Versiyon 1.1 Sayfad/4
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AWARDS and BURSARIES

10.

11.

20th FEBS Young Scientists” Forum (YSF) Bursary Lovran, Croatia, 30 June
- 3 July 2021.

27th Balkan Clinical Laboratory Federation (BCLF) and the 30th National

TBS: Poster Award Winner

e Ultrasensitive Blood Sugar Monitoring by Mobile Phone Integrated,
Reusable BorA-MeTiN Composite Sensors

Canakkale Project Challenge: 1st Place Canakkale Special Award $ 7 000
e DPoint-of-care environmental pollution sensor design by using mobile
phone as detector

Turkish Electro Technology Exporters” Association (TET): Smart Health
and Medical 3t Place Project Grant 2017, $ 2 500

e Reusable glucose monitoring sensor compatible to mobile phones

TUBITAK-2211C (Scientific and Technological Research Council of
Turkey) Domestic Priority Fields PhD Degree Program Monthly Bursary
April 2017-continuing

e Biosensors and bioelectronics field

Royal Academy of Engineering-UK, Leaders in Innovation Programme, 6
Months, 2017

TUBITAK (Scientific and Technological Research Council of Turkey),
2150218 Young Entrepreneurship Program Award 16 Months, $ 40 000
e Development of fully reusable glucose monitoring sensor technology

TUBITAK (Scientific and Technological Research Council of Turkey), 2238-
University Innovation Contest-Finalist (2016)
e Smart water pollutant sensors

FEBS Young Lecturer Bursary, FEBS Education Workshop / Young
Lecturer Bursary, 30-31 March 2015, Cambridge UK

9th International Electrochemistry Meeting in Turkey, 2011, 3rd Place
Poster Award
e VEGEF detection in blood by impedimetric biosensors

TUBITAK (Scientific and Technological Research Council of Turkey)
109T172 Project Grant, 10 Months
e Development of cancer biomarker biosensors
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Chronoimpedimetric Glucose Sensor in Real Blood Samples Modified by Glucose-
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DOI: 10.1515/ tjb-2018-0413.
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built by layer-by-layer covalent attachment of a receptor for diagnosis of tumor
growth, Analytica Chimica Acta, 706, 2, 2011, pp.343-348.
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electrochemical biosensor technology. ISBN 978-1-83962-438-4, IntechOpen - 2020.
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- 2015.
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(IFCC), Committee on Mobile Health and Bioengineering in Laboratory Medicine
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International Journal of Environmental Analytical Chemistry (Print ISSN: 0306-
7319 Online ISSN: 1029-0397) as Reviewer since 2014.

FEBS Advanced Lecture Course: 360 LYSOSOME: from function to genomics, from
function to disease as Editor 2014.

Turkish Journal of Biochemistry as Technical-Language Editor, 2016-continuing

Bioelectrochemistry (ISSN: 1567-5394) as Reviewer since 2015
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PRESENTATIONS

Oral Presentations

Zihni Onur Uygun, Hilmiye Deniz Ertugrul Uygun, Sinem Nur Sengtz Coskun,
Yasemin Akcay, Sevki Cetinkalp, Ferhan Sagin. Development and validation of a
biosensor for measurement of serum hypoxia-inducible factor-1. XXVIIL. Balkan
Clinical Laboratory Federation Meeting BCLF 2019, XXX. National Congress of the
Turkish Biochemical Society TBS 2019 27-31 October 2019, Antalya, Turkey.

Zihni Onur Uygun, Hilmiye Deniz Ertugrul Uygun, Ferhan Sagm, Diyabet
[zleminde Biyobelirte¢ Tayin Modifikasyonu: Yeniden Kullanilabilir, Yeni Nesil
Glukoz Olgtim Stripleri. II. Tiirkiye in vitro Diyagnostik Sempozyumu. 10-12 May
2017. izmir, Turkey

Zihni Onur Uygun, Hilmiye Deniz Ertugrul Uygun, Bilimin Uriine Déniismesinde
Bir Sirketlesme Oykiisii: Denosens Start-Up. II. Tirkiye in vitro Diyagnostik
Sempozyumu. 10-12 May 2017. Izmir, Turkey
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18 June, 2015.
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Zihni Onur Uygun, Hilmiye Deniz Ertugrul Uygun, Ferhan Sagm. Ultrasensitive
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Receptor based Biosensor for Tumor Growth Diagnosis: A new immobilization
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September 2011, 9th International Electrochemistry Meeting in Turkey.

Zihni Onur Uygun, Yusuf Dilgin, Molecularly Imprinted Polypyrrole Modified

Impedimetric Sensor for Chlorpyrifos Detection. 1-6 October 2012, 26th National
Chemistry Congress (International Participation).
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