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1. Proje Ozeti (Proje Tanimi)
Kanser, mutasyonlar sonucu hiicrelerin kontrolsiiz boliinmesine sebep olan ve bdylece
dokularin iglevini bozan, bu hiicrelerin baska organlara go¢ etmesiyle bagka organlara da zarar
veren, saglik sistemine 6nemli bir ylik getiren 6liimciil ve genetik bir hastaliktir. Diinyada, 2020
yilinda 19,3 milyon yeni vaka bildirildigi ve 10 milyon kisinin de kanser nedeniyle hayatini
kaybettigi bilinmektedir [1]. Tirkiye’ de ise ayn1 y1l 233 834 kisiye kanser tanisi konurken,
kansere bagli can kayb1 ise 126 335 kisidir [2]. Kanser hastaliginin erken teshisiyle, sag kalim
siiresi ve tedavisi arasinda oldukg¢a 6nemli bir pozitif korelasyon vardir. Erken teshis edilen ve
hizlica tedaviye baslanan kanser hastalarinin hayatta kalma oran1 %92’ye ulasabilmektedir [3].

Most Common Cancer Types

M: Millions

World Health Organization (WHO)

Sekill. Diinya Saglik Orgiitiiniin verilerine gore diinya iizerinde en sik rastlanan kanser tiirleri
ve kisi sayist.

Aptamerler, yiiksek 6zgiilliikkte ve yiiksek afiniteyle hedef molekiile baglanabilen, rastgele
DNA oligoniikleotitlerinden sentezlenen oligomerlerdir. Kendilerine o6zgii ii¢ boyutlu
konformasyonlar1 ve genis baglanma yiizeyine sahip olmasi yliksek afinite sahibi olmasinin
temel nedenidir [4]. Antikorlara gére daha kararli bir yapiya sahip olmalari, sinyalleri daha
kolay sekilde sayisallastirabilmesi, sentezlenmesi nispeten daha kolay ve daha diisiik maliyette
olmasi lab-on-a-chip teknolojisini kullanan aragtirmacilarin ilgi odagi haline gelmistir [5].
Ayrica yiiksek iiretim verimi, immobilizasyon kolaylig1 ve yiiksek secicilik 6zelliklerine de
sahiptir [6]. Bu tip avantajlarinin bulunmasi sebebiyle teshis ve terapotik alaninda dikkat gekici
hale getirmistir Kanser biyobelirteclerinin tayini son yillarda ana odak noktasi haline geldi.
Belli kanser tiiriine 6zgii biyomarkerlar1 belirlemek, hastaligin teshisini kolaylagtirmasinin yani
sira hastaligin seyrinin ve niiksetmesinin de takibini saglamay1 kolaylastirmaktadir [7]. Ayrica
tek bir biyobelirtece bakmak kanser teshisini zorlagtirmanin yani sira yanlis degerlendirilmesine
de yol acgabilmektedir. Bu sebepten dolayr literatiirden belirlenecek olan public
neoantijenlerden en yaygin olanlar belirlenerek sistem olusturulacaktir.



Tablol. Antikor ve aptamer 6zelliklerini karsilastirilmasi

Ozellikleri Aptamerler Antikorlar

Temel Kompozisyon Niikleotitler (A,G,T/U,C) Aminoasitler

Molekiiler Agirlik Kiigiik (~6-30kDa) (~150-180 kDa)

Sentez Zamani 1saat—1ay Birkag Ay (~6ay)

Kalite Kontrol (Parti | Diisiik Yiiksek

Varyasyonlari

Istikrar Cok Kararli Sicaklik ve pH

Degisikliklerine Duyarli

Hedef Genis Hedef Yelpazesi Immiinojenik Molekiiller

Hedefe Yakinlik K¢g~102°-107" M Ke¢~102-10" M

Ozgiilliik Yiiksek Yiiksek

Toksisite Gozlenmedi Bagisiklik Reaksiyonlart

Kimyasal Modifikasyonlar | Kolay ve Cok Cesitli | Zor ve Smirli Degiskenler
Modifikasyonlar

Depolanmasi Ortam Sicakliginda Karali Diisiik Sicaklikta Kararli

Sentez Laboratuvar Ortaminda Canlilarda

Maliyet Ucuz Masrafli

Bu projenin amaci kanser hastalarini erken teshis edebilmek ve erken tedavi uygulama yolunu
acmaktir. Bu sayede kanserle miicadele eden hastalarin gerek psikolojik agidan gerekse fiziksel
saglik agisindan en az hasarla tedavisini yapmak miimkiin olacaktir. Bu projenin hedefi
kanserin erken teshisinde kullanilabilecek ayn1 anda birkag¢ biyobelirtece baglanabilen konjuge
aptamer temelli floresan biyosensor gelistirmektir. Kanserin teshisini giiglendirebilmek adina
ayn1 anda farkli parametreleri degerlendirebilmek hizlanma ve dogruluk acisindan énemlidir
[8]. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar da bu yonde evrilmistir.

Cogu kanser tiiriinde TP53 geninin mutasyona ugradigi ya da islevini kaybettigi goriilmiistiir.
TP53 geni tiimor baskilayict protein olarak bilinen pS3 proteinini liretmek i¢in gerekli kodlar
barindirmaktadir. TP53 molekiilii DNA hasarma sahip olan hiicreyi G1 evresinde durdurarak
DNA hasarinin onarilmasimmi saglamakla gorevlidir. DNA onarilldigr takdirde hiicre
boliinmesine devam etmektedir. Ancak hasarin onarilmamasit durumunda TP53 hiicreyi
apoptoza zorlamaktadir (kontrollii hiicre 6liimii) [9]. Yapilan arastirmalarda en sik mutasyona
ugrayan genin TP53 oldugu bulunmustur ayrica bir¢cok kanser tiiriinde bu genin mutasyona
ugradig@1 goriilmiistiir [10]. Literatiirde mutasyona ugrayan TP53 geninin eksprese ettigi protein
sekanslar1 mevcuttur. Onerilen bu projede ise belirlenen neoantijenleri ve kanser proteinlerini
tespit edebilecek aptamer tabanli grafen based biyosensor iiretilecektir. Uretilen biyosensor
kuyucuklu sisteme sahip olacak ve her bir kuyucuga bir aptamer yerlestirilecektir. Aptamerler
neoantijeni tanidigr ve baglandigi takdirde floresan 151k yayacaktir. Ancak bu 151k gozle
goriilemeyecektir. Bu ylizden goriintiileme i¢in hem floresan mikroskop hem de konfokal
mikroskop ile goriintiilenecektir.



2. Problem/Sorun

Kanser bilindigi iizere ¢agimizin en biiyiik saglik sorunlarinin baginda gelmektedir. Kanser
sebebiyle bir¢ok insan hayatini kaybetmektedir. Kanserin en kesin ¢oziimiiniin erken teshis
oldugu asikardir. Kanserin tedavi edilememesinin baslica sebeplerinden biri de teshis i¢in geg
kalinmas1 ve kanserin diger organlara da sigrayarak yayilimia devam etmesidir. Gliniimiizde
kullanilan kemoterapi ilaglar1 da hastalar1 oldukca yipratmaktadir.

Kanserin baglica sebepleri olarak; stres, hava kirliligi, sigara/alkol ve radyasyon ornek
verilebilir. Giinlimiizde her evde tablet, telefon, bilgisayar ve televizyon gibi bir¢ok elektronik
alet bulunmaktadir. Bu sebeple artik insanlar daha fazla radyasyona maruz kalmaktadir. Stirekli
yeni fabrikalarin agilmasi ya da egzoz gazlari gibi bir¢ok etken her gegen giin havayi kirletmeye
devam etmektedir. Soludugumuz hava da kalitesiz oldugu takdirde sagligimizi tehlikeye
atmaktadir. Sigara ve alkol kullanimin ise resit olma yast olan 18 yasinin bile altina
diismektedir. 2021 yilinda yapilan bir ¢alismadan alinan verilere gore lise 6grencileri arasinda
hayatinda en az bir kere tiitiin kullanim yaygmlig1 %37, alkol kullanimi yayginlig: ise %51,2
olarak belirtilmektedir [11]. Ulkemizde geng yasta sigara ve alkol kullanimi bile bu denli fazla
iken tilke niifusumuzun da kansere yakalanma olasilig1 bu verilerle orantilidir. Diinya genelinde
de kanser hastalig1 verileri oldukga yiiksektir. Uluslararasi kanser aragtirmalari ajansi (IARC)
tarafindan 2020 yilinda yayinlanan verilere gore tahmini olarak belirtilen yilda 19,3 milyon
yeni vaka sayis1 bildirilitken 10 milyon kansere bagli 6lim gerceklesmistir. Diinyayr kasip
kavuran ve 17 Kasim 2019 tarihinde Cin’in Hubei bdlgesinin bagkenti olan Vuhan’da ortaya
¢ikan Covid-19 (Koronaviriis) pandemisinde bile simdiye kadar toplam vaka sayis1 514 milyon
iken vefat sayis1 6,24 milyondur. Bu verileri kanser vakalartyla karsilastirdigimizda, kanserin
kiiresel boyutta ne kadar biiyiik bir saglik problemi oldugu gozler 6niine serilmektedir. Kanserin
erken teshisi tedavi i¢in biiyiik 6nem arz etmektedir. Kanserin ilk evrelerde gozterdigi belirtiler
ise hastalar tarafindan fark edilememektedir. Fark edildiginde ise genellikle tedavi i¢in ¢ok gec
kalinmis olmakta ya da tedavi siirecini olduk¢a uzatacak ve zorlastiracak evredeyken fark
edilmektedir. Kanser belirtileri genellikle gii¢lii agrilar, agiklanamayan kilo kaybi, viicudun
belli bolgelerinde hissedilen kitleler olmaktadir. Bu belirtilerle hekime danisildiginda birgok
test yapilarak teshis koyulabilmektedir. Ancak bazi hastalarda hekimlerin gézden kagirdigi
durumlar meydana gelebilmektedir. ilerleyen zamanda ise kanser oldukga ilerledikten sonra
fark edilebilmektedir. Teshis etmenin zor oldugu bu hastalik icin erken teshisi kolaylastiracak
bir proje Onerisi sunmaktayiz.

Giliniimiizde bazi biyoteknoloji sirketlerinin kanser asilar1 {izerinde ¢aligmalar yaptigi
bilinmektedir. Hepimizin pandemi dolayisiyla tamdigi Ugur Sahin ve Ozlem Tiireci’nin
Biontech firmasi biinyesinde kanser asilar1 {izerinde ¢alismalar yaptigin1 bilmekteyiz. Uretilen
bu asilar kisiye Ozel neoantijenleri tespit ederek yine kisiye Ozel as1 tasarlanmasi
hedeflenmektedir. Bu projede sundugumuz fikirde yayinlanmis public neoantijenleri tantyacak
biyosensor sistemi gelistirmeyi hedeflemekteyiz. Yeterli destek alinip proje ger¢ek hayata
gecirildigi takdirde kanser asilarinin {iretimine yardimci olabilecegini hatta yerli ve milli
imkanlarla kendi kanser agimizi iiretebilecek firmalara destek olabilecegimizi diistinmekteyiz.



3. Coziim

Glinlimiiziin global ¢apta en biiylik saglik sorunu olan kanser hastaligiyla savagsmanin en 6nemli
yolu siliphesiz erken teshistir. Bu proje kapsaminda kanseri en erken evrede, heniiz timor
olusumu baslamamisken tespit edebilmeyi hedeflemektedir. Kanserli hiicreler normal viicut
hiicrelerinden farkli olarak cesitli sebeplerden dolayr mutasyona ugramis hiicrelerdir. Bu
sebepten dolayi hiicrelerde genetik baz1 degisiklikler meydana gelmektedir. Bu degisiklikler de
sentezlenen proteinlerinin yanlis olmasina ve islevini yitirmis olmasina sebebiyet vermektedir.
Bu sekilde iiretilmis bozuk proteinlere ‘neoantijen’ ad1 verilmektedir. Literatiirde shared public
neoantijen olarak neoantijen sekanslar1 yer almaktadir. Neoantijenler saglikli hiicreler
tarafindan eksprese edilmezler. Kanser teshisi i¢in kullanilabilecek spesifik bir biyobelirte¢
olduklar1 diisliniilmektedir. Projede aptamer temelli biyosensor sistemi tasarlanmaktadir.
Aptamerler hedef molekiile oldukca sepesifik sekilde baglanabilen kendine 6zgii {i¢ boyutlu
yapiya sahiptirler. Genis baglanma yiizeyine sahip olduklarindan dolayr hedef molekiile
baglanmalar1 daha efektif olmaktadir.

Neoantijenler
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SELEX Yontemiyle  Fonksiyonel Aptamerler Aptasensériin Olusturulmasi  Aptasensér Araciligiyla Neoantijenl"erin
Aptamer Uretimi Kan Analizi Yapilmasi Aptamerlere Baglanmasi

Sekil 2. Proje proses semasi.

Shared public neoantijen sekanlar1 kullanilarak, aptamerler sentezlenecektir. Aptamerler
biyosensor ylizeyine yerlestirilecek ve sensor sistemi kurulacaktir. Ardindan kanser siiphesi
tastyan kisiden alinan kan sensore aktarilacak. Neoantijenle aptamer baglanmasi durumunda
sensor sinyal olusturacaktir. Bu sayede kisinin neoantijen tagidigi1 anlagilacaktir. Heniiz timor
dahi olusmamigken kisinin kanser tehlikesiyle karsi karsiya oldugu goriilmiis olacak ve takibe
aliacaktir. Daha sonrasinda hizlica baglayan tedavi siireciyle beraber, insanlar mental ve
fiziksel olarak en minimal diizeyde hasarla kanseri yenmis olacaktir. Bu projenin bir diger
avantaji ise kanser siiphesiyle hastanelere bagvuran kisilere bir¢ok test uygulanmaktadir. Bu
testlerin sonuclar1 incelenirken bazi durumlarda hekimlerin goziinden kagabilmektedir. Bu
projenin hayata gecirilmesi durumunda gozden kacirilan kanser hastalarinin sayisinin da
azalacagini diisiinmekteyiz.

4. Yontem
4.1.Public neoantigen sekanslarinin belirlenmesi

Neoantijenler normal hiicreler tarafindan eksprese edilmedigi ve sadece tiimorlii hiicreler
tarafindan eksprese edildigi i¢in kanser aragtirmalari i¢in 6nemli hedeflerdir. Yeni nesil
dizileme (Next-Generation Sequencing -NGS) sayesinde neoantijenler maliyeti daha diisiik ve
hizl1 bir sekilde sekanslanabilmektedir [12]. Sunulan projede shared public neoantijen sekanlari
literatiirden almacaktir. Ayrica kullanilacak olan mutasyona ugramis olan TP53 geninden
sekanslanan proteinler de tiimor biyobelirtegleridir. Gen sekans database’leri mevcuttur. OMIX



ve GEO Database’leri kullanilacaktir.

4.2.SELEX yontemi ile aptamer sentezi
Systematic Evolution of Ligans by Exponential Enrichment (SELEX) yontemi kullanilarak
aptamer sentez edilecektir.
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Sekil 3: Aptamer iiretiminin SELEX ve hiicre-SELEX tarafindan sematik gdsterimi.

Baslangigta ticari olarak elde edilen ve yaklasik olarak 10*%-10%* tane farkl dizi ¢esidi igeren
ssDNA kiitiiphanesi ile bu proje igin belirlenen hedef molekiil public neoantijenlerle birlikte
inkiibe edilir [13]. Ilk asamada her biri farkl1 dizilimlerinden dolay1 farkl1 ii¢ boyutlu sekle sahip
olan yapilarin neoantijenlere baglanmasi beklenecektir [14]. Daha sonrasinda baglanmayan
diziler yikama tamponu ile yikanarak istenilen aptamer dizileri saflastirilacaktir. Kullanilacak
olan yikama tamponu CaCl2’li Dulbecco fosfatli tampon salini 5 mM MgCl» ve 4,5 g/L glukoz
icerecegi distiniilmektedir [15]. Literatiirde bu islem 5-12 kez arasinda tekrarlanmaktadir.
Yiiksek afiniteye sahip aptamer sentezlemek icin, aptamer kiitiiphanesini gelistirmek ve
amplifikasyon turlarinin sayisini arttirmak gerekir [16]. Bu sebepten dolay1 yapilacak olan bu
calismada amplifikasyon turlar1 12 kez tekrarlanmasi diigiiniilmektedir.



4.3. GR nanosheet yapilarinin hazirlanmasi

[lk olarak, GO, ¢ogunlukla bilinen ve kiilt sentez yontemi olarak bilinen geleneksel Hummers
yontemi yerine modifiye edilmis Hummers yontemiyle dogal grafit tozundan sentezi
gerceklestirilecektir. Genel olarak, onceden oksitlenmis grafit tozlari, karigtirma altinda
kademeli olarak Potasyum permanganat (KMnOs) tuzu ilavesiyle 0 °C'de konsantre
Stlfiirik(VI) asit (H2SO4) konulacaktir. Karigim reaksiyona girmesi icin 35°C'de birkag saat
inkiibe edilecektir ve deiyonize su ile bir buz banyosunda kademeli/asamali olarak seyreltilme
islemi gerceklestirilecektir. Ardindan H2O, eklenerek, karisim yeniden seyreltilecektir.
Bulunan karisim, parlak sar1 rengine doniistiigiinde siizme islemi gerceklestirilecektir ve HC1
sulu soliisyonu ve siiziilen kisimda kalan pelet deiyonize su ile yikanacaktir. Elde edilen grafit
oksit tozu, grafit oksit dispersiyonu i¢inde diyaliz edilecektir. Daha sonrasinda hazirlanan GO,
metal iyonlarmi ve asidi tamamen uzaklastirmak amaciyla 7 giin boyunca diyalize tabi
tutulacaktir. Hepimizin bildigi iizere biyolojik materyallerle veya dokuyla etkilestirilecek
herhangi bir malzemenin kimyasal olarak toksik olmamas1 gerekmektedir. Bu sebeple diyaliz
kullanilarak numunede kimyasal reaksiyondan kaynakli olusabilecek herhangi bir
kontaminasyonu 6nlemek olduk¢a 6nemlidir.

Bu sebeple uzun siireli diyaliz ile ortamda toksik etki yaratacak kimyasal veya reaksiyon
iriinleri uzaklagtirilacaktir. Grafit oksit, cogu grafit oksidin tek katmanli grafen okside pul pul
dokiilmesini saglamak i¢in yaklasik 2 saat sonikasyon altinda bekletilecektir. Elde edilen
homojen sar1 tek katmanli grafen oksit ¢ozeltisi, oksijenli gruplari ¢ikarmak i¢in hidrazin
kullanilarak indirgenme reaksiyonu gerceklestirilecektir. Siyah ¢okeltiler yikanilacak ve
genellikle suda ¢6ziinmeyen grafen olarak kurutulacaktir.

SDBS (Sodium dodecylbenzenesulfonate - CH3(CH2)1:CsH4SO3sNa) dagilmis grafen (SDBS-
grafen) sulu ¢ozeltisini hazirlamak icin, grafene SDBS eklenilecek ve yaklasik 2 saat
sonikasyona maruz birakilacaktir. 1 mg/mL'ye kadar stabil SDBS-grafen sulu ¢ozeltisi bu
sekilde edilebilecektir. SDBS-grafen (agirlik) orani olduk¢a 6nemlidir bu sebeple bu orani 1 ila
15 araliginda optimize edilecek ve calismalar gerceklestirilecektir. SDBS'nin miikemmel
biyouyumlulugu, sulu bir ortamda biyoalgilama uygulamalarinda SDBS-grafen igin ¢esitli
olanaklar saglayacaktir.

Bu prosediiriin islememesi durumunda alternatif bir yontem olarak, literatiirde bulunan
caligmalardan yola ¢ikarak, PDDA (Polidialildimetilamonyum Kloriir) varliginda GO'nun bir
pul gibi P-GR nano-tabakalari, pul dokiilmesi/yerinde azaltilmasi yontemi gézlemlenmistir.
Calismamizda pul dokiilmesi/yerinde azaltilmasi yoluyla hazirlanacaktir. Bu yontemde ilk
olarak, %0.5 GO ¢ozeltisine (100 mL) %20 PDDA (0,5 mL) ¢ozeltisi ilave edilecektir ve 30
dakika karistirilmasi saglanacaktir. Karigsma isleminin sonrasinda, %80 hidrazin hidrat (0.5
mL) ilave edilecektir ve 24 saat (Overnight) siire ile 90°C'de karistirmaya devam edilecektir.
Reaksiyon sonunda son islem olarak, siyah P-GR nano tabakalar siiziilerek ve damitilmis su
ile yikanarak elde edilebilecektir ve daha sonra hafif sonikasyondan sonra su iginde kolayca
yeniden dagitilarak siyah bir siispansiyon (0.1 mg mL™) elde edilecektir.



Sekil 4. Elde edilmesi hedeflenen grafen sheetlerin gosterimi
4.4. GR/AuNPs kompozitlerinin hazirlanmasi

P-GR/AuNPs kompozitleri, kloroaurik asidin sodyum sitrat ile kendiliginden kimyasal
indirgenmesi yoluyla P-GR nano tabakalarinin yiizeyinin AuNP'ler ile etkilestirilmesi
saglanacaktir. Ik olarak 85 mL siispansiyona (0.1 mg mL ) 5 mL 30 mM kloroaurik asit
sollisyonu karistirilarak eklenilecektir. Daha sonra, karisim suyun kaynama noktasina kadar
isitildiginda, iyice karistirllmig karisima 10 mL 20 g/L sodyum sitrat ilave edilecektir.
Elektrostatik etkilesime 10 dakika boyunca maruz birakilan numuneler, sitrat etkilesimli
AuNP'lerin, GR nano tabakalarinin yiizeyine hizli bir sekilde yapigsmasi beklenmektedir. Kalan
siyah c¢okelti, santrifiijleme ile toplanacak ve daha sonra 6 kez ectanol soliiyonu ile
durulanmalidir. Son olarak, elde edilen yapilar karakterizasyon prosesi i¢in oda sicakliginda
kurutulacaktir.

4.5. Elde edilen grafen yapilarinin karakterasyonu

Grafeni yiizeyi karakterize etmek veya yiizeyindeki fonksiyonel gruplarin ve morfolojik
degisikliklerin varligini belirlemek i¢cin Raman Spektroskopisi, Fourier Doniistimlii Kiz1l6tesi
Spektroskopisi (FTIR), x-1s1n1 Kirmim (XRD), x-1sin1 Fotoelektron Spektroskopisi (XPS)
kullanilabilir. Yiiksek lisans ¢alismamdan 6rnek verecek olursam; Raman spektroskopisinde
grafen yapisinin sahip oldugu kendine 6zgii tepe noktalar1 (G,2D) bulunmaktadir. Buradan
grafen ylizeyi hakkinda ve grafenin tabaka sayis1 hakkinda veya fonksiyonel gruplar hakkinda
bilgi sahibi olmamiz miimkiindiir.
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4.6.Altin nanocubuklarin sentezi

Proje olarak sunulan g¢alismada altin partikiil sentezi i¢in bulunan kimyasal, termal,
elektrokimyasal ve sonokimyasal yontemler iizerine diisiiniilerek, dezavantajlari ve avantajlar
tartisilarak altin naopartikiillerin iiretimi i¢in, seed aracili bliylime yontemi tercih edilmistir.
Altin nanogubuk yapilarinin boyutlar1 ¢alismamiz i¢in olduk¢a 6nemli oldugundan, altin
nanorodlar1 1.5 ila 5 en boy oranlariyla sentezlemek i¢in farkli modifikasyonlar uygulanmstir:
(1) seed olusum asamasinda giimiis sitratin CTAB (Cetyltrimethylammonium Bromide)
molekiilleri ile degistirilmesi;

(2) kontrollii en ve boy oranlartyla nanorodlar1 biiylitmek i¢in biiyiime ¢ozeltisinin glimiis
iceriginin ayarlanmasi.

Aptamer based bir biyosensor sistemi tasarlanacagindan ve hedef molekiillee neo-antijenler
olmasi nedeniyle kullanilacak altin nanogubuklarin boyutlarinin ayarlanabilmesi bizim
alacagimiz sonuclarin degerlendirilmesinde oldukca 6dnemli bir parametredir.

Gilimis sitrat kullanim1 ve igerigi bilindigi lizere canli organizmalar icin toksik bir etki
yaratmaktadir. Bu yiizden ortamdan giimiis sitratin uzaklastirilmas: gerekmektedir. Ayrica bu
sekilde altin nanocgubuk tiretimi ile bir¢ok dezavantaj tolere edilebilmektedir. Biiyiime siiresini
arttirarak veya bilylime ¢0zeltisine nanorod ¢ozeltisi asamali olarak eklenmesiyle uzun
nanorodlarin iiretimi saglanabilmektedir. Bu yontem ile parametreler degistirilerek arzu edilen
boyutta altin nanopartikiil iiretimi miimkiindiir. Altin nanorodlarin iiretimi gerceklestirildikten
sonra santrifiij islemi yapilmasi1 gerekmektedir ve santrifiij siiresi iiretilen nanorodun boyutuna
gore karar verilmelidir. Boylelikle bir surfaktan olan CTAB’in ortamdan uzaklastirilmasi
gerceklestirilecektir.

4.7.Altin nanopartikiil karakterizasyonu

Altin nanogubuk yapilarinin karaterizasyonu i¢in LSPR (Localized Surface Plasmon Rezonans)
analizi nanogubuk yapisinin boyutunun tespitinde kullanilabilecek bir karakterizasyon yontemi
olabilir ancak sadece LSPR altin nanogubuklarinin tespitinde yeterli olmayacaktir. LSPR
analizi, gelen 15181in elektromanyetigi ile uyarilan metalnanopargaciklarda iletim bandi
elektronlarmin kolektif bir salimmidir. Altin nanogabugun olusturuldugu soliisyonu lamel
iizerine koyarak LSPR da verdigi tepe noktasina bagl olarak altin nanogubugun boyutu
hakkinda bilgi verdigi i¢in degerlendirilebilmesine olanak sunmaktadir. Ayrica altin
naogubuklarin boyutunu anlayabilmek sebebiyle hem analitik hemde goérsel sonuglar sunan
TEM (Transmission electron microscopy) ve SEM (Scanning electron microscopy)
yontemlerinin kullanilmasi gerekmetedir [14].

4.8.Sentezlenen aptamerlerin biyosensor yiizeyine entegrasyonu ve biyosensor sisteminin
hazirlanmasi

Grafenin modifikasyonu genellikle uygun islevsellestirme yollar1 kullanilarak oksijenasyon,
hidrojenasyon ve florlama icermektedir. Grafen yapiin yiizey islevsellestirilmesi, dncelikle
kovalent veya kovalent olmayan yaklasim kullanilarak gerceklestirilebilir. Kovalent
yaklagimda, grafen yapinin yilizeyinde bulunan oksijen iceren gruplar (-0, -OH ve -OOH),
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eklenecek diger polimerler, molekiiller, biyolojik varliklar ve nanopartikiiller ile kovalent
baglar olustururken, kovalent olmayan islevsellestirme de genellikle, yilizeyin yliksek
elektronegatifligi nedeniyle meydana gelen hidrojen baglarini veya elektrostatik etkilesimleri
icermektedir. Ve ayrica karbon bazli grafen yapisina hidrofilik 6zellik kazandirmaktadir.
Grafen based yapilarin, proteinler veya DNA ile kovalent olmayan islevsellestirilmesi de biyo-
tanima igin olduk¢a 6nemlidir. Grafen, sp?'ye bagli C atomlarindan olustugu igin kimyasal
olarak doymamustir ve diger tiirlere kovalent olarak baglanabilir ve sp® hibridizasyonuna
dontisebilmektedir. Bu durum bize fonksiyonellestirilebilmesi i¢in bir alternatif sunmaktadir.
Calismada Non-kovalent fonksiyonellestirme tercih edilecektir. Kovalent fonksiyonellestirme
isleminin tercih edilmemesi su sekilde agiklanabilir;

e Eylemsiz grafitik yapilar, grafenin oksidasyonu ile degistirilebilir, bu da karboksil ve
karbonil fonksiyonel gruplarinin yogunlugunda bir artisa neden olur, ancak bu yontem
grafenin 6zelliklerini biiyiik 6l¢tide degistirir. Bu gruplar daha sonra amin fonksiyonel
gruplart araciligiyla ¢esitli biyomolekiillerle islevsellestirilme imkani sunmaktadir.

¢ Bununla birlikte, oksidasyon 6ncesi bir adim olan serbest radikal ekleme reaksiyonunun
yoklugunda, elektronik 6zellikler grafit yiizeyin kovalent modifikasyonundan ¢ok fazla
etkilenmez.

Kovalent olmayan yaklasim, grafeni uygun fonksiyonel gruplarla degistirir, ancak orijinal
ozelliklerini etkilemez. Aptamerlerin pirimidik ve purik bazlarmin uygun n—m istifleme
etkilesimleri yoluyla C-C altigen grafen agi tizerindeki fiziksel adsorpsiyonu, grafen bazl
aptasensorler olusturmanin en umut verici ve daha basit yoludur. Kovelent olmayan yontemle
fonksiyonellestirilmis yiizey, zayif van der Waals veya aromatik molekiiller arasindaki n—mn
etkilesimleri igermektedir. Bu nedenle, grafenin kovalent olmayan islevsellestirilmesi, -
konjuge yapisint bozmamaktadir ve sonu¢ olarak miikemmel fiziksel O6zelliklerinin
korunmasina yardimci1 olmaktadir. Fiziksel adsorpsiyon ile aptamerleri baglamak i¢in modifiye
edilmis bir grafen elektrotun kullanim1 da mimkiindiir. Diger bir yaklasim olarak, grafenin
kovalent olmayan islevsellestirilmesi i¢cin n—m istifleme etkilesimi yoluyla grafen {izerinde
giiclii bir sekilde adsorbe olan poliaromatik hidrokarbonlar kullanilabilmektedir. Ornegin, piren
biitirik asidin kullanilmasi, dort aromatik halkanin n—r istiflenmesiyle saglam ve kararl bir
islevsellestirme ile sonuglanirken, biyomolekiillerin amin fonksiyonel gruplar1 araciligiyla ek
kovalent islevsellestirilmesi, terminal asit gruplarinda gergeklestirilebilmesine izin
vermektedir. Bu protokol, temel grafitik 6zellikleri degistirmeden kovalent modifikasyonun
avantajlarin1  sunmaktadir. Ayrica, elektrostatik adsorpsiyon genellikle aptamerlerin
dontstiiriiciiler lizerine montaj1 i¢in kullanilmast da miimkiindiir. Dahasi, Graphene based
malzemelere dayali aptamer biyosensing sisteminin hazirlanmasi i¢in fosforamidat ve amid
reaksiyonlar1 da kullanilmaktadir.

Grafen bazli malzemelerin (G, GO ve rGO) algilama kapasitesi, islevsellestirme yoluyla da
kolayca kontrol edilebilir. Cesitli fonksiyonel gruplar ve atomlar ile grafenin kimyasal
katkilanmas1 genellikle optik, elektrokimyasal ve elektriksel 6zelliklerinde bir degisiklikle
sonuclanmaktadir. Danigmani olarak bulundugum bu projede, yiiksek lisans siirecimde
biyosensor olusturmak adina calisigim projede grafen yiizeyin non-kovalent olarak
fonksiyonellestirilmesi ve ylizey ile biyolojik materyallerle yiizeylerin etkilestirilmesi lizerine
cesitli calismalar gergeklestirdigim igin yiizey fonksiyonellestirmede optimizasyon olarak
elimizde belirli datalar bulunmaktadir.
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4.8.1. Grafen yiizeyin fonksiyonellestirilmesi

Bu ¢alismada elde edilen grafen ylizeyler PBA piren biitirik asid ile etkilestirilecektir ¢iinkii
grafen ylizeylere herhangi bir molekiil ile etkilesim saglayabilmesi i¢in ylizeyin bir kimyasal
baglayict ile etkilestirilerek modifikasyonunun yapilmasi gerekmektedir. Grafen ylizeylerin
fonksiyonellestirilmesi igin 4-(1-Pyrenyl)-Butirik asit (PBA), farkli solventler (metanol, etanol,
dimetilformaldehit (DMF), c¢oziilecektir. Ardindan 24 saat inkiibasyona birakilacaktir.
Inkiibasyon siiresinin ardindan yiizeyler birkag kez ilgili solvent sistemi ile yikandi. PBA'nin
grafen ylizeyine baglanmasi hem Raman spektroskopisi hem de X-1sim1 Fotoelektron
spektroskopisi (XPS) ile analiz edildi. Ciinkii; PBA raman spektroskopsinde 1041 cm™ ‘de
baglandig1 yapida 6zel bir boyun yapist olusturmaktadir. Buradan da PBA’nin yiizeye
baglanmas1 hakkinda yorum yapilabilecektir. Olusturulacak sistemin EDC-NHS
biyokonjugasyonu ile etkilesim saglanarak biyomolekiiliin baglanabilmesi i¢in karboksil veya
amin uglari olusturulabilmektedir. Olusturulan uclarla kisa fragmentler olan aptamerler yiizeyle
etkilestirilebilir.

4.9.Biyosensor sisteminin test edilmesi

Biyosensor sisteminin test edilmesi i¢in tiimor hiicresi olugsmaya baslamis bir canlidan alinan
kana ihtiyag vardir. Kanser ¢alismalarinda timor olusturmak i¢in nude fareler kullanilmaktadir
[15]. Nude farelere ticari olarak satilan kanser hiicreleri deri altindan enjekte edilir. Yapilmak
istenilen ¢aligmaya gore enjekte edilecek tiimér hiicresi sayisi degismektedir. Ornegin 3 milyon
kanser hiicresi enjekte edilen farede tiimdr olusumu daha ge¢ gézlemlenirken 10 milyon hiicre
enjekte edilen farelerde tiimor daha erken belirginlesmektedir. Ancak fazla timor hiicresi
verilen farelerde 6liim thtimali yiliksektir. Bu sebepten dolay1 optimizasyon isleminden sonra
enjekte edilecek hiicre sayist belirlenecektir. Bunun yani sira kanser hastasi bireylerden kan
ornekleri toplanabilir. Her iki durum i¢in de etik kurul onay belgesi alinmas1 gerekmektedir.

Yenilikci (Inovatif) Yonii

Kanser teshisinin hastay1 yoran bir siire¢ oldugu bilinmektedir. Bu siirecin kisaltilmas1 hastanin
fiziksel ve mental saghigina olumlu yonde etkisi olacaktir. Onerilen bu projede kiside kanser
olusumunun olup olmadig1 konusunda dakikalar icerisinde bir geri doniit alinabilecek sistem
gelistirilecektir. Neoantijenler {lizerinde bir¢ok arastirma yapilmaktadir ve kanser asilari
caligmalariyla olduk¢a popiiler hale gelmistir. Yapilan kanser asilar1 ¢alismalarinda kiside
bulunan neoantijenleri tespit edip kisiye 6zel as1 hazirlanmasi hedeflenmektedir [18,19,20]. Bu
<sistem gelistirilip neoantijenlerin tiiriiniin de tespit edilmesi halinde as1 ¢alismalari i¢in de
oldukca yararli olacagini diisiinmekteyiz. Yapilan literatiir taramasinda genellikle
immiinoterapi i¢in neoantijenlerin kullanildig1 goriilmiistiir. Kanser teshisi i¢in neoantijenleri
tantyacak bir aptamer temelli bir biyosensor sisteminin oldugu tespit edilmemistir.

Uygulanabilirlik
Gilinlimiiz sartlarinda hava kirliligi, radyasyona maruz kalma, stres herkesin ortak problemi
haline gelmistir. Bu sebepten dolay1 herkes kanser sliphesi tagimaktadir. Kanser bu denli biiytik
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bir sorunken kullanim kolaylig1 ve hizli tani kitlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica hekimlerin
de gozden kagirma riskini azaltmak hedeflenmektedir. Sunulan bu projede iiretilecek olan
biyosensoriin herhangi bir in vivo kullanimi1 olmamasindan dolayi insanlar tizerinde herhangi
bir toksik etkisi bulunmayacaktir. Sadece kanser siiphesi tasiyan insanlardan kan alinacak ve
sisteme aktarilacaktir. Yakin akrabalar arasinda ve ailesinde kanser dykiisii tasiyan, yogun stres
altinda calisan ve calisma ortaminda toz, radyasyon vb. dis etmenler bulunan insanlar yiiksek
risk gruplaridir. Ayrica daha oncesinde kanser ge¢misine sahip kisiler de tekrar niiksetme
tehlikesiyle karsi karsiyadir. Bu projenin asil amaci bu durumlara sahip kisilerin kanser
taramasini en kolay ve en hizli sekilde yapilmasini saglamaktir. Kisacasi kanser siiphesi tasiyan
herkesin kullanimina uygundur.

Yeteri destek alinmasi durumunda optimizasyon islemleri tamamlanarak piyasa siiriilebilecek
bir {iriin haline getirilmesi hedeflenmektedir.

Tahmini Maliyet ve Proje Zaman Planlamasi
Proje zaman planlanmasi Tablo1’de gdsterilmistir.

Tablol.is-Zaman planlama tablosu

Is Tamm Kimler AYLAR
Tarafindan 1 2 3 45 6 7 8 9 10 11 12
Yapilacag
Proje yonetimi Gozde YESILTAS | [ X [ X [ X [ X [ X [ X | X [X [ X | X
Problemlerin Gozde YESILTAS || X | X
belirlenmesi Hatice OZTEKIN
Hipotez Gozde YESILTAS X | X
olusturulmasi Hatice OZTEKIN
Genel literatiir | Gozde YESILTAS XXX X[ X|IX[|X[X|X]|X]|X
taramasi Hatice OZTEKIN
Biyosensor Gozde YESILTAS X | X [X|X]|X
olusturmak  i¢in | Hatice OZTEKIN
literatiir taramast
Rapor yazim | Gozde YESILTAS X | X |X
asamasi Hatice OZTEKIN

Istinye Universitesi Rektdr Yar. Prof. Dr. Engin Ulukaya ve ekibinden aptamer dizayni

konusunda fikir destegi alinmstir.

Proje Fikrinin Hedef Kitlesi (Kullanicilar)

Projede sunulan fikir kanserin erken teshis edebilecek bir sistemi anlatmaktadir. Boyle bir
triiniin hedef kitlesi olarak kanser siiphesi tasiyan bireyler sOylenebilir. Hayat oykiisiinde
kansere yakalanmis ve daha sonrasinda atlatmig kisilerde siklikla hastaligin tekrar niiksettigi
goriilmektedir. Y1l bazinda belli araliklarla, {iretilecek olan biyosensor yardimiyla kolay bir
sekilde test edilme sans1 dogacaktir. Kisiden alinan kan yoluyla hizli ve pratik bir sekilde test
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yapilabilecektir. Bu durumda kisinin gilinliik yasamini etkileyecek ya da uzun siiren testlere
maruz kalmayacaktir. Kanser teshisi i¢in niikleer taramalar ve MR goriintiileme gibi teknikler
kullanilmaktadir. Ancak bu yontemler radyasyon yaymasindan dolay1 hamileler ya da hamilelik
siiphesi tastyan kadinlar iizerinde kullanilamamaktadir. Uretilecek olan biyosensor radyasyon
ya da herhangi baska bir tehlike arz etmedigi icin herkes tarafindan kullanimma uygun
olacaktir. Ayrica kanserin genetik bir hastalik oldugu bilinmektedir. Yakin akrabalar arasinda
kanser gegmisi olan bireylerin de kontrollerini yaptirmasi gerekmektedir. Kanserin bir diger
yaygin sebebi ise strestir. Stresli bir ise sahip olan ya da giinliik yasaminda yogun stres yasayan
bireylerin de kanser kontroliinii yaptirmasi gerekmektedir. Bu tip Oykiilere sahip bireylerin
goniil rahatligiyla kullanabilecegi, herhangi bir risk tasimayan, hizli ve pratik bir teshis dnerisi
sunmaktayiz.

Riskler

Projemizde olusabilecek riskler ve B plam1 Tablo2’ de gosterilmistir. Projenin risk matrisi
Tablo3’te gosterilmistir.

Tablo2. Projede olusabilecek riskler ve belirlenen B planlari
Riskler B Plani
Neoantijenlerin fazlaca mutasyona ugramasi | Boyle bir duruma B plani olarak, kullanilacak

ve bircogunun kisiye 6zel olmast olan hedef molekiil sayilarinin arttirilmast,
hastalarda  ¢ok  siklikla  karsilasilan
Olasilik: yiiksek (4) neoantijenlerin  tespit edilerek bunlarin
kullanilmas1 ayrica kanser proteinlerini en
Etki: yiiksek (4) yiiksek frekansta karsilagilanlarin  tespit
ederek bunlarin hedef molekiil olarak
Risk: yiiksek (16) belirlenmesi.

Mevcut  sartlarda SELEX  yonteminin | Ulkemizde de aptamer dizayni yapabilen
yapilamamas1 dolayisiyla da aptamerlerin | ¢alisma gruplar1 mevcuttur. Bu gruplarla

dizayninin saglanamamasi iletisim halinde olarak oralardan satin
aliabilir.

Olasilik: diisiik (2) Ayrica AMSBIO [21] gibi yurt disinda
bulunan sirketlerden satin alinabilir.

Etki:

Risk: diisiik

Floresan 151k yayarak sinyal olusturacak | Boyle bir durumda biyosensor dizayni igin
sekilde tasarlanan biyosensér sistemi, | farkli bir yontem diistiniilmektedir. Bu
optimizasyon islemleri sonucunda efektif | yontemde biyosensor sisteminde manyetik
olmamasi alan olusturmak i¢in alt kismina miktanislar
yerlestirilecek ve floresan etki gosterecek
Olasilik: dusiik (2) olan molekiiller yerine demir ya da ferittin
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gibi manyetik nanopartikiiller kullanilacaktir.

Etki: Kullanilan bu nanopartikiiller manyetik alan
sayesinde yiizeyde durabilecektir.
Risk: diisiik Biyosensor  sinyalleri ise  elektriksel

sinyallere doniistiiriilerek analiz edilmesi
saglanacaktir.

Tablo3. Risk skor tablosu

RiSK ]
SKORU SIDDET
THTIMAL | 1 (¢ok 2 (hafif) 3 (orta 4 (ciddi) | 5 (gok
hafif) derece) ciddi)
Anlamsiz Diisiik Diisiik Diisiik Diisiik
1
1 2 3 4 5
(Cok
Kiigiik )
Diisiik Diigiik Diisiik Orta Orta
2
2 4 6 8 10
( Kiigiik )
Diisiik Diigiik Orta Orta Yiiksek
3
3 6 9 12 15
(Orta
Derece)
Diisiik Orta Orta Yiiksek Yiiksek
4
4 8 12 16 20
( Yiiksek )
Diisiik Orta Yiiksek Yiiksek
5
(Cok 5 10 15 20
Yiiksek )

Tablo 2’de riskler ve B planlar1 gosterilmistir ve risk skor tablosuna gore degerlendirilmistir.
Ik risk olarak Projede bulunan en &nemli risk bazi neoantijenlerin kisiye 6zgii olmasi ve
mustasyonlara maruz kalmasidir. Projede kullanilacak olan aptamer sekanslar1 shared public
neoantijenlere gore dizayn edilecektir. Biyosensoriin kanseri dogru teshis edebilmesi ve yanlig
negatif sonu¢ vermemesi i¢in miimkiin oldugunca fazla sayida neoantijen kullanilmasi
gerekmektedir. Projede kullanilacak olan neoantijen sekanslar1 bir¢ok kiside ortak olarak ortaya
cikan ve public olarak nitelendirilen sekanslar kullanilacaktir. Bu duruma B plani olarak iilke
icerisinde en fazla goriilen mutasyonlar ve sekanslamalar tespit edilmesi gerekmektedir.
Mevcut sartlarda SELEX yonteminin uygulanamamasi durumunda AMSBIO [21] gibi yurt
disinda bulunan sirketlerden satin alinabilir.

Floresan 151k yayarak sinyal olusturacak sekilde tasarlanan biyosensor sistemi, optimizasyon
islemleri sonucunda efektif olmamasi durumunda biyosensor dizayni i¢in farkli bir yontem
diisiiniilmektedir. Bu yontemde biyosensor sisteminde manyetik alan olusturmak igin alt
kismina miktanislar yerlestirilecek ve floresan etki gosterecek olan molekiiller yerine demir ya
da ferittin gibi manyetik nanopartikiiller kullanilacaktir. Kullanilan bu nanopartikiiller manyetik
alan sayesinde yiizeyde durabilecektir. Biyosensor sinyalleri ise elektriksel sinyallere
doniistiiriilerek analiz edilmesi saglanacaktir.
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Proje Ekibi

Tablo4: Proje ekibini ve takimdaki yerlerini gosterir tablo
Ad-Soyad Boliim Durumu Takimdaki Yeri

Ar. Gor. Gozde Biyomiihendislik Arastirma Gorevlisi Danisman
YESILTAS
Hatice OZTEKIN Biyomiihendislik Lisans 2.sin1f Takim Kaptan
Ogrencisi
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