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Abstract

Purpose: 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.

Materials and Methods: (-thalassemia 1VS1-110
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.

Results: Biosensor measurements were obtained between
-0.6 and 0.8 V in a constant current range by cyclic
voltammetry. Common results were obtained with ARMS
method in fetuses who had non-invasive prenatal
diagnosis tests. When the ARMS results were compared
with the genosensor results statistically, a 99%
concordance rate was obtained in the ROC curve drawn.

Conclusions: The developed biosensor can detect the
presence of paternal mutation of the fetis 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.
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GIRIS

Teknolojinin hayatimizin her alanina girdigi 21.
yuzyilda, teknolojik gelismelerden tip alaninda erken
tant ve hastalik takibinde yararlanimaktadir!-2.

Oz

Amag: Bu calismanin amaci, maternal kandaki “cell-free”
fetal DNA'dan paternal mutasyon tayini igin nanopolimer
bazli genosensor ile yeni bir prosediir gelistirmektir.
Gereg ve Yontem: Kuvars-kristal mikrobalans (QCM) ve
biyosensor teknolojilerini kullanilarak B-talasemi IVS1-110
mutasyonun  analizine uygulanmustir.  Bu  amagla,
mutasyona ait problar genosensor elektrodu tizerine
PoliHema-MAC nanopolimeri araciligiyla baglandi ve daha
sonra 6rnekler tespit amaciyla ¢alisma hiicresine eklendi.
Genosensoriin optimizasyon, katakterizasyon, duyarhihk
ve 6zgullik calismalart yapildi.

Bulgular: Biyosensor 6lctimleri -0,6 - 0,8 V sabit akim
araliginda dongiisel volatmetriyle elde edildi. Girisimsel
olmayan dogum 6ncesi tani testi yapilan fetiislerde ARMS
yontemiyle ortak sonuglar elde edilmistir. ARMS sonuglart
genosensor sonuglart ile istatistiksel olarak
karsilagtirildiginda ¢izilen ROC egrisinde %99 uyumluluk
orani elde edilmistir.

Sonug: Gelistirilen biyosensor, yiizeyinde bulunan proba
Ozgtl olarak, fetlisiin paternal mutasyonunun varhgint
ortaya koyabilmektedir. Rutinde kullanilan geleneksel
yontemlerle kargilastirildiginda, daha disiik maliyetli, hizl
sonug verebilen, 6zgilliighi ve saptama etkinligi yiiksek
olarak bulunmustur.

Anahtar kelimeler: Genosensor, “cell-free” fetal dna,
nanopolimer

Gunumiz biyokimyasinda yeni yaklagim, geleneksel
laboratuvar  diizeninden  dijital  laboratuvar
calismalarina  gecilmesi  yonundedir*.  Dijital
laboratuvar calismalarinin 6nciiligini biyokimyasal
calismalarin  6zgulligi  ile  dijital ~ sistemlerin
hassasligint bitlestiren biyosensorler yapmaktadir>.
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Biyosensorlerin 6nemli avantajlar1  yiksek
Ozgillikte olmalari, 6n islem gerektirmemeleri ve
geleneksel laboratuvar yontemlerinde tayin sinir
altinda kalan derisimlerde 6l¢im yapilmasina olanak
vermesidir®’. Biyosensotler bu avantajlarindan dolayi
genetik  calismalarda  tercih  sebebi  olmaktadir®.
Genetik  calismalarda  kullandan  biyosensotlere
genosensor adt verilmektedir’. Genosensotler yakin
zamanda genetik ¢alismalarda polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR) ve jel elektroforezi gibi zaman alict
yontemlerin yerine gececektir.

cn

Fetis gereksinim duydugu maddeleri gébek kordonu
aracihigtyla anneden alirken, kendi Cell-free DNA’sin1
anne kanina vermektedirt!?. Cell-free fetal DNA
tayini fetsiin sahip olabilecegi muhtemel genetik
bozukluklar ~ hakkinda  etken  tant  imkani
vermektedir' 12, Erken tani, tedavi imkant bulunan
hastaliklarin ilerlemeden tedavi edilmesini saglarken,
tedavi imkant olmayan molekiler bozukluk tespiti
halinde onleyici tip calismalarinin  uygulanmasina
olanak vermektedir®13.

Ulkemizde &zellikle de Akdeniz bélgesinde en stk
gortilen genetik bozukluk talasemi hastaligidir!4.
Gunumiizde talasemi tedavisinin  yapilamamasi
prenatal tant yontemlerinin uygulanmast
gereksinimini  ortaya  koymaktadu®.  Bu  gibi
durumlarda fetisin genetik yapisinin  en  kisa
zamanda belirlenmesi biyiik 6nem arz etmektedir?>.
Genosensorler 6n islem gerektirmediginden dolayt
prenatal tani icin kullanilan yéntemlerden daha hizl
sonu¢ vermektedir!®!”. Bu calismada Cell-free fetal
DNA  tayini amactyla nanopolimer  tabanl
genosensor  calismast  yapilmustir.  Genosensor
calismasinda Ornek olarak beta talasemi IVS1-110
mutasyonu ¢alisilmis olup, bu calisma alaninda
tlkemizde yapilan ilk genosensorle girisimsel
olmayan dogum Oncesi tani ¢alismasidir.

GEREC VE YONTEM

Kimyasal malzemeler

Calismada kullanilan tim kimyasal malzemeler
(agaroz, etidyum bromir, Disodyumhidrojenfosfat,
Sodyum asetat trihidrat, HCl, NaOH, Etanol) analitik
saflikta olup, Merck (USA) firmasindan temin
edilmistir ve tim cozeltiler calisma Oncesinde taze
olarak hazirlanmistir. Deneylerde kullanidan  su;
yuksek akislt seliloz membranli Milipore MiliQQ
ultrafiltrasyonundan elde edilmistir. Elde edilen saf
suyun iletkenligi 18 megaohm/cm'dir.
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Orneklem

B-talasemi prenatal tanist igin Gukurova Universitesi
Tip Fakiltesi Tibbi Biyokimya AD’ye 2017-2019
tarihleri arasinda bagvurmus, paternal molekiler
tarust IVS1-110 (G—C) mutasyonu konmus ve
koriyonikviliis materyalinde IVS1-110 mutasyonu
tagidigr saptanmus 37 aile calismaya dahil edilmistir.
Calismaya dahil edilen ebeveynlere onam formu
imzalatilmustir. C.U. Tip Fakiiltesi Girisimsel olmayan
Etik Kurulu’nun 03.03.2017 tarihinde yapilan 62 sayilt
oturumunda alina 39 nolu karar ile etik onay
alinmistir. Calismaya dahil edilen anne adaylarindan
genosensor ¢alismalart icin 5 ml tam kan alinmugtir.
Maternal ~ kontaminasyonu  o6nlemek  amaciyla
maternal ve paternal mutasyonlart ayni olan aileler
calismaya dahil edilmemistir.

Yontem

Genosensor calismalart hassas calismalar
oldugugundan, 6ncelikle ¢alisma elektrodunun her
calisma i¢in temizlenmesi gerekmektedir. Temizlik
asamasinda, nanopolimerin tiyol(-SH) gruplatiyla bag
kurabilecek olan, altin calisma elektrotu fiziksel,
kimyasal ve elektrokimyasal yontemlerle temizlendi.
Temiz altn kaplt quartz caligma elektrotunun
yuzeyinin PolyHema-Mac nanopolimeriyle bag
yapmast amactyla; 5 saat siresince laboratuvar
kogullarinda nanopolimer ile kendiliginden olusan tek
tabaka olusturmasi icin nanopolimer igerisinde
bekletildi. Bekleme stiresi sonunda baglanmayan
polimetlerin uzaklagtirilmast amactyla 3 defa pH 7.5
sodyum-fosfat ~ tamponuyla  ytkama  yapildi
Nanopolimer ile modifiye edilmis ¢alisma
elektrotunun ytzeyindeki nanopolimerin serbest tiyol
gruplartyla, tiyole DNA probu distlfit képrisa
kurarak baglanmigtir.

Sistem, elektrot yiizeyinde bagl olan primere eglenik
Fetal Cell-Free DNA baglanmast ile olusan kuvars
kristal rezonansinin olctilmesi prensibine
dayanmaktadir*. Kuvars calisma elektrotu sabit
kosullarda yalitkan olup, yiizeyinde bir baglanma
gerceklestiginde agirlik degisiminden dolay1 olusan
rezonansla dogru orantili olarak elektrik akimi
uretmektedir. Calismada tretilen elektrik akimi ve
rezonans genosensor aractligtyla 6lctlmustiir.

Olgiim i¢in hazir olan calisma elektrotunda en iyi
yanitin elde edilebilecegi immobilizasyon ve ¢alisma
kosullarinin tespit edilmesi amactyla optimizasyon ve
karakterizasyon calismalart yapildi.



Kokbas ve ark.

Bu amagla genosensériin her bir degiskeninin en iyi
calisma kosullarinin belirlenmesi icin, bir degiskenin
farkli degerleri denenirken diger degiskenler sabit
tutularak hazirlanan genosensorle Slcimler alindi.

Admm 3

Adim 2

Elektrot modifikasyonu

Admm 1

Elektrot temizligi

-

Sekil 1. Genosensoériin galigma gemas.

Elde edilen sonuclar ARMS'® yontemi standart dogru
kabul edilerek, sonuclarin karsilastirmast yapilmistir.
Genosensor  calismalart ve  ARMS  yénteminde
kullanilan prob dizileri: Prob dizi DNA tayininde
biiyiik 6nem tagidigindan tasarimlarinin iyi yapilmasi
gerekmektedir. Prob tasarimi NCBI veri tabaninda
insan globin gen dizisininden FASTA formatinda
elde edilen diziler ile primerblast platformu tizerinden
tasarimi gerceklestirilmistir.

1)  Mutant Prob Dizisi

SH-5'- ACC AGC AGC CTA AGG GTG GGA
AAA TACACC 3

2)  Normal Prob Dizisi

SH-5'- ACC AGC AGC CTA AGG GTG GGA
AAATAC AGC -3
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Almnan 6l¢im sonuglar irdelendiginde 6rnek ayrim
glicii en iyi olan degerler elde edilen veriler
incelenerek secilmistir. Bu amacla yapilan islemler
sekil 1 de sematize edilmistit.

ss DNA Probu

Adim 4

Hibridizasyon

Sinyal

a8 82 84 0

Potential (V/

Istatistiksel analiz

ROC egrisi  6zgilik (segicilik) ve hassasiyet
(duyarhilik) — arasindaki iliskinin  grafiksel  bir
gosterimidir. ROC  egrisi  yardimiyla farkli tani
testlerinin dogru klinik tani koymadaki basarisinin
karstlastirilmasina olanak saglanir. ROC egrileri farkls
tant testlerinin dogru tanit koymadaki basarisinin
karsilastirlmasina olanak saglarlar. ROC egrisinde
egrinin  alunda kalan alan yizde cinsinden
hesaplanarak 6zgillik ve hassasiyet bulunur!®2,

Istatistik calismalart igin SPSS 20.0 programi
kullanildi. Genosensér ve ARMS yontemi ile elde
edilen sonuclar istatistiksel olarak karsilastirildiginda,
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yontem karsilastirma ¢alismalarinda yeni yontemin
performansini gosteren ROC (Receiver Operating
Characteristic) egrisi cizildi.

BULGULAR

Calismaya dahil edilen Orneklerden heterozigot
olanlarin ARMS sonuglart Sekil 2°de verilmistir. Sekil
2’de gorilen ARMS sonuglarinda Gst satir IVS1-110

Normal

Genosensor ile dogum 6ncesi tant yontemi

(G—C) mutasyonu yoniinden mutant alleli igerip
icermedigini, alt satir ise normal (wild type) alleli
icerip icermedigini gostermektedir.

Caligma araliginin belirlenmesi

Genig dalga boyu taramalari yapildi. Donglsel
voltamogramdan alinan sonuglar dogrultusunda

galisma araligi -0,6 - 0,8 V sabit akim araliginda
bulundu. (Sekil 3)

Sekil 2. Caligmalarda kullanilan 6rneklerin IVS1-110 (G—C) mutasyonu agisindan heterozigot olarak tasiyici
oldugunu gostermektedir. Alinan 6rneklerin ARMS yontemiyle mutasyonlar: belirlendikten sonra genosensor
galismalarina dahil edilmigtir. (A. Paternal mutasyona sahip 6rnekler. B. Paternal mutasyona sahip olmayan

ornekler. -K negatif kontrol, +K pozitif kontrol)

Current WA

Potential [V}

Sekil 3. Dongiisel voltamogram

Nanopolimer miktarinin optimizasyonu

Degisik derisimlerde PolyHema-Mac nanopolimerine
(5, 10, 20 ve 40 nmol) sahip ¢ozeltiler kullanarak
hazirlanan genosensor ile denemeler yapilmistir. Elde
edilen degerlere gbre en yiiksek salinim farkina sahip
nanopolimer miktarinin 20 nmol oldugu saptanmustir.
20 nmol nanopolimerle modifiye elektrot yiizeyi Sekil
4 te gosterilmektedir.

Calisma tamponu ve en iyi ph degerinin
belirlenmesi

Calisma tamponu ve en iyi pH degerinin belirlenmesi
icin pH4.0 ile 9.5 arasinda degisik pH ve tamponlarda
denemeler yapildi en iyi sonu¢ pH 7.5 sodyum fosfat
tamponu oldugu bulundu.
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En iyi Prob derigiminin belirlenmesi

Biyoaktif tabaka tizerinde en iyi prob derisiminin
belirlenmesi amactyla pH 7,5’te derisimi 50 nmol, 100
nmol ve 200 nmol olan prob miktarlar1 kullanildi.
Elde edilen sonuglara gére optimum prob derisiminin
100 nmol oldugu bulundu.

Sekil 4. Nanopolimer(poly
modifiye elektrot yiizeyi

Hema-MAC) ile

ROC analizi

-

ROC Curve

0,5
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0,4
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Sekil 5. Genosensér ve ARMS yontemlerinin
performanslarinin karsilastirildigs ROC egrisi.

Genosensér ve ARMS yontemi ile elde edilen
sonuglar istatistiksel ~olarak  karsilastirildiginda,
yontem karsilastirma calismalarinda yeni yontemin
performansint gésteren ROC (Receiver Operating
Characteristic) egrisi ¢izildi. (Sekil 5) Cizilen ROC
egrisinde genosensor yonteminin 6zgilliga %99 ve
hassasiyeti %099 olarak belirlenmistir.
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4. TARTISMA

Giiniimiizde halen fetal genetik hastaliklarin tanisinda
fetal Ornekleme, girisimsel olarak elde edilen
koriyonik viliis ve amniyosentez 6rneklerinden
yaptlmaktadit?!. Bu yontemlerin hem anneye hem de
fetise Onemli yan etkileri bulunmaktadir®. Anne
kaninda  bulunan  “cell-free”  fetal  genetik
materyallerle yapilan islemlerde dustik gibi risklerin en
aza indirilmesi, calismalarin girisimsel olmayan
yontemler yoninde ilerlemesine neden olmustur?.
Genetik  calismalarda  rutin = olarak  girisimsel
yontemlerin  yant sira PCR  temelli geleneksel
yontemler kullanilmaktadir?. Ancak bunlar genel
olarak zaman alict ve pahali yontemlerdir?. Bu
nedenle fetiisin genetik profilinin belitlenebilmesi
icin daha kisa stirede, daha digik maliyetle daha
dogru Slcim yapan sistemlerin gelistirilmesi oldukca
6nemlidir?>26,

Tibbin kullanimina hizmet eden neredeyse tim
yontem ve cihazlar, her giin evrilir iken tanisal
yontemlerin  rutin  kullanimindaki yeri tamamen
degismese de guncelleme gerektirir. Bu nedenle
dinya genelinde yapilan ¢aligmalar, laboratuvar
ttbbinin da diger tim alanlar gibi, yenilemesi
yonindedir. Bu  yenilikler, eski sistemlerin
glincellenerek daha hizli sonug verebilen, daha kigiik,
daha az sarf malzeme harcayan ve daha az maliyetli
sistemlerin Uretilmesi olarak karsimiza c¢ikmaktadir.
Tum saydigimiz bu 6zellikleri bir araya getiren ve
laboratuvar tibbinin gelecegini olusturan, yuksek
ivme ile ilerleyen bilimsel gelismelerin yardimiyla
biyosensér teknoloijisi, yakin gelecekte yerini alacaktir.

Biyosensorler genel olarak ti¢ temel bilesenden
olusur. Bunlar, secici tanima mekanizmasina sahip
“biyobilesen”, bu biyobilesenin analit ile etkilesimi
sonucu olusan fizikokimyasal sinyalleri elektronik
sinyallere déntstirilebilen cevirici ve bu sinyalleri
ileten ileticilerdir. Bu bilesenlerden en 6nemlisi, tayin
edilecek maddeye karst son derece se¢imli, fakat
tersinir bir gekilde etkilesime giren biyobilesendir?’.

Biyobilesen, biyoaktif tabaka tzerinde degisime ve
donisime neden olmakta ve bu déniisim sonucu,
ortamda olusan uyart izlenerek sonuca gidilmektedir.
Bu amagla saf enzim sistemleri, mikroorganizmalar ve
bitkisel ya da hayvansal doku parcalari, genetik
materyal gibi bir¢ok biyomolekil kullanilmaktadir.
Biyobilesen olarak genetik materyalin  kullanildig
biyosensétlere geosensor adi verilmektedir!?7.
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Bu caligmada, hibridizasyona yonelik genosensor, bir
biyosensérde bulunmasi gereken parametreler goz
ontunde  bulundurularak  tasarlanmigtir?$2%.  Bu
parametrelerden onemlileri  gelistirilen
biyosensoriin  hassasiyeti ile 6zgtlligi yuksek ve
distik maliyetle kisa stirede tayin yapabilmeye elverisli
olmasidir. Herhangi bir 6n islem gerektirmeyen,
maternal tam kandan hibridizasyon tayin yontemi
kullanilarak tasarimi yapilan, genosensor ¢alismalar
yapilmugtir. Calistlan genosensor girisimsel olmayan
prenatal tant uygulamalarinda kullanilmak Gzere,

en

“cell-free”  fetal DNA  tayinine  yOnelik
kullanilmigtir!330.,

Literatirde B-talasemi tayinine yonelik —sensor
calismalart  incelendiginde, Orneklere 6n  islem

uygulandigi ve biyosensérlerde tam kan yerine
amplikon kullanildigs gortilmektedir3!-*2,
Calismamuzin literatiire gére en buyik katkisi, “cell-
free” fetal DNA’da mutasyon tayinini 6n islem
gereksinimi olmadan yapmis olmamizdir. Bu avantaja
sahip olunabilmesinde en biyik etmen biyoaktif
tabaka hazirlamast sirasinda nanopolimer
kullanidmasidir. Nanopolimer kullanidmasi  sensor
caligmalarinda saptama etkinligini arttirmaktadir®-3>,

Onam formu imzalayip ¢alismaya dahil edilen 37
ornegin 20 tanesinin paternal mutasyona sahip
oldugu, 17 tanesinin ise paternal mutasyona sahip
olmadigt bulunmustur. Elde edilen sonuglar ARMS
yontemiyle de teyit edilmis ve ¢alismamizin yiiksek
basarimli (%99) olarak calistig: cizilen ROC egrisinde
istatistiksel olarak ortaya konmustur.

Genosensorde kullanilan biyoaktif tabakanin taramalt
elektron mikroskobunun nano boyutta géruntilleme

Ozelliginden  yararlanarak  biyoaktif  tabakanin
motfolojik Ozelliklerinin gbzlemlenebilmesi

saglanmustir. (Sekil 4) Nano boyutlu biyoaktif tabaka
yapist yiizey alanini arttirarak ayni elektrodun birden
fazla 6lcim icin kullanilmasina olanak vermektedir.

Ayrica  distlfit  koprilerinin - kararlilign  ve
elektrobiyokimyanin tersinir etkilesim 6zellikleri
yardimiyla elektrot tekrar tekrar

kullanilabilmektedir!”.

Calismayt kisitlayan en Onemli unsur maternal
kontaminasyon ihtimalidir. Calismada maternal
kontaminasyonu 6nlemek amaciyla materyal ve
paternal mutasyonlart farklt olan fetislerin patenal

mutasyon tayini yapilmugtir. Maternal
kontaminasyonun  6nlenebilmesi  icin  VNTR
(Variable  Number Tandem  Repeat)  gibi
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kimliklendirme
gerekmektedir.

analizleriyle desteklemek

Gelistirilen yontemde paternal mutasyonun varliginin
veya yoklugunun belitrlenmesi genetik konstltasyon
icin hekime 6nemli derecede bilgi saglamaktadir. Elde
edilen veriler 1s181nda fetiistin prenatal tanist girisimsel
olmadan yapilmis olacaktir.

Cesitli biyokimyasal analizlerde ve 6zellikle de klinik
sirecte  tepkime  gerceklesmesi icin  analitik
kimyasallar biyolojik materyallerle karistirilir ve 6lgim
yapidiktan ~ sonra  analiz  materyalleri  geri
kazanilamamaktadir!. Bu slirece ekonomik acidan
bakildiginda hali hazirda rutin analizlerde kullanian
yontemlerin olduk¢a maliyetli oldugu goéralmektedir.
Bu nedenle DNA primerlerinin immobilize edilerek
defalarca  kullandmalart  olduk¢a  ekonomik
olmaktadir. Buna bagl olarak DNA primerlerinin
immobilizasyonuyla elde edilen biyoaktif tabaka;
genosensorlerin kararliligt ve tekrar kullanilabilmesi
acisindan buyiik avantaj saglamaktadir. Kullandigimiz
yontemde yaklastk olarak ARMS yénteminde 1 6rnek
icin kullanilan primer ve sarf malzeme ile 20 6rnek
calisildr. Bitin bu veriler 1s181nda genosensérin diger
yontemlerden kullanim kolaylig, girisimsel olmamast,
maliyeti, dogrulugu, hizi ve duyarliligi acisindan
avantajlt oldugu s6ylenebilir.
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