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1. Proje Ozeti (Proje Tanimi)

Trizomi 21, glinimiizde zihinsel hasara yol agan en yaygin genetik bozukluktur. 21.
kromozomun genellikle yumurta hiicresindeki mayoz boliinme hatasi sonucu fazladan bir
kopyasinin bulunmasi ile olusur. Diinyaya gelen her 700 bebekten biri Down sendromu (DS)
teshisiyle dogmaktadir ve bu oran her y1l artmaktadir (Strippoli ve ark., 2019). DS’ nin prenatal
teshisi i¢cin mevcut yontemler; kesin ve giivenilir teshis koyabilme, anne ve bebek icin saglik
riski olusturmama, erisilebilir olma ve hizli sonug vermede yetersizdir (Brennand ve Cameron,
2001; Heywood ve ark., 2011; Erbaba ve Pinar, 2015; Shajpal ve Siddiqui, 2017). Projede;
mevcut yontemlerin hatalarinin 6niine gecilmesi amaglanmistir. Bu dogrultuda DS’nin teshisi
icin ilk defa miRNA’larin LSPR temelli platformda kullanilmasiyla kesin, non-invaziv,
erisilebilir ve hizli sonug veren yeni bir bakis gelistirilmistir. Non-invazivlik i¢in maternal
kanda bulunabilen, spesifiklik i¢cin DS durumunda ekspresyonu fazlaca artan plasental miR-
155; biyomarker olarak se¢ilmistir (Erturk ve ark., 2016; Bras ve ark., 2018). Biyosensoriin
calisma mantig1, DS’li numunedeki asir1 miktarda hedef miR-155’in biyosensére Onceden
konjuge edilen komplementer-miR-155"¢ baglanarak biyosensoriin yiizey yapisini saglikli
numunelere gore fazlaca degistirmesi ve LSPR cihazinin bu asir1 degisimi algilamasina
dayanmaktadir (Damborsky ve ark., 2016). Komplementer miRNA-155; -OH ve -COOH ug
gruplu molekiiller ve EDC-NHS kimyas1 yardimiyla altin kapli cama konjuge edilerek
hedeflenen biyosensor {iretilmistir. 100, 10, 1 nM ve 100 pM hedef miR-155’in LSPR
verilerinde neden oldugu sirasiyla 38,56; 26,86; 16,86; 11,81 nm degisiklige dayanarak
biyosensoriin tiim miRNA konsantrasyonlarini algilayabildigi sonucuna varilmistir (Fischer,
2010; Truong ve ark., 2012; Jeong ve ark. 2016). Projede; 60 dakikada sonug vermesiyle hizl,
niikleik asit komplementerizasyonuyla 6zgiil, 3ul hacimde 100 pM konsantrasyondaki miRNA
¢Ozeltisini  saptayabilmesiyle  hassas,  hedeflenmeyen  molekiillerle  (miR-125b)
etkilesmemesiyle kesin, dogru ve spesifik Ol¢lim yapan; anne ve bebek i¢in saglik riski
olusturmayan ve non-invaziv teshis saglayan erisilebilir bir biyosensor gelistirilmis,
mikroakiskan ¢ipe uyarlanmasi planlanmistir. Projedeki yaklasim, DS’nin tanisindaki
sorunlarin hepsine ayni anda ¢6ziim getirme potansiyeli olan ilk ve tek yaklasimdir. Ayrica
yaklagim bir¢ok hastaligin teshisine ve point-of-care sistemine uyarlanabilir.

2. Problem/Sorun

Down sendromlu (DS) gebelik durumunda aileye fetiisiin gelecegi hakkinda se¢im sansi
veya bebek i¢in maddi ve manevi hazirlik i¢in zaman taniyabilmek adina DS’nin erken ve kesin
teshisi ¢ok biiyiikk 6nem arz etmektedir. Tan1 yontemlerinde gegerli standartlar en az %90
duyarlilik ve en fazla %2 yanlis pozitiftir (Shajpal ve Siddiqui, 2017). Mevcut teshis
yontemlerinden ikil, ticlii, dortlii, kombine test ve ultrasonografi gibi anne ve bebege zarar
vermeyen non-invaziv tan1 yontemlerinin yanlis pozitif oran1 %2,5-5 iken duyarliliklari ise
%77-90°dir dolayisiyla standartlarin altindadir. Amniyosentez, koryonik villiis 6rneklemesi,
preimplantasyon, kordo-sentez ve fetal biyopsi gibi invaziv testler ise anne ve bebege zarar
verme riski tagimaktadir, enfeksiyonlara hatta %3 oranla diisiige dahi sebebiyet vermektedir.
Serbest fetal DNA analizi ise erisilebilir degildir. Kisacast DS nin prenatal teshisi i¢in mevcut
yontemlerin higbiri; kesin ve giivenilir teshis koyabilme, anne ve bebek i¢in saglik riski
olusturmama, erisilebilir olma ve hizli sonu¢ verme kriterlerinin hepsini ayni anda



karsilayamamaktadir. (Chard ve Macintosh, 1995; Brennand ve Cameron, 2001; Heywood ve
ark., 2011; Erbaba ve Pmar, 2015; Shajpal ve Siddiqui, 2017). Niikleik asit
komplementerizasyonuyla kesinlik ve hizli teshis saglanirken yaklagimin maternal kanla
caligmastyla invazivlik sorunu ¢oziilmiistiir. Ayrica diisiik maliyetli malzemeler tercih edilerek
erisilebilirlik sorunu ¢oziilmiistiir.

3. Coziim

Plasental miR’ler gibi anne kanindan kolayca elde edilebilecek bir biyomarker
kullanimiyla invazivlik sorununun ¢dziilmiistiir. Literatiirde birgok agidan Down sendromuyla
iliskilendirilen miR-155’in biyomarker olarak kullanilmasiyla spesifiklik saglanmistir (Faraoni
ve ark., 2009). Hizlilik, pratiklik, erisilebilirlik ve hassaslik elde etmek amaciyla Lokalize
Yiizey Plazmon Rezonans (LSPR) temelli bir mikroakigkan ¢ip tasarlanmistir. miR-155
ekspresyonu dolayisiyla da anne kanina gegen miR-155 miktar1 DS durumunda artar.
Tasarlanan biyosensoriin ¢alisma mantigi; DS’ye bagli olarak numune igerisinde asirt miktarda
hedef miR-155’in bulunmasi dolayisiyla yiizeye 6nceden konjuge edilen komplementer
miR 155 ile ¢ok miktarda bag yaparak biyosensoriin yiizey yapisini asirt miktarda degistirmesi
ve LSPR cihazinin yiizeydeki bu asir1 degisimi algilamasina dayanmaktadir. Kisacasi dlciilen
degisim miktarina gére miR-155 konsantrasyonu dolayisiyla da DS riski belirlenebilir (Lim ve
ark., 2015; Damborsky ve ark., 2016; Bras ve ark., 2018).

Anomalinin dogum sonrasi fark edilmesi dolayisiyla ailenin gebelik {izerinde se¢im
sansinin olmamasi, gebeligin gerekli dogru tibbi takibinin ve dogum sonrasi planlama ve
hazirhigin yapilamamasi biiyiik bir toplumsal problemdir. Projede tasarlanan mikroakiskan ¢ip
kesin, dogru ve erken teshis saglayarak bu problemi ¢ozer ve aileye gebelik hakkinda se¢im
sans1 verirken gebeligin DS’ye uygun dogru tibbi takibine ve dogum sonrasi planlama ve
hazirliga olanak verir.
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Sekil 1. Projede gelistirilen ¢oziimiin akis semas1 (Tasarlanan mikroakigskan ¢ip ile Down
sendromu teshisinin konulmast).



4. Yontem
4.1. Malzemeler

Camlarin modifikasyonunda lamel (Isolab), siilfiirik asit (H2SO4, Sigma Aldrich),
hidrojen peroksit (H202, Sigma Aldrich), aminopropyltriethoxysilane (APTES, Sigma)
kullanilmistir. Aurik asit (HAuCl4, Alfa Aesar), potasyum karbonat (K2CO3, Sigma Aldrich),
polietilen glikol (PEG, Laysan Bio, Inc) sodyum borhidriir (NaBH4, Sigma Aldrich), trimetil
amonyum bromiir (CTAB, Alfa Aesar), L-askorbik asit (Fluka) ve ultra saf su altin nanogubuk
sentezinde kullanilmistir. Kirilma indeksi ¢alismasinda toluen (Sigma Aldrich) ve etanol
(Sigma Aldrich) kullanilmistir. Komplementer amin uglu miRNA-155’in biyosensoriin
yiizeyine baglanmasi amactyla —OH ug¢ gruplu molekiil (Triethylene glycol mono-11-
mercaptoundecyl ether, Sigma Aldrich), -COOH ug gruplu molekiil (23-(9-Mercaptononyl)-
3,6,9,12,15,18,21-heptaoxatricosanoic  Acid, Sigma Aldrich), EDC molekiili ((3-
Dimethylaminopropyl)-N’-ethylcarbodiimide hydrochloride, Sigma Aldrich), Sulfo-NHS
molekiilii, (N-hydroxysulfosuccinimide) (Thermo Scientific).

Kullanilan miRNA dizileri (HPLC safliginda, Biomers, Almanya) asagidaki gibidir:
. Hedef miR-155 (22 bp): 5’-UGC CUC CAA CUG ACU CCU ACA U-3°

. Amin modifiyeli komplementer miR-155 (22 bp): 5’- NH2 AUG UAG GAG
UCA GUU GGA GGC A -3°

Negatif kontrol amaciyla kullanilan miR-125b-5p primeri (HPLC safliginda, abm,
Kanada) dizisi asagidaki gibidir:

. miR-125b-5p (22 bp): 5’-UCC CUG AGA CCC UAA CUU GUG A-3°

4.2 Altin Nanocubuklarin (GNR) Uretimi

4.2.1 Cekirdek ve Biiyiime Cozeltisinin Hazirlanmasi

Cekirdek cozeltisi; ¢ekirdek aracilikli sentez yontemiyle; 0,25 ml, 0,01 M HAuCl4; 9,75
ml, 0,1 M CTAB ve 0,6 ml, 0,01 M NaBH4 soliisyonlar1 kullanilarak hazirlanmis; fazla
sodyumun uzaklastirilmasi i¢in manyetik karistiricida iki dakika islem goérmiistiir (Jana ve ark.,
2001) (Sekil 2).

Biiyiime ¢ozeltisi hazirlanisinda (altin nanoparcaciklarin altin nanogubuklara (GNR)
doniistiiriilmesi) 0,5 ml, 0,01 M HAuCly; 55 pl, 0,1 M askorbik asit; 75 ul, 0,1 M AgNOs; 9,5
ml, 0,1 M CTAB ve 12 pul ¢ekirdek ¢ozeltisi kullanilmistir. LSPR 6l¢iimii yapilmistir. (Jana ve
ark., 2001).
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Sekil 2. Cekirdek ve biiyiime ¢ozeltilerinin hazirlanist ve son halleri.
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4.2.2 Altin Nanogubuklarin Yiizeyindeki CTAB Molekiillerinin Uzaklastirilmasi

GNR’lerin formunu koruyan CTAB, toksik oldugundan uzaklastirilmalidir. 12.000 rpm
15 dk. santrifiijiin ardindan tiiplerin {istiinde kalan CTAB pipetle uzaklastirilmistir. Dibe ¢oken
GNR’lere 1 ml saf su eklenerek islem tekrarlanmistir (Sekil 3). LSPR ol¢limleri alinmastir.
(Liopo ve ark., 2012)

& b
Sekil 3. CTAB’in uzaklastirilmasi. a: GNR’nin CTAB uzaklastirilmadan o6nceki halinin
sematik gosterimi (Cao ve ark., 2014) b: GNR’lerin santrifiijjden 6nceki hali c:

GNR ’lerin santrifiijden sonraki hali d: Ustte kalan CTAB’m uzaklastiriimasi.

4.2.3 Altin Nanocubuklarin Polietilen Glikol (PEG) ile Kaplanmasi

CTAB’1n gorevini yapacak olan PEG (5000 g/mol) yardimiyla 1:20 oraninda PEG-su
¢ozeltisi hazirlanmis, ¢cokelmeyi 6nlemek i¢in potasyum karbonat eklenerek GNR soliisyonuyla
karistirllmistir. Soliisyon 250 rpm hizla 24 saat manyetik karistiricida karistirtlmistir. 12.000
rpm 15 dk santrifiijiin ardindan iistte kalan kisimlar pipetle ayristirilmis ve tiiplere birer ml su
eklenerek birlestirilmistir (Zhou ve ark., 2017). LSPR 6l¢iimii alinmistir.

4.3 Altin Nanoparcacik Temelli Cam Biyosensor Tasarimi
4.3.1 Cam Yizeyin Temizlenmesi

Mikroskop lamlari (~7x8mm); yiizeydeki -OH gruplarinin aktivasyonu ve kalintilarin
temizlenmesi i¢in Piranha soliisyonunda (3:1 oraninda 15 ml siilfiirik asit ve 5 ml hidrojen
peroksit karisimi) 30 dk bekletilmis, saf suyla yikanip azot gaziyla kurutulmustur (Mayer ve
ark., 2008).

4.3.2 Cam Yiizeyin Modifikasyonu

APTES  soliisyonu hazirlamak i¢in  falkon basma 12 pul 5 mM
aminopropyltriethoxysilane (APTES), 10 ml etanolde ¢oziilmiistiir. Camlar, 3 saat APTES
sollisyonununda bekletilmis, 6nce etanol sonra saf suyla yikanmis, azot gaziyla kurutulmustur.
APTES, yiizeydeki -OH gruplariyla bag yapar. Yiizeylerin altinla kaplanmasi i¢in camlar
PEG’li GNR ¢o6zeltisine 1 giin birakilmis, saf suyla yikanip azot gaziyla kurutulmustur. Camlar
GNR soliisyonunun rengini almigtir. Camlara 0,5 mbar basingta 2 dk 100 W oksijen plazma
islemi uygulanmistir. Camlarin karakterizasyonu LSPR ve taramali elektron mikroskobuyla
(SEM) yapilmigtir. Mayer ve ark. (2008) uyarlanmistir (Sekil 4).

a b
Sekil 4. Yiizeylerin GNR ile kaplanmasi a: camlarin, etanol-APTES ¢o6zeltisinde bekletilmesi
b: camlarin PEG-GNR ¢6zeltisindeki hali ¢: camlarin saf suyla yikanmasi d: camlarin

renk degisimi e: oksijen plazma iglemi.



4.3.3 Sensor Hassasiyetinin Incelenmesi (Refraktif Indeksi Calismasi)

Biyosensoriin hassasiyet 6l¢timii; toluen (n=1,45), 1:3 oraninda etanol/toluen (n=1,43),
1:1 oraninda etanol/toluen (n=1,41), 3:1 oraninda etanol/toluen (n=1,39), etanol (n=1,36) ve saf
su (n=1,33) soliisyonlariyla yapilmistir (Marinakos ve ark., 2007).

4.3.4 Altin Nanocubuk Immobilize Edilmis Camin -COOH ve -OH Gruplari ile
Modifikasyonu

Hedef miRNA-155’in baglanacagi anti-miRNA-155’in yiizeye konjugasyonu, -COOH
ve -OH gruplariyla saglanmistir. anti-miR-155, —-COOH’a baglanirken —OH yiizey dizilimini
diizenler. 1:10 oraninda 0,5 mM -COOH-etanol ¢ozeltisi ve 4,5 mM -OH-etanol ¢ozeltisi
hazirlanmistir ve birlestirilmistir. Camlar ¢ozeltilerde 18 saat birakilmis, once etanol sonra saf
suyla yikanmustir. Karakterizasyon LSPR’la yapilmistir (Truong ve ark., 2012) (Sekil 5).
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Sekil 5. Camlarin -OH ve -COOH gruplariyla etkilesimi. a: stok -COOH ve —OH b:
camlarin etanol, -COOH ve —OH karigimindaki hali c: camlarin son hali.

4.3.5 EDC-NHS Kimyasi ile Cam ve Komplementer miRNA Etkilesimi
Komplementer miRNA’larin —COOH gruplarina baglanmast EDC-NHS kimyasiyla

hizlandirilmastir. ¢dzeltileri hazirlanip birlestirilmis, Camlar; 0,4 M EDC-saf su ve 0,1M NHS-
saf sudan olugsn EDC-NHS soliisyonunda 5 d

a b <
Sekil 6. Camlarin EDC-NHS ¢6zeltilerine konulmasi a: toz halde Sulfo-NHS ve EDC

b: EDC ve NHS’in saf suda ¢6ziinmiis hali ¢: Camlarin EDC-NHS ¢6zeltisine konulmus hali.

4.3.6 Komplementer miRNA Cézeltilerinin Hazirlanmasi ve Optimizasyon Islemi

NH2 uclu toz komplementer miRNA-155; saf suda ¢oziilerek 2 uM, 0,1 uM, 0,5 uM, 1
uM ¢ozeltiler hazirlanmistir. Camlar EDC-NHS isleminden sonra yikanmadan komplementer
miRNA ¢o6zeltisine 1 saat birakilmistir. Ardindan yiizeyler saf suyla yikanmis, LSPR 6l¢timleri
yapilmistir (Sekil 7). Camlar, 1 uM hedef miR-155 ile 60 dk. inkiibe edilmis ve LSPR 6l¢timleri
almmastir. Jeong ve ark. (2016) modifiye edilmistir.

r—a
)

Sekil 7. Komplementer miRNA ¢ozeltisinin hazirlanisi a: toz komplementer miRNA-
155 b: camlarin komplementer miRNA-155 ¢ozeltisindeki hali.



4.3.7 Farkh Konsantrasyonlardaki Hedef miRNA Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Hedef miRNA-155’in suda ¢oziilmesiyle 1, 10, 100 nM ve 100 pM hedef miRNA
cozeltileri hazirlanmistir. Jeong ve ark. (2016) modifiye edilmistir. Camlar, ¢ozeltide 60 dk
bekletilmis, saf suyla yikanip LSPR &lgtimleri yapilmistir (Sekil 8).

Sekil 8. Hedef miRNA ¢ozeltisinin hazirlanis1 a: toz hedef miRNA-155 b: farkli
konsantrasyonlardaki hedef mMIRNA-155 ¢ozeltileri c: camlarin hedef miRNA-155
cozeltilerindeki hali.

4.3.8 Uretilen Biyosensoriin Spesifikliginin Saptanmasi

Biyosensoriin - spesifikligini saptamak i¢in camlar; 1 uM miR-125b-5p (abm)
¢oOzeltisinde boliim 2.3.7°deki sartlarda incelenmistir.

4.4 Cam Biyosensoriin Karakterizasyon Islemleri

Biyosensorlerin hassasiyet ve verimlilikleri taramali elektron mikroskobu (SEM) ve
lokalize yiizey plazmon rezonansi (LSPR) ile 6lgiilmiistiir. Biyosensorler, Izmir Yiiksek
Teknoloji Enstitiisii Malzeme Arastirma Merkezinde bulunan FET QUANTA 250 FEG taramali
elektron mikroskobuna gonderilmis; islem uzmanlarca gerceklestirilmistir (Cao ve ark., 2014).

4.5 Mikroakiskan Temelli Ciplerin Tasarimi

Cip ve cipin iretimi i¢in gerekli kaliplarin 3 boyutlu ¢izimleri SolidWorks adli
programiyla yapilmis, 3 boyutlu yazici, PDMS ve yumusak litografi yontemi yardimiyla
iiretilmesi planlanmistir. Mikroakiskan ¢ip 37 mm x 24,50 mm boyutlarinda tasarlanmastir.
Tasarim, fuziform seklinde 3 adet 3 pl hacimli mikrokanala sahiptir (Sekil 9). Mikroakiskan
¢ipin liretiminde Chen ve ark. (2020) tarafindan 6nerilen yontem uyarlanacaktir.

\ . i d

Sekil 9. mikroakiskan ¢ipin teknik ¢izimleri a: ¢ip kalibina PDMS dokiilmis hali b:
mikroakigkanin genel PDMS kalib1 ¢: mikroakiskanin PDMS {ist kalib1 d: mikroakigskanin
PDMS alt kaliba.

4.6 Sonuclar ve Tartisma

4.6.1 Altin Nanocubuklarin Sentezi ve PEG ile Kaplanmasi ve Cam Yiizeyin SH-
PEG’li GNR ile Kaplanmasi

Saydam GNR soliisyonunun 6nce acik sariya sonra koyu sartya donmesi altinin, nano
boyutta altin taneciklerine doniistiigiinii kanitlamaktadir. Soliisyonun mavi-mor renk almasi



altin taneciklerinin uzayarak istenen altin nanogubuklara doniistiigiinii gostermektedir. GNR
solisyonunun LSPR degeri 642,14 nm’dir. CTAB uzaklastirilip SH-PEG eklendikten sonra
LSPR sonucu 13,58 nm kaymistir. Seffaf camlar altinla kaplaninca mavi-mor renk almistir.
Oksijen plazma isleminden sonra LSPR degeri 6,14 nm azalmis, 649,58 nm olarak dl¢lilmiistiir.
GNR’lerin cama homojen ve tutarli sekilde immobilize oldugu ve ~50 nm oldugu SEM
goriintiilemesinde saptanmustir (Sekil 10).
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Sekil 10. GNR soliisyonu ve SH-PEG ile kaplanan GNR soliisyonunun LSPR
spektrumu. Cama immobilize edilmis PEG’lenmis GNR’lerin goriintii ve spektrumu a ve b:
SEM gorintiileri ¢: LSPR spektrumu

4.6.2 Sensor Hassasiyet
Tespiti ve Komplementer miRNA Optimizasyonu

Refraktif indeks Olglimiiyle hassasiyet, 215 RIU/nm olarak belirlenmistir. Farkli
konsantrasyonlardaki komplementer-miR-155 ¢ozeltileri, 1 puM hedef mIRNA-155’te
denenmistir. LSPR degerleri 0,1 uM i¢in 4nm, 0,5 uM i¢in 6nm, 1 uM i¢in 15 nm, 2 uM i¢in
9 nm kaymustir. Optimum sonug 1 uM konsantrasyondadir (Sekil 11).

Farkh Komplementer miFINA-155 Konsantrasyonlannda
1 uM Hedef miFNA-135 Denenmesi
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Sekil 11. Komplenmenter ve hedef miRNA etkilesimi sonucundaki dalga boyu
degisimi.

4.6.3 Komplementer miR-155’in Biyosensore Konjugasyonu ve Biyosensor ile
Hedef miRNA-155’in Saptanmasi
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Yiizeyin -OH ve -COOH gruplariyla modifikasyonu sonrast LSPR dalga boyu 21,02 nm
kaymistir. Komplementer-miRNA-155in baglanmasiyla 30,64 nm kayma gozlenmistir. Hedef
miR-155’in 60 dakika inkiibasyonu sonrasinda yiizeydeki komplementer-miRNA-155’lerin
hedef miIRNA-155’1erle spesifik olarak etkilestigi LSPR ile saptanmustir. 100, 10, 1 nM ve 1100
pM konsantrasyonlarda LSPR dalga boyunda sirasiyla 38,56 ve 26,86 ve 16,86 ve 11,81 nm
kayma gozlenmistir (Sekil 12).
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Sekil 12. a:—OH, -COOH ve komplementer miR-155’in konjugasyonunu gdsteren
LSPR spektrumlari. b: 100, 10, 1 nM ve 100 pM konsantrasyonlardaki hedef miR-155’in LSPR
spektrumunun degisimi.

4.6.4 Uretilen Biyosensoriin Spesifikliginin Saptanmasi

Biyosensoriin spesifikligini saptamak i¢in abm firmasindan 1 uM konsantrasyondaki
miR-125b-5p biyosensorde denenerek LSPR’da incelenmis ve dalga boyu degisimi olmamustir.

Grafikler Excel programi yardimiyla ¢izilmistir.

4.7 Sonuglarin
Yorumlanmasi

Her 700 bebekten biri DS ile dogmaktadir ve bu oran her yil artmaktadir (Strippoli ve
ark., 2019). Mevcut teshis yontemleri; non-invaziv olma, kesinlik, dogruluk, erisilebilirlik,
hizlilik  kriterlerinin tiimiinii ayn1 anda karsilayamamaktadir. Dolayisiyla bu kriterleri
karsilayabilecek yeni bir yaklasim gereklidir. GNR temelli biyosensorler; kolayca modifiye
edilebilmeleri ve fonksiyonellestirilebilmeleri, biyomolekiiller ile uyumlu olmalar
nedenleriyle proje i¢in en islevsel segenektir. Maternal kandaki biyobelirteglerin kullanimi,
hedeflenen tiim kriterleri karsilayabilecek non-invaziv bir yaklagimin gelistirilebilmesi i¢in
uygundur (Brennand ve Cameron, 2001; Heywood ve ark., 2011; Nie ve ark., 2014; Erbaba ve
Pmar, 2015; Shajpal ve Siddiqui, 2017). Plasental miRNA-155; maternal kana gegebilir, DS
ile yakindan iligkilidir ve DS’li gebeliklerde ekspresyonu en fazla artan miRNA’lardan biridir
dolayisiyla proje hedeflerine olduk¢a uygun bir biyomarkerdir. Maternal kanda 6,40 ng/ul olan
miRNA konsantrasyonu DS durumunda 10-2000 kat artmaktadir (Kehler ve ark., 2015; Lim ve
ark., 2015; Erturk ve ark., 2016; Bras ve ark., 2018). Projedeki yaklasim; biyomarker olarak
secilen hedef miR-155’1e komplementer miR-155’in komplementerizasyonuna dayandigindan
cam biyosensore komplementer miRNA-155 konjuge edilmis, hedef miRNA-155’1e spesifik
etkilesimine izin verilmistir. Bu igslemin projenin ilerleyen asamalarinda mikroakiskan ¢ipe
uyarlanmasi planlanmaktadir. Biyosensoriin ¢alisma mantii, DS’li hamileliklerde miR-155
ekspresyonunun ve maternal kandaki miktarinin saglikli hamileliklere gore artmasina
dayanmaktadir. Bu asir1 degisim, biyosensor sayesinde LSPR verileriyle tespit edilir. Degisimin
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miktarina gore kandaki miRNA miktar1 tespit edilebilir. Boylece hamileligin DS’1i olma riski
hesaplanabilir. Denenen 100, 10, 1 nM ve 100 pM hedef miR-155 ¢ozeltilerinin LSPR
verilerinde sirasiyla 38,56; 26,86; 16,86; 11,81 nm artis konsantrasyonlarla dogru orantilt
olarak gozlenmistir. Sonug olarak DS teshisi i¢in anne kaninda DS’ye bagli olarak miktari en
fazla artan miRNA’lardan biri olan miRNA-155 ile in vitro sartlarda 60 dakika gibi kisa bir
siirede sonug¢ vermesiyle hizli, 100 pM (0,0006858 ng/ul) kadar diisiik konsantrasyondaki
miRNA ¢ozeltisine tepki vermesiyle hassas, hedef miRNA-155 ve komplementer miRNA-155
etkilesimi ve hedeflenmeyen molekiillerle (miR-125b) bag yapmamasiyla spesifik ve yanhs
pozitif riski diisiik, materyallerin ucuz olmalar1 nedeniyle ekonomik, zor prosediirlere gerek
kalmadan uygulanmasiyla kolay uygulanabilir, 6l¢im cihazinin portatif olmasiyla erisilebilir,
non-invaziv olmasi sebebiyle anne ve bebek igin hicbir saghk riski olusturmayan bir
biyosensor gelistirilmis, mikroakigkan ¢ipe uyarlanmasi planlanmustir. in vitro sartlarda yapilan
deneyler maternal kanla denenebilir. Gelistirilen yaklasim ve biyosensér SMA, kanser vb.
bircok bagka hastaliga uyarlanabilir.
5. Yenilikgi (Inovatif) Yonii

Down sendromunun teshisi amactyla miR’lerin kullanimi diinyada bir ilktir ve
literatlirde benzer hicbir calisma bulunmamaktadir. Ayrica miR’lerin bir platform iizerinde
kullanimini baz alan yaklasim, sadece Down sendromu i¢in degil diger birgok baska hastaligin
teshisi i¢in de bir ilktir. Ek olarak projedeki yaklagim, Down sendromunun tanist alanindaki
sorun ve eksikliklerin (Shajpal ve Siddiqui, 2017) hepsine ayni anda ¢6ziim getirme potansiyeli
olan ilk ve tek yaklagimdir.

6. Uygulanabilirlik

Projedeki yaklagimin ¢alisma mantigi, DS’li hamileliklerde miR-155 ekspresyonunun
ve maternal kandaki miktarinin saglikli hamileliklere gére artmasina dayanmaktadir. Bu asir
degisim, biyosensor sayesinde LSPR verileriyle tespit edilir. Degisimin miktarina gore kandaki
miRNA miktar: tespit edilebilir. Boylece hamileligin DS’li olma riski hesaplanabilir. Projedeki
bu yaklasim tasarlanan mikroakiskan ¢ip ile hayata gecirilecektir. Bu ¢ip, anlatilan siirecteki
degisimlerin algilanmasini saglayan platformdur. Bu mikroakiskan ¢ip temelde kanal sistemi
ve cam biyosensorden olusmaktadir (Sekil 9). Mikrokaigkanin 6n hazirlik deneyleri amaciyla
oncelikle kanal sistemi iiretilmeden sadece cam biyosensor Uretilmistir. Biyosensor tizerinde
yapilan deneylerle anlatilan teshis siireci simiile edilmis ve beklenen optimum sonuglar
alimmigtir. Boylece bu 6n deneylerle {iretilecek olan mikroakiskan ¢ipin c¢alisacagi
kanitlanmistir. THS 1 seviyesinden baglayan proje mikroakiskan ¢ip ¢izimlerinin tamamlanmis
ve THS 2’deki hipotezlerin deneysel olarak cam biyosensorde kanitlanmasi sebebiyle su anda
THS 3 seviyesindedir. Mikrokaiskan ¢ip ¢izimlerinin prototipe doniistiiriilerek projenin THS 4
seviyesinde ulastirilmasi planlanmaktadir. Daha sonra yapay serum/kan gibi gercek ortami
temsil eden uygun c¢evresel ortamda deneylerin yapilarak THS 5 ve 6’ya ulasilmasi
hedeflenmistir. THS 7, 8 ve 9’a ulasilabilmesi i¢in gercek kanla deney yapilmasi gerektiginden
projenin bu basamaklara kadar gelistirilmesi ancak etik izinlerin alinmasiyla miimkiin olacaktir
(Bilim, Teknoloji ve Yenilik Politikalar1 Daire Bagkanligi, 2017).

Boyutunun kii¢iikliigii ve mini-laboratuvar gibi c¢alismasiyla uygulamada sagladig
kolaylik sebebiyle mikroakigskan ¢ip ticari bir {iriin olmaya olduk¢a uygundur. Ayrica ayni
sebeplerle point-of-care sistemine de rahatlikla uyarlanabilir. Biyosensoriin cam seviyesinde
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birakilmayarak mikoakiskan ¢ip haline doniistiiriilmesi projeyi bir laboratuvar deneyi olmaktan
cikarip iiriin seviyesine tastyacaktir. Ayrica mikroakiskan ¢ip formu, cam formunun yarattig
lojistik ve zorlu saklama kosullarini bilyiik oranda iyilestirir. Ek olarak tasarlanan biyosensor,
alandaki eksiklik ve problemlere ¢oziim getirdiginden biyonsore tiiketicinin talebi olacaktir
dolayistyla ticaretin temel kosulu olan arz-talep iliskisi oldukga gii¢liidiir. Daha giivenilir ve
hizli sonug vermesi, non-invaziv olmasi, diisiik maliyeti ve tek ¢ipte ayni1 anda birden fazla
ornek c¢alisilabilmesi gibi nedenlerle de diger ticari tani testlerine gore daha avantajlidir.

7. Tahmini Maliyet ve Proje Zaman Planlamasi

Proje 2020 Eyliil ayinda baglamis, 2022 Mart ayina kadar devam etmistir ve hala da
stirdiiriilmektedir. Projenin toplam biitgesi 13.500 TL’dir. Biit¢e ve zaman planlamasi ile ilgili
detaylar agagida verilmistir (Sekil 13):

2020 2021 2022

Eylil  Ekim Kasim Aralk  Ocak  Subat Mart  Nisan Mayis  Haziran Temmuz Agustos  Eyliil Ekim Kasim Aralk Ocak Subat Mart Nisan Mayis
Literatir
Taramasi X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X X
Laboratuvar X X X X X X X X X
Galismasi
vert Anali X X X X X X X X X X X X X
AT X X X X X X X X X X X X
Mikroakis-
kan Cip X X X
Tasarlanma-
sl
Dénemsel Antive  Aurik Anti ve
Harcama hedef Asit hedef
Plar miRNA- miRNA-
(Detaylar 155 155 ve
ayrica miRNA-
verilmistir.) 125b

Sekil 13. Proje Zaman Planlamast
Malzeme Listesi (4.1 Malzemeler baslikli boliimde detaylandirilmistir.) :

Lamel (Isolab): Siilfiirik asit (H2SO4, Sigma Aldrich), Hidrojen peroksit (H202, Sigma
Aldrich), Aminopropyltriethoxysilane (APTES, Sigma), potasyum karbonat (K2CO3z, Sigma
Aldrich), polietilen glikol (PEG, Laysan Bio, Inc), sodyum borhidriir (NaBHa, Sigma Aldrich),
trimetil amonyum bromiir (CTAB, Alfa Aesar), L-askorbik asit (Fluka), toluen (Sigma
Aldrich), etanol (Sigma Aldrich), EDC molekiilii ((3-Dimethylaminopropyl)-N'-
ethylcarbodiimide  hydrochloride, Sigma  Aldrich), Sulfo-NHS  molekiilii, (N-
hydroxysulfosuccinimide) (Thermo Scientific), -OH u¢ gruplu molekiil (Triethylene glycol
mono-11-mercaptoundecyl ether, Sigma Aldrich), —-COOH u¢ gruplu molekiil (23-(9-
Mercaptononyl)-3,6,9,12,15,18,21-heptaoxatricosanoic Acid, Sigma Aldrich), ultra saf su ve
pipet, erlen vb. her tiirlii laboratuvar arag-gereci IYTE Biyomiihendislik Laboratuvar
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stoklarindan (licretsiz) temin edilmistir. Kalan malzemelere iliskin bilgiler Sekil 14°te
verilmistir.
MALZEME HARCAMA (alim yih)

Aurik asit (HAuCL,, Alfa Aesar): 4584.9 TL (2020)

miRNA’lar (HPLC, Biomers, Almanya)

hedef miR-155: 711 TL (2020)
809 TL (2021)
amin modifiveli anti- miR-155: 1232.1TL (2020)
1369 TL (2021)
miR-125b-5p primeri: 809 TL (2021)
TOPLAM BUTCE: 13.500 TL HARCANAN: 9515 TL

PROJENIN OLASI ILERI ASAMALARI iCiN KALAN BUTCE: 3.985 TL

Sekil 14. Harcama Detaylari

Cam biyosensoriin gelistirilmesinde kullanilan tiim malzemeler hesaba katildiginda
(IYTE Biyomiihendislik Laboratuvari stoklarindan iicretsiz temin edilen malzemelerin giincel
fiyatlart da dikkate alinarak) tek bir cam biyosensoriin giincel tiretim maliyeti 30 TL gibi
oldukca diisiik bir degerdir. Ustelik Sekil 10 a ve b ile kanitlandig1 iizere biyosensér yiizey
dagilimi1 homojendir dolayisiyla biyosensor boyutlar1 rahatlikla kiiciiltiilebilir ve maliyet daha
da diisiiriilebilir. Bunun yani1 sira 30 TL, Down sendromu tarama testinin maliyeti olarak
diisiiniilmemelidir, bu yalnizca biyosensoriin maliyetidir. Tasarim asamasindaki mikroakiskan
cipler, tek bir cam biyosensor iizerinde 3 ayri test uygulayabilecektir. Ayrica bunu ¢ok daha
diigiik 6rnek hacmiyle yapabilecektir. Dolayisiyla tarama testinin maliyeti daha da diisiik
olacaktir.

Mevcut teshis yontemlerinden cffDNA analizinin giincel bedeli 2500-3500 TLdir. Uglii
test gibi rutin testler ise 250-500 TL gibi ticretler karsiliginda uygulanmaktadir. Gorildiigi
tizere projedeki maliyet (30 TL) mevcut yontemlerin maliyetlerinden gok diistiktiir. Aralarinda
yaklagik 10 ila 100 kat arasinda degisen ¢ok biiyiik bir fiyat farki bulunmaktadir. Gelistirilen
biyosensdriin maliyet avantaji disinda da mevcut yontemlere gore avantajli bircok 6zelligi
bulunmaktadir. Mevcut yonemlerde sonu¢ alma siiresi 10 giline kadar ulasir ancak projede
gelistirilen biyosensdr 60 dk.da sonug verir. Mevcut yontemlerden ikili, ti¢lii test gibi rutin
testlerin spesifite ve sensitiviteleri standartlarin altindadir dolayistyla giivenilir degillerdir.
Projede ise gelistirilen biyosensor niikleik asit komplementerizasyonu temelinde calisir
dolayistyla verdigi sonuclar oldukca giivenilirdir. Ayrica amniyosentez gibi invaziv yontemler
anne ve bebek icin saglik riski tasimakta enfeksiyonlara hatta diisiiklere sebep olmaktadir. Buna
karsilik gelistirilen biyosensor maternal kanla non-invaziv calisir, saglik riski olusturmaz
(Chard ve Macintosh, 1995; Brennand ve Cameron, 2001; Heywood ve ark., 2011; Erbaba ve
Pimnar, 2015; Shajpal ve Siddiqui, 2017; Akbag ve ark., 2018; Kosiis ve Kosiis, 2021;
Galen,2022).
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8. Proje Fikrinin Hedef Kitlesi (Kullanicilar)

Down sendromunun erken ve dogru teshisi gerek gebeligin sonlandirilmasi veya devami
konusundaki karar gerek gebeligin Down sendromuna uygun tibbi takibi gerek dogum sonrasi
planlama ve hazirlik i¢in ¢ok &nemlidir. Ileri maternal yas ve ailede kromozom anomalisi
gegmisi DS riskini arttirmaktadir (Erbaba ve Pinar, 2015). Tiim bu nedenlerle projenin hedef
kitlesi 35 yas iistli gebelik, ailede kromozom anomalisi gegmisi olan gebelikler basta olmak
lizere tim gebelerdir. Projede tasarlanan mikroakiskan ¢ipin hamilelerce kullanilmasi ve
uzmanlarca incelenmesi hedeflenmistir. Her ne kadar erken teshis (ilk trimester) Onerilse de
gelistirilen mikrocip hamileligin her asamasinda c¢aligabildiginden hedef kitlesi olan gebelerde
hamileligin belli bir trimesterde olma sarti aranmamaktadir.

9. Riskler

Oncelikle her tibbi islemde oldugu gibi biyosensérde kullanilacak maternal kan
numunesinin alinmasi sirasinda ¢ok diisiik olsa da tibbi risk vardir.

Biyosesoriin soguk zincirde tasinmasi ve saklanmasi gerekmektedir. Soguk zincirin
kirilmas1 durumunda biyosensorlerin bozulma riski bulunmaktadir dolayisiyla soguk zincire

dikkat edilmelidir.

LSPR goriintilleme sistemi her laboratuvarda bulunan 1sik mikroskobunun LSPR
cihaziyla modifiye edilmis halidir. Ancak LSPR cihazi heniiz her laboratuvarda mevcut degildir
(Damborsky ve ark., 2016). Buna karsin LSPR cihaz1 son yillarda ¢ok biiyiik bir hizla
yayginlagmaktadir dolayisiyla da bu problemin dniimiizdeki birka¢ yil igerisinde kolaylikla
coziilecegi ongoriilmektedir.

Her ne kadar biyosensoriin giivenilirligi niikleik asit komplementerizasyonunun
kullanilmas: ve yapilan deneylerle in vitro kanitlansa da etik sebeplerle gercek kan ile
popiilasyon iizerinde deney yapilamamistir. Gergek kanla deney yapilamamasi nedeniyle
ongoriilemeyen olast hata payi, miR-155 disindaki DS’ye spesifik diger miRNA’larin
biyosensore konjugasyonu ve numunenin bu miRNA’larda da denenmesiyle asilabilir.
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