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OZET

Fetal Cell-Free DNA Tayinine Yonelik Genosensor Calismasi

21. yiizyilin laboratuvar teknolojisi olan biyosensorler klasik yontemlere
kiyasla sahip olduklar1 avantajlar sebebiyle yogun ilgi gormektedir. Genetik
analizlerde kullanilan biyosensorlere genosensor adi verilmektedir. Genosensorler
rutin genetik analizler ile karsilastirildiginda, polimeraz zincir reaksiyonuna (PCR)
ve jel elektroforezi gibi zaman alic1 ve maliyetli islemleri gerektirmemektedir.

Bu calismanmin amaci, maternal kandaki “cell-free” fetal DNA'dan paternal
mutasyon tayini icin nanopolimer bazh genosensor ile yeni bir prosediir
gelistirmektir. Kuvars-kristal mikrobalans (QCM) ve biyosensor teknolojilerini
kullanilarak p-talasemi IVS1-110 mutasyonun analizine uygulanmistir. Bu amagla,
mutasyona ait problar genosensor elektrodu iizerine Poli Hema-MAC nanopolimeri
aracihigiyla baglandi ve daha sonra ornekler tespit amaciyla ¢alisma hiicresine
eklendi. Genosensoriin optimizasyon, Kkarakterizasyon, duyarhilik ve ozgiillilkk
calismalar1 yapildi.

Gelistirilen biyosensor, yiizeyine bulunan proba 6zgiil olarak fetiisiin paternal
mutasyon varhigim ortaya koyabilmektedir. Rutinde kullanilan geleneksel
yontemlerle karsilastirildiginda, daha diisiik maliyetli, hizhh sonuc¢ verebilen,

ozgiilliigii ve saptama etkinligi yiiksek olarak bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Genosensor, “Cell-Free” Fetal DNA, Nanopolimer



ABSTRACT

Genosensor Study for Cell-Free Fetal DNA Detection

Biosensors, the laboratory technology of the 21st century, have received great
interest due to their advantages over conventional methods. Biosensors used in
genetic analysis are called genosensors. Genosensors do not require time-consuming
and costly procedures such as polymerase chain reaction (PCR) and gel
electrophoresis as compared to routine genetic analysis.

The aim of this study is to develop a new procedure with nanopolymer based
genosensor for the determination of paternal mutation from cell-free fetal DNA in
maternal blood. p-thalassemia IVS1-110 mutation analysis was performed using
quartz-crystal microbalance (QCM) and biosensor technologies. For this purpose,
the probes of the mutation were immobilized on the genosensor electrode surface by
means of Poly Hema-MAC nanopolymer and then samples were added to the
working cell for detection. Optimization, characterization, sensitivity and specificity
studies of the genosensor were performed.

The developed biosensor can detect the presence of paternal mutation of the
fetus specific to the probe on its surface. Compared with the traditional methods
used in routine, it was found to be more cost-effective, faster, with high specificity

and detection efficiency.

Key Words: Genosensor, Cell-Free Fetal DNA, Nanopolymer
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1. GIRIS

Biyosensorler, “biyo” (hayati) ve “sensor” (algilayici) kelimelerinden olusan nitel
ve nicel analiz yapabilen karmasik cihazlardir'> 2. Biyosensorler ilk olarak, 1950’lerin
sonlarinda Lenand C. Clark’in gelistirdigi ameliyatlar sirasinda kan O> miktarini bir
elektrot yardimiyla izlemesiyle kullanilmistir’>. O yillarda makalelerde biyoelektrot,
enzim elektrotu ya da biyokatalitik membran elektrotu gibi isimlerle anilan biyosensor
terimi ilk defa Clark ve Lyons tarafindan 1962 yilinda kullanilmigtir. Birbiri i¢ine gegmis,
biri biyokimyasal, digeri g¢evirici olmak {iizere iki birlesik sistemin birlesiminden
olusmaktadir. Biyokimyasal kisim, analizi yapilacak madde ile etkilesime girerek onu
tanir’. Bu etkilesme sonucunda olusan biyokimyasal {iriin, gevirici kisim tarafindan
okunabilir bir sayisal degere gevrilir?.

Nano malzemelerin ¢ikis noktasini olusturan nanopolimerler ¢ok farkli boyutta ve
farkli yapilarda iiretilebilirler’. Nanopolimerler, biyomolekiillerle miikemmel bir
uyumluluk saglar; essiz yapilar1 elektronik, manyetik, optik, katalitik ozellikleri,
nanopolimerleri iletken bir materyal haline getirir®. Boylece, gesitli elektrokimyasal, optik
veya rezonans yontemler kullanilarak DNA hibridizasyonu saptanmasina dayali sensor
sistemlerinde, biyoaktif tabaka olarak kullanilabilirler’-®,

Nanopolimerler, 6zellikle nanobiyoteknoloji alaninda yaklasik son 20 yildir
kullanilmakta olup, genetik analizlerde son yillarda dnem kazanmis ve nanoteknoloji
alaninda bir mihenk tas1 olmustur®.

Geleneksel yontemlerde biyolojik materyallerden niikleik asit tayini; Ornek
hazirlama, incelenecek olan niikleik asit dizisinin ¢ogaltilmasi ve tayini olmak iizere ii¢
basamakl1 bir iglem dizisi gerekmekteyken yeni nesil ¢alismalarda bu islemlere gerek
kalmadan tayin gergeklestirilebilmektedir!®.

Genosensorler; genetik bir bozuklugu ya da bakteri ve viriisleri bir prob DNA dizisi
kullanarak biyoelektrokimyasal olarak tanimaktadir'!. Bu olay1 olgiilebilir fiziksel bir
sinyale doniistiiren ceviricinin yiiksek duyarliligi ve hibridizasyonun yiiksek seciciligi;
genosensorlerin  tip, tarim, gida, eczacilik, c¢evre vb. analizlerde kullanimim

saglamaktadir'> '3

. Giinlimiizde teknolojinin geligsmesiyle kalitsal ve bulagic1 hastaliklarin
tanis1 amaciyla tasarlanan ve klinik uygulamalara hazir hale gelen genomik DNA

¢iplerinin tasarimi da genosensor esasina dayanmaktadir'®,



Elektrokimyasal genosensor ile DNA dizisinin algilanmasi, DNA bazlarinin birinin
yiikseltgenme sinyalindeki (indikatdrsiiz yontem (dogrudan dl¢lim)) ya da bu bazlardan
en az biriyle etkilegen bir hibridizasyon indikatoriiniin yiikseltgenme veya indirgenme
sinyalindeki degisikliklerden (indikatorlii yontem (dolayli 6l¢iim)) yola c¢ikilarak
yapilmaktadir'>. Son yillarda elektrokimyasal DNA biyosensorlerinde, herhangi bir
indikator kullanmadan, piyezoelekrik tabanli titresim sinyallerinden yararlanilarak
hibridizasyon tayin galigmalari hizla devam etmektedir'® 7.

Gliniimiiz teknolojileri, rutinde genetik hastaliklarin iyilestirici tedavisini
gerceklestirememesi nedeniyle prenatal (dogum Oncesi) tani, segeneksel Onleyici tip
hizmeti araglarindan birisidir'®. Dogum 6ncesi tani aracinin rutinde uygulanabilirligine
onemli katki saglayan unsurlardan birisi de biyo ve nanoteknolojik alanlarda gerceklesen
gelismeler olmustur!®. Bu alanlarda ki gelismeler; tan1 giivenirliliginin artmasina, daha
fazla hastaliga tam1 konulabilmesine, daha erken doénemde ve daha hizli tam
konulabilmesinin yanisira tarama testlerinin gelismesi ile yaygimlasmasma da olanak
saglamistir’®. Dogum Oncesi tan1 uygulamalarinda erken tan1 koyabilmek ve sonuca gore
gerekli karar1 verebilmek ¢ok onemlidir?’ 22, Dogum oncesi tan1 amaciyla kullanilan
yontemlerin amaci, gebeligin sonlandirilmasi igin bir ara¢ olmamasi yaninda; fetiisiin
durumu hakkinda dogru bilgi vermek, aileye kendi kararlarin1 kisisel, sosyal ve etik
ilkeler ¢ercevesinde vermesini saglamaktir?3.

Kalitsal olarak gecis gosteren genetik bozukluklarin dogum Oncesi tanisi,
1970’lerde yapilan uygulamalardan bu yana, yaklasik 50 yillik deneyim ile pek ¢ok
iilkede rutin olarak uygulanmaktadir’* 23, Hemoglobin sentez bozukluklarmin molekiiler
diizeyde tanimlanan ilk tek gen bozukluklarindan olmasi, mutasyon saptamada ve sonugta
globin gen mutasyonlarmin dogum Oncesi tanisinda kullanilan literatiirde polimeraz
zincir tepkimesine (PCR) dayali pek c¢ok teknigin gelistirilmesi i¢in bir prototip
olusturmustur?6- 2728,

Gliniimiizde hemoglobinopatilerin heniiz kesin tedavisi olmadigi icin dogum 6ncesi
tan1, bu bozukluklarin bir anlamda koruyucu hekimligini saglamaktadir?>. Dogum 6ncesi
tani, gebeligin olasi en erken evresinde dogru ve hizli sonu¢ bulmayr amaglamaktadir?.
Dogum 0Oncesi tani i¢in saglanmasi istenen 6n kosullar:

1-Risk altinda olan ¢iftlerin uygun zamanda belirlenmesi,

2-Hastaliga neden olan mutasyonlarin tanimlanmasi,

3-Fetal materyalin gecikmeden, giivenli sekilde alinmasi,



4-Ebeveynlerin  mutasyonlarina  bakilarak fetal DNA’nin  genotipinin
arastirilmasidir.

Dogum 6ncesi tan1 alanindaki yeni gelismeler, bu siireglerin hem giivenilirlik hem
de daha erken donemde sonug¢ verme caligmalarina dogru yonlenmesinin yamsira fetal
genetik materyalin farkli kaynaklarmi1 kullanan yeni molekiiler teknolojilerin
uygulanmasin igermektedir®?. Giiniimiizde dogum oOncesi tani siireglerinin en biiyiik
dezavantaji, fetal orneklemede girisimsel yontemlerin kullanilmasidir. Kullanilan bu
girisimsel fetal 6rnekleme yontemlerinde fetal kayip riski bulunmaktadir’!. Bu nedenle
son donemlerde, girisimsel olmayan yontemlerle dogum Oncesi analiz ¢aligmalari biiytik
bir hiz kazanmaktadir. Bu ¢alismalar anne kaninda bulunan fetal hiicreler ve serbest fetal
DNA’y1 kullanarak yapilmaktadir®?. Lo ve arkadaslar1 1997 yilinda yapmis olduklari bir
caligmada gebelerin plazmasindaki serbest fetal DNA’nin varligim1 Y kromozom
dizilerinin saptanmasiyla ortaya koymuslardir®3. Niceliksel analizler maternal plazmadaki
fetal DNA derisiminin, hiicre i¢inde bulunan fetal DNA’dan daha fazla oldugunu
gostermistir**. Bu bulgu, maternal plazmadaki fetal DNA nin girisimsel olmayan dogum
oncesi tani i¢in ¢ok degerli bir materyal olabilecegi sonucunu ortaya koymustur33: 34,

Bu tez ¢alismasinda, rutinde kullanilan girisimsel dogum o6ncesi tami araclarindan
koriyonik viliis 6rneklemesinin geleneksel PCR tabanli molekiiler yontemleri yanisira,
girisimsel olmayan bir yontemle anne kanindaki serbest fetal DNA’nin piyezoelektrik
tabanli yeni teknolojik bir yontem kullanarak, genetik 6zelliginin ortaya konmasi ve

sonuglarin geleneksel yontemle karsilastirilmasi amaglanmgtir.



2. GENEL BILGIi

2.1. Biyosensorler

Biyosensorler fizikokimyasal analiz sistemleri ile biyolojik materyallerin
birlestirilmesinden olugan analitik sistemlerdir?>. Biyosensorlerde biyolojik sistemin
yiiksek 6zgiinliigii ile fiziksel analiz sisteminin tayin duyarlihigi birlestirilmistir!. Cok
sayida biyoorganik molekiil ve bazi1 inorganik molekiillerin analizinde kullanmak amac1
ile pek ¢ok biyosensor gelistirilmistir. Gliniimiizde biyosensorler, 6zellikle saglik basta
olmak iizere; ¢evresel analizlerde, askeri sahada, gida, ilag {iretimi ile analizlerinde ve
kimya endiistrilerinde kullanilmaktadir?.

Biyosensorler temel olarak; analiz edilecek maddenin biyosensor yiizeyindeki
biyobilesenle etkilesime girmesi sonucu iletici yiizeyinde analit miktartyla orantili bir
sinyalin olusumu ve bu sinyalin 6l¢iim cihazina iletilmesi ilkesine dayanir3?,

Tiim biyosensorler molekiiler diizeyde algilama ve sinyal isleme olmak iizere iki
temel gorevi yerine getirmektedir®.

Algilama Béliimii: Ortamda bulunan ve analizi yapilacak olan kimyasal ya da
biyolojik materyal ile etkilesime girerek algilanmasini saglayan “biyolojik ara yiizey”
dir’. Algilama boliimii biyosensor i¢in olduk¢a 6nem tasidigindan segici ve kararli yapida
olmasi gerekir’’. Biyosensoriin ara ylizeyini olugturan doku, hiicre, antikor, enzim,
reseptor, niikleik asit gibi biyolojik materyaller, 6zgiil sekilde baglanarak hedef ile
etkilesirler*. Genosensorlerde bu ara yiizey niikleik asitlerden olusur3.

Sinyal Isleyici Boliim: Hedef ile biyolojik ara yiizeyin etkilesimi sonucu olusan
{iriin, gevirici birimi tarafindan okunabilir sayisal bir degere gevrilir®. Cevirici cihazlar,

akim, potansiyel, 151k siddeti, kiitle ya da 1s1 degisimine duyarli olabilir*.



' ’ . ® Akim
Og A Frekans
& Fiziksel Olgiilebilir

(] . *® L ) : Sinyal E”:I

— litle
ee0 o
y Biyoaktif Tabaka I
Analit Cevirici Sistem

(Glciim Cihazi)

Sekil 2.1. Biyosensdriin yapisi ve bilesenleri?.

[k biyosensor calismalari, L.C. Clark’in kandaki oksijen seviyesini Ox-ye duyarl
amperometrik bir elektrotla ameliyat sirasinda izlemesi ve ardindan 1962 yilinda O;’ye
duyarli amperometrik elektrot yiizeyine glukoz oksidaz enzimini immobilize ederek
hazirladigi glukoz biyosensoriidiir*!. Bu gelismenin ardindan pek ¢ok biyosensor
gelistirilmistir. Biyosensorler Uluslararasi Temel ve Uygulamali Kimya Birligi (IUPAC)
tarafindan ‘Kimyasal bilesiklere ya da iyonlara secici ve tersinir bir sekilde yanit veren
ve derisime bagimli elektriksel sinyaller olusturan kiiciiltiilmiis cihazlar’ olarak

tanimlanmigtir> 42

. Biyosensor teknolojisi o kadar hizli gelismektedir ki; TUPAC
tarafindan olusturulan Biyosensdrleri Siniflandirma ve Adlandirma Komisyonunun 1996
yilinda hazirlayip yayinladigi bu biyosensor tanimi1 biyomikrogiplerin gelisimi ile daha
simdiden gecerliligini yitirmis olmasina ragmen genel olarak biyosensorleri asagida
verildigi gibi siniflandirabiliriz?.

» Elektrokimyasal Biyosensorler
Amperometrik/Voltametrik Biyosensorler
[letkenlik/Kapasitans/Empedans Biyosensorler

Optik Biyosensorler

Emilim ve Yansitma Biyosensorleri

YV V V V V

Yiizey Plazmon Rezonans Biyosensorler
2.1.1. Elektrokimyasal Biyosensorler

Elektrokimyasal biyosensorler, diger biyosensorler ile kiyaslandiginda iclerindeki
gelismisligini neredeyse tamamlamus ve en eski olanlaridir®. Ilk yillarinda biyosensérler,
kandaki glukoz seviyesinin saptanmasi i¢in calisilmis birer enzim elektrotlart

seklindeydi**. Sonrasinda elektrokimyasal biyosensorlerin hassasiyetini artirmak igin,



enzim-baglantili imiinoelektrokimyasal (IEC, “Immunoelectrochemical”) sensorler

gelistirildi> 3.
2.1.2. Amperometrik/Voltametrik Biyosensorler

Amperometrik sensorlerde, elektrokimyasal hiicrelere sabit bir potansiyel fark
uygulanir ve sonra iligkili akim bir kimyasal tepkimeye bagl olarak elde edilir'>.
Amperometrik biyosensorler, biyolojik olarak aktif materyalle kaplanmis oldugundan
dolay1 elektrokimyasal elektrot yardimiyla, derisim bagimli akimi 6lger*. Amperometrik
doniistiirme, oksidasyon ve elektro aktif tiirlerin bir elektrot yiizeyinde indirgenmesi
lizerine ¢alisir®.

Amperometrik bir doniistiiriicii, herhangi bir enzim, antikor, DNA probu, hiicreler
ve dokular da dahil biyoalgilama materyali ile birlikte kullanilabilir*®. Ornegin, cesitli
alasim materyaller kullanarak, glutamat biyosensorii gelistirmek amaciyla stabil bir
enzim elektrotu tasarlamiglardir?’. Sensorlerinin genis dogrusal aralikta, uzun Omiirli,
yliksek hassasiyet ile galistigini ifade etmektedirler®®. Bir bagka ¢alismada ise trigliserit
algilamak igin amperometrik bir biyosensor hazirlanmistir®. Diger bir ¢alismada da
meyve suyu ve benzeri stvilardaki goreli antioksidan kapasitesinin belirlenmesi amaciyla

yiiksek hassasiyetli amperometrik enzim biyosensorii olusturmuslardir®.
2.1.3. Potensiyometrik Biyosensorler

Potensiyometrik biyosensorler, uygun biyoreseptorler ve uyumlu doniistiiriiciiler
kullanarak, bir iyonun iyonofora baglanmasindan kaynaklanan elektriksel gerilimdeki
degisiklikleri takip eder®®. Potensiyometrik tespit, biyolojik algilama elementi i¢eren bir
elektrokimyasal hiicre icerisinde genellikle ya bir iiriiniin aktivitesi ya da elektrokimyasal
tepkimedeki bir tepkenin aktivitesinin gerilimini 6lger°.

Bunlar ¢esitli sekillerde kullanilabilirler. Alan etkili transistorii (FET, “Field Effect
Transistor”), Bergveld tarafindan Onerilmis olup, etiketsiz olarak baglanmay1
gerceklestirmek icin elverislidir. FET’lerin boyutlarinin  kiiciik olmas1 istenen

ozelliklerindendir’!.



2.1.4. iletkenlik/Kapasitans/Empedans Biyosensorler

Iletkenlik, kapasitans ve empedans biyosensorleri elektrik alandaki degisimleri
olgmek amaciyla tasarlanmistir’2, Empedans biyosensorleri daha ziyade patojenik bakteri
tayini amaciyla kullanilmistir>’. Empedans biyosensorlerinin birgok tipi, Listeria

monocytogenes ve Escherichia coli (E. coli)’nin hizli saptanmasi i¢in tasarlanmistir*,
2.1.5. Optik Biyosensorler

Optik tabanli biyosensor yontemleri de bugiin i¢in kimyasal yontemler gibi 6nceden
beri yayginca kullamlan ve artik daha fazla gelismeye acik olmayan teknikler
arasindadir®>. Biyosensorlerin iiretiminde gesitli optik teknikleri kullanilmistir. Optik
biyosensorler temel olarak 5 bilesenden olugmaktadir. Bunlar sirasiyla, 11k kaynagi, 151k
demetini olusturan optik kisim ve bu 15181 yonlendirecek kisimlar, algilayic1 ve 1s1k
dedektoriidiir®.

Optik biyosensorlerde doniistiiriiciiden ¢ikan sonug tiirii 1s1ktir. Optik kirilma veya
elektrokemiliiminesansa dayanarak bu c¢esit biyosensorler yapilmaktadir. Bu
biyosensorler, doniistiiriici ylizeyinde olan reseptorlerle hiicrelerin (analit) etkilesimi
sonucunda ortaya ¢ikan kirilma indeks veya ufak kalinhik degisikleri tespit
edebilmektedir. Isik 6zellikleri derigim, kiitle veya molekiillerin sayisinin degismesi ile

baglantilidir™.
2.1.6. Emilim ve Yansitma Biyosensorleri

Enzimatik tepkime sonucunda sistemin pH degerindeki farkliliklardan dolay1
sistemdeki renkli madde derisimindeki degisimlere bagli bir takim absorbsiyon
farkliliklar1 s6z konusu olmaktadir*®. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalardan 6rnekler
verilirse, bir calismada yiyeceklerdeki penisilinin algilanabilmesi i¢in bir sensor
gelistirmiglerdir’’. Baska bir ¢alismada ise E. coli’nin saptanmasi i¢in, immiinomanyetik
ayirma ile floresan bagisiklik tahlili birlestirilmistir’®. Diger bir ¢alismada ise su

orneklerinde nitrat tayini igin kullan at bigimde optik biyosensor tasarlanmigtir®.
2.1.7. Yiizey Plazmon Rezonans Biyosensorler

Polarize 151k, yiizeyi altin kapli bir prizmaya gonderildiginde 1s18in bir kismi

sogurulmakta, bir kismi da yansimaktadir®, Gelis agis1 degistirilip yansiyan 1s1g1n siddeti
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izlendiginde yansiyan 1sik siddetinde azalma goriiliir®'. Yansiyan 1s1gin siddetinde
maksimum kaybin gergeklestigi agiya salinim acis1 ya da Yiizey Plazmon Rezonans
(“Surface Plasmon Rezonance”, SPR) agisi ad1 verilir®® 62,

Bu gelis acisinda 151k, yiizey plazmonlarmi (elektron paketcikleri) harekete
gecirecek, yilizey plazmon rezonans olay1 gergeklesecektir. Yiizey plazmon rezonansi iki
optik ortamin ara yiizeyine ince iletken bir film yerlestirildiginde meydana gelir. Ozgiil
bir gelis agisinda metal yilizeyindeki elektron salimimlarinin eslesmeleri nedeniyle gelen
151k ile rezonans durumuna gelecektir. Bu rezonans durumunda enerji sogurulacagi i¢in
yansiyan 1g1nin yogunlugunda bir azalma meydana gelmektedir. Rezonans agisi, kirilma
indeksindeki (RI) ve gercek metal yiizeyden 800 nm’ye kadar olan bir mesafede ara
yiizeydeki dielektrik sabitindeki degisikliklere karsi hassastir. Yiizey ile olan mesafe
arttikca, hassasiyet katlanarak azalir, bu da SPR tabanli biyosensdriin kiigiik parcaciklar
lizerinde daha iyi ¢alismasini saglar®® ¢!,

Yapilan bir aragtirmada, klinik 6rneklerden prostat 6zgiil antijeni (PSA) gercek
zamanl ve asir1 hassas bir sekilde algilamak i¢in SPR biyosensorii kullanilmistir®. 2017
yilinda yapilan bir ¢alismada ise bir fiber optik SPR biyosensor kullanarak mandira
siitiindeki progesteronun saptanmasi igin tahliller yapilmistir®®. Baska bir arastirmada
birden fazla tiimor belirteclerinin nicel tayin edilebilmesi i¢in antikor konjiigatlarini
kullanan sinyal amplifikasyonuna dayali bir SPR biyosensorii iizerinde arastirmalar

yapilmistir®®,
2.1.8. Optik Fiber Biyosensorler

Optik fiber, 6rmegi uzaktan kontrol ederken, 151gin yoniinii degistirmek icin
kullanilir®. 2016 yilinda yapilan bir arastirma, mikro yapilandirilmis optik fiber tabanl
biyosensorler ile ¢inko iyonlarinin geri doniislii ve nanolitre dlgekli 6lgtimii {izerinedir®®.
2018 yilina ait arastirmada, kayipli mod rezonans tabanli optik fiber cihazlarla yiiksek
hassasiyetli ve segici C-reaktif protein saptama iizerine g¢alisilmistir®’. 2018 yilinda
yaymlanan diger bir calisma ise immobilize edilmis optik fiber mikro probunu kullanarak
yiiksek duyarlilikla ve segicilikle E. coli tespiti lizerinedir®®. Yine 2018 yilinda yapilan
bir arastirmada, niikleik asit tespiti i¢in U-biikiilmiis plastik optik fiber tabanli plazmonik

biyosensor gelistirilmistir®.



2.1.9. “Quantilever” (Niceleyici) Biyosensorler

Niceleyici ¢ok hassas bir kiitle dl¢iim sensoriidiir'4. Yiizeyindeki birkag molekiiliin
agirhigim bile dlgebilecek hassasiyettedir. Niceleyici biyosensoriin ylizeyinde bulunan
biyoreseptdr ile analitin tepkimeye girmesi sonucunda ortaya ¢ikan kiitle artisina bagh
olarak, dinamik modda niceleyici biyosensoriin salinimimnda meydana gelen degisim
Olciiliirken duragan modda ise niceleyici biyosensor yiizeyleri arasinda meydana gelen
biikiilme olgiiliir’. Niceleyici biyosensorler, tasmnabilir, ucuz, timlesik ve gilivenilirligi
fazla olan bir platformdur’.

Niceleyici biyosensorlerin yaniti kapasitif, piyezorezistif, optik, piyezoelektrik,
elektron tiineli gibi ¢esitli tekniklerle tespit edilebilmektedir’>. Nano teknolojinin
gelismesiyle birlikte, niceleyici biyosensorlerin analit yakaladigi zaman, salinimindaki
degisimin artirilmasi amaciyla tasarim ¢aligmalar1 yapilmaktadir’2. Bir ucu sabit diger
ucu serbest olan bu yapilarin mikro veya nano boyutlarda oldugu gozden
kagirilmamalidir’!. Sekil 2.2°de niceleyici biyosensor yapisi goriilmektedir.

Optik yontemlerde diisiik giicte ¢alisan bir lazer 1s1mm1 kullanilir. Kullanilan lazer
15101 sensdr ylizeyine ¢arpar ve pozisyon algilayict detektérde yansimasi goriiliir®>. Bu
yansima agisina gore, algilanan analitin agirligi hesaplanmis olur. Maliyetinin yiiksek
olmas1 olumsuz 6zelliklerindendir. Bir diger olumsuz 6zelligi ise kullanilan sinyalin bir
elektrik sinyali olmamasi sebebiyle, sinyali islemekte ortaya zorluklar gikmasidir® 3.

Piyezoelektrik 6zellikli maddeler {izerlerinde mekanik baski (kiitle artis1) hissettigi
zaman salimimlarinda degisim s6z konusu olur. Bu degisimi algilayarak kiitle hakkinda
yorumlar yapilabilir’2,

Piyezorezistif yontemde ise piyezorezistif malzemeler gerildigi zaman iletkenlikleri
ve direngleri degisen malzemelerdir’’. Burada ise direngteki degisim ¢esitli tekniklerle

olgiilerek, algilanan analitin kiitlesi hakkinda yorum yapilir’4,
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Niceleyici

Sekil 2.2. Niceleyici biyosensor yapisi’3.

Fritz ve arkadaglarinin 2008 yilinda yaptig1 bir arastirmada bu sensorlerin, pH ve
151 degisikliklerini algilayabildigini ve DNA hibridizasyonu dahil olmak iizere antikor-

antijen etkilesimlerini ayrica bakteri sogurumunu bile tespit edebildigini agiklamistir’>.
2.1.10. Piyezoelektrik Biyosensorler
2.1.10.1. Piyezoelektrik Tarihgesi

“Piyezoelektrik” Yunancada basing anlamma gelen "piyezo" kelimesinden
tiiretilmigtir ve “basing-elektrigi” anlamma gelir’®. Piyezoelektrik kristale uygulanan
basing, gerilmenin biiyiikliik ve sekliyle orantili olarak elektriksel kutuplasmaya neden
olur ve bu olay diiz piyezoelektrik etki olarak adlandirilir’’. Ters piyezoelektrik etki ise
kutuplastirici elektrik alana maruz kalan malzemede meydana gelen elastik gerilme ile
agiklanmaktadir’®.

Gergekte, insanoglu piyezoelektrik malzemeleri ¢aglar boyunca kullandi. lyi bilinir
ki, ilkel insanlar ates yakmak i¢in kuvarsin bir ¢esidi olan ¢akmak tasimmin mekanik
carpisma etkisine bagvurmuslardi. Aslinda ¢akmak tasi, yap1 insalarinda ve silah olarak
kullanilabilecek kesici 6zellige sahip olmasi nedeniyle tas devrinin ana malzemesiydi®>.
Bu malzemenin c¢akmak olarak kullanimi, alet yapimi sirasinda kaza sonucu ortaya
cikmigtir. Daha sonra, kibritin icadindan 6nce bu malzeme ile demir g¢arpistirilarak
kullanimina devam edildi. Ancak, ¢akmak tasinin bu 6zel ve kullanish 6zelligi ile sadece
tutusturucu olarak kullanilmamas1 yoniinde goriisler ortaya c¢ikmasi {izerine,
piyezoelektriklik tiizerindeki ilk ciddi deneysel caligmalar Pierre ve Jacques Curie

tarafindan 1880 yilinda gergeklestirildi> 3°. Bu etkinin ilk kamitlar1 kuvars gibi tek
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kristallerde kesfedilmistir. Bu deneyler (turmalin, kuvars, topaz, seker kamisi ve Rochelle
tuzu ile) ozel olarak hazirlanan malzemelerle mekanik basinca bagl yiizey sarj
olusumunun kesin olarak olgiilmesi sonucu olusmustur®. Diiz piyezoelektrik ve ters
piyezoelektrik 6zelligin, matematiksel anlam1 Lippmann tarafindan temel termodinamik
ilkelerine dayandirilarak 1881 yilinda ortaya cikarildi. Curie kardesler hemen ters
piyezoelektrikligin  varolusunu Lippmann’in bu ¢ikarimlart ile dogruladi ve
piyezoelektrik kristallerdeki elektro-elasto-mekanik deformasyonun tamaminin tersine
cevrilmesinin miimkiin oldugunu nicel kanitlarla ortaya koyarak bu yonde caligsmalarina
devam etti’.

Piyezoelektrik cihaz uygulamalarindaki 6énemli ilk sayilabilecek uygulamalar I.
Diinya Savasi esnasinda goriilmiistiir. 1917 yilinda, P. Langevin ve Fransiz meslektaglar
eksiksiz bir ultrasonik denizalti detektorii yapimina basladilar!. Bu gii¢ ¢evirici sistem,
iki ¢elik plaka arasina yapistirilmis ince kuvars kristallerinin mozaigi seklinde tasarlanmis
ve dalis igin uygun bir yere montaji yapilmistir!.

Sonar sistemlerdeki basari, cesitli piyezoelektrik cihazlarin gelistirilmesinde itici
giic olmustur. Birgok klasik piyezoelektrik uygulama bugiin mikrofonlar,
akselerometreler, ultrasonik doniistiiriiciiler, gramofonlar, sinyal filtreleri gibi yaygin bir
sekilde kullanilmak iizere tasarlanmistir. II. Diinya Savasi sirasinda, ABD, Japonya ve
Sovyetler Birliginde arastirma gruplar1 yaygin olarak kullanilan siradan kristallerden 100
kat daha biiyiik dielektrik sabitine sahip baryum titanat gibi malzemeleri metal oksit tozu
sinterleme (katt maddeyi parcgalayip ezip toz haline getirdikten sonra firinlayarak yeniden
sekillendirme) yoOntemi ile {iretmek i¢in anizotropik yapay polikristal yapilardan
kesfedilen kondansatér malzemelerini gelistirmek lizere calismustir’®. Gelisi giizel
dagilmis ve makro boyutta binlerce kiigiik tek kristalin ortalama dagilimindan dolay1
malzemeler makro boyutta piyezoelektrik etki gosterememistir”.

Ancak, 1946’dan Once bilim adamlari, genellikle ferroelektrik seramikler olarak
bilinen bu tip polikristal malzemelerin polarizasyon olarak adlandirilan elektrik alan
uygulamasi ile piyezoelektrik 6zellik kazandirilabilecegi kesfetmislerdir. Bu kolay
iiretilmis sasirtic1 performans karakteristiklerine sahip piyezoelektrik malzemenin kesfi,
carpici arastirmalarin yeniden canlanmasini ve piyezoelektrik cihazlarin gelismesini

atesleyen faktordiir®’.

11



Genellikle kursun zirkonyum titanat (PZT) sistemine yeni bilesenler eklenerek
farkli bilesikler olugturulmus ve PZT nin 6zelliklerini gelistirmek i¢in yapilan bu islemin
sonuglar1 rapor edilmistir®!.

1969 yilinda tek bir eksende yorulmus ve uygun bir elektrik alanda kutuplanmig
poliviniliden florid (PVDF)’in giiclii piyezoelektrikligi ve piroelektrikligi kesfedilmistir.
Ayrica, naylon veya PVC gibi diger plastiklerinde, piyezoelektrik etki gosterdigi
bilinmektedir fakat bu plastikler PVDF’den daha az yogunluga sahiptir®2.

80’lerin basindan itibaren farkli yeni malzemelerin piyezoelektrik ozellikleri
incelenmistir. i¢inde seramik, polimer ve yonlendirilmis taneli cam-seramik bulunan
alasim malzemelerin (tek camsi faz ve bir ya da daha fazla kristal fazin alagimi) parlak

bir gelecege sahip oldugu ongoriilmiistiir®’.

2.1.10.2. Piyezoelektrik Hakkinda Teorik Bilgi
2.1.10.2.1. Ferroelektrik Ozellik ve Polarizasyon

“Ferroelektrik 6zellik” 1921 yilinda Valasek tarafindan ilk kez Rochelle tuzunda
(potasyum sodyum tartarat) kesfedilen ve bazi kristallerin bir kritik sicakligin
(“Temperature of Curie”; Curie sicakligi; Curie noktasi olarak da tanimlanan belirli
manyetik malzemelerin manyetik 6zelliklerinde keskin bir degisiklige ugradig: sicaklik)
altina sogutuldugunda kendiliginden polarizasyon (Kutuplanma, PS) gostermesi olarak
tanmimlanir. Ferroelektrik kristallerde olusan polarizasyon disaridan bir elektrik alan

uygulandiginda yon degistirebilir®.
2.1.10.2.2. Piyezoelektrik Ozellik

Tiim ferroelektrik malzemeler potansiyel olarak ayni zamanda piyezoelektrik
ozellik de gosterirler®. Piyezoelektriklik baz1 malzemelerde bir mekanik gerilime maruz
kaldiginda bu gerilmeyle orantili olarak elektrik yiikii (sarj) liretmesidir. Bu davranis diiz
piyezoelektrik etki olarak da adlandirilir. Piyezoelektrik malzemeler ayni zamanda
tersinir bir etki de gosterir ki bir elektriksel gerilim altinda malzemenin geometrik olarak

sekil degistirmesidir’>.

2.1.10.2.3. Piyezo / Ferroelektrik Etki ve Polarizasyon
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2.1.10.2.3.1. Polarizasyon

Sekil 2.3’te baryum titanatin kristal yapist gosterilmektedir. 120 °C’lik Cruie
sicakligr denilen bir sicakligin {izerinde, sekil 2.3.a’da gosterildigi gibi kiip koselerinde
Ba*? iyonlari, yan yiizlerin merkezinde O iyonlar1 ve yapimin merkezinde de Ti*
iyonlariyla prototip kristal yapisi kiibiktir. Curie sicakligi altinda, yap1 az miktarda
deforme olur, sekil 2.3.b’de gosterildigi gibi Ba™ ve Ti** iyonlar1 miktarlari
degismeyecek sekilde O iyonlariyla yer degistirerek ¢ift kutuplasma (dipol) olusturur.
Bu sebeple, her bir pozitif ve negatif iyonuna ait elektriksel kutup ¢ifti ve ayni yone isaret
eden bu ¢ift kutup ¢iftlerinin birlesmesinden dolay1 kendiliginden olusan kutuplasma
veya polarizasyon (birim hacimdeki dipol momenti) olarak diisiinebiliriz. Kendiliginden
olusan kutuplagsmanin Ps degeri 1s1ya bagliysa buna piroelektrik (1s1l elektrik) etkisi denir.
Ferroelektrik malzemelerde biiyiikliikk ve Ps yonii disaridan verilen bir elektrik alaniyla
tersine ¢evrilebilir®® (Sekil 2.4).

Yukarida bahsedilen kristallerin disinda, laboratuvarda gelistirilen 6nemli bir grup
piyezoelektrik malzeme ise ferroelektirik Ozelligi tasiyan PZT seramikleridir’®.
Ferroelektirik malzemeler bir yigin kiigiik tek kristaller olarak diisiiniilebilir. Genel
olarak, ferroelektrik alanlarmin (domainlerin) kutuplagmadan dnce seramik biinyesinde
rastgele yonlenmis dipol igerigine sahip olmasindan dolayi ferroelektrik seramikler hi¢gbir
piyezoelektrik dzelligine sahip degildir (Sekil 2.4.a). Clinkii 6rnek icerisinde var olan yiik
ayrigmalart sonucu olusmus dipollerin rastgele ydnlenmesi vektorel toplamlariin
yaklasik olarak sifir olmast ve net bir polarizasyonun elde edilememesine neden

olmaktadir®3,

. T Cp ;
Sk 7R :
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P ; B . : -7 ;-}';I’* =) : B
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Sekil 2.3. Baryum titanat ve perovskit (baryum titanyum oksit) kristal yapisi. a) Curie sicakligimin
iizerinde birim hiicre kiibiktir. b) Curie sicakligmim altinda Ba*? ve Ti** iyonlar1 O iyonlariyla orantili

sayida yer degistirmis olan birim hiicre yapis1 tetragonaldir®3.

ferrcelektrik seramik

P\ \ \é‘

[
J
-

elekurik e Y ___ ¥ ___] katicy
alan yani < polarizasyon

kalicr yekil degigimi

. 4 il
farroalaktrik domain ferroelektrik
tekkristal duvar domain

elaktrik alan altenda

sekil degisimi

a) b) c)

Sekil 2.4. Kutuplagma siirecinin sematik ¢izimi. a) Ferroelektrik seramik-ferroelektrik tek
kristal/alan duvari/ferroelektrik alan. b) Alanin neden oldugu bozunma (uzama)/dogru akim. ¢) Kalict

deformasyon/kalic1 kutuplasma®:.

Malzemeye kuvvetli bir dogru akim uygulandiginda her biri bir vektorel biiyiikliik
olan tiim dipoller yine bir vektorel kuvvet olan elektrik alan yoniine yonlenmeye zorlanir.
Eger elektrik alan kuvveti yeterli gelir ise dipollerin rastgele yonlenmis yapis1 bozulur ve
neredeyse hepsi ayni dogrultuda yonlenerek maksimum bir biiyiikliige ulasirlar ki bu
toplam etkiye yani malzeme hacmi igerisinde var olan tiim dipollerin momentleri
toplamina polarizasyon denir. Polarizasyon bazen kutuplasma olarak da ifade edilir.
Polarizasyon sirasinda, dogru akim ile benzer yonlenmis dipollerin yonlendirilmesi ¢ok
farkli agiyla yonlenmis olanlara kiyasla ¢ok daha kolay olacaktir. Yonlendirilmesi en zor
olan veya en yiiksek elektrik alan kuvveti gerektiren dipol elektrik alanla yonlenmesi
antiparalel olandir ki bu durumda aralarindaki a¢1 180°’dir. Bu durumdaki polarizasyon
yonlenmesi hareketine 180° polarizasyon cevrimi denilir. Ferroelektrik seramiklere
alanlarin yonlenmesini ya da kutuplagsmasini saglamak icin uygulanan elektrik alan
tersinir piyezoelektrik etki sonucu bir sekil degisimine de yol agar (Sekil 2.4.b).
Malzemenin dipol icerigine bagli olarak bu uzama veya kisalma seklinde olur. Tim
dipoller yani net polarizasyon ile elektrik alan ters yonlii ise kisalma gerceklesir. Elektrik
alanin kaldirilmasiyla birlikte ideal yonlendirilmis dipoller bir miktar yonlenmesini
yitirir. Bu sapma polarizasyon gevsemesi olarak ifade edilir. Bu sapmaya ragmen, énemli
Olclide belirli bir yonii koruyan dipoller bir miktar azalmayla beraber bir kalinti

polarizasyon, Pr ve gerinim, Sr olusturur (Sekil 2.4.c). Eger yeniden ters yonde (zit
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polarite) gii¢lii bir elektrik alan uygulanirsa bir domaindeki polarizasyon vektoriiniin ters
cevrilmesine neden olabilir (polarizasyon dongiisii)®3.

Polarizasyon islemi sirasinda malzemenin yiizeylerine yerlestirilen elektrotlar
yardimiyla malzeme iizerine dogru akim uygulanarak yiiksek bir elektrik alan (~5kV/cm)
olusturulur ve dipollerin bu elektrik alana paralel olarak yonlenmesi saglanir (Sekil 2.4.b).
Polarizasyon esnasinda bolgeler uygulanan elektrik alan dogrultusunda gerek ters
cevrilme ile gerekse belirli bir a¢1 kazanma yoluyla yeniden dizilerek anizotropik duruma
gelirler. Polarizasyon sonrasinda ¢ok fazla gerilen bolgelerin bir kismi1 yeniden eski
durumlarina donebilirler, fakat biiyiik bir ¢ogunlugunda kutuplasma kalicidir (Sekil
2.4.c). Dolayisiyla polarizasyon Oncesi malzeme, izotropiktir ve bu durumda
piyezoelektrik davranig gostermez. Polarizasyon sonunda ise uygulanan elektrik alani ile
dipoller bir eksene dogru yonlenirler ve polikristallerden olusan tiim yapida net bir
elektriksel dipol momenti olusur®! %,

Sekil 2.5 omegin elektrik akimina gore gosterdigi bozunma S3 (kutuplagma
yoniinde) degisimini gdstermektedir ve ayrica kutuplagma i¢in gézlenen etkiye tam olarak

karsilik gelen gecikme etkisini de ortaya koydugu goriilmektedir.

_13 a) b) c) d) e)
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Sekil 2.5. Piyezoelektrik elemanin davranisi a) Elemandaki polarizasyon dogrultusu. b-c) Ureteg

davranisi. d-e) Motor davranigi®!,

Herhangi bir piyezoelektrik seramik eleman iizerine uygulanan mekanik basma
veya ¢ekme gerilmesi, voltaj tireterek elemanin dipol momentini bozar, polarizasyon
dogrultusunda basma veya polarizasyona dik yonde ¢ekme, polarizasyon voltajiyla ayni
polariteye sahip bir voltaj iiretir (Sekil 2.5.b). Polarizasyon yoniinde ¢ekme veya
polarizasyon dogrultusuna dik yonde basma uygulandiginda ise piyezoelektrik seramik
eleman, polarizasyon voltajina zit polariteye sahip bir voltaj iiretir (Sekil 2.5.c). Seramik

elemanin bu sekildeki basma ve c¢ekme mekanik enerjilerini elektrik enerjisine
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cevirmesine iirete¢ davranisi denir. Bu davranis; atesleme sistemlerinde, kuru pillerde,
sensor cihazlarda vb. tiriinlerde kullanilir®!.

Eger seramik elemana polarizasyon voltaji ile ayni polariteye sahip bir voltaj,
polarizasyon dogrultusunda uygulandig: takdirde, seramik eleman uzayacak ve capi
kiictilecektir (Sekil 2.5.d). Polarizasyon voltaji ile ayni polariteye sahip bir voltaj,
polarizasyon dogrultusuna dik uygulandiginda ise seramik elemanin boyu kisalacak ve
captan genisleyecektir®! (Sekil 2.5.¢).

Seramik eleman iizerine AC voltaji uygulanirsa, eleman uygulanan voltajin
salmimminda siniizoidal bir sekilde sirayla uzayip kisalacaktir. Seramik elemanin bu
sekilde elektrik enerjisini mekanik enerjiye g¢evirmesine motor davranisi denir ve
piyezoelektrik motorlarda, ses ve ultrasonik titresim tireten cihazlarda vb. bircok iiriinde
kullanilir. Uygulanan gerilmeler ve olusan voltaj malzeme ozelliklerine baglidir. Bu
durum uygulanan voltaj ve elde edilen gerinim degerleri igin de gegerlidir®?.

Ince diizlemsel bir nesnenin kalinlik modunun salinimi enine modundakinden cok

daha yiiksek olacaktir.
2.1.10.2.3.2. Piyezoelektrik Malzemeler

Genel olarak piyezoelektrik malzemeler; dogal piyezoelektrik malzemeler (kuvars,
rochelle tuzu vb.), piyezoelektrik seramik malzemeler (kursun-zirkonyum-titanat,
baryum titanat, kursun titanat, vb.), polimer piyezoelektrik malzemeler (naylon, vinilidin
floriir, trifloretilen, tetrafloretilen vb.) ve alasim piyezoelektrik malzemeler olarak
siniflandirilabilir®!.

Endiistriyel olarak uygulama alani bulmus en 6nemli ve en eski piyezoelektrik
seramik malzemeler; baryum titanat (BaTiOs3; BT) ve PZT olarak ifade edilebilir. Her
ikisi de perovskit tipi kristal yapiya sahip bu seramikler, giiniimiizde halen yaygin
kullanima sahiptir. Baryum titanata kiyasla daha iistiin piyezoelektrik 6zelliklere sahip
olmasiyla PZT hem biiyiik boyutta (bulk) seramik hem de ince film seramik bigiminde
elektronik endiistrisi i¢in ¢ok énemlidir®.

Piyezoelektrik malzemeler, dogal piyezoelektrik malzemelere gore fiziksel,
kimyasal, mekanik ve piyezoelektrik 6zellikleri agisindan daha kullanigh olduklar gibi,

kimyasal olarak da daha kararhidirlar. Ayrica neme ve atmosferik kosullara karsi da daha
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dayaniklidirlar. Ozel uygulamalara kolaylikla uyum saglayabilirler, karmasik geometri
veya biiyiik hacim gerektiren uygulamalar igin kolay ve ucuz iiretim olanag1 saglarlar®4.

Cogu piyezoelektrik seramik, genelde perovskit kristal yapisma sahiptir. Sekil
2.6’da oldugu gibi provskit kristalleri, genellikle genis bir kafese dizilmis kursun veya
baryum ve oksijen iyonlar1 gibi divalent metal iyonlar1 arasinda, kiigiik titanyum veya
zitkonyum gibi tetravalent metal iyonlar1 igerirler. Kristallerde, tetragonal veya

rombohedral simetriyi olusturan sartlar altinda her bir kristal dipol momente sahiptir’®,

(Sl
Q=

@ I

Sekil 2.6. Provskit kristalinin sematik goriintiisii’®.

APC (American Piezoceramic) International firmasi, “Piyezoelektrik seramik bir
malzeme hazirlamak i¢in, ince toz halindeki metal oksit tozlarini belirli oranlarda
karigtirildiktan sonra homojen bir toz karigimi elde etmek i¢in 1sitip; elde edilen toza
organik bir baglayici ekleyerek disk, tel, bar, levha, vb. sekillerde yapisal elemanlara
doniistiirmektedir. Cesitli bicimler verilmis seramik ornekler belirli siireler dahilinde
pisirme programlar1 uygulanarak firinlanirlar. Bu firinlama islemi “sinterleme” olarak
adlandirilir ve baglica amaci toz parcaciklarini birbirine baglayan yogun kristal yapiya

doéniistiirmektir’’.

2.1.10.2.3.3. Piyezoelektrik Malzemelerin Kullanildi1 Yerler / Uygulama

Alanlan

Piyezoelektrik malzemelerin kullanildig1r cihazlar dort genel baslik altinda

toplanabilir. Bunlar: sensérler, liretegler, aktuatorler (tahrikgiler) ve doniistiiriictilerdir?.
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2.1.10.2.3.3.1. Piyezoelektrik Sensorler

APC International sensorii, “Sensdr, ivmelenme veya basing gibi fiziksel bir
degiskeni elektrik sinyaline c¢evirir. Bazi sensorlerde fiziksel degisken, direk
piyezoelektrik elemanin {izerine etkir ve elektrik sinyalini olusturur. Bazen de sensdrde
mevcut olan piyezoelektrik elemana, akustik sinyallerin etkimesi sonucu olusan
titresimlerle elektrik sinyali olusturulur. Genellikle kurulan sistemler, sensérden gelen
sinyalleri isleyerek duyulabilir, goriilebilir veya hissedilebilir yanitlara doniistiiriirler”
olarak tanimlamstir’? 8!,

Piyezoelektrik eleman kullanilarak yapilan sensorlerin eksenel ve fleksor olmak

iizere iki temel ¢esidi mevcuttur. Bu sensorlerin basit¢e yapilart Sekil 2.7°de verilmistir.

a) eksenel sensor b) fleksér sensdr
seramik
: elemanlar
seramik eleman i

X

kuvvet

polarizasyon j’ - —
Gnd .
¥ ’ montaj puran"za"synn
: : ylzeyi yonu
montaj yizeyi(aym zamanda alt elektrot)
Sekil 2.7. Temel piyezoelektrik sensdr gesitleri. a) Eksenel sensér. b) Fleksor sensor’>.

2.1.10.2.3.3.1.1. Kuvars Kristal Mikrodenge

Piyezoelektrik sensorler en genel anlamda karakteristik salinimindaki farklanmay1
belirleyerek bir piyezoelektrik kristal ylizeyinde toplanan 6rnegin kiitlesinin dlgiilmesi
esasina gore calisan, gravimetrik aygitlardir®>. Sensor segimliligi, Kristal yiizeyindeki
madde ile 6zgiil bir etkilesime sahip analitin birikimiyle iliskilidir. Sensdr ylizeyinde bir
madde adsorblandigi veya biriktigi zaman piyezoelektrik kristalin salinimindaki
farklanmanin 6lgiilmesiyle sonuca ulagilir’.

Kiitledeki degisikleri takip ederek, bir¢ok kimyasal ve fiziksel degisimi takip
edebiliriz. Makromolekiil 6zgiil olarak liganda baglandigi zaman, sinyal degistirici
baglanma olayindan dolayi, fiziksel bir degisikligi 6lgebilir’. Sinyal degistirici genellikle
direng, pH, 1s1, 151k ya da kiitledeki degisikligi ortaya c¢ikarir ve daha sonra veriyi

islenebilecek elektriksel bir sinyale doniistiiriir. Mikrodenge kullanimina olan ilginin
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artmasi, bilimsel enstriimantasyonda hizli bir ilerlemenin gerceklesmesi ile
sonuglanmigtir. Gelecegi parlak olan bir detektor tipi de Kuvars Kristal Mikrodenge
(Quartz Crystal Microbalance; QCM)’dir. QCM bir piyezoelektrik kiitle-algilama
cihazidir®>. Bir QCM cihazi altin kapl bir Kuvars kristalin i¢erisinden bazi yankilanan
salinimlarinda titregsime neden olan elektriksel bir sinyal yollayarak ¢aligmaktadir. QCM
calismalarinda en yaygin kullanilan elektrotlar, hava igerisinde okside olmadigindan
dolayi altin elektrotlaridir. Altin elektrotlarin disinda biyosensor ¢alismalarinda, Cu, Ni,

Pt ve diger metaller de kullanilmaktadir’>.

Sekil 2.8. QCM Sénsérleri, daha sonra QCM kristal igerisindeki salinimin siiresini dlger. Biyosensor
olarak kullanildiginda, QCM kristalin yilizeyindeki kiitle degisimlerinden dolay: kristalin salinimindaki
degisimleri ortaya ¢ikarmaktadir®.

2.1.10.2.3.3.1.2. Kuvars

Kuvars silikanin ya da silikon dioksidin (SiO2) en kararli bi¢imidir. Saydam ve
renksizdir ancak, renk verici maddelerin bilegsimine girmesi sonucunda ¢esitli renklerde
olabilirler. Ornegin, mor renkli olanlarina ametist, siyah renkli olanlarina da dumanl
kuvars ad1 verilmektedir. Cogu kimyasal ¢oziiciiden etkilenmedigi gibi, kristal yapisini
yiizlerce santigrat dereceye kadar koruyabilmektedir. Ayni zamanda piyezoelektrik

0zellige sahiptir. Yani iizerine basing uygulandiginda, 6rnegin bir fiskeyle tiklatildiginda
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veya biikiildiigiinde, yiizeyinde elektirik gerilimleri veya akimlari olugur. Bunun tersi de
dogrudur: Yiizeyine gerilim uygulandiginda, yani ilizerine bir miktar elektrik yiikii
atildiginda, seklini hafifce degistirir. Fakat bu sekil degisikligi, 6yle donup kalmaz ve
kristal yapi, orijinal sekli etrafinda titresmeye baglar®.

Kuvars kristal kimyasal dogasina, sekline, boyutuna ve kiitlesine bagli olan dogal
bir titregim salinimina sahiptir. Kristalin kirilmasinin salinimi iizerinde bir etkisi vardir.
Yiiksek kaliteli mekaniksel ve piyezoelektrik 6zelliginden dolayr QCM uygulamalarinda

alfa-kuvars kristalleri kullanilmaktadir’.

Sekil 2.9. Kuvars kristali’.

Kristal yonelimiyle birlikte kesik a¢1 (the cut-angle) salmimimn seklini
belirlemektedir. QCM uygulamalarinda en yaygin kullanilan kristal, kuvars ¢ubugunun

35°10’ agis1 ile uzunluk yoniinde olacak sekilde kesilmesi ile yapilmaktadir’.

1 optical axis

—_35°10

Sekil 2.10. Kuvars kristalinin elektrot kesimi’?.

2.1.10.2.3.3.1.3. Kuvarsin Kullanim Alanlar1
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Kumlarda bolca bulunan kuvarsin, saf olmayanlari icinde demir vardir. Beyaz kum
olarak bilinen oldukg¢a saf kuvarslar camcilikta kullanilir. Kuvars kristali mor-6tesi ve
kizilalt1 1simimlara gegirgendir; bu bakimdan morétesi lambalarin hazirlanmasinda
kullanilir. Piyezoelektrik olay gdstermesi Jacques ve Pierre Curie tarafindan ortaya
konulmustur. Bu 6zelliginden dolay1 elektronik sanayiinde osilatdr olarak kullanilir.
Ergitilen kuvarstan, 1sininca genlesme orani ¢ok diisiik olan bir cam elde edilir. Ani
sicaklik degisikliklerinden etkilenmesi istenmeyen malzemelerin yapiminda kuvarstan

yararlanilir> 7.
2.1.10.2.3.3.1.4. QCM’in Avantajlari

Molekiiler etkilesimlere dayali algilayici sistemlerin (QCM, FET, SPR gibi) 6nemi
ve uygulama alanlar giin gectikce artmaktadir. Klasik analitik tayin yontemlerine nazaran
biyosensorlerin daha avantajli olmasi bu uygulamalara ilgiyi arttirmaktadir. Yanit verme
stiresi, hassasiyet, diisiik maliyeti, tasarim kolaylig1 gibi beklentileri karsilayabilmek
amaciyla tanmiyict ylizey ve ¢evirici Dbiitiinliigiiniin saglandi§i  biyosensorler
tasarlanmaktadir. Bu amagla kullanilan yontemlerden birisi de QCM’dir. QCM’de de bir
cevirici (“transducer”) sistem ile bir biyolojik molekiil beraberce kullanilmaktadir. Bu
amagla sensorlerde ¢evirici sistem olarak piyezoelektrik kristallerin kullanilmasi 6nem

kazanmaktadir’.

2.1.10.2.3.3.1.5. Piyezoelektrik Etki ve QCM’in Calisma Prensibi

Piyezoelektrik etki ilk defa 1880'de Jacques ve Pierre Curie tarafindan Rochelle
tuzunda kesfedilmistir. Temel olarak piyezoelektirik etki, mekanik basmng altinda
birakilan bazi yalitkan kristallerin bir yiiziinde pozitif, kars1 yliziinde ise negatif elektrik
yiiklerinin ortaya g¢ikmasi seklinde tanimlanir. Piyezoelektrik bir kristalin yiizeyine
fiziksel bir kuvvet uygulandiginda yiizeyler arasinda bir elektriksel potansiyel farki
olustugu gozlenmektedir. Olusan elektriksel potansiyelin siddetinin, uygulanan fiziksel
kuvvet ile dogru orantili oldugu bu etkiye “Piyezoelektrik Etki” adi verilmektedir. Bu
durumun tersi de miimkiindiir, yani bir kristalin iki yiiziine bir potansiyel farki
uygulanmasi sonucunda kristalde mekanik bigim degisikligi goriilmektedir? 2.

Dolayisiyla, piyezoelektrik kristalin yiizeyi iizerine yerlestirilen herhangi bir

yabanci maddenin kiitlesi ile salinimimin degismesi, piyezoelektrik diizeneginin ¢ok
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yiiksek bir hassasiyetle kiitle 6l¢limiinde kullanilabilmesi miimkiin olmaktadir. Kristal
yiizeyinin segici bir kimyasal malzeme ile kaplanmas1 durumunda piyezoelektrik kristal
diizenegi kimyasal sensor olarak kullanilabilmektedir. Bu amagla, piyezoelektrik kiitle
sensorlerinin gelecege yonelik kullanimi igin yapilan ¢aligmalarin en ¢ok yogunlastigi
konu, segici sensorlerdir. Piyezoelektrik kristal olarak genellikle kuvarsin kullanilmasi
nedeniyle bu tiir sensérlere QCM adi verilmektedir”!.

Bu prensipten yola ¢ikarak piyezoelektrik 6zellik tasiyan malzemeler hem aktiiator
(tahrik¢i) olarak hem de sensor olarak kullanilabilmektedirler. En yaygin olarak
kullanilanlar kuvars kristalleri, Rochelle tuzu ve PZT dir74.

Bu sistemde kullanilan kristal iki tane elektrot arasinda bulunmaktadir. Bu
elektrotlar bir osilatdre baglidir ve sisteme verilen akim kristalin titresim yapmasina izin
verir. Ve bu sistem genis sicaklik araliklarinda dayanikli oldugu i¢in stabil ¢aligmalara
olanak saglar QCM sisteminde kullanilan elektrotlarin yiizeyleri %99,99 saflikta 1000 A
Au kaplanmaktadir’!.

QCM, parcaciklarin Ol¢limiiniin  uygulanmast i¢in lizerinde iki tane kristal
barindirir. Bunlardan bir tanesi yukari1 dogru, digeri ise parcaciklarin bulundugu ortamdan
uzak bir yerde bulunur. Yukar1 dogru yer alan kristal ince bir yapigkan tabaka ile kaphdir
ve bu tabaka parcaciklarin kristal iizerine yapigsmasini saglar. Bu iki kristal karakteristik
salinimlarina gore karsilastirilir. QCM, bu iki kristalin aralarindaki salinim degisimini
olgmektedir®.

Piyezoelektrik kristallerin sensorlerde kullanilmasi ilk kez 1959 yilinda Sauerbrey
tarafindan ortaya cikartilmistir. Uygulanan gerilim mekaniksel bir bozulma yaratir.
Kuvarsin bu 6zelligi QCM’deki az miktardaki kiitle degisimlerini saptayabilmektedir.
Kuvars kristal yiizeyinde gerceklesen en ufak kiitle degisimi kristalin salinim yapmasina
sebep olacaktir. Gergeklesen bu salimmin {irettigi enerji Saurebrey denklemiyle

hesaplanabilmektedir’-'4.
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Sekil 2.11. QCM’in basit gosterimi®®.

Sekil 2.11°de verilen kuvars kristal mikroterazinin basit seklinde Mg kiitlede ve lg
kalinligindaki titresimli kuvars kristalinin isleyis prensibi goriilmektedir. Temel durumda,

kuvars bir kristal levhanin salinimi su sekilde tanmmlanir®.

(D
Bu esitlikte;
Jq : kuvarsin salinimi
Vy : kuvars dalga hizinin kirilmasi
A, : kuvars dalga boyu (2lg’ ye esittir).

Kristal kalinligindaki ¢ok az bir degisim (dlg), salinimda da kaymaya (dfg) neden

olur.
df, dl
P

)
My kiitleli kuvars kristal i¢in dMg kiitle degisimi asagidaki esitlikle verilir.
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A3)
Esitlik (2) ve (3)’lin birlestirilmesiyle esitlik (4) elde edilir.

2 f(f AM
Py ) 4

q

Af,-.

“)
Burada;
Af, : salinim degisimi
F, : degisiklikten 6nceki salinim
AM, - kiitle degisimi
A : osilasyon altindaki kuvars diizlemin alani
A, : kuvarsin yogunlugudur.
2.1.10.2.3.3.1.6. QCM ile Biyosensor Tasarim

QCM’ye dayali DNA hibridizasyon ¢aligmalarinda kullanabilecek 2 farkli yol
mevcuttur. Bunlardan biri altin yiizeye dogrudan tiyol gruplan igeren probun
tutturulmasidir'®. Tiyol gruplarinin altina olan duyarlilig1 bilinmektedir. Bu seklilde altin

ylizeye prob tutturularak biyosensor olusturabilir!”.

: 1 5%‘*
SHa (CH)), s\/‘\_/\/ SH(CH,), SOHN
- Probe s~ e o Sy
=P N o S OH st
P— s L= » SQ:-—‘:_\‘”
SH-modifiye prob - 3-Merkaptohegzanol g(;‘% 1
S S~
- s =
Altin Yiizey e %1\\%)59“‘\/\/
“~om

Sekil 2.12. SH-modifiye probun altin yiizeye baglanmasi'’.
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Diger yol ise ylizeyi, bir kaplama ajaniyla kaplayarak DNA tutturulmasinin
saglanmasidir. Bu yontemin bir diger adi; Kendiliginden Baglanan Coklu Tabaklar

(“Self-Assembly Multilayers”, SAM)’dir°.
2.1.10.2.3.3.1.7. QCM Uygulamalari

QCM sistemler yiiksek hassasiyete sahip olmasi, kullanim kolayligi, 6zgiilligi,
ucuz olmasi, dogrudan yanit vermesi gibi avantajlara sahip oldugundan hastalik tanisi,
antijen/antikor etkilesimi, ilag analizleri ve 6zgiil molekiil tayinlerinde kullanimi son
zamanlarda oldukg¢a artmistir®®. Kristalin yiizeyinin analizlenecek analite gore ozgiil
olarak tasarimi hassasiyeti arttiran bir etkendir. Uygulamalar, biyomolekiilleri (proteinler,
DNA, antijen/antikor, lipitler), nanoparcaciklari, polimerleri, polimer filmleri ve
hiicreleri icermektedir. QCM teknigi ¢ok ince ylizey sinir tabakalarinin kiitlesini belirler
ve viskoelastik oOzellikleri hakkinda bilgi verir. QCM teknigi yiizeyde bulunan
makromolekiillerle ¢calismak i¢in uygun bir tekniktir ve var olan teknikleri tamamlayict
ozellige sahiptir. Yiiksek duyarliligi ve es zamanli algilama 6zelligi ile QCM birgok
uygulamada kullanilabilirlik agisindan cazip duruma gelmistir’®.

1950’lerin sonunda baslayan QCM caligmalari, zaman igerisinde biiyiik yol kat
etmistir. Bu ¢aligmalardan Thomas Clausen’in QCM kullanarak Primer kanser doku
orneklerine ligand baglanma- kinetiginin gercek zamanli olarak belirlemesi ve Hiroyuki
Furosawa’nin QCM yiizeyindeki DNA ipligi ile etkilesen kiicik DNA baglayici
molekiillerin kinetik karakterizasyonu ilizerine arastirmalari, bu alanda bir mihenk tagi

olmustur’®.
2.1.10.3. Piezo Tabanh Biyosensorlerde Nanopolimer Kullanim

Biyosensor ¢alismalarinda biyoaktif tabaka bilesenleri arasinda son dénemlerde
nanomalzeme kullanimi oldukca yayginlasmistir. Yeni bir alan olan nanomalzemeler
elektrot ylizeyine kaplandiginda hem elektrotun yiizey alanin1 arttirmakta hem de iletken

yapilarindan dolay1 avantaj saglamaktadir®’.
2.2. Dogum Oncesi Tam1 Tanimi, Amaci ve Tarihcesi

Dogum oncesi tani, ailede bir genetik kusurun bulunabilme riskine iliskin fetiis

dogmadan ana rahminde iken yapilan islemler biitiiniidiir. Bagka bir deyisle, gebeligin
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erken donemlerinde alinan fetal drneklerin, biyokimyasal, biyoteknolojik ve molekiiler
yontemlerle kalitsal gecis gosteren hastaliklarin tanisinin konulmasi ve gerekiyorsa yasal
siireler iginde gebeligin sonlandirilmasina olanak saglamaktadir®®.

Dogum 6ncesi tani ilk olarak,1966 yilinda Steele ve Breg'in bir fetiise ait kromozom
yapisinin, amniyotik sividan alinan Ornekten yapilan kiiltiirde, hiicrelerin analizi ile
belirlenebilecegini gostermesiyle baslamistir. Bu siirecin baglamasiyla birlikte koriyonik
viliis Orneklemesi ve perkiitan umbilikal 6rnekleme 1970’lerde ve 1980’lerde
uygulanmaya baslamistir. Literatiirde dogum Oncesi taninin tarihgesi 1985’lere kadar

dayanmaktadir®’.
2.2.1. Dogum Oncesi Tam Yéntemleri

Fetal tibbin en biiyiik kisitlamasi hekimin hasta yani fetiis ile dogrudan temas
edememesidir. Bu sebeple 6zel goriintiileme tekniklerine gereksinim duyulmaktadir. Bir
diger onemli konu ise fetiise yapilacak miidahalelerin anne iizerinden yapilmasi
gerekliligidir, ¢iinkil fetiise bagka bir erisim sekli olmadigindan anne iizerinden yapilacak
miidahaleler veya yaklagimlar anneyi ve fetiisii dogrudan etkilemektedir®®. Dogum éncesi
tan1 yontemleri girisimsel dogum 6ncesi tam yontemleri ve girisimsel olmayan dogum 6ncesi
tan1 yontemleri olarak iki ana baghiga ayrilmaktadir.®!

Girigsimsel dogum oOncesi tam1 yontemleri fetlis ve eklerine yapilan dogrudan
miidahale tekniklerini kapsamaktadir. Bu teknikler?3:

1. Amniyosentez,

2. Koriyonik viliis 6rneklemesi,

3. Fetal kan 6rneklemesi (kordosentez)’dir.

Girigsimsel olmayan dogum Oncesi tan1 yontemleri dogrudan fetiise bir etki

yapilmadan anne iizerinden yapilan miidahale tekniklerini kapsamaktadir. Bu teknikler:

1. Fetal ultrasonografik degerlendirme,
2. Fetal ekokardiyografi,

3. Magnetik salinim goriintiileme,

4. Rontgenogram,

5. Dolagimdaki fetal hiicreler veya fetal niikleik asitler ile yapilan galismalardir®>,
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Giliniimiizde ailesinde pozitif Oykii bulunan fetiisiin tek gen mutasyonlarinin
belirlenmesinde girisimsel bir yontem olan koriyonik vilus Orneklemesi tercih
edilmektedir. Bu yontemde alinan oOrnek dokudan ©6nce DNA izole edilmesi
gerekmektedir ve daha sonra PCR temelli genetik analiz yontemleri kullanilmaktadir.
Rutin analizlerde kullanilmakta olan yontemlerin baslicalar1 “Amplification-Refractory
Mutation System” (ARMS) ve dizi analizi yontemleridir®*.

ARMS yonteminde 06zgiill primerler araciligiyla cogaltilan gen bdlgelerinin
varliginin belirlenmesi ilkesine dayanmaktadir. Bu yontemde primerin karsilig1 olan gen
bélgesinin bulunup bulunmadigina bakilmaktadir®.

Dizi analizi yontemi niikleotide 0Ozgiil fliioresan boyalar yardimiyla DNA
bolgelerinin dizilerinin belirlenmesi ilkesine dayanmaktadir. Bu yontemde ARMS
yontemi gibi primerin karsiligina bakilmamakta, érnekten elde edilen dizinin normal

diziyle karsilagtirilip baz degisimi belirlenmektedir®’.

2.2.1.1. Dolasimdaki fetal niikleik asit kullanim

Maternal dolasimdaki serbest fetal DNA’nin analizi; genetik bozukluklarinin
dogum Oncesi tanisina zaman, dogruluk, giivenirlilik saglamasi yaninda maddi yonden
uygun olmasiyla da énemli firsatlar sunmaktadir®®. Geleneksel molekiiler yontemlerin
kullanimiyla fetal DNA genotipinin belirlenebilmesi, gebeligin erken evrelerinde
miimkiin olmaktadir®. Giiniimiizde, ilk ii¢ aydaki girisimsel olmayan analiz yontemleri
arka plandaki maternal DNA nedeniyle fetal DNA’nin belirlenmesindeki duyarlilik ve
Ozgiilliigii simirlamaktadir. Buna ragmen maternal plazmadaki fetal DNA’ nin
zenginlestirilmesi, testlerin giiciinii arttirilabilmekte ve yar1 niceleyici analizlere izin
vermektedir. Hemoglobinopatiler, akondroplazi, konjenital adrenal hiperplazi, kistik
fibroz, Huntington hastaligi, miyotonik distrofi gibi giderek genisleyen bir cesitlilikte
kalitsal hastaliklarin test edilmesine olanak saglamaktadir®.

Maternal dolasimdaki fetal niikleik asitlerin tayini i¢in arastirma ¢aligmalan biiyiik
bir ivmeyle ilerlemektedir. Bu alanda umut vaat eden yontemler arasinda biyosensorler

onem arz etmektedir®.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1. Gerecler
Calismada kullanilan arag-gere¢ ve kimyasallar asagidaki gibidir.
3.2. Cahsma Sirasinda Kullanilan Aletler

Altin Kaplama Quaztz Kristal Calisma Elektrotu (Basi Mf 4146, ABD)
Altin Calisma Elektrotu (Basi Mf 2014, ABD)

QCM rezonans Olger (SRS 200, ABD)

Potensiyostat (Palm Sens EmStat3, Hollanda)

Platin Tel Yardimci Elekrot (Basi Mf 1032, ABD)
Ag/AgCl Referans Elekrot (Basi Mf 2021, ABD)
Otomatik Pipetler (Gilson P1000, P20, Fransa)

Termostatli su banyosu (Nuve Nb 5, Tiirkiye)

pH Metre (Mettler Toledo 1100, ABD)

Hassas Terazi (Mettler Toledo P1 3, ABD)

Sonikator (Resonik 1016, Tiirkiye)

Olgiim hiicresi (Basi C3, ABD)

Taramali Elektron Mikroskobu (FEI Q 200, ABD)

Fourier Déniisiimlii Kizil Otesi Spektrometresi ((FTIR) Jasco 4700, Japonya)
Saf Su Cihaz1 (Milipore MiliQ, ABD)

DNA izolasyonu cihazi (Roche Magna Pure LC, Almanya)
Is1 Dongiileyici (Thermo Fisher 9700, ABD)

Santrifiij (Hettich 320R, Almanya)

Plate okuyucu (BioTech Epoch, ABD)

Yatay Elektroforez (Biorad, ABD)

Mikrosantrifiij (Biorad, ABD)

UV 151k kaynagi (Vilber lourmat, Fransa)

Gorlintiileme (Nikon D5100, Japonya)
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3.3. Kimyasallar

e Monosodyumhidrojenfosfat NaH.PO4 (Merck, Almanya)
¢ Disodyumhidrojenfosfat NaxHPO4 (Merck, Almanya)

e Sodyum asetat trihidrat (Merck, Almanya)

o Asetik asit (Merck, Almanya)

e Distile su (Milipore MiliQ, ABD)

e DNA problari (Sentegen, Tiirkiye)

e NaOH (Sigma, ABD)

e Glisin (Sigma, ABD)

e HCI (Sigma, ABD)

o Gama Allimina ¢ozeltileri (1, 3 ve 15 mM; Basi, Hollanda)
e %96’k Etanol (Sigma, Almanya)

e Potasyum persiilfat (Sigma, Almanya)

e Etidyum Bromiir (Merck, ABD)

3.4. Orneklem

B-talasemi prenatal tams1 icin Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya AD’ye 2017-2019 tarihleri arasinda bagvurmus, maternal molekiiler tanisi
IVS1-110 (G—A) mutasyonu diginda farkli bir mutasyonu olan, paternal molekiiler tanisi
IVS1-110 (G—A) mutasyonu konmus, yapilan koriyonik viliis materyalinde IVS1-110
mutasyonu tasidi1 saptanmus, fetiise sahip ebeveynlerden onam formunu (C.U. Tip
Fakiiltesi Girisimsel olmayan Etik Kurulu’nun 03.03.2017 tarihinde yapilan 62 sayil
oturumunda alina 39 nolu karar1) imzalayan 20 aile, caligmaya dahil edilmistir. Ayrica,
paternal IVS1-110 mutasyonunu (G—A) aldig1 saptanmig fetiise sahip, bu 20 ailenin
maternal “cell-free” fetal DNA’sinda, tasarlanan genosensor araciligiyla ayni fetal
genotipini belirleyebilmek icin ebeveyneler dogum Oncesi tani raporunu almaya
geldiklerinde, EDTA’l tiiplere 5 mL maternal kan alinmistir. Alinan maternal kanlar
dogrudan “cell —free” fetal DNA ¢alismasi amagli kullanilmigtir. Ayrica, molekiiler
yontem ile fetal genotipi dogrulamak amaciyla anneden alinan koriyonik viliis materyali

kullanilmastir.
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3.5. Yontemler
3.5.1. DNA izolasyonu

Prensip: Tam kan 6rneklerinden DNA izolasyonu otomatize sistem (Roche Magna
Pure LC) kullanilarak yapildi. Bu sistemin izolasyon prensibi, 6zel polimerle kaph
manyetik cam partikiil teknolojisine dayanmaktadir. Lokosit DNA’smnin baglama
tamponuyla manyetik bilyelere baglanmasi saglanir ve alkoliin, tuzlarin ve proteinlerin
uzaklagtirnlmasindan sonra DNA, manyetik tabla {izerinde eliisyon tamponuyla

bilyelerden siv1 faza alinir?® %,

Yontem: Firmanin onerileri dogrultusunda cihazin kendi sporuna eklenen 500’er
pL tam kan {izerine, sirastyla hiicre zar1 parcalayici tamponunu, protein uzaklastirmak
icin Proteinaz K, DNA baglayici manyetik cam partikiiller, kullanilan c¢6zeltileri
uzaklastiracak yikama tamponu eklenir. Son olarak eliisyon tamponu eklenerek DNA

elde edilir??%°.

3.5.2. p-globin IVS1-110 Mutasyonunu Iceren Gen Bélgesi Amplikonu

Protokolii

Prensip: IVS1-110 normal ve mutant DNA dizisini i¢eren bdlge uygun primerler
araciligiyla PCR yontemi kullanilarak 436 bg’lik amplikon elde edilmesi esasina

dayanmaktadir.?6- %,

Yontem: Toplamda 20 pL toplam hacim igerisinde 30 mM Tris*HCI, pH 8,8; 250
mM KCI; 5 mM MgCly; 0,06 ug/mL BSA; 0,3 mM dNTP karigimi; 1’er pmol “reverse”
ve “forward” primerleri ve 1 pg DNA bulunan karigimi PCR ile B-talasemi protokoliinde

cogaltildi®® %,
3.5.3. ARMS

Prensip: Normal DNA dizisine ve mutant bolgeye uygun primerler kullanilarak
mutasyonun varligi hakkinda bilgi sahibi olunur. Klasik PCR’de iki primer kullanilirken
bu teknikte dort primer gerekmektedir. Bu yontem ile IVS1-110 (G—A) mutasyonunun

varhigi ya da yoklugu tanimlamasi yapilir?® %,
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Yontem: Toplamda 25 pLL. PCR hacmi i¢erisinde 196 mM Tris*HCl, pH 8,8; 7 mM
dNTP karisimi; 1’er pmol “reverse” ve “forward” primerleri; 0,5 pg BSA; 0,5 M KCl; 35
uM MgCl, ve 1 ug koriyonik viliis kaynakli fetal DNA bulunan karisim PCR’da (-

talasemi protokoliinde gogaltildi?® %,

3.5.3.1. Elektroforez

Elektroforez jeli %4’liik (1,6 gram agaroz ile 1,6 gram Neu Sieve agaroz 80 mL 1X
AGB tamponunda ¢6ziiliir) olarak hazirlanir. Amplifiye tirlinler, 5 pL bromfenol boyasi
ile karigtirilarak jel kuyucuklarina uygulanir. 1X AGB tamponunda 150 voltluk akimda
elektroforez 60 dakika yiritiiliir. Jel etidiyum bromiir (0,5 pg/mL) ile boyanarak UV 11k

altinda incelenir (Sekil 4.1)%3-%.
3.5.4. Genosensor Hazirlanmasi

Prensip: Asagida siralayacagimiz hazirlama yontemini takiben iyi kurgulanmig
biyoaktif tabaka yaninda klasik “dot blot” yonteminde oldugu gibi herhangi bir yanlis
hibridizasyonu engellemek amaciyla en az 18 niikleotitlik bir prob tasarimi kullanilmasi
gerekmektedir. Bu 6zelliklerden dolay1 sensdr yilizeyine asaguda bahsedilecek iglemlerle
immobolize edilen prob DNA ile hibridizasyonun gerceklestigini belirleyebilmek i¢in 2
yontem kullanilabilmektedir. Bu yontemlerden birincisi sensor yiizeyinde hibridizasyon
sonucu agirlik artmasi sonucunda salinim degisiminin gozlenmesi, ikinci yontem ise
hibridizasyon sonucunda kurulan hidrojen baglarinin olusturdugu yiikk degisiminin

elektrobiyokimyasal olarak olgtilmesidir®’.

Genosensor Hazirlama Yoéntemi: Oncelikle nanopolimerin SH gruplariyla bag
kurabilecek olan, altin elektrot fiziksel, kimyasal ve elektrokimyasal yontemlerle

temizlendi.

Temizlik asamalar1 agagida belirtildigi gibidir.

I.  Bir miktar gama aliimina soliisyonu kadife yiizey {izerine damlatildi. Daha
sonra altin elektrot kadife yiizey lizerinde hafif bir sekilde halkalar ¢izerek
gezdirildi. Boylece yiizeydeki tabaka veya herhangi bir kirlilik mekanik olarak

giderilmis oldu.
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II.  Altin elektrot distile suyla durulanir sonra adsorblanmis partikiilleri
uzaklagtirmak i¢in 5-10 dk %96°lik etanolde ve sonikator i¢inde bekletildi.
Tekrar distile suyla duruland1 ve sonra 10 dk distile su igerisinde sonikatorde
bekletildi.

[I.  Altin elektrot ylizeyinin elektrokimyasal olarak temizlenmesi i¢in 0,1 N HCl
cozeltisi icerisinde +1,0 ve -1,0 potansiyelleri arasinda en az on bes tane
dongiisel voltamogram alindi.

Temiz elektrot yiizeyinde biyoaktif tabaka olusturulup calismalar yapilmaya
baslandi.

3.5.4.1. Genosensoriin Optimizasyon Calismalar:

Anne kaninda “cell-free” fetal DNA saptanmasi amaciyla gelistirilen genosensor
icin, en iyi yamtin elde edilebilecegi immobilizasyon ve ¢alisma kosullarinin tespit
edilmesi amaclandi.

Genosensoriin her bir degiskeninin en iyi ¢alisma kosullarinin belirlenmesi igin, bir
degiskenin farkli degerleri denenirken diger degiskenler sabit tutularak hazirlanan
genosensorle dl¢iimler alindi. Alinan 6l¢iim sonuglart irdelendiginde 6rnek ayrim giicii

en iyi olan degerler secilmigtir.
3.5.4.1.1. immobilizasyon Kosullarimin Optimizasyonu

Genosensor i¢in en iyi yanitin elde edilebilecegi immobilizasyon kosullarinin tespit
edilmesi amaglandi. Bu amagla nanopolimer derisiminin genosensor yanitina etkileri

arastirilmistir®.
3.5.4.1.2. Biyoaktif Tabaka Olusturma ve Nanopolimer Derisiminin EtKkisi
3.5.4.1.2.1. Hema-MAC Nanopolimeri

Hema gruplari nedeniyle yiiksek biyouyumluluk gosteren, cesitli biyolojik ajanlarin
baglanmasina uygun hidroksil ve SH gruplan tasiyan, sulu ortamda olduke¢a yiiksek
oranda sisen, yiiksek oranda sismesi ve gdzenekli bir yapida olmasi nedeniyle cesitli
biyolojik ajanlarin yiliklenmesine izin veren nanopolimerdir®’. Poli Hema-MAC

nanopolimerinin yapisi sekil 3.1°de verilmistir.
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Sekil 3.1. Hema yapisi1’.

MAC (Metakriloil sisteyin) monomeri, L-sisteyin metakroil kloriir ile tepkimesi

sonucu elde edilir.
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Sekil 3.3. Poli Hema-MAC nanopolimerinin yapisi1®’.
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Poli Hema-MAC nanopolimerinin (Sekil 3.3) sentezlenmesi icin 0,6 mL Hema
(Sekil 3.1) ile 0,3 mL Etilen glikol di-metakrilat (EGDMA) karistirildiktan sonra, 0,75
ml (50:50) etanol-su karisimi igerisine ¢6ziilmiis 100 pL. MAC (Sekil 3.2) monomeri
tizerine eklendi. 0,275 g 25 mL polivinil alkol (PVA) ile bu karisim 30 saniye calkalandi.
Baslatici olarak 0,0198 g 45 mL potasyum persiilfat (KPS) ortama eklendi. Polimerlesme
70 °C’de su banyosunda 12 saatte gerceklestirildi. Polimerizasyon sonrasinda 14.100 g’de
15 dk santrifiij edilerek polimer ¢oktiiriildii, sonrasinda etanol ve su ile yikama yapildi.
Hazirlanan nanopolimer buz dolabinda +4 °C’de saklandi deney caligmalar i¢in oda

sicakligma getirildi®’.
3.5.4.1.2.2. DNA Problan

Calismada kullanilan DNA problari, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi T1bbi
Biyokimya Anabilim Dalinda rutin analizlerde kullanilan B-globin geninin IVS1-110
bolgesindeki normal ve mutant dizisine 6zgiil 30 bazlik ARMS primerine tiyol grubu

eklenerek Sente Gen Biolab’a sentezlettirilmistir.
1) Mutant Prob Dizisi
SH-5- ACC AGC AGC CTA AGG GTG GGA AAA TAC AAC 3’
2) Normal Prob Dizisi
SH-5- ACC AGC AGC CTA AGG GTG GGA AAA TAC AGC -3
3.5.4.1.3. Biyoaktif Tabakanin Optimizasyonu

Genosensor lizerinde tek tabaka Poli Hema-MAC nanopolimer biyoaktif tabakasi
olusturulmasi, elektrot ylizeyinde nanopolimer eklenip belirli bir siire bekletilerek
gergeklestirilerek elektrotun polimer ile modiye edilmesi saglandi. Polimer modifiye
elektrot tizerine, SH grubu bagli Prob DNA eklendi. Polimerin SH gruplart ile tiyol bagi
olusturabilmesi i¢in +4 °C de bekletildi. Son olarak elektrot, i¢erisinde fosfat tamponu
bulunan su ceketli ve Faraday kafesli tepkime hiicresine alindi. Biitiin deneyler ayni
elektrot tipi kullanilarak yapildi (Optimizasyon ¢aligmalarinda izlenen yol ve yontem

ilgili maddelerde ayrintili olarak verilmistir.).
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Hazirlanan genosensor ile 6l¢iim ¢alismalarmin yapildigi diizenek ve galisma ilkesi

sekil 3.4’te verilmistir.
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Sekil 3.4. Genosensor diizenegi ve caligsma ilkesi.

Genosensoriin - biyoaktif tabakasindaki nanopolimer derisiminin genosensor
yanitina etkisinin belirlenmesi amaciyla farkli nanopolimer derisimleriyle elektrot
hazirlandi. Hazirlanan her elektrotla yapilan 6l¢timlerden elde edilen akim farki ve hedef

dizi derisimi arasindaki grafik yardimiyla en uygun nanopolimer derisimi tespit edildi.
3.5.4.1.4. Biyoaktif Tabakanin SEM Goriintiilemesi

Prensip: Taramali FElektron Mikroskobunda goriintii, yiiksek voltaj ile
hizlandirilmig elektronlarin 6rnek tizerine odaklanmasi, bu elektron demetinin drnek
yilizeyinde taratilmasi sirasinda elektron ve Ornek atomlari arasinda olusan cesitli
girigsimler sonucunda meydana gelen etkilerin uygun algilayicilarda toplanmasi ve sinyal
giiclendiricilerinden gegirildikten sonra bir katot 1sinlar tiipiiniin ekranina aktarilmasi ile
elde edilir. Goriintii elektron gibi ¢ok kiiciik materyaller yardimiyla alindigindan dolay1
nanometre boyutundaki yapilarin ayirt edilebilmekte ve bdylece ylizey hakkinda bilgi
sahibi olunabilmektedir. Taramali elektron mikroskobunun bu 6zelliginden yararlanarak

biyoaktif tabakanin morfolojik 6zelliklerinin gozlemlenebilmesi saglanmaktadir®®,

SEM Goriintiileme Protokolii: Hazirlanan biyoaktif tabakanin fiziki incelemesi
yapilabilmesi i¢in Cukurova Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarinda bulunan
taramali  elektron mikroskobunda c¢ekimler yapilmistir.  Biyoaktif tabaka
(Elektrot-nanopolimer etkilesimi; Elektrot-nonopolimer-prob etkileisimi) hazirlama

sirasina gore farkli baglanma basamaklarindaki elektrotlarin SEM goriintiileri alinmigtir.

35



Cihazin 6rnek yiikleme tablasina yerlestirilen elektrotlarin yilizey goriintiileri ¢ekilmistir.

Her elektrotun 3’er goriintiisii alinmis olup 1’er tanesi bulgularda verilmistir.
3.5.4.1.5. Nanopolimerin Prob Etkilesiminin FTIR ile Goriintiillenmesi

Prensip: Kizil6tesi Spektroskopisi temel olarak kizilotesi 15181n incelenen madde
tarafindan sogurulmasi prensibine dayanir. Sogurulma, molekiildeki baglarin titresimi ve
doniisleri i¢in gerekli miktarda dalga enerjisinin, cihaz tarafindan elektromanyetik
spektrumun kiziltesi bdlgesinden gonderilmesiyle gergeklesir. Titresen bu baglarin
enerji araliklarina gore biyoaktif tabaka bilesiminde gerceklesmis olan baglar tespit

edilebilmektedir®.

Yontem: Hazirlanan biyoaktif tabakanin bag yapisinin incelemesi i¢in Cukurova
Universitesi Merkezi Arastirma Laboratuvarinda bulunan taramali FTIR cihazinda
goriintiiler alinnmugtir. Olgiimii yapilan biyosensor yiizeyi, biyoaktif tabaka hazirlama
sirasina gore farkli baglanma (sadece nanopolimerin elektrot yiizeyine bagli oldugu
tabaka ve nanopolimer baglh elektrota baglanmis prob iceren tabaka) gosteren
elektrotlardir. Bu elektrotlardaki farkli bag yapilar1 FTIR cihaz kuyucuguna
yerlestirildikten sonra kizil oOtesi titresim frekansina gore elde edilen grafikte
belirlenmistir. Her elektrotun 3’er analizi yapilmis olup, 1’er tanesi bulgularda

verilmigtir.
3.5.4.2. Genosensoriin Calisma Kosullarimin Optimizasyonu
3.5.4.2.1. Tampon pH’si Optimizasyonu

Tampon pH’si optimizasyonu ¢alismalarinda 6nce 25-100 mM derisim ve 7,0-8,0
pH araliginda fosfat tamponu yanisira, 25-100 mM derigim 4,0-6,0 pH araliginda asetik
asit tamponu ve 25-100 mM derisim 8,5-9,5 pH araliginda glisin tamponu hazirlandi.
Hazirlanan tamponlar pH optimizasyonu i¢in kullanildi. Hazirlanan c¢ozeltiler
buzdolabinda +4 °C’de saklandi1 deney caligmalari i¢cin oda sicakligina getirildi.

Tampon ¢dzeltilerinin pH optimizasyonu i¢in 6nce 50 mM sodyum fosfat tamponu
7,0; 7,15 7,2; 7,3; 7.4; 7,5 ve 8,0 pH degerlerinde, 50 mM asetik asit tamponu 4,0; 4,5;
5,0; 5,5 ve 6,0 pH degerlerinde; 50 mM glisin tamponu ise 8,5; 9,0; 9,5 pH degerlerinde

hazirlanip Olglimler alindi. Calisgma sonucunda tampon pH’si ve maksimum akim
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degerlerini gdsteren grafik cizilerek en iyi genosensor yanitinin hangi pH degeri ile

alindig1 belirlendi.
3.5.4.2.2. Tampon Derisimi Optimizasyonu

Hazirlanan genosensdriin en iyi ¢alistigi pH degeri ve bu pH degerindeki uygun
tampon sisteminin belirlenmesinden sonra, tampon derisimlerinin genosensor yaniti
tizerine etkisinin belirlenmesi amaciyla, hazirlanan genosensorler igin farkli
derigimlerdeki tamponlarla 6l¢limler gergeklestirildi. Bu amagla onceki ¢aligmada en
uygun tampon sistemi olarak belirlenen fosfat tamponundan pH’si 7,5 olan 25 mM, 50
mM, 75 mM ve 100 mM derisimlerde tamponlar hazirlandi. Olgiimler pH 7,5 fosfat
tamponunda, 100 nmol prob kullamlarak 5 saatlik SAM siiresinde ger¢eklestirildi.
Yapilan dl¢iimlerden elde edilen akimlar tampon derisimlerine karsi grafige gegirilerek,

en uygun tampon derigimi belirlendi.

3.5.4.2.3. Prob Miktar1 Optimizasyonu

Prob miktarinin genosensdr yanit1 iizerine etkisinin belirlenmesi igin, diger
degiskenler sabit tutularak biyoaktif tabakasi 50 nmol, 100 nmol ve 200 nmol prob igeren
genosensorler hazirlandi. Olgiimler pH 7,5’te fosfat tamponunda su ceketli hiicrede
gerceklestirildi. Hazirlanan her bir elektrotla yapilan dl¢timlerden elde edilen akim farki

ve prob miktar1 arasinda ¢izilen grafikten en uygun prob derisimi miktar1 belirlendi.

3.5.4.2.4. Kendiliginden Olusan Coklu Tabaka (Self Assembled Multilayer
,SAM) Siiresi Optimizasyonu

SAM siiresinin genosensor yanitina etkisinin belirlenmesi i¢in diger degiskenler
sabit tutulmak suretiyle 2,5 saat, 5 saat ve 7,5 saat bekleme ile elektrotlar hazirlandi.
Olgiimler pH 7,5 fosfat tamponunda, 100 nmol prob kullanilarak gerceklestirildi.
Hazirlanan her bir elektrotla yapilan dl¢iimlerden elde edilen akim farki ve SAM siiresi

arasindaki grafikten en uygun SAM siiresi belirlendi.
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3.5.4.2.5. Sicakhik Optimizasyonu

DNA hibridizasyonu sicaklik bagimli oldugu i¢in ¢alismalar su ceketli hiicre
icerisinde DNA denatiirasyon ve baglanma sicakliklarini belirleyebilmek amaci ile
denatiirasyon ¢alismalarinda 85-95 °C arasindaki sicakliklarda, DNA baglanmasi
caligmalarinda ise 58-68 °C arasindaki sicakliklarda 6l¢timler gergeklestirildi. Optimum
denatiirasyon ve baglanma sicakliklarinin 6l¢iimlere ait akimlar, sicakliga kars1 grafige

gecirilerek en iyi denatiirasyon ve baglanma sicakliklar belirlendi.
3.5.5. Maternal “Cell-Free” Fetal DNA Calismasi

Orneklemde sozii edilen maternal kaynakli EDTA igeren kanlar, koriyonik viliis
materyalinde daha once molekiiler yontemlerle belirlenen fetal genotiple uyusup
uyusmadigini, optimize ettigimiz genosensorle fetal genotipin mutasyonunu saptamak
amaciyla kullanilmistir. Bu amagla alinan 50 uL materyal kan, optimizasyon ¢aligmalari
sirasinda belirlenen potasyum fosfat tamponu iceren genosensor calisma hiicresine

eklenerek sonuglar elde edilmistir.
3.6. Duyarhilik ve Ozgiilliik Cahsmalar

Bu calismada anne kaninda “cell-free” fetal DNA saptanmasi icin gelistirilen
genosensdriin dlgiim tekrarlanabilirligi arastirildi. Olgiimler, 0,06 V/s tarama hiz1 ve pH
7,5 olan 50 mM fosfat tamponunda, 100 nmol prob kullanilarak 5 saatlik SAM siiresinde
gergeklestirildi.

Bu c¢alismada gelistirilen genosensoriin 6l¢iim tekrarlanabilirligi arastirildi. Olgiim
hiicresi icerisine mutasyon varligi bilinen 6rnek amplikonlarindan 1’er pL ekleme
yaparak Ol¢iimler alindi. Anne kaninda fetal DNA tayini tekrarlanabilirlik denemelerinde
paternal IVS1-110 mutasyonunu (G—C) aldig1 saptanmis fetiise sahip, 20 ailenin
maternal “cell-free” fetal DNA’sini1 igeren maternal kanin ¢alisma hiicresine eklenmesi
suretiyle 20 6l¢iim alinmustir.

Belirlenen en iyi kosullarda hazirlanan genosensor ile genetik materyalin
belirlenebilecegi duyarliligi ve 6zgiilliigliniin tespit edilmesi i¢in prediktif deger tablosu

kullanildi (Tablo. 1).
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Tablo 1. Prediktif deger tablosu’”

GOLD STANDART (Gergek)
Hastalik Var Hastalhk Yok Toplam

g
= | Pozitif a b Toplam Pozitif
2 (ath)
[}
=)
E Negatif c d Toplam Negatif
| (c+d)
@
-

Toplam Toplam Hasta | Toplam Saglam atb+ctd

(atc) (b+d)

a Gergek pozitif hastalar
b Yanls pozitif hastalar

¢ Yanlis negatif hastalar
d Gergek negatif hastalar

Sensitivite (duyarlilik) yeni testin (tani testi) gercekte hasta olanlarin i¢inden ne
kadarin1 saptayabildigidir (tan1 koyabildigidir)’>.

Sensitivite (Duyarhlik): a / (a+c) x 100

Spesifite (0zgiillik) ise yeni testin gergekte saglam olanlarin ne kadarim
saptayabildigidir (hastaligin ekarte edilmesi)’>.

Spesifite (Ozgiilliik): d / (b+d) x 100

Olgiim hiicresi igerisine amplikon ekleme yaparak kalitatif 6lciimler alindi. 20 kez
tekrar edilen Slglimlere ait duyarlilik ve 6zgiillikk degerleri hesaplandi. ROC (Reciever

Operating Characteristic) analizi yapildi1'%.
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4. BULGULAR

B-talasemi prenatal tams1 icin Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya AD’ye basvuran, paternal molekiiler tanis1 IVS1-110 (G—A) mutasyonu
konmus, yapilan CVS materyalinde IVS1-110 (G—A) mutasyonu tasidig1 saptanmis,
fetlise sahip ebeveynlerden onam formunu imzalayan 20 aile, ¢calismaya dahil edilmistir.
Calismanin optimizasyon ve karakterizasyon denemelerinde IVSI-110 (G—A)
mutasyonunu i¢eren -globin bdlgesinin ¢ogaltilmast sonucu elde edilen PCR iiriinleri
(amplikon) kullanilmis olup, genosensoriin ayrim giiclinii belirlemek amaciyla yapilan
calismalarda amplikonlar kullanildiktan sonra maternal likit biyopsi Ornegindeki

“cell-free” fetal DNA c¢alismalar1 yapilmistir.
4.1. ARMS Bulgulari

Caligmaya dahil edilen 6rneklerin ARMS sonuglari sekil 4.1°de verilmistir.

Mutant

Normal

Sekil 4.1. Orneklerin ARMS gbriintiisii.

Sekil 4.1°de goriilen ARMS sonuglarinda iist satir IVS1-110 (G—A) mutasyonu
yoniinden mutant aleli igerip icermedigini, alt satir ise normal aleli igerip igermedigini
gostermektedir. Sekil 4.1 c¢alismalarda kullanilan 6rneklerin IVS1-110 (G—A)

mutasyonu acisindan heterozigot olarak tasiyici oldugunu gostermektedir. Alinan
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omeklerin ARMS yontemiyle mutasyonlar1 belirlendikten sonra genosensor

calismalarina dahil edilmistir.
4.2. Genosensorde Calisma Kosullarinin Optimizasyonu

Anne kaninda “cell-free” fetal DNA tayini amaciyla gelistirilen genosensoriin,
Ol¢iim kosullarini saptamak igin rutinde kullanilan genetik parametreler ile yapilmis
calismalar goz Ontine alindi. Degerler saptandik¢a en uygun degerler kullanilmaya

baslandi.
4.3. Calisma Arahigimin Belirlenmesi

Caligma araliginin belirlenmesi amaciyla daha 6nceden yapilmis olan ¢aligmalar
g0z Oniine alinmistir. Calismamizin prensibi, elektrik iletkenligi olmayan quartz kristalin
yiizeyinde agirlik degisimi olmasiyla bir titresim hareketi yapmasi ve bunun sonucunda
elektrik sinyali iiretmesidir. Biyoaktif tabaka, quartz kristal elektrotun altin yiizeyi
iizerine nanopolimer aracilifi ile DNA dizisi baglanmasiyla hazirlanmistir. Hazirlanan
genosensorde literatiirce kabul goren ii¢ elektrot sistemi kullanildi ve sekil 4.2°de goriilen
dongiisel voltamogram elde edildi. Dongiisel voltametre, genosensoriin ¢alisma araliginin
belirlenebilmesi i¢in verilen sabit akima karsi biyoaktif tabaka bilesenlerinin potansiyel

degisimi sonucu pik olusturdugu gerilim bolgesidir.

Current [pd)

Patential [V )

Sekil 4.2. Dongiisel voltamogram.
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Dongiisel voltamogramda yukari yonlii pik anodik pik, asagi yonlii pik ise katodik
pik olarak adlandirilmaktadir. Yiikseltgenme indirgenme tepkimesinde anodik pikin
potansiyel degeri yiikseltgenmeyi, katodik pik ise indirgenmeyi ifade eder. Bu iki pik
karsilastirilip tepkimenin yonii hakkinda bilgi sahibi olunabilir!-2.

Dongiisel voltamogramdan alinan sonuglar dogrultusunda ¢aligmalara -0,2-1,4 V

sabit akim aralifinda devam edildi. Dongiisel voltamogram 6l¢iim verileri asagidaki gibi

belirlendi:

t equilibration: 10 s
E begin: -0,2 v

E vertexl: -0,2 v

E vertex2: 0,8 v

E step: 0,004 v
Scan rate: 0, 06 v/s

Number of scans: 1
4.4. Nanopolimer Miktarinin Optimizasyonu

Optimizasyon c¢aligmasi sonucunda, voltamogramda en yiiksek anodik akim fark,
de olan 50 mM derisimdeki pH 7,5 fosfat tamponu ile 100 nmol prob derisiminde elde
edildi. Bu degerler tiim ¢aligma kullanilan optimize edilmis veriler olarak kabul edildi.

Yukarida s6zii gecen optimize edilmis degerler ek olarak, nanopolimerin degisik
miktarina (5, 10, 20 ve 40 nmol) sahip ¢ozeltiler kullanarak hazirlanan genosensor ile

denemeler yapilmistir. Elde edilen yanit sekil 4.3’te gdsterilmistir.
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Sekil 4.3. Nanopolimer miktarindaki degisiminin genosensor yaniti {izerine etkisi.

Sekil 4.3’te elde edilen degerler grafigine gore en yiiksek salinim farkina sahip

nanopolimer miktarinin 20 nmol oldugu saptanmistir.
4.5. Biyoaktif Tabakann Biyofizikokimyasal incelemesi

Biyoaktif tabakanin biyofizikokimyasal 6zelliklerini ortaya koymak igin taramali
elektron mikroskobu (SEM) ile elektrot yiizeyinin fiziki olarak goriintiilenmesi ve
biyoaktif tabaka bilesenlerinin kimyasal bag yapisinin goriintiilenmesi amactyla Fourier
Déniigiimlii Kizil Otesi Spektrometresi (FTIR) analizleri yapildi®® *°. Analiz sonuglart

sekil 4.4” ve sekil 4.5’te goriilmektedir.
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20,00 kV  41.4 pm | 4.07¢

Sekil 4.4. Altin elektrot yiizeyine bagli Hema-MAC’m SEM goriintiisii.

Sekil 4.4°te elektrot ylizeyinin biyoaktif tabaka hazirlama sirasina gére alinan SEM
goriintiisii verilistir. Sekilde elektrot ylizey alaninin nanopolimer yardimiyla arttirildig
gorildi.

Biyoaktif tabaka bileseninde bulunan kimyasal baglarin gortintiilenebilmesi igin
alman FTIR goriintiisii sekil 4.5’te verilmistir. Sekil kimyasal olarak incelendiginde,
nanopolimerle SH grubu bagh primer arasinda gerceklesen disiilfit baglarinin yanisira
baglanan genetik materyalin varligi goriilmektedir. FTIR goriintiisiinde nanopolimerin
tampon igerisinde oldugundan dolay1 3100-3600 nm dalga boyunda gbzlenen —OH piki
ve bu bolgeyi kapsayan karbon bagi cesitleri, yiizde ifade ile goriinmektedir. 1600-1650
nm dalga boyunda —-SH gruplann ve 510-630 nm dalga boyunda S-S bagi

gozlemlenmektedir!'®',
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Sekil 4.5. Biyoaktif tabakanin FTIR goriintiisii.

4.6. Calisma Tamponu ve En iyi pH Degerinin Belirlenmesi

Caligma tamponu ve en iyi pH degerinin belirlenmesi i¢in, pH 4,0; 4,5; 5,0; 5,5; ve
6,0’da 50 mM asetik asit/asetat tampon ¢ozeltileri ile pH 6,5; 7,0; 7,1; 7,2; 7,3; 7,4; 7.5;
7,6; 7,7; 8,0°de olan 50 mM sodyum fosfat tamponlarinda 6lgiimler alinarak salinimlar
elde edildi (Sekil 4.6).

Salmimlara ait maksimum akim farki degerinin pH’ye kars1 grafigi sekil 4.6.a ve

4.6.b’de gosterildigi gibidir.
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EI} pH Degiglmi

Akim [u.-ﬁ]
i

pH

b)

Current (pA)

Potantial (V)

Sekil 4.6. pH degisiminin genosensor yaniti lizerine etkisi(Turuncu Asetik asit tamponu, Mavi
Fosfat tamponu, Yesil Glisin tamponu). a) Elde edilen akima kars1 gizilen pH ve tampon grafigi. b) pH

degisiminin genosensdr yaniti {izerine voltamogram.

Maksimum oOl¢iim degeri pH 7,5'te 50 mM fostat tamponu kullanilarak

saptanmuistir.
4.7. En iyi Prob Derisiminin Belirlenmesi

Biyoaktif tabaka iizerinde en iyi DNA derisiminin belirlenmesi amaciyla pH 7,5’te
derisimi 50 nmol, 100 nmol ve 200 nmol olan DNA miktarlar1 kullanilarak, ¢alismalar

gerceklestirilmis ve sonuclar sekil 4.7°de verilmistir.
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Sekil 4.7. En iyi prob derisiminin bulunmasi amaciyla degisik enzim derisimlerinin genosensor

yaniti lizerine etkisi.

Sekil 4.7°de elde edilen degerlerde en yiiksek salinim farkina sahip DNA miktarinin

100 nmol oldugu saptanmustir.
4.8. . SAM Siiresi Optimizasyonu

Optimum SAM siiresinin belirlenmesi i¢in 2,5 saat, 5 saat ve 7,5 saatlik SAM
stireleriyle elektrotlar hazirlandi. Hazirlanan elektrotlarla alinan sonuclar sekil 4.8’de

verilmistir.

SAM Siresi

Akim (HA)
N N N N w w
N D ()] (o] o N

N
o

2 3 4 5 6 7 8
zaman (Saat)

Sekil 4.8. SAM siiresi optimizasyonu.
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4.9. En iyi Tampon Derisiminin Belirlenmesi

En iyi tampon derigiminin belirlenmesi amaciyla pH 7,5’te derisimi 25 mM, 50
mM, 75 mM ve 100 mM olan fosfat tamponlar1 kullanilarak tampon derisim

optimizasyonu gerceklestirilmis ve sonuglar sekil 4.9’da verilmistir.

Tampon Derigimi

Akim (pA)
N N N N N w
o N S [e)] o] o

[
(o]

0 20 40 60 80 100 120

Tampon Derisimi (mM)

Sekil 4.9. En iyi tampon derisiminin bulunmas1 amaciyla degisik tampon derisimlerinin genosensor
yaniti izerine etkisi.

Sekil 4.9’da grafiksel olarak gosterilen dlglim degerleri, tampon derigimine karst

maksimum degerin 50 mM fosfat tamponu derisiminde oldugu saptanmuistir.

4.10. Amplikon ve “Cell-Free” Fetal DNA Optimum Sicakhik Degerinin

Belirlenmesi

En iyi sicaklik degerlerini belirlenmesi ¢aligmalarinda gelistirilen genosensorle
amplikon ve “cell-free” fetal DNA’nin hibridizasyonunu saglamak icin tek iplik DNA
molekiilii elde etmek amaciyla optimum denatiirasyon sicakligi ¢alismalari yapildi. Bu
denemeler 85-95 °C arasindaki sicakliklarda calisildi. En uygun DNA denatiirasyon
sicakligi 91 °C (Sekil 4.10) olarak saptandi optimum DNA hibridizasyon ¢aligmalarinda
ise 58-68 °C arasinda yapilan sicaklik denemelerinde hibridizasyonun en iyi oldugu

sicaklik 63 °C (Sekil 4.11) olarak bulundu.
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Sekil 4.10. Optimum DNA denatiirasyon sicakligi.

Baglanma Sicakhgi
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Sekil 4.11. Optimum baglanma sicaklig1.

4.11. En iyi Tarama Hiz1 Degerlerinin Belirlenmesi

Tarama hizinin genosensor yaniti {izerine etkileri incelenmis ve sonuglar sekil

4.12°de verilmistir.
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Current (pA)

i) Potential (V)

Sekil 4.12. Genosensdriin tarama hizi dl¢iimlerini gosteren dongiisel voltamogramlar.

Sonugta farkli tarama hizlar ile yapilan 6l¢limler i¢inde en yiiksek akim ve pik
olusturan tarama hizi 0,06 V/s olarak belirlenmistir (Sekil 4.12).

4.12. Optimize edilmis biyoaktif tabakanin biyofizikokimyasal 6zellikleri

i

:
MNikleik
'™ . L Asitler

55

i
L]

O . L . L. L L L

Sekil 4.13. Biyoaktif tabaka hazirlama basamaklarinda alinan FTIR goriintiilerinin st {iste
eklenmesi (Mavi: prob bagli, Gri: nanopolimer).
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Sekil 4.13’te elde edilen FTIR goriintiisiinde biyoaktif tabakada bilegeni olan
nanopolimerin prob ile yaptig1 disiilfit bag1 510-630 nm dalga boyunda, ayrica niikleik
asit molekiillerinin varligi 1000-1500 nm dalga boyundaki degisimde goézlenmektedir!?2.

& - = - - ’ -»
[y = i e
10 1mm | ET e Cu ity

Sekil 4.14. Optimize edilmis nanopolimer ve mutant prob eslesmesinin SEM goriintiisii.

Sekil 4.4 ile sekil 4.14’te verilen SEM goriintiileri karsilastirildiginda prob
baglanmasiyla biyoaktif tabakanin fiziki goriintimiiniin de degistigi gdzlemlendi. Ayrica
sekil 4.4, 4.14 ve sekil 4.15 birlikte incelendiginde genosensor ¢aligmalarinda biyoaktif
tabakayla amplikon eslesmesi sonucunda olusan degisim SEM goriintiisiinde ortaya

konuldu.
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Sekil 4.15. Prob bagl biyoaktif tabakanin amplikon ile etkilesime girdikten sonrasi1 SEM goriintiisii.

Sekil 4.13, 4.14 ve 4.15’te biyoaktif tabaka hazirlama basamaklarinda ve biyoaktif
tabakaya amplikon baglandiktan sonraki elektrot yiizeyinin biyofizikokimyasal
ozelliklerini ortaya koyan FTIR ve SEM goriintiileri verilmistir.

4.13. “Cell-Free” Fetal DNA Genosensor Calisma Sonuclari

Optimizasyon ¢aligmalart sonucu belirlenen pH 7,5 potasyum fosfat tamponu, 20
nmol Nanopolimer derisimi, 100 nmol prob miktari igeren ¢alisma hiicresine maternal 50
pL tam kan eklenmesiyle genosensorde saptanan IVS1-110 (G—A) mutant ve normal
genotipini gosteren voltamogram sonuglari sekil 4.16’da gosterilmistir. Sekil 4.16’da
genosensorde hibridizasyon isleminin gergeklestigi referans voltamograma gore elde
edilen yesil (mutant) ve mavi (normal) egrilerde gdzlemlenmektedir. Orneklemde
belirtilen 20 6rnekte ayni sonuglar, sekil 4.16’da gosterildigi gibi elde edilmis olup, her
bir 6rmegin maternal “cell-free” fetal DNA genotipinin IVS1-110 (G—A) heterozigot

oldugu ortaya konmustur.
4.14. Duyarhlik ve Ozgiilliik Cahsmalar:
Duyarlilik ve 0zgilliik testin karakteristik 06zellikleridir. Popiilasyondan

etkilenmezler. Alan 20 pozitif 6rnekten alinan 20 pozitif 6l¢iim ve 20 negatif 6rnekten
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alman 20 negatif ol¢iimiin sonuglar1 tabloda yerlestirilip yukaridaki denklemlerde
yerlerine kondugunda Duyarlilk ve Ozgiillik ¢alismalarmin %100 oldugu
belirlenmistir!%3.

ROC testi yeni gelistirilen tani testlerinin altin standart yontem ile karsilagtirilip,
yeni yontemin etkinligini ve kullanilabilirligini gostermektedir. Tablo 2°de genosensoriin

altin standart yontem olan ARMS yontemiyle karsilagtirilmasi verilmistir.
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Sekil 4.16. “Cell-free” fetal DNA IVS1-110 (G—A) genotipinin genosensor hibridizasyon
caligmalari. a) Mutant genotip ¢alismasi (Yesil: Mutant genotip egrisi, Kirmizi: Referans egrisi). b)
Normal genotip ¢aligma (Mavi: Normal genotip egrisi, Kirmizi: Referans egrisi).
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Bu calismada gelistirilen genosensdriin dl¢iim tekrarlanabilirligi arastirildi. Olgiim
hiicresi igerisine mutasyon varligi bilinen 6rnek amplikonlarindan 1’er pl. ekleme
yaparak o6l¢iimler alindi. Anne kaninda fetal DNA tayini tekrarlanabilirlik denemelerinde
ornek olarak mutasyonu babadan farkli olan, anne kanimnin ¢aligma hiicresine eklenmesi

suretiyle 20 6l¢lim alinmis, bu dlgiimler sonucunda 20 pozitif yanit alinmigtir,

Tablo 2. Fetal DNA’larin IVS1-110 (G—A) mutasyonu bakimindan genosensdr ve ARMS
sonuglari duyarlilik ve 6zgiilliik tablosu.

Mutasyon Mutasyon
Toplam
Var Yok
Toplam Pozitif
Pozitif 20 0
20
) Toplam Negatif
Negatif 0 0
20
Toplam 20 0 20
ROC Curve
1,0
0,5
2 057
=
m 0,44
0,2
o0 T T T T
00 02 04 08 03 1,0
1 - Specificity

Sekil 4.17. Genosensor ¢aligmalarinin ROC egrisi.
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Tablo 3. Maternal kandan elde edilen fetal mutasyon sonuglarinin listesi.

Ornek | Molekiiler Sonu¢ Genosensor
Y.S. Pozitif Pozitif
T. G. Pozitif Pozitif
D. A. Pozitif Pozitif
L. K. Pozitif Pozitif
H. U. Pozitif Pozitif
0.G. Pozitif Pozitif
E.S. Pozitif Pozitif
N. K. Pozitif Pozitif
D.Y. Pozitif Pozitif
B. N. Pozitif Pozitif
F. T. Pozitif Pozitif
L. T. Pozitif Pozitif
P. B. Pozitif Pozitif
Z.G. Pozitif Pozitif
M. A. Pozitif Pozitif
D. S. Pozitif Pozitif
H. K. Pozitif Pozitif
G. L. Pozitif Pozitif
D. U. Pozitif Pozitif

Tablo 2 ve sekil 4.17°de gosterilen bulgular tablo 3’te listelenen 6rneklerin

sonuglarinin duyarhlik ve 6zgiilliigiiniin %100 oldugunu gostermektedir.
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5. TARTISMA

Tibbin kullanimina hizmet eden neredeyse tiim yontem ve cihazlar, her giin evrilir
iken tanisal yontemlerin rutin kullanimindaki yeri tamamen degismese de giincelleme
gerektirir. Bu nedenle diinya genelinde yapilan ¢aligmalar, laboratuvar tibbiin da diger
tiim alanlar gibi, yenilemesi yoniindedir. Bu yenilikler, eski sistemlerin giincellenerek
daha hizli sonug¢ verebilen, daha kiigiik, daha az sarf malzeme harcayan ve daha az
maliyetli sistemlerin iretilmesi olarak karsimiza g¢ikmaktadir. Tim saydigimiz bu
oOzellikleri bir araya getiren ve laboratuvar tibbinin gelecegini olusturan, yiiksek ivme ile
ilerleyen bilimsel gelismelerin yardimiyla yonga temelli laboratuvar (lab-on-a-chip)
teknolojisi, yakin gelecekte yerini alacaktir!%4 195,

“Lab-on-a-chip” teknolojisinin alt yapisin1 biyosensorler olusturmaktadir.
Hazirlanan prototip biyosensdrler, ileri multidisipliner ¢aligmalar ile “lab-on-a-chip”
teknolojisine hizmet etmektedir. Genetik analizlerde kullanilmak iizere tasarlanan
biyosensor sistemlerine, genosensor adi verilmektedir. Genosensorler, bir fizikokimyasal
cevirici ile biyolojik yapilar birlestiren analitik cihazlar olarak tanimlanmaktadir. Bir
genosensor, bir veya bir grup analit (analiz edilecek madde) miktar ile orantili olarak
siirekli sayisal elektrik sinyali (elektriksel, optiksel vs.) tiretir!%6 197,

Genosensorler genel olarak ii¢ temel bilesenden olusur. Bunlar, segici tanima
mekanizmasina sahip “biyobilesen”, bu biyobilesenin analit ile etkilesimi sonucu olusan
fizikokimyasal sinyalleri elektronik sinyallere doniistiiriilebilen ¢evirici ve bu sinyalleri
ileten ileticilerdir. Bu bilesenlerden en 6nemlisi, tayin edilecek maddeye karsi son derece
se¢imli, fakat tersinir bir sekilde etkilesime giren biyobilesendir?.

Biyobilesen, biyoaktif tabaka iizerinde degisime ve doniisiime neden olmakta ve bu
doniisiim sonucu, ortamda olusan uyari izlenerek sonuca gidilmektedir. Bu amagla saf
enzim sistemleri, mikroorganizmalar ve bitkisel ya da hayvansal doku pargalari, genetik
materyal gibi birgok biyomolekiil kullanilmaktadir?. Bu tez kapsaminda biyomolekiil
olarak baglanmig prob ve algilama sistemi olarak salinim degisimine duyarli genosensor
kullanilmigtir. Bu tiir genosensorlerde temel prensip, normalde yalitkan olan kuvars
kristalin yiizeyinde baglanma gerceklesmesiyle olusan, agirlik degisiminin olusturacagi

salinim kaynakl elektrik sinyali tiretmesidir!%3.
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Bu c¢alismada, hibridizasyona yonelik genosensdr, bir biyosensdrde bulunmasi
gereken parametreler g6z Oniinde bulundurularak tasarlanmaya c¢aligilmistir. Bu
parametrelerden en Onemlileri gelistirilen biyosensoriin hassas, se¢imliligi yiiksek ve
diistik maliyetle kisa siirede tayin yapabilmeye elverisli olmasidir. Herhangi bir
etiketlemenin olmadigi ve indikatoriin kullanilmadigi hibridizasyon tayin yoOntemi
kullanilarak tasarimi yapilan genosensor ile girisimsel olmayan prenatal tani
uygulamalarinda kullanilmak iizere, “cell-free” fetal DNA tayinine yonelik calismalar
yiiriitiilmiistir.

Tez ¢alisgmamizda orneklem grubu olarak B-talasemi prenatal tanisi i¢in Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya AD’ye basvuran, paternal molekiiler tanis
IVSI-110 mutasyonu konmus, aliman CVS materyalinde IVSI-110 mutasyonu tasidig
saptanmis, fetiise sahip ebeveynlerden onam formunu imzalayan 20 aile, ¢alismaya dahil
edilmistir. Bu 6rneklem grubunun mutasyonlart ARMS yontemiyle belirlenmistir. ARMS
halen gegerliligini koruyan bir yontem olsa da literatiire girisi ve rutin analizlerde
kullanima baslanmasi 1970’lerin baslarina karsilik gelmektedir®. 50 yildir kullanilan
giivenilir bir yéntem olmasina ragmen ic¢erisinde bulundugumuz nano teknoloji ¢aginda,
yukarida siralamaya calisigimiz gereksinimlerin iistesinden gelemedigini goz ardi
etmemek gerektigini diisiincesi yadsinamaz bir gergektir!'?.

Tez calismasinda kullanilan genosensor biyoaktif tabakasinin amacimizi karsilayip
karsilamayacagmin anlagilabilmesi icin biyofizikokimyasal analizlere gereksinim
duyulmaktadir. Bu biyofizikokimyasal analizlerde yiizey morfolojinin belirlenebilmesi
icin taramal1 elektron mikroskobu goriintiileri alinip, ayrica biyoaktif tabakanin icerdigi
kimyasal kompozisyon ve bag yapisi FTIR analizi yapilarak belirlenmigtir®® 101,

Taramal1 elektron mikroskobunda yiiksek voltaj ile hizlandirilmis elektronlarin
ornek iizerine odaklanmasi, bu elektron demetinin 6rnek yiizeyinde taratilmasi sirasinda
elektron ve 0rnek atomlari arasinda olusan ¢esitli girisimler sonucunda meydana gelen
etkilerin uygun algilayicilarda toplanmasi ve sinyal gii¢lendiricilerinden gegirildikten
sonra, bir katot 1sinlar1 tlipliniin ekranina aktarilmasi ile elde edilir. Goriintii elektron gibi
cok kiiciik materyaller yardimiyla alindigindan dolay1 nanometre boyutundaki yapilarin
ayirt edilebilmekte ve bdylece ylizey hakkinda bilgi sahibi olunabilmektedir®® !0,
Taramal1 elektron mikroskobunun bu 6zelliginden yararlanarak biyoaktif tabakanin
morfolojik 6zelliklerinin gézlemlenebilmesi saglanmistir. Sekil 4.4’te, biyoaktif tabaka

hazirlanma asamalarinin ilk basamagi olan, nanopolimer baglanmasi gerceklesmis
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elektrot yiizeyi goriintiilenmektedir. Sekilde nanopolimerin karnabahar sekli olusturdugu
goriilmektedir. Goriintiideki karnabahar sekilleri, enzimlerin aktif merkezi benzeri girinti
ve cikintilar igermektedir. Bu girinti ve ¢ikintilar yiizey alanin1 genisletmeye yardimeci
olmaktadir. Yiizey alaninin genislemesi, genosensoriin elektrotunun yiizeyine daha fazla
prob baglanmasina olanak saglamaktadir. Sekil ayrintili incelendiginde yilizeyde olusan
kiirelerin ortalama yarigap uzunlugu 5 nm civarindadir. Sekil 4.14’te ise biyoaktif tabaka
hazirlanma asamalarinin ikinci basamagi olan, prob baglanmasi gerceklestikten sonra
elektrot yiizeyi goriintiilenmistir. Iki goriintii arasindaki fark, biyoaktif tabaka hazirlanma
islemlerinin amacina uygun ve basarili oldugunu gostermektedir. Ayrica, sekil 4.15°te
ornek calismasi sonrasi elektrot yiizeyi goriilmektedir. Calisma yapildiktan sonra elektrot
yiizeyindeki bariz degisimler, sekil 4.5 ve sekil 4.13 karsilastirildiginda fark edilmektedir.

Kizilotesi Spektroskopisi temel olarak kizilotesi 15181n incelenen madde tarafindan
sogurulmasi prensibine dayanir. Sogurulma, molekiildeki baglarin titresimi ve doniisleri
icin gerekli miktarda dalga enerjisinin, cihaz tarafindan elektromanyetik spektrumun

99, 111

kizil6tesi bolgesinden gonderilmesiyle gerceklesir . FTIR analizinin prensibi

“Tacoma Narrows Kopriisii Kurami”na dayanmaktadir'!?

. Kurama gore her maddenin
kendine 6zgii bir salimim degeri vardir, eger bu salinim disardan bir etkiyle saglanirsa
madde bu salimima kayitsiz kalmayacaktir. Bu kuram, bir askeri gegit sirasinda askerlerin
uygun adim yiiriiyiis salimmmindan etkilenerek yikilan “Tacoma Narrows Kopriisii”’nden
adim1 almaktadir. Bu prensibe gore, titresen baglarin enerji araliklarina gore biyoaktif
tabaka bilesiminde gergeklesmis olan bilesenler ve yapmis oldugu baglarin saptanmasi
saglanmigtir''? 113, Sekil 4.5’te biyoaktif tabaka hazirlanmasi1 asamalarmim ilk iki
basamaginin kimyasal bilesenleri ve bu kimyasallarin yapmis oldugu baglar iki grafigin
iist liste getirilmesi ile iki basamak arasindaki fark gosterilmistir. FTIR analizinde elde
edilen grafikte, kizil 6tesi 15181n belirli dalga boyundaki salinimiyla ayni salinimi gésteren
baglardan; dalga boyu 510-630 nm arasi olan kisimda tiyol gruplarinin kurdugu disiilfit
kopriileri belirlenmektedir, dalga boyu 1000-1500 nm arasinda genetik materyal bazlar
belirlenmektedir. Sekil 4.13’te iki goriintiiniin {ist {iste getirilmesi bu araliklardaki bariz
farkin goriilebilmesini kolaylastirmistir!!>,

Biyokimyasal ¢alismalarda tampon se¢imi ve tampondan gelen iyon siddetinin
belirlenmesi ¢aligmalari, ¢aligmanin saglikli yiiriitiilebilmesi i¢in olmazsa olmaz bir
optimizasyon basamagidir’. En iyi tampon derigsimini belirlemek i¢in 6lgiimler, pH 7,5 te,

derigimi 25, 50, 75 ve 100 mM olmak iizere 4 farkli fosfat tamponunda yapildi. Tampon
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kaynakli iyon siddeti calismalarinda, cesitli derisimlerde hazirlanan fosfat tamponu
derigim optimizasyonu c¢aligmalar1 sonucu, 50 mM tampon derigimi en uygun deger
olarak belirlendi. Tampon derisiminin diger biyokimyasal caligmalara gore diisiik
olmasinin nedeni, biyoelektrokimyasal temelli yontemler, tepkimeye giren analitin ¢ok
diistik derisimlerini saptanabilmesine olanak veren yontemler olmasidir. Bu 6zelligiyle
elektrobiyokimyasal yoOntemler, diger yoOntemlerin saptama smirinin altinda kalan
miktarlardaki analitleri de ayirt edebilme 6zelligine sahiptir.

Tampon derisimi calismalarinda ARMS gibi genetik analiz calismalarinda tris
tamponu kullanilmaktayken fosfat tamponu secilmesinin sebepleri vardir. Kullanilan
nanopolimerin uyumlulugunun fosfat tamponunda daha yiiksek olmasidir. Hema-Mac
nanopolimeri fosfat tamponunda kararli olup yapisi bozulmadan saklanabilmektedir!!'4.
Tris*HCI tamponunun genetik analizlerde kullanilmasinin nedeni elektroforezde ayrimin
saglanmasi icin iletkenliginin ve elektronegatifliginin yiiksek olmasindan dolayidir.
Biyosensor ¢aligmalarinda biyoaktif tabakanin iletken olmasi istenmekte ancak tampon
ortaminda gerceklesebilmesi muhtemel tepkimelerden sisteme elektron akist olmamasi
icin tampon ortaminin iletkenliginin biyoaktif tabakanin iletkenliginden yiiksek olmasi
istenmemektedir. TrissHCI tamponunun elektronegatifliginin yiiksekligi de ortamdaki
elektron akimini etkileyebileceginden dolay1 TrissHCI tamponu tercih edilmemigtir!%:114,

Optimum tampon derisimi belirlenmesinin ardindan, belirlenen derigimde, farkli
tamponlarin ve bu tamponlarin optimum g¢aligma pH araliginin belirlenmesi amaciyla
yapilan deneylerde, fosfat tamponundan baska asetik asit ve glisin tamponlarinda da
denemeler yapildi (Sekil 4.6.a, Sekil 4.6.b). Asetik asit ve glisin tamponlarinin
tamponlama bolgesi fizyolojik pH’den uzak oldugu i¢in bu tamponlarla yapilan
denemelerde alinan elektrobiyokimyasal yanitlar fosfat tamponuna gore diisiik bulundu.
Elde edilen akim farklar sekil 4.7’de karsilagtirildiginda, en iyi ayrim giiciiniin 50 mM
fosfat tamponuyla yapilan ¢calismalarda oldugu goriilmektedir.

Optimum nanopolimer miktar1 calismalarinda biyoaktif tabaka hazirlanmas
asamasinda 5, 10, 20 ve 40 nmol derisimlerinde poly Hema-MAC nanopolimeri
kullanilarak elektrotlar hazirlandi, optimum nanopolimer miktart 20 nmol olarak
belirlendi. Nanopolimer derisimi elektrot yiizeyini kaplayacak diizeye ulastiktan sonra
kendi icerisinde istenmeyen baglar yapabileceginden dolay: fazla kullanimi hem yanlig

sonuca hem de malzeme israfina neden olabilecektir.
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En uygun prob derisimi ¢aligmalarinda biyoaktif tabakaya immobilize edilen farkli
prob miktarlar1 ile calisma yapildiginda ayni ornege verdikleri akim degerleri farkli
olmustur. En uygun prob miktar1 100 nmol olarak belirlenmistir. Bu akim farkinin nedeni,
nanopolimer araciligiyla ylizey alani genisletilmis elektrot yiizeyinde daha diisiik
derigsimlerdeki problarin polimer ylizeyindeki baglanma doygunluguna ulagamamasi
oldugu diistiniilmektedir. 100 nmol derisiminde ise elektrot yiizeyinin yeteri kadar
kaplanmasina ek olaraklVS1-110 probunun nanopolimer ile yeterli diizeyde baglanma
doygunluguna eristigi disiiniilmektedir. 100 nmol’luk optimum prob derigiminin
tizerindeki derisimlerde aliman elektrokimyasal yanit, 100 nmol derisimindeki alinan
yanita ¢ok yakindir (Sekil 4.7). 100 nmol iizerindeki prob derisimlerinin kullanima,
gereginden fazla malzeme sarfi yaninda yontemin Ozgillik ve duyarliligm da
etkileyeceginden elektrobiyokimyasal caligmalarin prensibine uymamaktadir.

Kendiliginden olusan ¢oklu tabaka, biyomembran mikro ¢evreye benzeyen tek
molekiiler film tabakasi benzeri yapilar olusturarak, elektrot yiizeyinin islevsellik
kazanmasina olanak saglar''>. Icerdigi elektro aktif veya elektro inaktif islevsel yan
gruplarla gerek elektrot yilizeyine baglanmada gerekse de prob baglanmasinda 6nemli rol
oynar. Yiiksek kararlilig1 ve iletkenlik 6zelligiyle SAM biyoelektrokimyasal ¢alismalara
genis bir uygulama alan1 saglamaktadir. SAM olusumu sirasinda biyoaktif tabakayla
elektrot yilizeyi arasinda gerceklesen 6zgiil iliskiler yoluyla meydana gelir. Bu yapilarin
molekiiler anlamda yapisal esneklige izin vermesinden dolayr bu tip yiizeyler
biyoelektrokimyasal modifikasyona uygun hale gelir''. Bu fiziko-kimyasal 6zellikleri
ortaya koyacak elektrokimyasal yaniti gostermek amaciyla yapilan SAM siiresinin
optimizasyonu ¢aligmalarinda, elektrot yiizeyindeki biyoaktif tabakanin baglanma stiresi
calismalar1 yapilmistir. En uygun kendiliginden olusan ¢oklu tabaka siiresinin,
gerceklestirilen farkli baglanma siirelerinde 5 saat oldugu bulundu (Sekil 4.8). Daha kisa
veya daha uzun bekleme siirelerinde yeteri kadar baglanma saglamamasi yaninda fazla
beklemeden dolay1 biyoaktif tabaka hazirlanmasindan sonraki adimda, baglanacak
problarin  nanopolimer  etkilesimini  degistirebilecek  durumlar  olabilecegi
diisiiniilmektedir!!> 116,

Hibridizasyona bagli genetik caligmalarda, tek zincirli proba baglanma
saglanabilmesi i¢in Oornegin de tek zincirli olmasi gerekmektedir. Cift zincirli genetik
materyalin tek zincirli genetik materyal haline gelebilmesi i¢in DNA denatiirasyon

sicakligina getirilmesi gerekmektedir. Uygun DNA denatiirasyon sicakligina gelen
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genetik materyal, elektrot yiizeyindeki probla hibridize olma yetenegine kavugmus
olacaktir®. Bu amagla 85-95 °C araliginda DNA denatiirasyon sicakhigi ¢alismalari
yapildi. Calismalarda elde edilen verilere gore en yiiksek akim farki, ¢ift zincirli genetik
materyali igeren ¢aligma hiicresi 91 °C’de iken saptandi (Sekil 4.10).

En iyi baglanma sicakligmnin belirlenmesine yonelik calismalarda, elektrot
yilizeyinde bulunan probla hibridizasyon gergeklestirebilmesi i¢in optimum DNA
baglanma sicakligina getirilmesi gerekmektedir. Optimum baglanma sicakliginin
belirlenmesi amaciyla 58-68 °C sicaklik araliginda ¢alisildi. Yapilan caligmalar
sonucunda en yiiksek akim farkinin elde edildigi sicaklik 63 °C olarak bulundu (Sekil
4.11). Literatire ve PCR protokollerine bakildiginda genetik materyalin baglanma
sicakligr i¢in ¢alisma sicakliginin 65 °C civarinda oldugu goériilmektedir. Elde edilen
sonuclarin PCR sonuglarina yakin oldugu diisiiniilmekle birlikte, PCR kosullarinin 2 °C
altinda olmasi, ¢ozeltinin 2 °C az 1sitilmast maliyet agisindan bir arti degerdir. Ayrica
iyonlagsma potansiyelinden dolay 1s1 kaynakli tampon igerigi bozulmasinin az da olsa
Oniine gegilmesine katki saglayacaktir.

Optimum tarama hiz1 ¢calismalarinda en yiiksek akim farkini veren tarama hizinin
belirlenmesi i¢in PalmSens potansiyostat cihazinin sistem iizerinde takip ve tespit
edebilecegi sabit akim miktariin genligi degistirilerek calismalar yapilmistir. Sabit akim
genliginin degigmesi, kuvars kristalin genligi ile ayni mikroamper (pA) araliginda,
genosensorde elde edilen akim farki artmakta ve bdylece genosensoriin ayrim giicii
artmaktadir. Optimizasyon ¢aligmalarinin temel amaci da en yiiksek akim farkini elde
ederek sistemin ayrim giiciinii arttirmaktir!'’. Tarama hiz1 belirlenmesi ¢alismalarinda
dongiisel voltametre teknigi kullanilmaktadir. Dongiisel voltamogram optimizasyonu
caligmalarinda tarama hizi 6nemli degiskenlerden biridir. Tarama hiz1 degisimiyle
sensOriin ayrim gliciine etki eden potansiyel farki degisiminden faydalanilarak, heterojen
elektrot tepkimesini takiben olusan kimyasal tepkimelerin, difiizyon, adsorpsiyon gibi,
ozellikleri incelenip gozlemlenebilir. Dongiisel voltamogramin gergeklesen tepkime hizi
ile tarama hiz1 arasindaki uyumun yakalanamamasinda, tepkimenin dogru bir sekilde
izlenmesi miimkiin degildir. Cok yavas gerceklesen bir tepkime ¢ok hizli bir tarama hiz1
ile dl¢iilmeye ¢alisildiginda tepkimenin gergeklesmesi gozlenemeyecek, dolayistyla bir
potansiyel fark elde edilemeyecektir''®. 0,01 ile 0,07 V/s araliginda tarama hizlar ile
yapilan Olciimler i¢inde en yiiksek akim ve pik olusturan tarama hizi 0,06 V/s olarak

belirlenmistir (Sekil 4.12).
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Duyarhilik ve 6zgiilliik testleri yeni bir yontemin halihazirda kullanilmakta olan
yontem ile ayrim giiclerinin karsilastirilmasi islemidir. Duyarlilik: Duyarlilik, gergek
pozitif orani olarak da adlandirilmaktadir. Tez calismamizda gelistirdi§imiz genetik tani
yonteminde duyarlilik, testin mutasyonu tasiyanlari hangi oranla tespit edebildigi
anlamina gelir!!®,

Duyarlilik ¢aligmalarinda énemli olan durum, duyarliligin ka¢ yanlis pozitif tani
yaptig1 degil, ka¢ ger¢ek pozitif yaptigidir. Bu baglamda, mutasyonun dogru sekilde
belirleme basaris1 Olgiilmektedir. Gelistirdigimiz genosensdr sisteminde galigilan 20
ornegin 20’si de pozitif sonuglandigindan dolay1 genosensor sisteminin duyarliligi %100
bulundu (Sekil 4.15).

Ozgiilliik kimi zaman gercek negatif orami olarak da adlandirilmaktadir. Tez
caligmamizda gelistirdigimiz genetik tan1 yonteminde mutasyonu olmayan bir hastada
mutasyonun olmadigini saptama oranim belirtir. Ozgiilliik hesaplanirken kac hastaya
gercek pozitif tan1 kondugu dahil edilmez. Duyarlilik gibi 6zgiillik de sadece tami
hassasiyetinin tek bir yoniinii degerlendirmektedir. Bu baglamda, mutasyonun gercek
negatif olmadigim1 belirleme basarisim1  6lgmektedir. Gelistirdigimiz genosensor
sisteminde calisilan negatif kontrol 6rnekleri gercek negatif sonuclandigindan dolay1
genosensor sisteminin 6zgiilligi %100 bulunmustur.

Duyarlilik ve 6zgiillik deneylerinde onemli olan sadece duyarliligi veya sadece
ozgiilliigii en {ist seviyede tutmak degildir. Onemli olan hem duyarlilig1 hem de 6zgiilliigii
kabul edilebilecek ortak bir paydada birlestirecek kritik noktay1 belirleyebilmektir®® 119,

Tani testlerinin degerlendirilmesinde duyarlilik 6zgiilliik parametrelerinin yanisira
ROC egrisi analizi ve grafiginin yorumlanip bdylece tani testinin etkinliginin gosterilmesi
gerekmektedir. ROC egrisinde ise tim esik degerlere gore elde edilen duyarlilik y
ekseninde, 6zgiilliikk (grafikte 1-duyarlilik olarak verilmektedir) ise x ekseninde noktalar
halinde belirtilerek en sonunda birlestirilir ve ortaya ROC egrisi ¢ikar. Analiz sonunda
egri altinda kalan alan 1’e yaklastik¢a tan1 degeri yiikselmektedir. %100°liik tan1 giiclinde
egri altinda kalan alan 1’e esit olur. Egri altinda kalan alan belirlenir. Sonug olarak egri
altinda kalan alan 0.50 degerinde veya 0.50 degerinin altinda ise yeni yontem istatistiksel
olarak anlamsizdir. Egri altinda kalan alan 0.50 degerinden ne kadar biiyiik ise test o
derece anlamlidir'®: ', Tez caligmas1 kapsaminda gelistirdigimiz sistemde yapmis
oldugumuz analizlerin sonuglar1 degerlendirildiginde ROC egrisinde de %100’lik tani

giicli oran1 elde edilmistir.
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Calismada vaka sayisinin az olmasi 6zgiilliik, duyarlilik ve ROC analizlerinde bu
denli yiiksek sonuglar elde edilmesine sebep olabilir ancak elde edilen verilerin gergek
olmadig1 anlamina gelmemektedir. Sistemin daha ¢ok 6rnek calistiktan sonra duyarlilik
ve Ozgilliik caligmalarinin tekrarlanmasi gerekliligi bulunmaktadir.

Giliniimiizde halen fetal genetik hastaliklarin tanisinda fetal 6rnekleme, girisimsel
olarak elde edilen koriyonik viliis ve amniyosentez Orneklerinden yapilmaktadir. Bu
yontemlerin hem anneye hem de fetiise 6nemli yan etkileri bulunmaktadir. Anne kaninda
bulunan “cell-free” fetal genetik materyallerle yapilan islemlerde risklerin en aza
indirilmesi, ¢aligmalarin bu yonde ilerlemesine neden olmustur. Genetik ¢alismalarda
rutin olarak girisimsel yontemlerin yanisira PCR temelli geleneksel yontemler
kullanilmaktadir. Ancak bunlar genel olarak zaman alic1 ve pahali yontemlerdir. Bu
nedenle fetiisiin genetik profilinin belirlenebilmesi i¢in daha kisa siirede, daha diisiik
maliyetle daha dogru 6l¢iim yapan sistemlerin gelistirilmesi oldukca dnemlidir.

Maternal kandan elde edilen “cell-free” fetal DNA’nin molekiiler fetal tanida
kullanilmasi, doksanh yillarda aragtirmacilarin ilgisini ¢ekmis ve bu alanda aragtirmalar
yapilmaya baslanmistir. Ilk kez 1997°de Lo ve arkadaslar1 tarafindan gebelerde
kadinlarda olmamasi gereken Y kromozomuna ait dizileri, maternal dolasimdaki “cell-
free” fetal DNA olarak tanimlanmistir®>. Maternal dolasimdaki “cell-free” fetal DNA,
miyotonik distrofi, Rh faktorii, akondroplazi, konjenital adrenal hiperplazi ve B-talasemi
gibi cesitli kalitsal hastaliklarda, annede bulunmayan fetal lokuslarin, girisimsel olmayan
dogum oncesi tan1 ydntemle saptanabilmesine olanak saglamaktadir34. Bu tez kapsaminda
anne kanindan “cell-free” fetal DNA tayinini daha hizli ve daha ucuz dl¢limiine olanak
saglayacak genosensor alt yapisi gelistirildi. Gelistirilen bu genosensoriin ¢aligma
kosullar1 ve biyoaktif tabakanin optimizasyon ve karakterizasyon ¢aligsmalar1 yapildi.
Calisma kosullarinin optimizasyonunda oOncelikle tarama hizi ile calisma araligi
belirlenerek en iyi pH, sicaklik ve tampon derisimleri bulundu.

Optimize edilmis genosensor deney kosullarinda, fetal genotipin tanimlanmasi
amaciyla ¢alisma hiicresine maternal kaynakli tam kan maternal 50 pL konularak fetiisiin
genotipi saptanmistir (Sekil 4.1). Gebelik haftasina bagl olarak “cell-free” fetal DNA’nin
niceliksel olarak degisebilecegi bilgisi géz Oniine almarak ¢alisma hiicresine eklenen
maternal kokenli tam kan miktari hacimselden 6te derigimsel olarak optimize edilmesi
gerekmektedir?®. Bu nedenle g¢alismanin bir sonraki asamasinda konulacak maternal

“cell-free” fetal DNA miktarina yonelik optimizasyon c¢alismasi yontemin verimliligi
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acisindan gereklidir. Buna ragmen temel amacimizin, mutasyona 6zgii bir genosensor
tasarlanmasi1 olmasi nedeniyle bu tiir ileri optimizasyon deneyleri bir iist basamak olarak
degerlendirilmistir.

Genosensoriin duyarlilik ve 6zgiilliikk ¢alismalarinda elde edilen sonuglar ARMS
yontemi sonuglariyla karsilastirildiginda, duyarlilik ve o&zgillik %100 olarak
bulunmustur (Sekil 4.17).

Literatiirde [-talasemi tayinine yonelik sensor c¢aligmalart incelendiginde
calismalarinin sadece amplikon kullanarak yapildigi goriimektedir!'?%-122, Calismamizin
literatiire gore en biiylik artisi, “cell-free” fetal DNA’da mutasyon tayini yapmis
olmamizdir. Bu avantaja sahip olunabilmesinde en biiyilk etmen biyoaktif tabaka
hazirlamasi sirasinda nanopolimer kullanarak saptama etkinliginin arttirilmasidir.
Feriotto ve arkadaglariin 2004 yilinda altin yiizeye, biyotin araciligiyla prob baglanmasi
gerceklestirerek yaptigi ¢alismada, mutasyon saptamak amaciyla kullandiklar1 amplikon
miktarinin daha fazla olmasinin sebebi, biyoaktif tabakada nanomalzeme kullanmamis
olmasidir!?.

Hamidi-Asl ve arkadaglarimin karbon pasta elektrot kullanarak, altin ve platin
kompozit nanomerlerle hazirladig1 biyoaktif tabaka ile yaptig1 ¢aligmada da amplikon
kullanmiglardir. Dogrudan o6l¢im alamamalarinin ana sebeplerinden biri QCM
kullanmamalar1 oldugunu diisiinmekteyiz!?’. Bunun aksine ¢alismamizda QCM
kullanilmasi literatiirde de belirtildigi gibi daha hassas olarak nanomol diizeyinde “cell-
free” fetal DNA’da mutasyon saptamamiza olanak saglamistir. Nanoteknolojiyle QCM
kullanildig1 zaman bizim ¢alismamizda oldugu gibi ¢ok daha verimli olmaktadir!?? 123,

Degisik bircok islemde ve 6zellikle de klinik siirecte tepkime gergeklesmesi igin
analitik kimyasallar biyolojik materyallerle karistirilir ve dl¢tim yapildiktan sonra analiz
materyalleri geri kazanilamamaktadir. Bu duruma ekonomik agidan bakildiginda hali
hazirda rutin analizlerde kullanilan yontemlerin olduk¢a maliyetli oldugu goriilmektedir.
Bu nedenle DNA primerlerinin immobilize edilerek defalarca kullanilmalar1 oldukga

ekonomik oldugu ifade edilmektedir'*.

Buna bagli olarak DNA primerlerinin
immobilizasyonuyla elde edilen biyoaktif tabaka; genosensdrlerin kararliligi ve tekrar
kullanilabilmesi agisindan biiylik avantaj saglamaktadir. Biitiin bu veriler 1s18inda
genosensoriin diger yontemlerden kullanim kolayligi, girisimsel olmamasi, maliyeti,

dogrulugu, hiz1 ve duyarliligi agisindan avantajli oldugu sdylenebilir.

64



Calismamizda paternal mutasyonun belirlenmesi amaglanmasi fetal DNA ile
Maternal DNA’nin birbirine girisim yapmasini 6nlemesi i¢indir. Sistemin verimli olarak
sonug verebilmesi i¢in maternal ve paternal mutasyon tiplerinin birbirinden farkli olmasi
gerekmektedir. Bu durumda girisimsel olmadan maternal kan Ornegi babanin
mutasyonunu fetiisiin tasiylp tasimadigini gosterebilecektir. Elde edilen sonuca gore
konsiiltasyon destegiyle, maternal mutasyon tayininin yapilmasina gerek olup olmadig:
kararlastirilacaktir. Gelistirilen genosensor tasarimi, gelecekte hem maternal hem
paternal mutasyon tayinini gerceklestirebilecek bir sistemin alt yapisini olusturmaktadir.
Bu calismanin elektrik-elektronik miihendisligi, biyomedikal miihendisligi ve bilgisayar
mithendisligi alanlarla yapilacak multi disipliner ¢alismalar ile tagiabilen hasta basi test

yapabilen bir araca doniistiirtilebilecegi 6n goriilmektedir.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

Calismamiz B-talasemi prenatal tanisi igin Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi
T1ibbi Biyokimya AD’ye bagvuran, fetiisiin paternal molekiiler tanis1 IVS1-110 (G—A)
mutasyonu konmus, 20 drnekten olusmaktadir. Orneklerde paternal mutasyon varligi
genosensor ile belirlenmistir.

Bu calismada gelistirilen genosensorde altin yiizeyli kuvars elektrot yilizeyinde
nanopolimer tabanli biyoaktif tabakada prob immobilizasyonu gerceklestirilmis ve prob
dizinin eslenigi olan gen boélgesinin tayini yapilmistir. Yapilan ¢alismada genosensor
sistemini olusturmak icin prob Poli Hema-MAC nanopolimeri aracihigiyla elektrot
yiizeyine immobilize edilmistir. Gelistirilen bu sistem salinim farklanmasiyla elektrik
iireten kuvars kristalin olusturdugu akimin 6l¢iilmesi prensibine dayanmaktadir.

Tasarlanan genosensoriin optimizasyon ¢alismalarinda ilk olarak biyoaktif tabaka
icin nanopolimer derigsimi ve prob derisimi ¢alisildi. Optimizasyon ve karakterizasyon
caligmalar tamamlandiktan sonra ¢alisma kosullarinin optimizasyonunda tarama hizi,
pH, sicaklik ve tampon konsantrasyonu belirlendi. Son olarak genosensor
karakterizasyon c¢alismalariyla duyarlilik ve 6zgiilliikk calismalari yapildi.

Biyoaktif tabakanin optimizasyonunda nanopolimer miktar1 20 nmol, prob miktar1
100 nmol olarak bulundu. En iyi ¢calisma kosullarinin belirlenmesinde fosfat tamponunu
pH 7,5 ve 0,1 M, tarama hiz1 0,6 V/s, baglanma sicakligi 63 °C olarak belirlendi.
Karakterizasyon ¢aligmalarinda yapilan duyarlilik ve 6zgiillikk ¢alismalarinda drneklem
sayist yetersiz (n=20) olmakla birlikte, elde edilen sonuglarin girigimsel yontem olan
koriyonik viliis drneginden elde edilen fetal genetik materyalin molekiiler analizleriyle
uyumlu oldugu ROC egrisi ile de gbzlemlendi.

Geleneksel molekiiler yontemlerde kullanilan kimyasal ve biyolojik ayiraglar geri
kazanilamadigindan dolay1 elde edilen sonug, literatiir ile karsilastirildiginda hazirlanan
genosensoriin tekrar kullanilabilirligi 6nemli bir avantaj yaratmaktadir?.

Orneklem sayismin arttirilip galismalara devam edilmesi ve elde edilen yiiksek
vaka sayisi ile 6zgiilliikk ve duyarlilik testleri yinelenebilir.

Sonug olarak bu doktora tezi kapsaminda, altin kaplama kuvars elektrot ile “cell-
free” fetal DNA tayinine yonelik tasarlanan genosensdriin ileri ¢aligmalar, elektrik

elektronik miihendisligi, bilgisayar miihendisligi ve biyomedikal miihendisligi gibi
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boliimlerle multidisipliner gelistirme caligmalarindan sonra aile sagligi merkezleri,
tarama merkezleri gibi birinci kademe saglik kuruluslarinda kullanilabilecek sekilde
gelistirilebilir. Elde edilen sonuglar tasinabilir genosensorler igin iyi bir prototip
olusturacak, mevcut yontemlere kiyasla daha ucuz, hizli sonug, dogruluk ve duyarlilik

bakimindan daha avantajli, 6zgiin bir yontem oldugunu gostermektedir.
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Prof. Dr. Abdullah Tuli veDoktora Ogrencisi Umut KOKBAS tarafindan yiiriitiilen
“Fetal CellFree DNA tayinine yonelik Genosensor Caligsmasi” baslikli Cukurova
Universitesi Bireysel Arastirma Projesi tarafindan desteklenen calismada siz katilimei
olarak yer alacaksiniz.

Bu calisma cercevesinde vereceginiz kanlarda kan fetal mutasyon tayini
tasarladigimiz genosensor ile belirlenecektir. Alinacak biyolojik materyal yukarida
bahsedilen amaglarin disinda bir amag i¢in kullanilmayacaktir. Caligsma bilimsel bilgi
birikimine katki saglamayr amaclamakta olup, katilmciya dogrudan bir yarar
saglamayacaktir. Elde edilen sonuclar sadece bilimsel amag i¢in kullanilacak, kisisel
bilgiler gizli tutulacaktir. Calismaya katilmama hakkiniz ve istediginiz zaman ¢aligmadan
cekilme hakkiniz bulunmaktadir.

Yukarida, bana arasgtirmadan Once verilmesi gereken bilgileri gosteren metni
okudum. Arastirma hakkinda bana yeterli yazili ve sozlii agiklama yapildi. Bu kosullarda
s0z konusu Klinik Aragtirma’ya rizamizla, hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin katilmay1

kabul ediyorum.

Kisinin
Adi1 Soyadi
Imzas1
Adresi
Aciklamay1 yapan aragtirmacinin
Adi1 Soyadi

Imzasi

74



OZGECMIS

1986 Adana dogumlu olan Umut KOKBAS, ilkogretim ve lise &grenimini
Adana’da tamamladiktan sonra 2006 yilinda Ege Universitesi. Fen Fakiiltesi Biyokimya
boliimiinde {iniversite hayatina basladi. 2011 yilinda mezun olduktan sonra ayni yil
Cukurova Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyokimya Anabilim Dali’nda
Yiiksek Lisansa basladi ve yine aynmi yil ayni bdliimde Arastirma Gorevlisi olarak
caligmaya basladi. 2014 yilinda Yiiksek Lisans Egitimini tamamladi. 2014 yilinin Eyliil
ayinda Cukurova Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyokimya Anabilim

Dali’nda Doktora Programinda 6grenimine basladi. Evli ve bir kiz ¢cocugu sahibidir.

75



