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1. Proje Ozeti (Proje Tanimi)

Koroner Arter Sendromu, iskemik kalp hastaligi, kalp yetmezligi, akut arter hastalig1 ve bir dizi
baska kalp ve damar rahatsizligindan olusan kardiyovaskiiler hastaliklar (KVH), kiiresel
mortalitenin dnde gelen nedenini olusturmaktadir. 2017'de KVH, diinya ¢apinda tahmini 17,8
milyon 6liime neden olmustur, bu da 330 milyon yillik yasam kaybina ve 35,6 milyon yillik bir
sakatliga tekabiil etmektedir. KHV ler, lilkemizde en sik 6liim nedenidir. Bu nedenle, KHV
biyobelirtegleri tan1 ve tedavi siireci i¢in ¢ok dnemlidir. Biyobelirteg tespit talebi, biyosensor
gelistirme alaninda 6nemli bir yol agmaktadir. Hastalig1 tespit etmek ve ongérmek icin bu
noktada hizli, ucuz, tasinabilir, hassas, segici ve hassas biyosensor tabanli cihazlarina ihtiyag
duyulmaktadir. Bunlardan biri, kiimelenmis diizenli aralikli kisa palindromik tekrarlar
(CRISPR) temelli biyosensorlerdir. CRISPR/Cas biyoalgilama, hedef niikleik asitlerin son
derece hassas, spesifik, hizli, uygun maliyetli ve multipleks tespitine olanak taniyan
biyosensorlerdir. MikroRNA'lar, (miRNA) KHV’ler i¢in onemli bir biyobelirtectir.
Calismamizda CRISPR-biyosensorlerin gelistirilmesi i¢in makine 6grenimi yaklasimlarinin
kullanimina ve karar vermeyi desteklemek icin bulut bilisim ile kablosuz iletimi i¢in Nesnelerin
Interneti' nin (IoT) kullanimina odaklanilacaktir. Bu projede Iskemik Kalp Hastalig1, Koroner
Arter Sendromu ve Kalp Yetmezligi Teshisi biyobelirtegleri olan miRNA’larin tespiti i¢in
Crispr/cas13 yontemi ile biyosensor gelistirilecektir. Projenin amaci floresans 1simalar
sayesinde tek bir cihazda 3 adet KVH tiiriiniin teshisini saglamaktir. Bunun igin gereken
miRNA’lar literatiir taramas1 yapilarak secilmistir. Biyosensorde miRNA kan numunesinden
tespit edilecektir. Floresans 1gimalar veren sistem {izerinden alinan veriler Biotheart cihazi ile
veri analiz sistemimiz tarafindan sade ve anlasilir bir sekilde hekimlerin kullanimina
sunulacaktir. Projede Casl3 proteini Rekombinant DNA Teknolojisi kapsaminda
laboratuvarimizda iretilecektir. Yurtdisindan yalnizca crRNA ve floresans problar siparis
verilecektir.
2. Problem/Sorun:

KHYV diinya ¢apinda bir numarali 6liim nedenidir (Bakirhan et al., 2018). Tiirkiye'nin 80 milyon
niifusu giderek artan bulasic1 olmayan hastalik yiikiiyle kars1 karsiyadir. Bulasict olmayan
hastaliklarin toplam Oliimlerin %86'sin1 olusturdugu tahmin edilmektedir ve yaklasik 5
yetiskinden 1'1 erken Olmektedir. KVH'ler tiim oOliimlerin yaklasik yarisindan (%47)
sorumludur. 2018'de 6liimlerin %19,6's1 kanserlerden, %39,7'si KVH'lardan kaynaklanmistir.
2030 yilma kadar KVH 6liim oraninin erkeklerde ~2,3 kat, kadinlarda 1,8 kat artmasi
beklenmektedir. Tiirkiye, Avrupa'da en yliksek KVH 6liim oranina sahip {iilkeler arasindadir ve
tiirk kadinlar1 en yiiksek genel 6liim oranina sahiptir. KHV, kalp kas1 ve kalbi, beyni ve diger
hayati organlar1 besleyen damar sistemi hastaliklar1 dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli bozukluklari
kapsamaktadir. Yaralanmalar, solunum yolu enfeksiyonlari, beslenme yetersizlikleri ve
HIV/AIDS gibi diger 6liim nedenleri toplu olarak hala belirli bolgelerde baskin bir rol
oynamaktadir, ancak bu alanlarda bile KVH artik 6nemli bir 6liim nedenidir (Mathers at al.,
2001). Iskemik Kalp Hastaligi, Koroner arter hastalig1 ve Kalp yetmezligi en yaygin goriilen
tirleridir (Kayikcioglu & Oto, 2020).

Iskemik kalp hastalig1 (IKH) diinya ¢apinda 6nde gelen 6liim nedenidir. Kalp krizi, IKH'nin en
yaygin ilk belirtisidir ve 6nemli bir morbidite ve mortalite nedenidir (Teringova & Tousek,



2017). Biiylik-orta biiytikliikteki koroner arterlerde akisi sinirlayan ttkanma nedeniyle meydana
gelmektedir. Su anda, tiim gozlemleri karsilayan iyi tanimlanmis bir IKH patofizyolojisi
degerlendirmesi yoktur ve bazen IKH vakalarinin altinda yatan mekanizma yanilticidir.

Bu karmagsik hastaligi daha iyi incelemek ve gelecege yonelik bakis agilari saglamak igin, erken
analiz etmek Onemlidir (Severino et al., 2020). Hastanelerde IKH’nin teshisine yénelik
elektrokardiyogram anormallikleri ve kardiyospesifik troponin degerine bakilir (Lippi et al.,
2013). Fakat bu test hastaligi gecirmis hastalarda uygulanmaktadir. Erken teshiste
kullanilamamaktadir.

Koroner arter hastaligi (KAH), kiiresel insan popiilasyonunu etkileyen baslica kardiyovaskiiler
hastaliklardan biridir. Bu hastaligin hem gelismis hem de gelismekte olan {ilkelerde baslica
Olim nedeni oldugu kanitlanmistir. Yasam tarzi, c¢evresel faktorler ve genetik faktorler,
kardiyovaskiiler hastalik gelisimi i¢in risk faktorleri olusturmaktadir. Saglikli bireyler arasinda
risk faktorlerinin yayginligi, yakin gelecekte KAH'in olasi olusumunu aydinlatmaktadir. KAH
risk faktorleri arasinda diyabetes mellitus, hipertansiyon, sigara kullanimi, hiperlipidemi,
obezite, homosistiniiri ve psikososyal stres yer alir (Malakar et al., 2019).

Kalp yetmezligi (KY) yaygin, sakatlayic1 ve 6liimciil bir hastaliktir (McMurray et al., 2005).
Ciddi morbidite ve mortaliteye yol agan kardiyak asir1 yliklenme ve yaralanmadan kaynaklanan
bir Klinik sendromdur (Snipelisky et al., 2019). Genellikle yasl niifusu etkiler ve artan yagam
beklentisi ile kronik tibbi durumlarin daha iyi yonetilmesine bagli olarak, kalp yetmezligi olan
hasta sayisinin artmasi beklenmektedir (Gedela et al., 2015).

KHYV ulusal ve uluslararasi alanda insan sagligi i¢in bilyiik sorun teskil etmektedir. Bu nedenle
KHV hastaliginin hizli, kolay, ucuz ve erken teshisi dnemlidir. Bu hastaliklarin tanisinda
Elektrokardiyogram (EKG), Ekokardiyogram, Stres Testi, Kalp Kateterizasyonu, Kardiyak
Bilgisayarli Tomografi (BT) Taramasi ve Kardiyak Manyetik Rezonans Goriintiileme (MRG)
yapilir. Bu testler zaman kaybina neden olan, pahali cihazlar kullanilan ve hastaligin belirti
gosterdiginde kullanilan testlerdir.

Kardiyak troponin T (¢TnT) ve troponin I (¢Tnl), zamaninda ve dogru tan1 koymak igin klinik
olarak kullanilan kardiyak biyobelirteglerdir. ¢TnT ve cTnl, IKH tanisinda temel bir rol
oynamasina ragmen, bu belirteglerin bircogunun duyarliligi ve 6zgiilliigi disiiktiir (Mair et al.,
1996).

Coziim

KHYV tanisinda hastanelerde kullanilan yontemlere (EKG, MRG, BT vb.) erisilebilirligin zor
olmasi nedeni ile anlik teshis saglanmasinda zorluklar yasanmaktadir. Bu nedenle BioTHeart
takiminin ¢6ziim Onerisi ise hastaligin kandan erken tespitine yonelik tasarlanan, kisa zamanda,
pratik, yeni teknolojik sistemlere uyumlu ve en 6nemlisi hastalik belirtisi gostermeden, ileriye
yonelik tan1 koyabilen hizli tespit cihazidir.

Son yillarda yapilan ¢alismalarda bu alandaki sorunlari ortadan kaldirmak icin farkh
biyosensorler gelistirilmistir (Bakirhan et al., 2018). Biyosensor, biyolojik bir bileseni
fizikokimyasal bir dedektorle birlestiren, kimyasal bir maddenin tespiti i¢in kullanilan analitik
bir cihazdir. Tanima bileseni biyobelirteglerdir.

Karmagik prosediirler olmaksizin hayati biyobelirteglerin dogru dl¢limlerini verebilen hizli ve
az maliyetli CRISPR tabanli biyosensdrler bu nedenle yiiksek talep gormektedir (Deng et al.,



2019). CRISPR/Cas sistemleri, hedefleme 6zgiinliigii saglamak i¢in bir CRISPR RNA (crRNA)
kullanan DNA diizenleme i¢in giiglii araglardir.

MikroRNA'lar (miRNA'lar), hiicre biyolojisinin hemen hemen her alaninda 6nemli bir role
sahiptir. miRNA'lar gibi kodlama yapmayan kii¢iik RNA'lar, klinik teshiste ¢oklu hastaliklar
icin tercih edilen, serumda veya plazmada olduk¢a kararli bir bigimde saptanabilen
biyobelirtegler haline gelmektedir (Xu et al., 2012). KVH’larin diizenleyicisi, bagdastiricisi ve
indiikleyicisi olarak hareket eden miRNA'larin 6nemi iyi bilinmektedir ve potansiyel bir
terapotik hedef olarak kullanimlart 6nemlidir. miRNA'larin hastalik i¢in biyobelirtecler olarak
kullanilmast miimkiindiir.

Meder ve ark. serum miRNA ekspresyonunu &lgmek i¢in IKH hastalarm periferik kan
orneklerini degerlendirdi ve KVH ile bir korelasyon gozlemledi (Meder et al., 2011).
Sonuglarda miR-133a-1 seviyesinde artis oldugu sonucuna varildi. Yapilan deney
dogrultusunda IKH i¢in miR-133a-1 biyobelirteg olarak kullanilabilir oldugu diisiiniilmektedir
(Song et al., 2015).

Si-Si Wang ve ark. KAH diizensiz miRNA'larin bir meta-analizi yaparak sonuglarinda En ¢ok
rapor edilen yukar1 regiile edilmis miRNA, miR-122-5p oldugunu belirtmistir. Yapilan deney
dogrultusunda KAH i¢in miR-122-5p biyobelirte¢ olarak kullanilabilir oldugu diistiniilmektedir
(Wang et al., 2018).

Andersson ve ark., bir domuz KY modelinde miRNA ekspresyon seviyelerini degerlendirdi ve
mMiR-122'nin kanda énemli l¢lide yukar regiile edildigini buldu. Min6r formu olan miR-122,
kalp yetmezligi i¢in tek bir belirteg olarak iyi ayirt edici giice sahip bu ¢alismada en belirgin
sekilde yukari regiile edilmis miRNA'lar arasinda oldugu diisiiniilmektedir (VVogel et al., 2013).
Yapilan c¢aligmalardan yola ¢ikarak projede miR-133a-1, miR-122-5p ve miR-122
biyobelirte¢leri kullanilacaktir.

Ozetle, miRNA biyobelirtegleri ~ kullanilarak iilkemizde daha 6nce _gelistirilmemis
CRISPR/Cas13 tabanli biyosensor gelistirilecektir. Tablo 1°de hangi hastalik tiiriiniin
biyobelirte¢i verilmistir.

Tablo 1: Biyosensoriin I¢in Kullanilmas: Hedeflenen Biyobelirtecler ve Ozellikleri

Hastaligin Tiirii Biyobelirteci TagMan Proplari Dalga Boyu
Iskemik Kalp Hastalig1 (IKH) miR-133a-1 FAM 500-550nm
Koroner Arter Hastalig1 miR-122-5p HEX 550-600nm
(KAH)
3 Kalp Yetmezligi (KY) miR-122 TexasRed 600-650nm

CRISPR/CAS13 kompleksine her miRNA biyobelirtecine uygun crRNA niikleotiti
konulacaktir. Diger biyosensorlerden farkli olarak crRNA niikleotiti kullanilmasi kandan
miRNA’nin saflastirilip, PCR yaparak ¢ogaltilmasi islemlerinin 6niine gegilmesinde maddi ve
zaman acisindan kazanc saglayacaktir. Biyosensoriin ¢alisma prensibi sekil 1°de verilmistir.
Her hastalik tiirii igin farkli floresans problar1 kullanilarak spesifik teshis saglanacaktir. TagMan
problarin kullanilma nedeni diziye 6zgilin olarak tasarlanabilir olmasidir. HEX, FAM ve
TexasRed boyalarinin kullanilma sebebi farkli absorbsiyonlarda maksimum pik vermesidir.




Ayrica renkleri de birbirlerinden farklidir. Bu durumlar cihazin segiciligini artirir ve spesifik
veriler vermesini saglar.

Biyosensordeki islem basamaklari, veri terimi ve kontrolii, veri tabani ve modelleme, ag
baglantis1 ve kablosuz iletisim basamaklarindan gecer. Bu asamalar gerceklestiginde C#
programlama dili ile gelistirilen uygulama {lizerinden eszamanli olarak veritabani baglantisi
saglanip verilere kolay erisim saglanarak grafiksel modelleme ile hastalik teshisi saglanacaktir.
Bu uygulama iizerinden (Hasta Adi, Tc Kimlik Numarasi, Hastalik Ttirii, Sicaklik, Dalga Boyu,
Kuyucuk) gibi segcenekler i¢in veri girisi yapilmaktadir.
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Sekil 1: Biyosensoriin Calisma Prensibi

Yontem
A) Cas13 Proteinin Rekombinant Uretilmesi

A.1. Hedef Genin Secilmesi: CAS13 proteinini kodlayan gen dizisi gerekli literatiir taramasi
yapilarak Uniport adli veri tabanindan elde edilecektir. Belirlenen genomik dizi yapay olarak
siparig edilecektir. Laboratuvarda klonlama amacli kullanilan pTOL T vektorleri secilecektir.
Biyoinformatik yontemler kullanilarak uygun restriksiyon enzimleri diziye eklenecektir.
A.2.Proteinlerin pTOLT Vektoriine Klonlanmasi: Proteinin genlerini tasiyan plazmitler
elimize ulastiktan sonra plazmitleri ¢ogaltmak icin E.coli DH5a hiicrelerine aktarilacaktir.
E.coli DH5a hiicrelerine transforme edilen plazmitler uygun antibiyotik igeren besiyerlerine
yayma ekim yapildiktan sonra 37 C’de bir gece inkiibasyona birakilacaktir. Inkiibasyondan
sonra elde edilen kolonilerden uygun antibiyotigi igeren 4 ml’lik siv1 besiyerine konularak 37
C’de bir gece inkiibasyona birakilacaktir. Bliylime gbzlemlenen tiipler plazmit DNA saflastirma
kiti kullanilarak saflagtirilacaktir. Elde edilen plazmitler uygun restriksiyon enzimleriyle
kesilecek ve agaroz jelde kosulacaktir. Jelden proteinlerin genleri oldugu goriilen bolgeler
kesilerek alinir ve jelden DNA saflastirma kiti ile saflastirma islemi yapilacaktir. Saf olarak
elde edilen proteinlerin genleri, pTOLT vektorii restriksiyon enzimleriyle kesilecek ve
ligasyona islemine maruz birakilacaktir.

A.3. Transformasyon ve Klonlama isleminin Dogrulama Testleri: E.coli hiicreleri
kompetent (yeterli) hale getirilecek ve tansformasyon islemi gergeklestirilecektir.
Transformasyon isleminden sonra hiicre uygun antibiyotikli besi ortamina yayma ekim
yapilacaktir.  Transformasyon  isleminin  basarili  bir  sekilde  gerceklestirilip



gergeklestirilmedigini anlamak icin petride biiyliyen hiicreler sivi kiiltiire alinarak ¢ogaltilarak
ve bu hiicrelerden plazmit DNA saflagtirilmasi gergeklestirilecektir. Saflastirilan plazmitler
restriksiyon kesimine birakilip ve agaroz jelde kosulacaktir. Agaroz jel analizi sonucu pozitif
oldugu diisiiniilen plazmitler DNA dizilemeye gonderilmek i¢in hazirlanacaktir.

A.4. CAS13 Proteinin Ekspresyonu: DNA dizileme sonucu pozitif gelirse bu isleme
baslanilacaktir. E.coli BL21 pLysE susu kullanilacaktir. Kompetent hale getirilen hiicrelere
transformasyon islemi yapilarak uygun antibiyotikli ortamda biiyiimeleri saglanacaktir.
Biiytiyen hiicrelerden alinarak daha yiiksek oranda hiicre elde etmek igin s1vi besiyere inokiile
edilecektir. 37 C’de 1 gece inkiibasyondan sonra sivi Kkiiltirden Ornekler alinarak
spektrofotometrede Olgiimler yapilacaktir. Yapilan dlgiimler de O.D degeri yaklasik 0,7’ye
ulastig1 zaman 1 M IPTG ilave edilerek indiikleme islemi yapilacak ve besiyerleri 37 oC’de 3-
4 saat inkiibasyona birakilacaktir. Besiyeri ortamu hiicreler i¢in uygun kosullarin (Oksijen, asit,
baz vb.) optimize olmasini saglayan Biyoreaktor cihazinda gergeklestirilecektir.

A.5. CAS13 Proteinin Saflagtirllmasi: Santrifiijle toplanan hiicreler, fosfat tamponu (pH:
8.00) icerisinde ¢oziilerek sonikatdrle parcalanacaktir. Ardindan ultrasantrifiijle 30000 rpm de
1 saat santrifiijlenerek, karistmdaki hidrofobik proteinler ve diger hidrofobik hiicre materyalleri
coktiiriilecektir. Sonrasinda siipernatant kisimdan afinite kromotografisi ile proteinlerin
saflagtirllmas1 gergeklestirilecektir. Afinite kromotografisinde kolon dolgu maddesi olarak
NiNTA agaroz rezin ve kolondan eliisyon i¢in imidazol igeren Tris/HCl tamponu
kullanilacaktir. Kolondan eliie edilen her fraksiyondan alinan numuneler SDS —PAGE’de analiz
edilecektir.

A.6. Saflastirilan CAS13 Proteinin Spektroskopik Analizleri: Saflastirilan proteinlere Kiitle
Spektroskopisi ve CD Spektroskopisi analizleri hizmet alim1 yontemiyle yaptirilacaktir.
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Sekil 2: Cas13 Proteinin Rekombinant Uretilmesi Basamaklar



B) Biyosensériin Tasarimi ve Uretilmesi

B.1. CRISPR-CAS13 crRNA’min Tasarimi

CRISPR/Cas biyoalgilama, hedef niikleik asitlerin son derece hassas, spesifik, hizli, uygun
maliyetli ve multipleks tespitine olanak tanir ve teknik uzmanlik ve karmasik ekipmana ihtiyag
duymadan kullanimini destekler (Li et al.,, 2019). Son zamanlarda, yeni tanimlanan
CRISPR/Cas13 sistemlerinin RNA manipiilasyonunda kullanima uygun oldugu bulunmustur.
Casl3 proteinleri, hedef RNA boliinmesine aracilik eden niikleotid baglayict RNaz alani
icermektedir. Bu sayede Casl3 proteini RNA tiirlerini tantyarak kesme islemini
gerceklestirerek biyosensor olarak kullanilacaktir (Ali et al., 2018). Hedefe yonelik segilim igin
Casl3 proteininde crRNA bulunmaktadir. crRNA hedef miRNA niikleotitlerini taniyarak
crRNA+ miRNA kompleksi olusarak CAS13 proteini aktiflesir. Aktiflesen CAS13 proteini
RNAaz aktivitesi gostererek RNA’lar1 keser.

Bu projede her hastalik ¢esidinin biyobelirteci olan miRNA tiiriine 6zgiin farkli crRNA’lar
tasarlandi. crRNA’lar tasarlanirken kalip olarak hastalik biyobelirtecleri olan miRNA’lar
kullanildi. crRNA tasarimi nygenome.com sitesinden gerceklestirilmistir. Tasarlanilan crRNA
primerleri yurt digindan temin edilecektir. CAS13 enzimi rekombinant olarak {iretimi
laboratuvarimizda gergeklestirilecektir. Sekil 3* de tasarlanilan crRNA’lar bulunmaktadir.

ICHEMIC HEART DISEASE CORONARY ARTERY SYNDROME HEART FAILURE
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Sekil 3: CRISPR Biyosensoriin crRNA Tasarimi

B.2. TagMan Prob Tasarim

Floresan biyosensorler, birgok hedefin yiiksek hassasiyette ve segici olarak saptanmasini saglar
(“Fluoresc. Sensors Biosens.,” 2005). DNA prob teknolojisinin son zamanlarda ortaya
cikmasiyla, niikleik asitleri biyoreseptdr olarak kullanan c¢esitli floresan biyosensorler
gelistirilmistir. Bu problar, bir raportér grubu igeren sentetik RNA molekiilleridir (belirli bir
hedef molekiil i¢in tasarlanmis bir diziye sahip). Niikleik asitlerin kimyasi iyi bilinmektedir ve
bunlarin prob oligoniikleotidlerine montaji, ticari olarak temin edilebilen sentezleyiciler
kullanilarak  kolaylikla  gergeklestirilebilir ~ (Juskowiak, 2011). TaqMan problari,
oligoniikleotid probunun 5'-ucuna kovalent olarak bagli bir florofordan ve 3'-ucunda bir
sondiiriiciiden olugmaktadir. Sensérde FAM, HEX ve TexasRed boyalar1 floresan boya olarak
kullanilacaktir. Florofor maddede sondiiriicii molekiil olarak biotin bu ¢alismada sondiiriicti



molekiil olarak kullanilacaktir. Prob tasarimlar idtdna.com sitesinden yapilmistir. Tasarlanilan
problar yurtdisidan temin edilecektir.

TagMan Prob Boyast Absorbans Araligi Isima Rengi
HEX 550-600 Mavi

B.3. Prob iImmobilizasyonu

Prob immobilizasyonu, sinyal yayacak olan maddenin tasiyiciya baglayarak veya belli bir
matriks icerisinde hareketsiz birakilmasi islemidir. Yiiksek hassasiyet ve segicilik i¢in Prob’un
immobilizasyonu yapilmalidir. immobilizasyon iglemi yiizey smirli prob iizerindeki spesifik
olmayan baglanmay1 6nlemek ve stabiliteyi arttirmak i¢in gereklidir. Biyosensorlerden cevap
sinyallerini alabilmek i¢in, problar materyallerin yiizeyine sabitlenmelidir. Floresans temelli
RNA proplarin ylizeye sabit kalmasi i¢in kovalent baglanma metodu uygulanacaktir (Kokbas.,
et al 2013).

Probe immobilizasyonu 3’ sondiiriicii ucta kovalent baglanma metodu uygulanir (Liu et al.,
2006). Gugli streptavidin-biotin bagi ¢esitli biyomolekiilleri birbirine veya kat1 bir yiizeye
baglamakta kullanilmaktadir. immobilizasyon igin 3’ ugta bulunan biotin sondiiriiciisiine en
kuvvetli baglanan streptavidin (SA) segildi. Problarin kovalent baglanma ile immobilizasyonun
yapilmasi biyosensoriin pH, iyon siddeti, sicaklik vb. gibi olumsuz yonde biyosensor yapisin
etkileyen degisimlere karsi biyosensoriin direncini artiracaktir. Sekil 4’ de Prob
immobilizasyonun tasarimi bulunmaktadir.

Biotin )
rd

/
Kan Ornegi

Sekil 4: Prob Immobolizasyonu
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B.4. Biyosensoriin Calisma Prensibi

Teshisi tanimlanacak bireyden 10 mikrolitre kan 6rnegi alinir. Hangi hastalik tiirii saptanacak
ise kuyucukta yerine konulur. Uzerine 10 mikrolitre biyosensér soliisyonu konulur. Cihaz
iizerindeki ekrandan sicaklik, absorblanma ve hastalik tiirii secenekleri secilir. Biyosensor +
kan ornegi 15 dakika inkiibasyona birakilir. Bu inkiibasyon sirasinda alinan kan 6rneginde
biyobelirteg miRNA var ise miRNA + crRNA kompleksi olugacaktir. CAS13+miRNA+crRNA
kompleksi tasarlanan TagMan floresans probu susturucudan ayrilacaktir. Ayrilan yapi cihazda
bulunan farkli dalga boylarindaki isiklar yardimiyla spektrofotometri yontemi ile floresans
151810 absorblanma degerine bakilacaktir. Sekil 5° de kan orneginde CRISPR’in nasil
gergeklesecegi gosterilmistir.

Sekil 5: CRISPR/CAS13 Proteinin Probu Kesmesi

C) Cihaz Tasarim

Fotoelektrik
Sensor

Isik Kaynagi

Sekil 6: Cihaz Tasarimi

Biosensor tespit cihazimiz sicaklik sensorii, batarya, fotoelektrik sensorii, dokunmatik ekran
gibi bilesenlerini tek bir parcada toplamaktadir. Kapakli bir tasarima sahip olan cihazimiz AC
bagdastiricidan giiciinii alir ve sarj edilebilir bir batarya ile gii¢ kaynagindan uzakta da
kullanilabilir ayrica taginabilir olmalar1 agisindan avantajlidir. Kapak kisminda 3 adet
fotoelektrik sensor ve cihaz isleyisi ile ilgili biitiin islemleri kontrol etmeyi saglayacak olan 7
inc boyutunda bir dokunmatik ekran bulunmaktadir. Kapagin 3 adet 151k kaynagi, 2 adet sicaklik
sensorii ve izolasyon katmani bulunmaktadir. Cihazin tabaninda ise altinda kan 6rnegi ve sensor
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soliisyonunun yerlestirilmesi i¢in 3 adet degistirilebilir daireden olusan bir plaka RaspBerry Pi,
Depolama (SD kart), Giris/¢ikis (G/C) baglant1 noktalari, Pil ve gii¢ kaynagi ve Sogutucu fan
bulunmaktadir. Biyosensor soliisyonu ve kan 6rnegi kapak agilarak degistirilebilir kuyucuklara
yerlestirilmektedir. Degistirilebilir kuyucuklarin olmasi cihazin temizlenmesinde kolaylik
saglayacaktir.

C.1. Donanimlar:

RaspBerry Pi Batarya

Depolama

Sekil 7: Cihazin Alt Tabanindaki Donanimlar

7 Isik
| Kaynagi \ ) ; Sicaklik
) ' Sensorleri

Fotoelektrik ] Kuyucuklar
sensor | y

Sekil 8: Cihazin Plakasindaki Donammlar

C.2. Cihazin Calisma Prensibi:

Test sirasinda kuyucukta FAM, HEX, TexasRed gibi farkli dalga boylarinda absorblanma
degerine sahip boyalar bulunmaktadir. Eger testi yapilan hasta KVH ¢esitlerinden birine sahip
ise boyalardan hastalik cesidine gore 151k yayilacaktir. Ornegin; KAH sahip bir hasta ise
ortamda HEX floresans boyas1 yayilacaktir. Bu boyanin absorblanma degeri max. 535nm dir.
Yayilan floresans 1sik, 1sik kaynagi tarafindan absorblanma gosterir ve fotoelektrik sensor
tarafindan algilanarak sisteme aktarilir. C# programlama dili ile gelistirilen uygulamamiz
sayesinde gelen verinin absorblanma degerine gore bireyin teyit edilen hastaliga sahip oldugu
veya olmadig1 anlik olarak cihaz ekraninda goriintiilenebilecektir. Test sirasinda cihazin fanlar



12

acik konumda olacaktir. Eger sicaklik ¢ok artar ise sogutucu fanlar daha yiiksek performansl
calisacaktir. Cihazin sicaklik degerleri Raspberry Pi tarafindan kontrol edilmektedir.

D) Yazilim ve Ara Yiiz Tasarim

Sistem ile hasta ve hastalik profillerinin ¢ikarilmasi, kisiye gore ilaglarin temini, hastanin
gecirmis oldugu hastaliklar ve alinacak tedbirler yiiriitiilebilecektir. Sistem hasta, kurum, doktor
ve yoOnetici girigleri i¢in ¢ok katmanli bir mimari yapisinda tasarlanmistir. Sistem tizerindeki
bilgiler daha sonra veri madenciligi yontemleri ile simiflandirma, kiimeleme ve birliktelik
kurallar1 ile yeni ¢ikarimlar yapilarak kullanilacak sekilde gelistirilmistir.

D.1. Projenin .Net tabanh masaiistii uygulamasinin gelistirilmesi

C# programlama dili ile gelistirilen uygulama sayesinde dokunmatik panel iizerinden tespit
edilmek istenen KVH tiirii, sicaklik, hasta 6rnegi bulunan kuyucuklar ve kullanilmak istenen
151810 dalga boyu gibi bilgilerin girisi gergeklestirilmektedir. Uygulama {izerinde hasta ad1 ve
tc kimlik numarasi girmek igin birer Label butonu, hastalik tiiriinii segmek igin bir Listbox,
sicaklik, dalga boyu ve kuyucuk secimi yapmak i¢in Radiobutton nesneleri bulunmaktadir. Alt
kistmda da veri girisi yapildigi taktirde testi baslatmak icin bir baslat butonu vardir.
Gelistirdigimiz bu uygulama iizerinden cihazda test halinde olan ve test islemi biten kuyucuklar
anlik olarak cihazin lizerinde bulunan ekran lizerinden takip edilebilmektedir. Ayrica yapilacak
olan anlagmalara bagl olarak uygulamaya e-nabiz baglantis1 eklenebilecektir.

Ayarlar Sonuglar Yardim

BIOTEHEART

Hasta Adi

1 |

Te Kimlik Numarasi

1 |

Hastalk tiirii Q
| ¥
Sicaklik \O
QO 37c

Dalga Boyu
(O 500550nm () 550-600nm () B00-650nm

Q
_O
Q
_o
Q
_O

O_
o)
O_
o)
O_
o)

Kuyucuk

O1 O 2 O3

Sekil 9: Cihazin Ara Yiiz Tasarum

D.2. Cihaz iizerinde yapilan testler sonucu elde edilen verilerin veri tabanina aktarilarak
veri analizi yapilmasi

Biotheart hizli tespit cihazimizin veritabani baglantis1 Microsoft SQL ile yapilmistir. Cihazin
icinde bulunan fotoelektrik sensér ve sicaklik sensoriinden alinan veriler Microsoft Azure
yardimiyla SQL veritabanina aktarilir. Bu veritabani sayesinde hasta bilgileri anlik olarak
doktorlarin kullanimina sunulacaktir. Biotheart cihazi ile elde edilen veriler veri analiz
sistemimiz tarafindan sade ve anlasilir bir sekilde ¢esitli grafiklerle gorsel ve metin bigiminde
hekimlerin kullanimina sunulacaktir.
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10 Mikrolitre sivi biyosensor ve 10
Mikrolitre kan drnegi konulur. 15 dk
inkiibasyon yapilir ve cihaz calistirilir

Cihaz
ayarlamalan
yapilir

Cihazdaki isinlar tarafindan
floresan isima algilanip
absorblanir.

|
-

Isima sensor ile algilanir

l [C# programiama dili
Raspberry Pi, sensorden gelen ile gelistirilmis
sinyali alir ve anhk olarak masaltstd tabanh
uygulamaya aktarir uygulama

saL T

Veritabani

Sekil 10: Cihazin Akis Diyagrami

5. Yenilik¢i (Inovatif) Yonii

1- MiRNA’lar kisa baz ciftlerine sahip olduklari i¢in saflagtirilan miRNA’larin 6nce cDNA’ya
PCR ile doniistiiriilmesi gerekmektedir. Bizim kurdugumuz biyosensérde miRNA’lara
crRNA’lar eklenecektir. Bu sayede miRNA baz uzunlugu artacak ve PCR yapmaya gerek
kalmayacaktir. PCR yapmamak hem vakit hemde diisiik malivette iiretimi saglayacaktir.

2- CRISPR, RDT ve C# yenilik¢i teknolojik yontemler ile cihazin gelistirilmesi denenecektir.
Bu durum tilkemizin yenilik¢i saglik teknolojileri alaninda olumlu etkiler gésterecektir. Ulusal
pazarda bu programlar ile hazirlanmis calisma bulunmamaktadir. Ulkemizde ilk kez CRISPR

tabanli biyosensor ve hizli tespit cihazi gelistirilecektir.

3- CAS13 proteini rekombinant yerli tiretimi gergeklestirilecektir. Bu tiretim hem biyosensoriin
maliyetini azaltacak hem de seri tiretimine katki saglayacaktir. Ayrica iiretilen CAS13 proteinin
ve biyosensor sollisyonunun satislart gergeklestirilerek stirdiiriilebilirlik saglanacaktir. Bu
sayede iilkemizin tiiketicilikten iireticilige gecisini hizlandiracaktir.

4- Elde edilecek veriler kurulacak olan veri tabaninda depolanacaktir. Hastaliklarin tibbi teshisi
ve hasta sinyallerinin izlenmesi i¢in yaygin olarak kullanilan C# programi kullanilacaktir.

5- Cihazin i¢inde bulunan Raspberry Pi, ARM11 mikroislemcili, kredi kart1 boyutunda tek kart
bilgisayardir. Bu veriler bir veri tabaninda saklanir ve sadece yetkili personelin erigebilecegi bir
web sitesinde goriintiilenebilir. Hastaliklarin izlenebilmesini kolaylagtirmak icin, sadece yetkili

kisilerin erisimine izin veren uygulama ve web sitesi gelistirilecektir. Izleme yoluyla toplanan
veriler ¢ok degerli oldugundan ve tip camiasi tarafindan bilimsel arastirmalar icin
kullanilabildiginden, bu sistemin gelecekte ¢cok daha fazla kapsami vardir.

6. Uygulanabilirlik:
BioTHeart prototip iirline doniistiiriilebilecek bir ¢alismadir. Daha 6nce herhangi bir platformda
iiretimi gerceklestirilmemistir. Ilk kez iilkemizde denenecektir. Yeni teknolojik sistemler
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kullanilarak gergeklestirilecektir. BioTHeart icin CAS13 geni bir defaya mahsus yurt disindan
siparis verildi. Gelen gen RDT yontemi ile vektorel ¢aligmalara baslanildi. Gelen plazmitlerin
cogaltilmast ve agaroz jelden saflagtirllmasi asamalar1 gergeklestirilecektir. Sirasiyla DNA
klonlamasi, transformasyon ve klonlama isleminin yapilmasi, dogrulanmasi, CAS13proteinin
ekspresyonu ve saflastirilmasi yapilacaktir. Daha sonra biyosensor igin primer ve prob
tasarimlar siparis verilecektir. Web sitesi ve uygulama c¢alismalari devam etmektedir. Cihaz
icin ara yiiz ¢alismasi tamamlanmistir. En son cihaz i¢in gerekli parcalar tamamlanacaktir.
Sonucunda BioTHeart hizli tespit cihazi, iilke ekonomisine katma deger katan yenilik¢i yerli
ticari iirlin olmas1 hedeflenmektedir.

Bu proje Bartin Universitesi Rekombinant protein iiretimi laboratuvarinda gerceklestirilecektir.
Gereken tiim cihazlar laboratuvarda bulunmaktadir. BioTHeart danigsmani Dr. Rizvan
Imamoglu, Bartin Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoteknoloji Boliimii, Rekombinant enzim ve
tibbi tan1 kiti tiretimi lizerine ¢aligmalar yapmaktadir. Ayrica <> COX-2 Geninin CRISPR/Cas9
Aracili Diizenlenmesi i¢in Polimerik Nanopartikiill Temelli Transfeksiyon ajaninin
kullanilabilirliginin arastirilmas1’” adli projesi ile CRISPR alaninda deneyimlidir.

Takim kaptan1 Buket Yildirim’in 2209-B-Sanayiye Y onelik Lisans Arastirma Projeleri Destegi
Programi tarafindan “Kovid-19 Pandemisine Yonelik Inhibitor Denemeleri ig¢in ACE2
Proteinin Rekombinant Olarak Uretilmesi, Saflastirilmas1 ve Karakterizasyonu” adli projesi
desteklenmeye hak kazanmistir. Rekombinant protein iiretilmesi asamasinda deneyimlidir.
Takim iiyesi Kubilay Seviik, Su Israfimi Onlemeye Yonelik IOT Sistemi ile tasarlanan
GREENWATER adli projesi bulunmaktadir. Ayrica Teknomaksi.com adli web sitesinin
kurucusudur ve web yazarligin1 yapmaktadir. C#, delphi, visual basic dillerinde birgok

otomasyon projeleri gelistirmistir. C# alaninda deneyimlidir.

7. Tahmini Maliyet ve Proje Zaman Planlamasi

VI A
; ; . Projenin Kim(ler) Tarafindan
LS LG Basarisindaki | Gergeklestirilecegi (***) |1|2|3]4/5/6/7/8/9/10111/12113/14/15
Onemi (%)
Ar-Ge Calismast Buket Ylkslgn‘l’lk-'- Kubilay
%20 vt
CAS13 proteinin
rekombinant Buket Yildirim
iretilmesi %20
Cihazin
Uygulamasinin Kubilay Seviik
Yapilmasi %20
Bl}los.ensor}m Danigman + Buket Yildirim
iretilmesi
%20
Malzeme Temini Kubilay Seviik
%10
Montaj islemi Kubilay Seviik
%10




Kullanilacak Malzemeler Kullamlma Amaci Adet BF‘.“m Toplam
_ iyati Fiyati
Cas13 Geni Uretilecek proteinin geni 1 100% 100%
Besiyeri 1
Agar hazirlamada kullanilacaktir. 1 82,58 §2’5$
DNA molekiillerini
Agaroz ayirmada isleminde 1 745% 745%
kullanilacaktir
Akrilamid SDS-PAGE’ de 1 73,75$ 73,753
kullanilacaktir
APS (Amonyumpersiilfat) SDS-PAGE i¢in kullanilacaktir 1 6,25% 6,25%
BSA (Sigir (Bovine) Serum . .
Albiimini Tampon bileseni 1 1.410% 1.410%
Hiicreleri korumak
DMSO i¢in kullanilacaktir. 1 75,65% 75,65%
E.coli DNA ligaz ve E.coli Ligasyon islemi i¢in
DNA ligaz tamponu kullanilacaktir 1 1503 150
Etanol Genel laboratuvar 1 50,2$ 50.2$
kullanim
Prob Tasarimlari Floggumiies iy (R = x (250 nmol) 64% 192%
kullanilacaktir
CrRNA Primer Sentezi VBehrtegle.n.n A 3 25% 75%
baglanmasi i¢in kullanilacak
Fotoelektrik Sensorii Toik kaynaggigagrblanma 3 55$ 165$
degerini dlger
- Cihazin igindeki havay1
Sogutucu Fan sogutmak i¢in kullamlacaktir 2 13 2%
Termal Boru Is1 dagitimi yapar 2 1$ 2%
Sicaklik Sensorii Cihazin sicakligini 6lger 3 3% 9%
I Absorblanma mlktarlna gore 3 20$ 60$
151k verir
. Tek karthi bilgisayardir. Sensor
Raspberry Pi verilerini gerekli yere aktarir 1 0% 200%
Ekran (Dokunmatik) (a2 legirolini'g 1 40$ 40$
saglandig1 parcadir
Depolama Verilerin saklandigi donanim 1 41% 41%
Girig/¢ikis (G/C) baglant1 noktalari il 3% 3%
. o < Elektrik olmadig takdirde
Pil ve gii¢ kaynagi dihaza ner /i 3lad ! 30% 30$
Hosting Web s1te§1n1n 7/24 agik 1 10$ 10$
kalmasini saglayan sunucudur.
Dodfilh We:b sitesine ulasmay1 1 5% 5%
saglayan alan adidir.
TOPLAM
3527,35%

8. Hedef Kullamicilar: Tiirkiye, bulasici olmayan hastaliklar yiikii ile karsi karsiyadir
ve Avrupa'da yiiksek kardiyovaskiiler mortaliteye sahip tilkeler arasindadir (Timmis et al.,
2020). Turkiye'de KVH, 1989'da %40, 1993'te %45, 2009'da %40, 2012'de %38, 2017'de
%39,5, 2018'de %37,8 ve 2019'da %36,8 ile tim Oliimlerin 6nde gelen nedeni olmustur
(TUIK). Niifusun yaslanmasi ve artan diyabet ve obezite oranlari nedeniyle; KVH'ye bagh
oliim oraninin 2030 yilina kadar erkeklerde yaklasik 2,3 kat ve kadinlarda yaklagik 1,8 kat
artacagl tahmin edilmektedir. Ayrica, Tiirkiye su anda Avrupa'da 50 yasin altindaki en yiiksek
kalp krizi oranina sahiptir ve koroner olaydaki ortalama yas neredeyse 10 yas daha kiiciiktiir

(Tiirkiye Saglik Bakanlig).
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BioTHeart ekibi artmaya devam eden KVH bagli 6liim oranlarmin erken Onlem alarak
azaltilmasini hedeflemektedir. KVH giiniimiizde ¢ok sik rastlanilan bir hastalik haline gelmistir.
Bu nedenle basta risk gruplari olmak tizere herkese hitap eden bir cihazdir. Tasarlanan cihazin
0zel ve devlet kurumu ayrimi yapilmaksizin hastaneler basta olmak iizere, tan1 merkezleri ve
0zel kliniklerde kullanilmaya tesvik edinilmesi amaglanmaktadir.

9. Riskler:

No En Biiyiik Riskler Risk Yonetimi (B Plan1)

1 Klonlama isleminin gergeklestirilememesi =~ Farkli vektorler denenerek islem tekrarlanacaktir.

2 Proteinin inkliizyon  cisimcigi Oncelikle besiyeri, sicaklik ve indiikleyici ajan (IPTG)

olusturmasi k_onsantrgsyonla_rn_nn degistir%lerek saperon

sistemleriyle birlikte ekspresyonu ile bu sorunun
iistesinden gelinmeye galisilacaktir.

3 Masatistii.  uygulama  gelistirme Bu sorunlar g6z oniine alinarak projenin masatistii

uygulamasinin yapilmasi is paketinde teknik sorunlar
= cikmasi halinde hatalarin giderilmesi i¢in disaridan
gikabilir. teknik destek alinabilecektir.

asamasinda teknik agidan sorunlar

4 Malzeme Temini Yurt disindan alimacak malzemeler i¢in kargo
asamasinda sorunlar ¢ikabilecegi goz Oniinde
bulundurularak alternatif driinler arastirilacaktir.

Malzemeler yurt disindan gelecegi Herhangi bir gecikme yasanmasi durumunda bu
igin bazi gecikmeler alternatifler tlizerinden projeye devam edilecektir.

Yurt digindan temin edilemeyen iirtinler yurt i¢inden

temin edilecektir.

5 Veritaban Giivenligi Veri tabam1 giivenliginin siirekli saglanmasi i¢in
periyodik olarak analiz edilip verinin giivenlik
onceligine gore siniflandirilir. Yiiksek oncelik verilen
giivenlik agiklari kapatilir. Giivenlik zafiyetleri i¢in
uygun bir diizeltme tespit edilir, zafiyetleri kapatmak
ve sistemi giincellemek i¢in diizenli olarak giivenlik

yasanabilmektedir.

yamalar1 uygulanir.
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