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OZET

Sentetik olarak elde edilen ve belirli hedeflere 6zgii olan tek zincirli DNA ya
da RNA yapisindaki kisa oligoniikleotidlere “aptamer” denir. Aptamerlerin kullanim
alanlart gesitli olsa da genellikle tan1 ve tedavi amaciyla kullanilirlar. Bu ¢alismada
zatiirre hastaligina yol agan Streptococcus pneumoniae bakterisine spesifik baglanan
ve hizli bir sekilde bu bakterinin tanisinda kullanilabilecek DNA aptamerlerinin
secilmesi amaglandi. Bu dogrultuda, DNA aptamer kiitiiphanesi tasarlanip yapay
olarak sentezlendi ve aptamer se¢im islemi “Systematic Evolution of Ligands by
EXponential enrichment” (SELEX) yontemiyle gergeklestirildi. Ayni cins
Streptococcus sanguinis bakterisi, karsit hedef olarak kullanilarak elde edilecek
aptamerlerin daha 0zglin olmasi amaglandi. Bu dogrultuda, oligoniikleotid
kiitiiphanesi ilk olarak S. sanguinis bakterisiyle inkiibe edildi (karsit-SELEX) ve bu
bakteriye baglanmayan, geri kalan oligoniikleotidler ayristirilarak S. pneumoniae
bakterisiyle inkiibe edildi (SELEX). Toplamda, bu islemler 4 karsit-SELEX ve 4
SELEX dongiisii olacak sekilde tekrarlandi. SELEX isleminin sonunda 4 adet
aptamer elde edildi ve DNA dizinleri belirlendi. Akis sitometri (flow cytometry)
teknigi kullanilarak FAM isaretli aptamerlerle yapilan baglanma c¢alismalart sonucu 4
aptamer iginde sadece bir aptemerin (B40) bakteriye zayif baglandigi bulunmustur.
Veriler Hill denkleminde fit edilerek aptamer B40 i¢in yar1 doygunluk degeri (K)
1375 + 151 nM, Hill katsayisi (n) 1.55 £ 0.20 olarak bulunmustur. Cok spesifik
sonu¢ vermesi beklenen SELEX isleminden beklenilen sonucun elde edilememesinin

olasi nedenleri tartigilmistir.

Anahtar Kelimeler: Aptamer, SELEX, Streptococcus pneumoniae.



SUMMARY

Aptamers are synthetic, single-stranded, short DNA or RNA oligonucleotides
that bind with high affinity to a targeted-molecule. Despite the wide range of use,
aptamers were generally applied for diagnostic and treatment purposes. The objective
of this study was to find aptamers that selectively bind S. pneumoniae bacteria that
cause pneumonia in humans. For this purpose, 75 base DNA aptamer library was
synthesized. Using this library, the selection of aptamers was done by the method
called “Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment” (SELEX). In
the SELEX method, S. sanguinis was used as a counter target to increase aptamer
specificity for S. pneumoniae. For this purpose, aptamer library was first incubated
with S. sanguinis (counter-SELEX). The nonbinding aptamers were separated and
incubated with S. pneumoniae (SELEX). In total 4 counter-SELEX and 4 SELEX
cycles were carried out. 4 aptamers were obtained and their DNA sequences were
determined. Binding of aptamers to S. pneumoniae was analyzed by Flow cytometry.
Among four aptamers only one (B40) was found to bind weakly to the bacteria. The
data was fit to the Hill equation and gave half-saturation value (K) of 1373 +151 nM
and Hill coefficient (n) of 1.55 + 0.20. Overall, these results show that the aptamers
obtained by SELEX method are not selective to S. pneumoniae, indicating that
getting false positive results by the SELEX method is likely.

Key Words: Aptamer, SELEX, Streptococcus pneumoniae.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DiZINi

Simageler ve  Aciklamalar

Kisaltmalar

DNA . Deoksiriboniikleik Asit

ELISA : Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay
FAM . Fluorescein amidite

MTB : Mycobacterium tuberculosis

PZT : Polimeraz Zincir Tepkimesi

RNA . Riboniikleik Asit

SELEX  : Systematic Evolution of Ligands by Exponantial Enrichment
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1. GIRIS

S. pneumoniae, Streptococcus (Streptokok) cinsi i¢inde yer alan, kan
zehirlenmesi  (septicaemia), menenjit, zatiirre ve bazi st solunum yollar
rahatsizliklarina sebebiyet veren patojen bir bakteridir [Kaijalainen, 2006]. Gram
pozitif ve diplokoktur. Spor olusturmazlar ve hareketsizdirler. Ust solunum yolunun
dogal florasinda bulunurlar [Bozkaya, 2005]. Yapisal ayirt edici 6zelliklerinden en
belirgini kapsiilleridir. Hastaliga neden olan biitiin soylarinda yilizey kapsiilleri
bulunmaktadir [Ryan et al., 2004].

Pnomokoksik hastaliklarin etki ettigi yas gruplarit ve toplumlar duruma gore
farklililk gosterebilmektedir. Zatiirreye sebep olan S. pneumoniae oSlimeciilliik
orantyla ilk sirada yer almaktadir. Gelismekte olan iilkelerde, her yil 1 milyon ¢ocuk
bu nedenle yasamini yitirmektedir. Geligsmis olan iilkelerde de salginlar yiiziinden,
ozellikle ¢ocuk ve yaslilarda da zatiirreye sik rastlanilmaktadir [Kaijalainen, 2006].

Zatlirrenin baslangi¢ belirtileri ates ve titremedir. Daha sonrasinda hastanin
akcigerlerinde belirtiler goriilmeye baslanmaktadir. Bu belirtilerin en belirginleri
nefes darligi ve iltihapli balgam oOksiiriiglidiir. Bazen hasta kan da oOksiirebilir.
Zatiirrede hastanin akcigerinin belli bir kism1 ya da tamamu iltihapl hiicreler ile
kaplanir. Bu asamadan sonra bakteri kana karigarak diger organlara ya da viicut
sistemlerine yayilabilir. Bunlardan en dikkat ¢ekeni merkezi sinir sistemine
yayilanidir. Bu yayilim sonucu hasta siddetli menenjit hastaliina yakalanmaktadir.
Cabuk tedavi edilmedigi takdirde hastanin 6liimii ger¢eklesmektedir [Ryan et al.,
2004].

S. pneumoniae’nin tanisinda; kiiltiir yontemi, optokin testi, polimeraz zincir
tepkimesi (PZT), safrada ¢oziiniirliik gibi metotlar kullanilmaktadir. Ayrica genotip
belirleme metotlar1 da vardir. Bu metotlarin ¢ogunda sonug i¢in 1-2 giin kadar
beklemek gerekmektedir [Kaijalainen, 2006]. ELISA (hizli tani kitleri) gibi
metotlarla da S. pneumoniae’nin tamis1 koyulabilmektedir. Ustelik sonuglar hizli
alinabilmektedir. Fakat bu kitlerin sonug keskinlikleri diistiktiir. Ciinkii 6zellikle
yalanci pozitif ve negatif sonuglarin ¢ikma olasiliklar yiiksektir. Cikan sonuglarin
diger bir yontemle, Ozellikle kiiltiir yontemiyle test edilmesi gerekmektedir

[Armengol et al., 2004].



Son yillarda bilim diinyasinda belirli hedeflere 06zgii, tek zincirli
oligoniikleotidlerin kullanimi1 siklasmigtir. DNA ya da RNA yapisinda olan bu
oligontikleotidlere “aptamer” denilmistir. “Apt” Latincede uygun, uyan anlaminda
olup hedefe Ozgiinliigii belirtir. Aptamerlerin kullanimi 6zellikle antikorlarin
kullanimina oranla ¢ok daha cazip hale gelmistir. Ciinkii elde edilmeleri kolaydir ve
viicutta antijen olusumuna sebep olmazlar.

Aptamerlerin hedef ag1 cok genistir. Proteinlere, bakterilere, ¢esitli organik
molekiiller vb. gibi hedeflere karsi segilmis ¢ok sayida aptamer vardir [Derbyshire et
al., 2012], [Cao et al., 2009], [Ogasawara et al., 2007].

Literatirde S. pneumoniae’ya karst se¢ilmis bir aptamer heniiz
bulunmamaktadir.

Bu tez calismasinda, S. pneumoniae’ya karsi aptamer segim ¢alismalari
yapilmistir. Segilen aptamerin daha 06zgiin olmasi amaciyla karsit se¢im olarak
Viridans grubu streptokoklarin bir iiyesi olan S. sanguinis kullanilmistir. Boylece S.
pneumoniae’ya karsi segilen ilk aptamer ya da aptamerler ile literatiirdeki bosluk
doldurulmus olunacaktir. Ayrica ileride yapilacak olan ila¢ calismalarinda da bu
calisma sonunda segilen aptamer ya da aptamerler kullanilabilecektir. Boylece diinya
capinda birgok kisinin Oliimiine yol agan bir bakterinin ¢ok hizli ve yiiksek
keskinlikle taninmasi ve hatta hastaligin gelismesi engellenerek hem yasamini yitiren

insan sayisinin azaltilmasi hem de ekonomik tasarruf hedeflenmektedir.



2. KONUYLA ILGILI CALISMALAR

2.1. Streptokoklar

Streptococcus cinsi  Streptococcaceae ailesi iginde yer alir. Bu ailede
Aeorococcus, Lactococcus, Pediococcus gibi cinsler de yer almaktadir.
Streptococcus cinsleri farkli biyokimyasal ozelliklere sahip olduklarindan dolay1
(farkli pH’lara sahip besiyerlerinde iireyebilme vb. gibi) Piyojen streptokoklar,
Laktik streptokoklar, Enterokoklar ve Viridans streptokoklar olmak tizere gruplara
ayrilmigtir. Streptococcus cinsleri gram pozitif ve katalaz negatiflerdir [Bozkaya,
2005].

Streptokoklar 1874 yilinda Billroth tarafindan tarif edilmistir. Pasteur 1879
yilinda bir hasta kaninda benzer mikroorganizmalara rastlamistir. 1883 yilinda
Fehleisen saf kiiltiirii elde ederken, 1884 yilinda Rosenbach S. pyogenes adini
kullanmistir. 1933 yilinda Lancefield streptokoklarin beta hemolitik olanlarini
serolojik olarak siniflandirmistir [Bozkaya, 2005].

Streptokoklar genel olarak 0,5-2,0 um ¢apinda zincir veya teshih taneleri
seklinde dizilmislerdir. Sporsuz ve hareketsizdirler. Bazilari, 6zellikle hastali§a
sebebiyet verenleri kapsiil bulundurmaktadir. Zengin besiyerinde, %5-10 CO; igeren
ortamda ve 37°C’de iyi trerler. Genellikle fakiiltatif anaerop olan bu bakterilerin
bazilar1 zorunlu anaeroptur. Kanli agarda alfa, beta ve gama olmak tizere 3 farkl
sekilde hemoliz yapabilirler. Alfa hemolizde kan hiicreleri kismi par¢alanirken, beta
hemolizde kan hiicreleri tamamiyle parcalanir. Gama hemolizde ise kan hiicreleri

parcalanmaz [Bozkaya, 2005].
2.2. Streptococcus Pneumoniae

S. pneumoniae insanda zatiirreye sebep olan bakteridir. Ilk baslarda
Diplococcus pneumoniae olarak bilinmekteydi [Bozkaya, 2005]. Fakat sonradan
Streptococcus cinsine gegirilmistir. 0,5-1,0 um biiyiikliige sahip; Spor olusturmayan,
hareketsiz, gram pozitif ve diplokok olan bu tiirler, iist solunum yolunun dogal

florasinda bulunmaktadirlar. Hiicre duvarlari yapisi peptidoglikan ve teikoik asit



icermektedir. Peptidoglikanin yapis1 N-asetilglukozamin ve N-asetilmuramik asitten
olusurken, teikoik asitin yapisinda galaktozamin fosfat ve kolin bulunmaktadir
[Bozkaya, 2005]. Yapisal ayirt edici Ozelliklerinden en belirgini kapsiilleridir.
Hastaliga neden olan biitiin soylarinda yiizey kapsiilleri bulunmaktadir [Ryan et al.,
2004].

Zengin besiyerinde tirerler. Kanli agarda 16-18 saat i¢cinde alfa hemoliz yapmis
kolonileri rahatlikla goériilmektedir. Oksijenli ortamda ve kanli olmayan ortamda
tirediklerinde H,O; (hidrojen peroksit) agiga ¢ikarmalar1 ve H,O,'in de zehirleyici
etkiye sahip olmasi nedeniyle kisa siirede oliirler. Kanli besiyerinde iirediklerinde ise
kan hiicreleri, aciga ¢ikan H,0O,’ti parcadiklarindan bakterilerin bir siire daha canli
kalmasina katkida bulunmaktadir.  Enerjilerinin ¢ogunu glikozu pargalayarak
saglamakla birlikte bu islem sonrasinda agiga ¢ikan laktik asidin miktarindaki artig
bakterilerin 6liimiine yol agmaktadir [Bozkaya, 2005].

S. pneumoniae laboratuvarlarda genel olarak su Ozellikleriyle taninmaktadir:
Alfa hemoliz yaparlar, katalaz negatifdirler, safra tuzlarinda erirler ve optokine (etil-

hidrokuprein) kars1 duyarhdirlar [Bozkaya, 2005].

2.3. Viridans Streptokoklar

Insan ve hayvanlarmn iist solunum yollarinda yogun olarak bulunan ortakg1
bakteri grubudur. Dolayisiyla oksijenli ortamin baskin bakterileridir. Fakat viicudun
diger bolgelerine ulastiklarinda ciddi hastaliklara sebebiyet vermektedirler. Ozellikle
agizda bulunan bu bakteriler, dislerde bir sorun olustugunda (dis ¢ekimi ya da
¢lirime gibi) kana gegerek kan yoluyla kalbe giderler. Burada ¢ogalip kalp
kapakgiklariin ritmini bozarak kalp krizine neden olmaktadirlar [Bozkaya, 2005].

Streptokoklarin genel 6zellikleri bu bakteri grubu i¢in de gecerli sayilmaktadir.
Genel olarak alfa hemoliz, ¢ok nadiren beta hemoliz yapmaktadirlar. Bu grubun
tiyeleri S. mutans, S. salivarus, S. milleri, S. sanguinis, S. mitis, S. oralis, S. gordonii
tiirleridir [Bozkaya, 2005].

Bu grubun {iiyeleri benzer koloni yapilarindan ve alfa hemoliz yaptiklarindan
dolay1r diger streptokoklardan kolay kolay ayirt edilemez. Fakat bu grubun iiyeleri
optokine kars1 direngli olduklarindan dolay1 optokin testi ile S. pneumoniae’dan ayirt
edilebilirler [Bozkaya, 2005].



2.4. S. pneumoniae’nin Geleneksel Tam Yontemleri

S. pneumoniae’nin tanisinda; optokin testi, safrada ¢ozniirliikk, polimeraz zincir
tepkimesi (PZT), ELISA ve kiiltiir yontemi gibi metotlar kullanilmaktadir. Ayrica
genotip belirleme metotlar1 da vardir. Bu metotlarin birgogunda sonug igin uzun
stireler beklemek gerekmektedir [Kaijalainen, 2006].

2.4.1. Optokin Testi

1911 yilinda Morgenroth ve Levy, kinin ve tiirevlerinin pndmokoklarin
istiinde oldiiriicii etkisi oldugunu bulmuslardir. Fakat bu tarz maddelerin pndmokok
tedavilerinde zehirleyici etki olusturdugu da gézlemlenmistir. 1915 yilinda Moore, S.
pneumoniae’nin bir kinin tiirevi olan etilhidrokupreine karsi en duyarh streptokok
oldugunu gozlemlemistir. 1943 yilinda ise Morch, etilhidrokuprein hidrokloritin
(optokin) diisiik derisimlerini hazirlayip kagida emdirmistir ve bunu bakterilerin ekili
oldugu kanli agarda kullanip, gercekten de belli bir ¢ap boyunca bakterilerin
tiremedigini gozlemlemistir. Bu yontemle birlikte S. pneumoniae, diger a-hemolitik
bakterilerden ayirt edilebilmistir. Bu yontem S. pneumoniae’y1 saptamada safrada
¢oziinlirliige gore daha giivenilirdir. Ciinkii kapsiillii ve hastalik yapici pnémokok,
kapsiilsiiz ve hastalik yapmayan hale dondiigiinde optokine karsi duyarliligimi
korurken safrada ¢oziiniirliigiinii kaybetmektedir [Kaijalainen, 2006].

Fakat son yillarda optokine kars1 direngli S. pneumoniae soylarmin oldugu da
gozlemlenmistir. Bu soylar ayni Viridans grubu bakterileri gibi optokine kars1
direngli olup tliremelerine devam etmektedir. Boylece ortaya yalanci negatif sonuglar

¢ikmaktadir [Pikis et al., 2001], [Cortes et al., 2008].
2.4.2. Safra Coziiniirligii

1900 wyilinda Neufeld safranin pnomokok hiicrelerini  ¢ozdiiglini
gozlemlemistir. Tan1 amagli olarak 6nem arz eden bu bulgu, S. pneumoniae'yr diger
streptokoklardan ayirmaktadir. Ilaveten Neufeld sadece taze &ziitlenmis ve hastalik

yapan pndmokoklarin ¢éziindiigiinli bulmustur. Levy 1907 yilinda % 5 ve % 10’luk



sodyum tarokolat kullanarak pnomokoklarin diger tiim bakterilerden ayirt

edilebilecegini diistinmiistiir [Kaijalainen, 2006].

2.4.3. Polimeraz Zincir Tepkimesi

Bu metot bir gen pargasinin ¢ogaltilarak agaroz jelde goriintiilenmesi temeline
dayanmaktadir. Ger¢gek zamanli PZT cihazlar1 kullanarak erime egrileri olusturulur
ve bu sayede istenilen {iriin diger iirlinlerden ayirt edilmektedir [Kaijalainen, 2006].

Pnomolisin, PZT ile pndmokok tayininde kullanilan hastalik yapict bir gendir.
Ayrica pnomolisin geni haricinde PZT tayininde kullanilabilecek diger gen bolgeleri
de vardir. Hastadan alinan 6rnek PZT’ye konuldugunda istenilen bir c¢ogalma
gozleniyorsa, bu durum hastanin viicudunda pnémokok bakterilerinin oldugunu da

gosterecektir [Kaijalainen, 2006].

2.4.4. ELISA Testi (Hizh Tam Kitleri)

Bu testte bakterinin hiicre duvarinda bir ya da birka¢ bolgeyi taniyan antikor
kullanilmaktadir. Bakteri hiicresi ortama konuldugunda antikorlar, 2 bdlgeli bir
sandvig¢ yapisi olusturarak bakteriye baglanmaktadirlar. Bu baglanma sonucunda test
bandinda meydana gelen renk degisikligi pozitif sonucu belirtmektedir. Fakat hizli
tan1 kitlerinin verdigi sonucun keskinlikleri goreceli olarak diisiiktiir. Ciinkii hastadan
aliman Ornegin icinde bulunan baska etmenler ortaya yalanci pozitif ya da yalanci
negatif sonu¢ ¢ikmasina neden olabilir. Bu yiizden hizli tani kitlerinden elde edilen
sonuglarin diger tan1 yontemleriyle de dogrulanmasi gerekmektedir [ Armengol et al.,

2004].

2.4.5. Kiiltiir Yontemi

Bu yontemde bakteriler besiyerine ekilir. Ekilen bakterinin cinsine gore
bekleme siiresi vardir. S. pneumoniae igin bu bekleme siiresi 16-18 saat kadardir.
Besiyerinin zengin olmasi1 gerekmektedir. S. pneumoniae’nin tayininde oOzellikle

kanli agar kullanilmaktadir. Ciinkii bakteriler biiyiirken kan hiicrelerini kismi olarak



pargalayarak yesil renk olusturmaktadirlar (a-hemoliz). Bu yontemden c¢ikacak
sonuglar tam kesin degildir. Cilinkii diger a-hemoliz yapan streptokoklar yiiziinden
yalanci pozitif sonug¢ ortaya ¢ikabilmektedir. Bu nedenle optokin testi gibi diger

yontemlerle sonuglar dogrulanmalidir [Bozkaya, 2005], [Armengol et al., 2004].
2.5. Aptamer ile Tam

Belirli hedeflere 6zgili ve sadece onlari taniyabilen, yapay olarak olusturulmus,
tek zincirli DNA ya da RNA yapisinda olan kisa oligoniikleotidlere “aptamer” denir.
“Apt” Latincede “aptus” kelimesinden gelen uygun, uyan anlamina gelmektedir.
Aptamerler genel olarak 100 veya 100 niikleotitden kiigtiktiir. Cok farkli molekiillere
kars1 aptamer se¢imi gerceklestirilebilir. Bunun i¢in hedef molekiiliin tam yapisini
bilmeye gerek yoktur. Ciinkii aptamer se¢iminin basinda olusturulan aptamer
kiitiiphanesi birbirinden farkli olmak iizere 10**-10™ tane tek zincirli ve birbirinden
farkli aptamer igerir. Sec¢imin ilerlemesiyle birlikte hedefe 6zgiin olarak baglanan
aptamerler ortamda bulunurken baglanmayanlar elenecektir. Bu 6zgiin baglanma ise
oligoniikleotidlerin ikincil ve fgiinciil yapilariyla agiklanmaktadir. Her aptamer
birbirinden farkli oldugu i¢in ortaya ¢ikan farkli ikincil ve {igiinciil yapilar
aptamerlerin hedef aginin neden ¢ok genis oldugunu da bir nevi agiklamaktadir
[Mascini, 2009].

Aptamerlerin kisa olmasi ve her birinin birbirinden farki olmasi, onlarin 3
boyutlu yapilarinin da farkli olmasini saglamaktadir. Bu 3 boyutlu yapilarindan
dolay1, aptamerler ilgili hedefe cok yiiksek Ozgiinliikte baglanmaktadirlar. Bu
Ozgiinliik Ky (ayrisma sabiti) degerlerinin nanomolar ve pikomolar seviyesinde
Olmasindan da anlasilabilmektedir [Hamula et al., 2008], [Duan et al., 2012].
Aptamerler bu yoniiyle antikorlara benzemektedir. Fakat antikorlara karsi ¢ok daha
{istiin taraflar1 vardir. Oncelikle aptamerler yapay olarak sentezlendikleri ve canli
disinda izlenebildikleri i¢in her hangi bir hedefe karsi segilebilirler. Bu da antikor
olusturmak igin gerekli hiicre ya da hayvan gereksinimini ortadan kaldirr. Ikinci
olarak, aptamerler bir kere secildikten sonra PZT ile ¢ogaltilarak yiliksek oranda ve
yiiksek saflikta elde edilebilmektedir. Ugiincii olarak, aptamerler basit kimyasal
yaptya sahip olduklarindan dolay1 kolayca degistirilebilir yapiya sahiplerdir. Amaca

uygun olacak sekilde aptamerlere fonksiyonel gruplar eklenebilmektedir. Son olarak,



aptamerler antikorlara gore daha fazla kararlidirlar. Bu da zorlu kosullarda (yiiksek
sicaklik, u¢c pH degerleri vb.) uygulama gerektiren durumlarda onlar1 ideal aday

konumuna yiikseltmektedir [lliuk et al., 2011].

2.5.1. Aptamer Kiitiiphanesinin Hazilanmasi

Aptamer sec¢im islemine gegmeden 6nce aptamer kiitliphanesinin hazirlanmasi
gerekmektedir. Kiitiiphanenin hazirlik asamasinda yapilanlar sunlardir: Aptamerlerin
basinda ve sonunda dizisi bilinen (Sabit) bolgeler yani primer bdlgeleri
tasarlanmaktadir. Bu bolgeler sayesinde aptamerlerin PZT ile ¢ogaltilmasi miimkiin
olmaktadir. Bu iki primer bolgesinin arasi ise dizisi bilinmeyen bolge, yani
kiitiphane sentezlenirken eklenen niikleotidlerin sirasinin bilinmedigi “rastgele dizi”
bolgesidir. Bu rastgele bolge, es hacimlerde birlestirilmis olan A, T, C, G
niikleotitlerinin bulundugu sise kullanilarak olusturulmaktadir. Bu bdlgenin uzunlugu
20-80 niikleotid olarak degismektedir. Aptamerin her hedefe kars1 farkli
Ozglinligiinii saglayan asil bolge burasidir [Mascini, 2009]. Sekil 2.1'de aptamerlerin

genel goriintiisii verilmistir.

Sabit dizi Rastgele dizi Sabit dizi
R —-— B
(18-21 nt) (20-80 nt) (18-21 nt)

Sekil 2.1: Aptamerlerin genel goriintiisii.

Boylece iki primer bolgesinin arasinda kalan, dizisi bilinmeyen rastgele bolge
sayesinde birbirinden tamamuyla farkli 10"-10"° dolayinda tek zincirli DNA
kiitiiphanesi olusturulur. Eger RNA aptameri se¢im isleminde kullanilacaksa yapay
olarak olusturulan aptamerlerin 5’ ucuna T7 promotor dizisini de igeren primer

bolgesi koymak gerekir [Mascini, 2009].



2.5.2. Aptamerlerin SELEX Yontemiyle Secimleri

SELEX, “Systematic Evolution of Ligands by EXponantial enrichment”
anlamma gelmektedir [Ellington and Szostak, 1990], [Tuerk and Gold, 1990]. In
vitro olarak yapilan bu yontemin isleyisi asagidaki gibidir:

Yapay olarak elde edilmis olan ve yaklagik 10™-10" tane tek zincirli DNA
igeren kiitiiphane belli tamponlarin iginde belirlenmis hedefle (bakteri, hiicre, protein
vb.) bulusturulur ve belli bir siire etkilesime birakilir. Sonra baglanan aptamerler ile
baglanmayanlar1 ayirmak igin bir ka¢ defa yikama islemi yapilir. Boylece hem en
basindan beri hedefe baglanmamis olan aptamerler ayrilirken hem de hedefe zayif
baglanan aptamerler de ortamdan ayrilmis olur. Bu baglanmayan hedeflerin
ortamdan uzaklastirilmasi aptamer se¢im isleminin en kritik noktasidir. Ciinkli bu
aptamerlerin ortamda bulunmasi baglanan aptamerlerin de baglanmasina etki
edecektir. Baglanmayan aptamerlerin ortamdan uzaklastirilmast igin yatkinlik
(affinity) kromatografisi, manyetik ayirma, filtreleme ya da santrifiijleme yontemleri
kullanilabilmektedir. Daha sonra hedefe baglanan aptamerler 6zel ¢ozeltiler, 1s1 ya da
su ile geri kazanilir ve PZT ile ¢ogaltilir. Boylece SELEX isleminin ilk dongiisii
tamamlanmis olur. PZT ile c¢ogaltilan DNA’lar artik ¢ift zincirlidir. Bunlar1 bir
sonraki secimde kullanmak i¢in tekrardan tek zincirli hdle getirmek gerekmektedir.
Tek zincirli hale getirilen aptamerler ile SELEX isleminin ikinci dongiisiine baslanir.
Her dongii sirasinda sartlar zorlastirilarak (yikama sayisinin artmasi, hedef ile
aptamerin bulugsma siliresinin kisaltilmast vb.) en 0Ozgiin aptamerin se¢imi
hedeflenmis olur. Duruma gore 6-20 arast SELEX dongiisii 6zgilin aptamer se¢imi
i¢in yeterlidir [Mascini, 2009].

RNA aptameri kullanilacaksa SELEX dongiisiinde dikkat edilmesi gereken
yerler vardir. SELEX’e baslamadan 6nce T7 promotdr bdlgesi igeren primer kismina
T7 RNA polimeraz baglanarak kiitiiphaneyi RNA kiitiiphanesi yapmak
gerekmektedir. Bu sekilde SELEX dongiilerine baglanir. Her dongii sonunda ise PZT
ile olusturulmus olan ¢ift zincirli DNA’lar transkripsiyon yoluyla tekrardan RNA’ya
doniistiiriiliir ve bir sonraki dongiiye bu RNA aptamerleri ile devam edilir [Ellington
and Szostak, 1990], [Tuerk and Gold, 1990], [Mascini, 2009]. Sekil 2.2'de SELEX

isleminin genel isleyisi verilmistir.
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Sekil 2.2: SELEX kullanarak hedefe 6zgii aptamerlerin in vitro se¢imi.
2.5.3. Aptamerler Ile ilgili Yapilan Calismalar

Son yillarda aptamerler ile ilgili yapilan c¢alismalar siirekli artmaktadir.
Ozellikle son 10 yildir aptamerlerin farkli uygulamalari bilim diinyasina yeni bakis
acilart getirmigtir [Iliuk et al,, 2011]. Bu kisimda bugiline kadar yapilmis
calismalardan bazilar1 irdelenecektir.

Aptamerlerin hedef ag1 ¢ok genis olsa da yapilan bir¢ok ¢alisma bakterileri
hedef olarak belirlemistir. Bu calismalarda genel amag¢ bakterinin hizli bir sekilde
taninmasidir. Bunun yaninda bu bakterilere karsi secilen aptamerler kullanilarak
yapilan medikal cihazlar ya da sentezlenen ilaglar ile ortaya ¢ikan hastaliklarin hem
erken teshisi yapilip Sliimlerin Oniine gecilecektir hem de zaman ve para kaybini
azaltmak miimkiin olacaktir.

Yapilan bir ¢alismada diinyada hala biiyiik bir sorun olusturan ve verem
hastaligima neden olan Mycobacterium tuberculosis (MTB)’e karsi aptamer

secilmigtir. Ciinkii ¢oklu ilaglara kars1 tiiberkiiloz bakterisi direngli hale gelmistir ve

10



bu da tiiberkiiloziin kontroliinii zorlastirmistir. Gittik¢e artan diren¢li MTB, HIV
viriisii ile birlikte insanda hastaliklara neden olmaktadir. Bu yiizden MTB’ye kars1
gelistirilecek olan yeni ilaglara ihtiya¢ dogmustur. Ayrica bu ilaglarin diger
mikobakteri ajanlariyla tepkimeye de girmemesi gerekmektedir. Yeni mikobakteri
ilact bulmak amaciyla MTB’ye kars1 aptamer se¢imine gidilmistir. Bu ¢alismada tim
bakteri hiicresi hedef olarak kullanilmistir. Boylece segilen aptamer bakterinin dig
yiizeyinde bulunan yiizey proteinleri ile etkileserek o bolgeyi Kapatmistir ve bakteri
sayisinda diisiise neden olmustur. Aptamerlerin yiizey proteinlerine baglanmasi su
sekilde kanitlamistir: Bakteri tripsin ve proteinaz K ile etkilestirilmistir. Sonra
secilen aptamer ortama konmustur fakat hicbir baglanma gézlenmemistir. Ayrica bu
calismada SELEX asamasinda karsit se¢im olarak Mycobacterium bovis kullanilarak
secilen aptamerin 6zglinliigli arttirilmistir. Ciinkli bdylece karsit hedefe baglanan
aptamerler ortamdan uzaklastirilmigtir [Chen et al., 2007].

Staphylococcus aureus’a karsit yapilan aptamer se¢imi de diger bir “tim
hiicreye kars1” seg¢ime Ornektir. S. aureus bir¢cok hastaliga neden patojen bir
bakteridir. Bakterinin de hizli tayini bu yilizden ¢ok 6nemlidir. Yapilan ¢aligmada
karsit se¢im olarak Streptococcus ve Staphylococcus epidermidis kullanilarak hedef
bakteriye karst se¢ilmis olan aptamerlerin Ozgiinlikkleri arttirilmistir. Caligsma
sonunda elde edilen 5 aptamer ayni1 anda kullanilarak tan1 yapilmistir. Bu
aptamerlerin tek tek kullanilmasi ile 5 tanesinin ayni anda kullanilmasi sonuglari
karsilagtiritlmis ve aptamerlerin ayn1 anda kullanimiyla, hedefin diger bakterilere
nazaran daha net bir bigimde yakalanmasi gézlemlenmistir. Ayrica tek bir aptamerin
kullanilmasinin yalanci pozitif bir sonug verebilecegi vurgulanmistir. 5 aptamerin bir
arada kullanilmasiyla bu sorunun ortadan kalktigi belirtilmistir. Ciinkii farklh
aptamerler bakterinin farkli bolgelerini tanimakta ve birbirinin baglanmasina etki
etmemektedir [Cao et al., 2009].

Campylobacter jejuni’ye karsi aptamer se¢imi de “tiim hiicreye kars1” se¢ime
ornektir. Bu bakterinin tanisi i¢in kullanilan diger yontemler hem capraz tepkime
verdiklerinden hem de pahali ve uzun siirmesinden dolayi, hizli1 ve keskin tani i¢in
aptamer se¢imine gidilmistir. Daha 6nce C. jejuni’nin saflastirilmis zar proteinine
karst aptamer secilmistir. Fakat bu durumun gercek ortami temsil etmedigi de
diistiniilmektedir. Bu ¢aligmada tiim bakteriyi alip aptamerle bulusturmak dogal bir

ortam saglamistir, bOylece daha gercek¢i bir ortamda aptamerlerin seg¢imi
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saglanmistir. Kullanilan aptamerler ise FAM isaretlidir. Bu ¢alismada segilen
aptamerin diger C. jejuni soylarini tanidig1 da bulunmustur. Bu da soylar farkli olsa
bile dis ylizeydeki bazi proteinlerin ayni oldugunu gostermistir [Dwivedi et al.,
2010].

Diger biitiin bakteri hiicresine karsi secilen aptamerlere 6rnek olarak Shigella
sonnei [Masoudipour et al., 2011], Streptococcus pyogenes [Hamula et al., 2011],
Lactobacillus acidophilus [Hamula et al., 2008] ve Vibrio parahemolyticus [Duan et
al., 2012] verilebilir.

Bakteriler disinda diger patojenik mikroorganizmalara karsi aptamer se¢imleri
de bulunmaktadir. Tek hiicreli canlilardan (protozoalar) Trypanosoma brucei’ye
karst RNA aptamerleri secilmistir. HIV, SARS, hepatit C hastaliklarin1 ortaya
cikartan viriislere karst da aptamer se¢imi gergeklestirilmistir [ Xian et al., 2012].

Patojen olmayan hedeflere karsi da aptamer se¢imi yapilmistir. Yapilan bir
calismada aptamerler, farklilasmis PC12 hiicrelerine karsi baglanirken, normal PC12
hiicrelerine baglanmamaktadir. Bu da farklilasmis hiicreler icin, 6rnegin kanser
hiicrelerinin basit ve hizli tanisi i¢in 6nemli gelismelerdendir. Bu aptamer se¢iminde
normal PC12 hiicreleri karsit se¢im i¢in kullanilmis ve ona baglananlar ayrilmistir.
Geriye kalan kiitiiphane ile farklilagsmis PC12 hiicrelerine karst se¢im yapilmigtir
[Wang et al., 2002].

Diger bir biitlin hiicre calismast CD4+ hiicreleri i¢cin yapilmistir. CD4+
hiicreleri bagisiklik sisteminde ¢ok ©Onemli yer tutan hiicrelerdir. Yeni {iretilen
lenfotik hiicreleri ve sitokin {iiretimini denetlemektedir. Bu hiicrelerin azhig
bagisiklik sisteminin zayiflamasina, alerjik hastaliklarin ve AIDS hastaliginin ortaya
¢ikmasina neden olur. Bu calismada aptamer temelli yiizeyler kullanarak CD4+
hiicrelerini saptamustir. Ustelik bu saptama anikorla saptama ydnteminden daha iyi

sonug vermistir [Zhou et al., 2012].

12



009

° g%gg%g —
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Bir diger farkli ¢calismada Bacillus anthracis sporlarina karsi aptamer se¢imi
yapilmistir. Bu sporlarin daha 6nceden yiiksek baglanma yatkinligi olan “antisera”
antikorlar1 ile tayin edildigi belirtilmistir. Fakat bu antikorlarin yapimi i¢in hem
bagisiklik kazanan hayvan hem de zaman gerekmektedir. Bu bakteri biyolojik
silahlarda kullanildigindan, biiyiik tehlike igerdiginden ve hizli bir sekilde sonug
alinabilmek istenmesinden dolay1 bu ¢alisma yapilmistir. Calismada otoklavlanmig
sporlara kars1 aptamer se¢imine gidilmistir. Segilen aptamerin ve sporlarin tayini i¢in
aptamer-manyetik boncuk elektrokemiluminesans (AM-ECL) yontemi kullanilmistir.
Boylece bu sporlara karsi secilen aptamerler kullanilarak ¢abuk teshisi ¢ok onem
gerektiren bir alanda ¢alisma yapilmistir [Bruno and Kiel, 1999].

Bir bagka c¢alismada ise bir pestisit olan Acetamiprid’e kars1 aptamer se¢imi
yapilmistir. Pestisitler gidalarin giivenligini, insan sagligini ve ¢evre kirliligini tehdit
eden kimyasallardir. Ozellikle insanlarin hastalanmalarini engellemek igin hizli bir
sekilde tayin edilmeleri onemlidir. Pestisit tayini i¢in antikor sistemlerinin uzun
stiredir kullanilmakta oldugu bilinmektedir. Fakat zorlu kosullarin, kii¢iik
molekiillere kars1 antikor olusturmanin ve antikorlarin kararsizliklariin getirdigi
olumsuz durumlar olmas1 sebebiyle antikor ile tani ydnteminin genis c¢aplh
uygulanamadigindan bahsedilmistir. Tiim bunlar1 agmak i¢in aptamer secimi
yapilmistir. Aptamer se¢iminde baglananlarin baglanmayanlardan ayrilmasi, se¢cim
isleminin en Onemli asamasidir. Bu amacla kendisine karsi aptamer segilecek
hedeflerin, gesitli matrikslere ya da manyetik boncuklara tutturuldugu belirtilmistir.
Fakat buradaki hedef molekiil kii¢iik oldugu i¢in bunun miimkiin olmadigr da
aciklanmistir. Bu yiizden bu calismada 6zel bir aptamer tasarimina gidilmistir.
Aptamerler baslangigta tasarlanirken rastgele bolge icinde belli bir bdlge sabit

tutulmustur. Bu sabit tutulan bdlge biyotinli oligoniikleotid tutucusunun eslenigi
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olacak sekilde tasarlanmistir. Ayrica aptamerler FAM ile isaretlenmislerdir. Boylece
olusturulan aptamer kiitiiphanesi avidin kapli yiizeylere tutturulmustur ve hedef
molekiil olan acetamiprid ile etkilestirilmistir. Boylece hem kritik olan ayirma islemi
basariyla gergeklestirilmis hem de floresans Olgiimleriyle baglanmanin gerceklesip
gerceklesmedigi takip edilmistir. Fakat boyle bir ¢alismada pH, iyonik etkilesimler
¢ok oOnemli oldugu i¢in yalanci sonuglarin ¢ikmasini engellemek amaciyla
optimizasyon ¢alismalarinin yapilmasi gerekliligi de vurgulanmistir [He et al., 2011].

Aptamerlerin baglandig1 hedeflerin arasinda proteinler de vardir. Ozellikle bazi
enzimatik aktivitesi olan proteinlere kars1 aptamerler baglanarak onlarin aktivitesini
diisiirebilmekte hatta bazen tamamiyle durdurabilmektedir. Yapilan bir ¢alismada
trombinin inhibisyonu saglanmistir. Trombin homeostasiste 6nemli yer tutan ¢oklu
goreve sahip bir proteazdir. Kan pihtilasmasinda fibrinojenleri hidrolizleyerek fibrin
olusumunda gorev almaktadir. Normal kosullarda ise piht1 onleyici olarak protein
C’yi aktif hale getirmede gorev alir. Aptamer inhibisyonu ¢aligmalarinda kalsiyum
iyonlarinin aptamer-protein kompleksine etki etmedigi gézlemlenirken, magnezyum
iyonlarinin eksikliginin zayif aptamer-protein kompleksi olusturdugu goriilmiistiir.
Potasyum iyonlarinin eksikligi ise aptamerin 3 boyutlu yapisinin kararli kalmasini
saglayamadigindan Ky degerlerinde artis  goriilmiistiir. ~ Aptamer-trombin
kompleksinin trombinin baglangic seviyesine goére % 50 inhibisyon gosterdigi
bulunmus, artan aptamer-trombin derisiminin daha ge¢ fibrin olugmasina neden
oldugu gbzlemlenmistir [Spiridonova et al., 2003].

Aptamerler ile yapilan diger dikkat cekici bir ¢alisma ise DNA’nin floresans
olarak tespitidir. Bu c¢alisgmada trombin-aptamer kompleksi olusturularak bir
biyomolekiiler makine yapilmistir. Bu makinede aptamer trombine kovalent olarak
baglanmistir. Bu aptamerin bir boliimii, analizi yapilacak olan DNA’nin eslenigi

durumundadir. Floresans 1s1ma verecek olan madde ise rodamin 110 un bir tiirevidir.
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(1) = §' GC CTT AAC TGT AGT ACT GGT GAA ATT GCT GCC ATT GGTTGGTGTGGTTGG
(2) =§' AAT GGC AGC AAT TTC ACC AGT ACT ACA GTT AAG GC HaN e Oy NH;*

A TN

(2a) = 5' AGC AAT CAG ACG

@ y°

(3) = bis-{p-tosyl-L-glycyl-L-prolyi-L-arginine amide) Rhodamine 110

Sekil 2.4: Thrombin-aptamer kompleksi bilesenleri ve sistemin genel goriinimii.

Makine analizi yapilacak DNA ortama eklenmeden 6nce ilk sekilde goriildiigii
gibi katalitik aktiviteye sahip degildir. Fakat DNA ortama eklendikten sonra rodamin
tirevi rodamine doniistiiriilirken floresans 1s1ma vermektedir. Ayni durum
biyomolekiiler makinenin cam iizerine tutuklanmasiyla da denenmis ve benzer

sonuglar verdigi goriilmiistiir.

Sekil 2.5: Thrombin-aptamer kompleksinin mekanizmasi.

Boylece hem aptamerler kullanilarak DNA analizi yapilabilmistir hem de
biyomolekiiler bir makinenin isleyisi hakkinda bilgi vermistir [Pavlov et al., 2005].
Diger bir aptamer se¢im c¢aligmasi ise prion proteinine karsi

gergeklestirilmistir. Prion proteini (PrP), ¢ogunlukla memelilerin merkezi sinir
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sisteminde bulunan proteindir. Fakat bu protein, normal halinden (PrP®) anormal
hale (PrP*°) déniisiince hastaliklara neden olmaktadir. Bu hastaliklarin en bilinenleri
deli dana hastaligi ve Creutzfeldt-Jakob hastahigidir. PrPC o heliks bakimindan
zengin iken PrP*® B katmanlar1 bakimindan zengindir ve PrP*° proteinazlara karsi
direnclidir. Ayrica PrP*®ler olusurken bir araya kiimelenmekte ve amiloid fibrilleri
olusturmaktadir. Prion rahatsizliklar1 i¢in su anda kullanilan yaygin yontem antikor
igeren tan1 kitleridir. Diger yandan aptamerin antikorlara karsi olan tistlinliikleri goz
Oniine alindiginda prionlar i¢in de aptamer se¢imi gerceklestirilmistir. Bu amagla bu
calismada 6ncelikle PrP®’nin izoformu olan o-PrP ve PrP**nin izoformu olan B-PrP
hazirlanmistir. Ayrica bu ¢alismada “yarigsmali SELEX” yontemi de kullanilmistir.
Bu yontemde biitiin hedefler bir matriks iizerine tutturulmustur. Sonra aptamer
kiitiiphanesi hedeflerle bulusturulmustur. Daha sonrasinda asil hedef ortamdan
alinmig ve lizerine baglanmis olan aptamerler geri kazanilip bir sonraki SELEX
dongiisiinde kullanilmistir. Bu SELEX yontemiyle birlikte toplamda 4 dongiide
aptamer ele gecmistir. Yarismali SELEX yapilmak istendigi i¢in ayrica Zif268 adli
DNA baglayict protein ve yiiksek pozitif yiiklii pirolokuinolin kuinon glikoz
dehidrojenaz (PQQGDH) karsit hedef olarak kullanilmistir. Deneyler sonunda
secilen secilen aptamerin hem o-PrP hem de B-PrP’ye baglandigi gozlemlenirken
Zif268 ve PQQGDH’ye baglanmadigi goézlemlenmistir. Bu sonuglar segilen
aptamerin prion rahatsizliklarinda kullanilabilecegini gostermistir [Ogasawara et al.,
2007].

DNA library Multiple target
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B /77 ~*§> \\v Incubation
27 )
f:‘)}L {-J
of I,
Elution 4\1 screening t’?l g\j
C) <,L_7
----- e_g,r.d__’?m
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.3, Separation

Sekil 2.6: Prionlara kars1 gergeklestirilen aptamer se¢im iglemi.
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Ayni1 grubun bir baska calismasinda aptamer bu kez a-siniiklein oligomerlerine
kars1 secilmistir. o-sinliklein oligomerleri Parkinson rahatsizligina neden olan
amiloidlerdir. Grup, bu c¢alismasinda da aymi yolu izleyerek a-siniiklein
oligomerlerine kars1 aptamer se¢mistir. Ustelik secilen bu aptamerin ayn1 zamanda
Alzheimer hastaligina sebep olan f-siniiklein oligomerlerine de baglandig:
goriilmiistiir. Bu da oligomerlerin ayni yapiya sahip oldugu hipotezini de
desteklemektedir [ Tsukakoshi et al., 2012].

Proteinlerin epitoplarina karsi aptamer segerken farkli yontemlere sahip olan
“yonlendirilmis se¢cim” yapilabilmektedir. Bunlardan ilki ve en basiti yarigsmali geri
kazanim yontemidir. Hedef bolgeye karsi secilen aptamer, ayni bdlgeyi tanityan
baska bir ligand sayesinde geri kazanilir. Diger yontem ise karsit se¢im yontemidir.
Burada aptamer Kkiitiiphanesi tiim proteinle etkilestirilir. Daha sonra segilen
aptamerler, asil hedef bolgeyi igermeyen mutant bir protein ile etkilestirilir. Boylece
hedef bolgeyi icermeyen proteine baglanan aptamerler ayrilmis olur. Bir baska
yontem karigmis SELEX yontemidir. Bu yontemde hedef bolge ile etkilesebilen
kiigiik molekiil agirlikli ligand aptamer kiitiiphanesine katilir. Bu katilma, kovalent
bag ile ya da tamamlayici etkilesimler ile olabilir. Diger yontem ise peptitlere karsi
secimdir. Bu yontemde aptamer ayr1 bir peptide karsi segilir. Bu peptit zaten biiytlik
proteinde oldugu icin peptitlere karsi se¢ilmis aptamer ilgili hedefi de taniyacaktir.
Son olarak anti-idiotipik se¢im yontemi gelmektedir. Bu yontemde ilk Once
antikorlar1 taklit eden molekiiller olusturulur. Sonra bunlara kars1 aptamer se¢imi

yapilir [Kulbachinskiy, 2006].
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Sekil 2.7: Proteinlere kars1 gerceklestirilen farkli segim yontemleri.

Enzimatik 6zelliklere sahip aptamerler de SELEX yontemiyle segilebilir. Bu
aptamerler, hedef molekiile baglandiklarinda katalitik etkinlik gostermektedir. Bu
tarz aptamerlere “aptazim” denilmektedir [ Kulbachinskiy, 2006].

Aptamerlerin kullanilabilecegi bir diger alan ise kanser hiicreleridir. Kanserli
hiicrelerin hizli tanis1 hem erken teshis agisindan hem de finansal agidan ¢ok
onemlidir. Yapilan bir ¢alismada 16semi hiicrelerini taniyabilen c¢ift nano pargacikli
aptamer gelistirilmistir. Boylece karmasik karigimlar, hatta kanda bile kanserli
hiicreler tayin edilebilmistir. Bu amagla 6ncelikle 16semi hiicrelerine karsi aptamer
secimi yapilmistir. Daha sonra secilen aptamerler kullanilarak 2 farkli nano pargacik
hazirlanmistir. Bunlardan ilki kanserli hiicreleri ortamdan iyi bir sekilde ayirmaya
yarayan aptamer modifiyeli manyetik nano pargaciklardir. Digeri ise bu hiicrelerin
tespiti i¢in kullanilacak olan aptamer modifiyeli floresans nano pargaciklaridir. Bu
floresans nano parcaciklar boya katkili silika nano pargaciklarla hazirlanmistir.
Aptamer yoluyla hedefe baglanan floresans nano parcaciklar, uyarilmalariyla birlikte
ayni anda floresans 1s1ma yaparak tek bir boya gézlemcisine (probuna) gore ¢ok daha

parlak bir sonu¢ vermistir. Yapilan caligmalar sonunda aptamer modifiyeli nano
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parcaciklarin 16semi hiicrelerine yliksek oranda baglandiklar1 bulunmustur. Aptamer
modifiyeli ¢ift parcacikli bu tespit isleminin, diger tan1 yontemlerine oranla ¢ok hizl
oldugu belirtilmistir. Immiinofenotipik ve PZT temelli analizlerin saatler aldig
bilinirken bu yeni tan1 isleminin 1 saatten kisa bir siirede tamamlandigi belirtilmistir
[Herr et al., 2006].

Bir dnceki calismay1 yapan ayni grup bu sefer ¢coklu kanser hiicrelerinin tanisi
i¢in bir ¢alisma gerceklestirmistir. Burada Ramos hiicreleri (Burkitt lenfoma), Toledo
hiicreleri (Hodgkin B hiicresi lenfoma) ve 16semi hiicreleri (CEM) kullanilmistir.
Calismanin basinda hem Ramos hem de Toledo hiicreleri i¢in aptamer se¢ilmistir.
CEM icin daha onceki segilen aptamer kullanilmistir. Ayrica Ramos ve Toledo
hiicrelerinin tespiti i¢in farkli renklerde boya kullanilarak floresans nano parcaciklar
hazirlanmistir. Ayn1 ortamda bulunan hiicrelere kendi aptamerleriyle olusturulmus
nano pargaciklarin konulmasindan sonra cesitli deneyler yapilmistir. Bu deneylerin
sonucunda karmasik ortamlarda bile ¢apraz tepkime vermeyen ve her sistemin kendi
hiicresini tanidig1 bir sonu¢ ortaya ¢ikmistir. Bu sonuglarin 1s18inda ortaya ¢ikan
aptamer tabanli nano parcaciklarin kanserli hiicreleri keskin ve hizli bir bigimde
tanimas1 durumu, ileride yapilacak olan daha karmasik ¢aligmalar i¢in umut verici
olmaktadir [Smith et al., 2007].

Bagka bir kanser hiicresi ¢alismasinda Ramos hiicrelerine kars1 aptamer se¢imi
yapilmustir. Secilen aptamerlerin biiylik olasilikla hiicre zar1 proteinleri ile
etkilestikleri diistinilmiistir [Tang et al., 2007].

Aptamerler ATP tipindeki molekiillere kars1 da kullanilabilmektedir. Yapilan
bir calismada ATP’nin elektrokimyasal olarak saptanabilmesi i¢in aptamer baglh
giimiis nano parcaciklar (SNP) kullanilmistir. SNP’ler redoks tepkimesi vererek
elektrokimyasal aptasensor olusumu saglamistir. Bu aptasensorii yaparken ATP’ye
kars1 secilmis olan aptamer 2 kisma boliinmiistiir. Ilk kisim amino isaretlidir.
Boylelikle bu par¢a 3-merkaptopropiyonik asit modifiyeli altin elektrot yiizeyine
karbodiimit bagiyla kovalent olarak tutturulmustur. SNP modifiyeli 2. parca ise,
ortamda ATP varliginda 1. parga ile etkilesim i¢ine girmektedir. Bu etkilesim
sandvi¢ seklinde gerceklesmektedir. SNP’li par¢ada meydana gelen oksidayson bir
sinyal vermektedir ve bu sinyal de analitik sinyale dondstiiriilerek ATP’nin
saptanmasinda kullanilmaktadir. Boylece uygun bir sinyal alim1 ve iyi bir geri doniis

stiresi elde edilmistir. Sensdr, mikromolar diizeyde ATP derisimlerini, istenilen
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kararlilikta ve uygun kosullarda saptayabilmektedir. Ayrica ATP’nin analoglari olan
GTP, UTP ve CTP ciddi bir ¢apraz tepkime vermemistir. Boylece bu sensoriin, insan

kan plazmasi gibi daha karmasik bir sistemde kullanilabilecegi savunulmustur

[Kheyrabadi and Mehrgardi, 2012].
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Sekil 2.8: Gilimiis nano pargacik tabanli aptasensoriin yapilist ve isleyisi.

Kendisine karsi aptamer secilen ve saptanmasi i¢in aptasensér olusturulan
diger bir molekiil By, vitaminidir. Gelistirilen aptasensor kolorimetrik temel iizerine
kurulmustur. Bj; ile aptamerin bulusmasi sonucu, olusan renk degisimi ¢iplak gozle
bile goriilecek seviyede oldugundan hizli tani i¢in biiyiik avantaj da saglamaktadir.
Bu aptasensor gelistirilikten altin nano parcaciklardan (AuNP) yararlanilmistir.
Ayrica daha once se¢ilmis olan RNA aptamerini niikleazlara karsi dayanikli kilmak
i¢cin pirimidin niikleotitlerindeki 2’-hidroksi gruplar1 floro gruplariyla degistirilmistir.
Ortaya cikan 2’-floro RNA aptamerleri niikleazlara karsi dayanikli olmalarinin
yaninda ayrica normal hale gore daha saglam durumdadir. Ciinkii icte bulunan
heliksler ikincil yapiyr daha kararli hale getirmislerdir. Normal RNA’lar kisa siirede
bozunurken modifiyeli RNA’lar 15 saat civar kararli olarak kalmislardir. Ayrica
olusturulan bu modifiyeli RNA aptamerleri PZT i¢in de bir sorun teskil
etmemektedir. AuNP’lerin kullanilmasinin sebebi mesafeye bagli degisen optik
ozelliklerinden dolayidir. AuNP’ler ¢ozelti icerisinde 6zel ve biiyiikliige bagl ylizey
plazmon rezonansindan dolayr kirmizi renkte goriilmektedirler. Ortama tuz
katildiginda negatif yiiklii AuNP’ler arasinda olusan elektrostatik itmeler ve Van der
Waals etkilesimleri AuNP’lerin bir araya kiimelenmesine ve rengin kirmizidan mora
kaymasina neden olur. Biitiin bu 6zellikler g6z 6niine alinarak aptasensor isleyisi su

sekilde olmaktadir: Modifiye edilmis RNA aptamerleri AuNP ile etkilestirilmistir.
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Ortama sadece tuz ilave edilmistir. Yiizeye bagli aptamerlerden dolayr AuNP’ler
kiimelesip renk degisimi gergeklestirememislerdir. Fakat ayni ortama Bi, vitamini
katildiginda Aptamerler AuNP nin yiizeyinden ayrilarak Bi,’ye baglanmiglardir. Bos
kalan AuNP’ler kiimelenip renk degistirmislerdir. Boylece B, vitamininin varliginda

renk degistiren bir sistem elde edilmistir [Selvakumar and Thakur, 2012].
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Sekil 2.9: RNA aptameriyle B, vitamininin renksel tayin mekanizmasi.

AUNP-RNA aptameri ile yapilan bir diger ¢alisma ise aminoglikozitlere
(AMGQG) kars1 olmustur. AMG’ler RNA baglatic1 antibiyotikler olup ortak bir yapiya
sahiptirler. Bakteri ribozomuna baglanarak anlamsiz peptitler ortaya ¢ikmasina ve en
sonunda hiicrenin 6liimiine neden olurlar. Fakat 6zellikle kulaga ve karacigere olan
zehirli yan etkilerinden dolay1 kullanimlari sinirlandirilmistir. Bununla birlikte disiik
fiyatlarindan dolayr hala hayvancilikta yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu da yemek
zincirinde bu molekiillerin olabilecegi anlamina gelmektedir. Bu nedenle hizi bir
sekilde tayinleri biiyilk 6nem tagimaktadir. Bu calismada segilen RNA aptamerleri
tek bir hedefi degil, genel olarak AMG’leri taniyabilen aptamerler olmuslardir.
Kullanilan RNA aptamerleri bir onceki calismadaki gibi 2’-floro modifiyelidir.
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Kolorimetrik yontem ise bir dnceki yontemle aynidir. Boylece hizli ve ucuz sekilde
cokga karsilagilan AMG’lerin tanis1 yapilabilmistir [Derbyshire et al., 2012].

Aptamerler ile yapilan diger bir ¢alisma tiirli ise bakteri proteinlerine karsi
secimdir. Bakterilerin dis yiizeyinde bulunan proteinler saflastirilarak bu proteinlere
karst aptamer sec¢imi yapilip, daha sonra bu aptamerler ile bakterinin denemesi
yapilmaktadir. Boyle bir ¢alisma enterotoksijenik Escherichia coli (ETEC) K88 i¢in
yapilmistir. Bu mikroorganizma E. coli cinsi iginde tek K88 fibrili {ireten bakteridir.
Bakteri bu fibrillerin yardimiyla ince bagirsaga tutunur. Bu fibriller yenidoganlarda
bir¢ok hastaliga ve ishale sebep olur. Teshis i¢in yillardir yapilan tani yontemleri
yavas islemektedir. Bu yiizden bakterinin hizli tanist onemlidir. Bu ¢alismada
SELEX asamasinda karsit se¢cim olarak bovine serum albumin (BSA) kullanilmistir.
Ayrica secilen aptamerler bakterinin ince bagirsaga tutunmasini engelleyerek
hastaligin olusmasini da 6nlemistir [Li et al., 2011].

Dis yiizey proteinlerine karsi yapilan diger bir ¢calisma ise Salmonella enterica
bakterisine karst olmustur. Salmonella cinsi gida zehirlenmelerinde c¢okga
goriilmektedir. Secilen aptamerler ile birlikte hizli tan1 konularak gida
zehirlenmelerinin Oniine gecilmesi amaglanmistir. Calismada karsit se¢im olarak E.
coli dis ylizey proteinleri ve lipopolisakkaritler kullanilmistir [Joshi et al., 2008].

Aptamerler ile yapilabilecek bir diger 6rnek ise az miktardaki proteinlerin
zenginlestirilmesi ve saptanmasidir. Buradaki amag, insan kaninda ya da tampon
coOzeltilerde az miktarda bulunan proteinlerin, aptamer bilesimli altin nano ¢ubuklar
ile etkili bir bi¢imde tayini ve zenginlestirilmesidir. Ciinkii bu az miktardaki
proteinlerin miktarlarindaki ya da yapilarindaki degismeler genellikle hastaliklarin
ortaya ¢ikistyla ilgilidir. Bu degisikliklerin hemen saptanmasi erken teshis yolunu da
acabilecektir. Altin nano pargaciklar, kolayca modifiye olmalarindan ve biiyiikliige
bagli olarak renk farkliliklar1 olusturduklarindan dolayr DNA ve proteinlerin
saptanmasinda etkin olarak kullanilmaktadir. Bu yilizden bu ¢alismada hedef
proteinlerin yakalanmasi ve izolasyonu i¢in aptamer bagimli altin nano ¢ubuklar
(AuNR) kullanilmistir. Bu ¢ubuklarin yiizeyine 15 niikleotit uzunlugunda trombin
aptamerleri tutturulmustur. Baglanmay1 arttirmak i¢in trombin aptamerleri farklh
uzunluklardaki hekzaetiloksi glikol (EGs) ile modifiye edilmistir. Boylece ¢ok az
miktardaki proteinler (ppb diizeyinde) giiclii, duyarli ve etkin bir bigimde
saptanabilmislerdir [ Yasun et al., 2012].
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Sekil 2.10: Aptamer destekli altin nano gubuklarin olusturulmasi.

Yapilan diger bir ¢alismada kiiciik molekiillerin saptanmasi igin tek zincirli
DNA baglayici proteine (SSB) bagli aptamer diizenegi kullanilmistir. Bu diizenekten
gelen veriler floresans polarizasyonu (FP) yontemiyle okunmustur. SSB, FP i¢in
sinyal arttirict olarak kullanilmistir. SSB, aptamerin hedefe baglanmis haline
baglanamazken, serbest haline baglanmaktadir. Ayrica bu diizenek, aptamerin hedefe
ve SSB proteinine baglanmasi durumunda agiga ¢ikan yiiksek diizeyde esyonsiiz
floresans sinyalinin olusumuna izin vermektedir [Zhu et al., 2012].

Biyosensorler hedef molekiiliin tanist i¢in kullanilan, biyotaniyici ve sinyal
doniistiirlicii pargalarini igeren yapilardir. Aptasensorler de biyosensor sinifina
girmektedirler. Aptasensorler hedef molekiiliin taninabilmesi icin farkli 6zelliklerde
olabilirler. Ciinkii aptamer ile hedef arasindaki etkilesimin etkilenmemesi ve oradan
gelecek degerin en az kayipla ¢evrimi, aptasensorlerde aranan temel 6zelliklerdir. Bu
amacla cesitli Ozelliklerde aptasensorler ortaya c¢ikmistir. Bunlardan ilki
elektrokimyasal aptasensorlerdir. Aptamerler oncelikle elektrot {izerine tutturulur.
Daha sonra hedef molekiil ile etkilesen aptamer, elektrot yiizeyinde degisime neden
olur ve bir elektrokimyasal sinyal olusur. ikinci olarak optik aptasensorler
gelmektedir. Optik aptasensorler 4 farkli smifa ayrilmaktadir: Yiizey plazmon
rezonans (SPR) aptasensorii; aptamerlerin SPR ¢ipleri iizerine tutturulmasiyla
olusur. Yiizeysel gelistirilmis Raman spektroskopi (SERS) aptasensérii; Raman
spektrum dagilimini kullanan bir diger biyosensordiir. Kemiliiminesans aptasensorii,
aptamer ile hedef molekiiliiniin baglanmasiyla agiga ¢ikan kemiliiminesans 1s1may1
Olcer. Floresans aptasensorler; aptamer ile hedef molekiiliiniin etkilesmesiyle aciga
c¢ikan floresans polarizasyonunu ya da floresans 1s1ma degisimini dlcer. Ugiincii ve
son olarak piezoelektrik kristal aptasensorleri gelmektedir. Burada aptamerler

kuvartz kristallerine tutturulur. Aptamer ile hedef etkilesimi olurken, sistem dissal bir

23



elektriksel alana maruz birakilir ve sinyal degisimi 6lgiiliir [ Xian et al., 2012], [lliuk
etal., 2011].

2.6. Tezin Amaci

S. pneumoniae'nin tanisinda geleneksel tan1 yontemleri kullanilarak sonug elde
etmek i¢in 1-1,5 giin beklemek gerekmektedir. Ayrica belli yontemlerin sonuglarinin
diger bir yontemle dogrulamasi da yapilmalidir. Bu baglamda S. pneumoniae'nin
hizl1 ve dogru tanisina bu baglamda ihtiya¢ duyulmustur.

Bu amag dogrultusunda bu tez ¢alismasinda, S. pneumoniae bakterisine karsi
aptamer se¢imi ¢alismalarinin yapilmasi amaglanmistir. Segilecek aptamerlerin daha
Ozgiin olmasi igin yine ayni cins i¢inde yer alan S. sanguinis bakterisi karsit se¢im
olarak kullanilmistir.

Daha oOnce literatiirde S. pneumoniae bakterisine karsi secilmis aptamer
calismasi bulunmamaktadir. Bu ¢aligmayla birlikte hem bu bosluk doldurulmak, hem
de ileride yapilacak olasi1 bir ilag ya da tami tedavisinde alternatif bir yol ortaya

c¢ikartilmasi hedeflenmistir.
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3. MATERYAL ve METOT

3.1. Materyal

3.1.1. Kullanilan Kimyasallar ve Geregler

Tez c¢alismasinda kullanilan  kimyasallar ~ sunlardir:  Glycerol GR
(1.04092.2500), Hydrochloric acid fuming 37% (1.00317.2501), Ethidium bromide
(1.11608.0030), Agar (1.01614.1000), Yeast extract granulated (1.03753.0500),
Brain heart infusion broth (1.10493.0500), Ammonia solution 32% (1.05426.2500),
Barium chloride (1.01716.0050), Sulfuric acid 95-98% (1.00713.2500) Merck’ten;
Miller-Hinton broth (MHB20500) Biolab’dan; Kanli agar (MP325) Salubris’ten;
Optochin discs (74042-50DISCS-F), Sephadex® G-25 DNA grade (S5772-100G),
Sodium bicarbonate (S7277-250G), Orange G (07252,25G), GenElute plasmid midi
prep kit (PLD-100) Sigma Aldrich’ten, Bovine serum albumin fraction V
(10735078001), SYBR green | master (04707516001) Roche’dan; Sodium chloride
(27810.295) VWR’dan; 2X PCR mix (#K0171), Dream Tag 2X PCR master mix
(#K1071), Glycogen (#R0561), 50 bp DNA ladder (#SM0373), 100 bp DNA ladder
(#SM0243), InsTAclone™ PCR cloning kit (#K1214) Fermentas’tan; Ethanol
absolute (8006) J. T. Baker’dan); Tryptone (7351A) Acumedia’dan; Tris
(A2264,1000), Potassium chloride (A2939,0500), Magnesium chloride hexahydrate
(A4425,1000), Tween® 20 (A4974,1000), Boric acid (A2940,1000), Ampicillin
sodium salt (A0839,0025), EDTA disodium salt dihydrate (A2937,1000), Sodium
acetate anhydrous (A4555,1000), di-Sodium hydrogen phosphate anhydrous
(A2943,1000), Potassium dihydrogen phosphate (A2946,1000) Applichem’den,
Amicon ultra 0.5 centrifugal filter with ultracel-50 membrane (UFC505096)
Millipore’dan, Streptococcus pneumoniae (10368), Streptococcus sanguinis SK 36
(BAA-1455) ATCC’den satin alinmigtir. Klonlama i¢in gerekli olan DHSa hiicreleri

UME Biyoanaliz Labouratuvarlari’ndan temin edilmistir.
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3.1.2. Kullanilan Cihazlar

Elektro-mag M 420 BP 37°C’lik etiiv, Zhicheng ZHWY-200B c¢alkalamali
etiiv, Sigma 3-18 K sogutmali santrifiij, Beckman Coulter Allegra X-15 R sogutmali
santrifiij, Beckman Coulter Microfuge 22 R sogutmali santrifiij, Labnet VX-200
vorteks, VWR vorteks, Roche Light Cycler 480 gergek zamanli PCR cihazi, Applied
Biosystems Veriti 1s11 dongii PCR cihazi, Kendro Holten HH 0,9 Plus PCR kabini,
Esco PCR-4A1 PCR kabini, Bioautomotion Corporation Mermade 192 DNA
sentezleyici, BD FACSJazz akis sitometri, Thermo Savant SPD131DDA vakumlu
santriflij, Scotsman AF 100 buz makinasi, Vilber Lourmat Biovision 1000/20M UV
jel goriintiileyici, Thermo EC 250-90 elektroforez giic kaynagi, Vestel MD-GDX30
mikrodalga firin, VWR elektroforez tanklari, Nanodrop ND1000 spektrofotometre,
VLM EC 1 1s1 bloku, Heidolph MR Hei Standart manyetik karistirici, Hangzhou
Allsheng Thermo Shaker 1sitmali ¢alkalayici, Mettler Toledo Seven Compact S220
pH metre, Heatrow Scientific Sprout mini santrifiij, LMS MCF-2360 mini santrifiij,
Teknomar Chemocell LRCX-UV biyogiivenlik kabini, Denver Instrument MXX-412
tarti, Millipore Milli-Q-Elix saf su sistemi, Elga PureLab Pulse saf su sistemi,
Siemens +4°C/ -20°C buzdolabi, New Brunswick Scientific U570 -86°C derin
dondurucu, Senocak +4°C buzdolabi, Sanyo Biomedical Freezer -30°C derin
dondurucu, Siemens -20°C derin dondurucu, Liebherr +4°C/ -20°C buzdolab,
Axygen Thermo, Gilson, Brand, Transferpette marka farkli hacimlerdeki

mikropipetler kullanilmistir.
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3.2. Metot

3.2.1. Aptamer Kiitiiphanesinin, Bakterilerin ve Tiiplerin
Hazirlanmasi

3.2.1.1. Aptamer Kiitiiphanesinin Hazirlanisi

Primer bolgeleriyle birlikte 75 baz wuzunlugunda tasarlanan aptamer
kiitiiphanesi, TUBITAK UME Biyoanaliz Laboratuvarlari biinyesindeki DNA
Sentezleyici cihaz tarafindan "kati fazli oligoniikleotid sentezi" yoOntemiyle
sentezlendi. Aptamerin primer bolgeleri arasinda kalan rastgele dizi (Sekil 2.1) igin
A, T, C, G niikleotitleri es hacimlerle bir sisede birlestirildi. Bu bolgeye konulacak
niikleotitler alet tarafindan bu siseden c¢ekilerek konuldu. Boylece rastgele dizi
bolgesi olusumu saglandi. Sentezlenen aptamer kiitiiphanesi, 600 pL %32’lik
amonyak yardimiyla sentezlendigi kolonundan ayrilip 37°C sicakliginda 3 saat
boyunca amonyak i¢inde bekletildi. Amonyak, kolona tutunmus olan
oligoniikleotidleri kolondan koparmak ve sentezlenmis oligoniikletitlerin baz ve
fosfatlarinda bulunan koruyucu gruplar1 ortadan kaldirmak ic¢in gereklidir. 3 saat
sonunda vakumlu santrifiijde amonyak uguruldu. Hemen sonrasinda 500 pL c¢ift
damitik suyla amonyag1 u¢gmus kati haldeki kiitiiphane sulandirildi. Sulandirilan bu
kiitiiphanenin tamami (500 pL) daha 6nceden hazirlanmis olan Sephadex G-25
kolonuna koyuldu ve yaklasik 30 pL hacimlerde tiiplere toplandi. Toplanan bu
ornekler spektrofotometre yardimiyla 6l¢iildii ve amonyak tuzundan uzaklagmis olan
hacimler bir araya toplanarak deneyde kullanilmaya hazir hale geldi.

Sentezlenen Ornegin dogru bir sekilde sentezlendiginden emin olmak igin,
saflagtirilan kiitliphanenin 5 pL’si polimeraz zincir tepkimesi (PZT) i¢in kullanildi.
Negatif kontrol amaciyla 5 uLL DNA yerine 5 pL saf su kullanilarak kontrol 6rnekleri
de PZT i¢in hazirlandi [Mullis et. al., 1986]. PZT sonrasi elde edilen 6rnekler %2’lik
agaroz jelde kosturularak kiitiiphanenin istenilen 75 baz uzunlugunda oldugu gorildi

[Aaij and Borst, 1972].
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3.2.1.2. Bakterilerin Hazirlanmasi

ATTC’den liyofilize olarak gelen bakteriler beraberinde gelmis olan yonergeye
bagli kalinarak hazirlandi. Bu baglamda gelen bakterilerin {izerine 1 mL Brain Heart
Infusion (BHI) sivi besiyeri eklendi ve 37°C’lik etiivde 16 saat boyunca
canlandirilmaya birakildi. Ardindan % 5 koyun kani igeren kanli agar besiyerine
ekildi ve tekrardan 37°C’lik etiivde 16 saat boyunca bekletildi. Buradan alinan
bakteriler % 50 gliserol ve % 50 BHI besiyeri igeren karisima konularak stoklanarak
-80°C’de saklanmustir.

Bakterilerin dogru gelip gelmediklerini test etmek amaciyla kanli agarlara
bakteriler ekildikten sonra optokin diskleri yerlestirildi. 16 saat boyunca 37°C’de
beklemeye birakilmistir. Bir sonraki giin yapilan gozlemlerde S. pneumoniae’nin
optokin diskinin etrafinda ¢ogalmadigi gozlemlenirken, S. sanguinis’in optokin
diskinden etkilenmedigi goézlemlendi. Bdylece gelen bakterilerin dogrulamasi
yapilmis oldu.

Dogruluklar1 yapilan bakteriler, deneyde kullanilmaya hazir héle getirilmek
icin baglanma tamponu i¢inde ¢06ziildii. Bulaniklik referansi olarak Mc Farland
cozeltileri kullanildi ve hazirlanan bakteri ¢ozeltilerinin 0,5 ya da 1 Mc Farland
bulanikliginda olmasi amaglanmustir. [Mc Farland, 1907].

Bu amagla 3 mL baglanma tamponu ve cam boncuk igeren tiiplere yeni
biiyiitiilmiis bakteriler eklendi ve vorteks yardimiyla karistirildiktan sonra daha
onceden hazirlanmis olan 0,5 ve 1 Mc Farland ¢ozeltileri ile karsilastirilarak istenilen

bulaniklia gelmesi saglanmistir.

3.2.1.3. Tiiplerin Hazirlanmasi

Yapilacak olan deneyler asamasinda, aptamerlerin bakterilerle bulustugu
zaman tlipe baglanmasini en aza indirmek amaciyla 1,5 mL’lik santrifiij tlipleri 6zel
islemlerden geg¢irildi. Bu amag¢ dogrultusunda oncelikle tiiplere 1,4 mL NaHCOs;
tamponu eklendi ve 1 saat boyunca, oda sicakliginda, 900 rpm hizda ¢alkalamaya
konuldu. Bu siire sonunda tiiplerden sivilar atild1 ve tiiplerin lizerine 1,4 mL PBS-T

tamponu eklenerek 4 kere yikama yapildi. Son basamakta bos tiiplere 1,4 mL BSA
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iceren tampon eklenerek oda sicakliginda, 900 rpm’de, 1 saat ¢alkalamaya birakildi.

En sonunda tiiplerin igindeki tampon atild1 ve +4°C’ye konuldu.
3.2.2. Aptamer Se¢im Deneyleri (SELEX Islemi)

Saflasgtirilmis aptamer kiitiiphanesinden 500 pL alindi ve fstiine 500 pL
baglanma tamponu eklendi ve normal tiipte karistirildi. Bu 1000 pL’lik karisim
95°C’de 5 dakika tutuldu ve sonra 15-20 dakika buzda bekletildi. Daha sonra bu
1000 pL’lik karigimin 500 pL’si, 500 pL hacminde ve 1 McFarland bulanikligindaki
(3x10°® CFU/mL) S. sanguinis bakteri ¢ozeltisi ile birlestirildi. Diger 500 pL icin de
ayni sey yapildi. Bu birlesmeler BSA kapli tiiplerde gerceklestirildi. 37°C’de, 30
dakika ve 1300 rpm’de bu tiipler ¢calkalanmaya birakildi ve 15. dakikada daha iyi bir
karisim olmasi icin pipet yardimiyla karistirma islemi yapildi. Bu 1000 pL’lik 2
karisim 2 ayri, Ozel siizgegli tliplerden 500 pL’lik hacimlerde gegirildi. Her
slizgecten geciris asamasinda 14000xg’de, 3-5 dakika santrifiij islemi yapildi.
Asagiya gegen sivilar 2 farkl tiipte toplandi. Bu tiipler 1a ve 1b olarak isaretlendi ve
bu sekilde 1. se¢im (Karsit-SELEX) islemi tamamlandi.

Her biri yaklasik 1000 puL sivi iceren la ve 1b tiipleri 500 pL’lik hacimlere
boliinerek 4 ayri BSA kapli tiipe konuldu. Bu 4 farkli tiipe 500’er nL. hacminde, 1
McFarland bulanikligindaki S. pneumoniae bakterisi eklenerek aptamer ve bakteri
karisimi elde edildi. Bu karisim 30 dakika boyunca, 37°C ve 1300 rpm’de
calkalamaya birakildi ve 15. dakikada pipet yardimiyla karistirma islemi yapildi.
Daha sonra bu 4 tiip 2 farklt siizgegli tiipten 500’er pL’lik hacimlerde siiziildd, alta
gecen sivi atildi. Bu 2 siizgecli tiip 5 defa yikama tamponu ile 500’er pL’lik
hacimlerde yikandi ve defasinda alta gecen sivilar atildi. Bu iglemlerin sonunda
stizgegler temiz tiliplere aktarild1 ve tlizerlerine dnce 200 pL hacminde geri kazanim
tamponu eklenerek 1 dakika sonra santrifiij yapildi. Alta gecen sivilar 2ag-1 ve 2bg-
1 olarak adlandirilarak farkli tiiplere konuldu. Daha sonra ayni siizgeclere geride
kalmis olabilecek aptamerleri de almak igin yine geri kazanim tamponu konuldu ve 1
dakika beklendi. Ayn1 sekilde santrifiij islemi gerceklestirildi ve alta gecen sivilar
2ag-2 ve 2bg-2 olarak adlandirildi ve farkli tiiplere konuldu. Her siizge¢ asamasinda
14000xg’de, 3-5 dakika santrifiij islemi yapildi. Deney sonunda elde edilen 2ag-1,
2bg-1, 2ag-2, 2bg-2 geri kazanim sivilarinin her birinin 200 uL’si, yani tamami PZT

29



icin kullanild1. Bu geri kazanim tiiplerinin biitiin hacimlerinin kullanilmasinin nedeni
farkli aptamerler igerebileceklerinden dolayidir. 100 uL. hacminde PZT karisimi igin
gerekli olan DNA (aptamer) miktar1 25 pL olarak hesaplanmistir. Bir geri kazanim
tiipti 200 puL sivi igermektedir. Tiim hacim PZT igin kullanilinca her bir tiip i¢in 25
uL gerektiginden 8 ayri tiip olusmustur. Bu da 4 tane geri kazanim tiipiiniin
tamaminin kullanilmasiyla birlikte toplamda 32 6rnek yapmaktadir. PZT kosullar
Tablo 3.1’de verilmistir. PZT karisimi igin 1 tiip i¢inde bulunan miktarlar ise Tablo

3.2’de verilmistir.

Tablo 3.1: Se¢im islemlerinde kullanilan PZT’nin kosullari.

1 dongii 30 dongii 1 dongii

95°C’de 1 dakika 95°C’de 15; 60°C’de 15; 72°C’de 7 dakika
72°C’de 30 saniye

Tablo 3.2: Tek 6rnegin PZT’si igin gereken bilesen miktarlari.

Bilesenler Hacim(uL)
Su 5

lleri Primer (10

pmol/uL) 10

Geri  Primer (10

pmol/uL) 10

SYBR Green Mix 50

DNA 25

Toplam 100

PZT sonrasinda bu 32 6rnegin her birinden 20 puL almarak bir karigim tiipii
olusturuldu. Boylece tiim tiiplerin temsilcileri bir tlipte toplanmis oldu. PZT sonucu
cift zincirli hale gelen aptamerleri, bir sonraki secimde kullanilmak tizere tek zincirli
héle getirmek i¢in bu karigim tiipiinden 10 pL alindi ve toplam 100 uL. hacime sahip
PZT karistmi olusturuldu. Bu PZT karisimindan “Es Olmayan (asimetrik) PZT”
yapildi. Es olmayan PZT yaparken 10 pmol/puL derisime sahip ileri primer ile 0,1

pmol/uL derisime sahip geri primer kullanilmistir. 1 tiip i¢inde bulunan bilesen
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miktarlar1 Tablo 3.3’te verilmistir. Es olmayan (asimetrik) PZT kosullar1 ise Tablo

3.4’te verilmistir.

Tablo 3.3: Tek 6rnegin es olmayan PZT’si igin gereken bilesen miktarlari.

Bilesenler Hacim(uL)
Su 20

fleri Primer (10

pmol/uL) 10

Geri Primer (0,1

pmol/uL) 10

SYBR Green Mix 50

DNA 10
Toplam 100

Tablo 3.4: Segim islemlerinde kullanilan es olmayan PZT nin kosullari.

1 dongii 30 dongii 1 dongii
95°C’de 1 dakika 95°C’de 15; 64°C’de 15; 72°C’de 7 dakika
72°C’de 30 saniye

PZT sonrast bu toplam 100 pL’lik PZT karisiminin 5 pL’si jele yiiklenerek
dogrulugu kontrol edildi. Geri kalan 95 pL etanolle saflastirildi. Etanolle saflagtirma
isleminde Oncelikle gerekli karigim hazirlandi. Tek Ornek ic¢in bu karigimin

bilesenlerinin miktar1 Tablo 3.5’te verilmistir.

Tablo 3.5: Tek 6rnegin etanol saflagtirmasi igin gereken bilesen miktarlari.

Bilesenler Hacim(pL)
3M Na-Asetat 2
0,1 M EDTA 2
Glikojen 1
Toplam 5
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PZT sonundaki 6rnekler temiz 0,5 mL’lik tliplere alindi. Coktiirme asamasinin
ilk basamaginda her tiiplin lizerine 5 uL hacminde hazirlanmis olan karisim ilave
edildi. Daha sonra tiiplerin lizerine -20°C’de bekletilmis olan % 98’lik etanolden 60
uL eklendi. +4°C’de 15 dakika boyunda 14000 rpm’de santrifiijlendi. Pipetle
dikkatlice st sivilar alindi ve tiipler ters gevrilerek tiip ¢eperine yapisan sivilarin
ucmasi saglandi. Son basamakta cokelti lizerine 50 pL ddH,O katilarak ¢okelti
¢Oziindii. Boylece 2. se¢im (SELEX) islemi tamamlanmis oldu.

2. se¢imin sonunda Yapilan es olmayan (asimetrik) PZT 6rneginin etanolle
saflastiriimasi sonrasinda olusturulan 50 pL hacmindeki 6rnek alindi. Uzerine 50 uL
baglanma tamponu eklendi ve 95°C’de 5 dakika bekletildi. Ardindan buzda belli bir
slire sogumaya birakildi. Kanli agarda taze biiyiitiilmiis S. sanguinis bakterisinden,
0,5 McFarland bulanikliginda bakteri ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan bu 0,5
McFarland bulanikligindaki ¢ozeltiden alinan 500 pL ile buzda bekletilen 100 pL
hacmindeki aptamer karigiminin tamami1 BSA’h tlipte kanstirildi. Karigtirma
37°C’de 1300 rpm’de 30 dakika siiresince yapildi. Yari siirede pipetle karistirma
islemi yapildi. Siizgegten gecirilerek yaklasik olarak 600 pL toplandi. Her siizgecten
geciris asamasinda 14000xg’de, 3-5 dakika santrifiij islemi yapildi. Bu islemler
sonunda 3. se¢im (Karsit-SELEX) tamamlanmis oldu.

Bir onceki se¢imde toplanan 600 pL ile taze hazirlanmig 1 McFarland
bulanikligindaki S. pneumoniae ¢ozeltisinden gelen 600 pL hacim BSA’li tiipte
birlestirildi. Inkiibasyon 37°C’de 1300 rpm’de 30 dakika siiresince yapildi. Yari
stirede pipetle karigtirma islemi yapildi. Daha sonra bu 1200 puL hacime sahip olan
aptamer-bakteri karisimi siizgecten 400 pL’lik hacimlerde gegirildi. Devaminda
stizgeg, yikama tamponuyla 5 kere 500 pL’lik hacimlerde yikandi ve santrifiij
islemleri yapildi. Yikama islemleri oda sicakliginda yapildi. Yikamalardan sonraki
geri kazanim asamasinda siizgece dnce 200 uL geri kazanim tamponu eklendi ve 1
dakika beklendi. Daha sonra santrifiij yapildi ve alta gegen sivi 4g-1 olarak
adlandirilarak tiipe konuldu. Ayn1 geri kazanim islemi bir kere daha tekrarlanandi ve
alta gecen sivi 4g-2 olarak adlandirilarak tlipe konuldu. Her siizge¢ asamasinda
14000xg’de, 3-5 dakika santrifiij islemi yapildi. Sonrasinda bu iki 6rnegin her biri
icin 100 pL hacminde PZT karisim1 hazirland1 ve sonrasinda PZT yapildi. Bu PZT
sonunda elde edilen iki {iriin etanol ile saflagtirildi. Devaminda her bir 6rnek 25 pL

ddH,0’da ¢ozdiirtildii ve nanodrop cihazinda derisimleri 6l¢iildii. Sonrasinda bu iki
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ornek 9 ng/ul’ye seyreltildi ve esit hacimlerde birlestirilerek tek bir tiipte toplandi.
Daha sonrasinda es olmayan PZT islemi gergeklestirildi. Es olmayan PZT isleminden
sonra PZT friinii etanolle saflastirildi, 50 pl’de ¢6ziildii ve kontrol igin jelde
kosturuldu. Bu islemle birlikte 4. se¢im (SELEX) islemi tamamlanmis olundu.

Bundan sonraki 5. ve 7. se¢im iglemleri 3. se¢imin (Karsit-SELEX’in) tekrari
olurken, 6. se¢im (SELEX) islemi ile 8. se¢im isleminin PZT islemine kadar olan
kismu ise 4. se¢imin (SELEX) tekrar1 olmustur.

8. se¢cim isleminin sonunda elde edilen geri kazanim Ornekleri son sec¢im
isleminde elde edildikleri igin girecek olduklari PZT isleminde bir takim
degisiklikler yapildi. Ayrica bu se¢im islemi son se¢im oldugu i¢in diger se¢imlerde
yapilan es olmayan PZT asamasi bulunmamaktadir. Sadece PZT asamasi
bulunmaktadir. Bu PZT sonrasinda elde edilecek ornekler ligasyon islemine
sokulacagindan dolay1 ve yapilan PZT nin ligasyonu etkilememesi i¢in PZT islemi,
“SYBR Green Mix” ile yapilmadi. Bunun yerine deneme amaciyla 2 farkli karigim
kullanildi. Bunlar “2X PCR Master Mix” ile “DreamTaq 2X PCR Master Mix” oldu.
Tiim bunlar gz onilinde bulundurularak 8. se¢im sonrasi elde edilen iki 6rnek i¢in
toplam 50 pL’lik hacimlere sahip 4 tane (her mix i¢in 2 6rnek oldugundan) PZT
karisimi olusturularak PZT yapildi ve ligasyon islemine gegildi. PZT kosullart Tablo

3.6”da verilmistir. 1 tiip iginde bulunan miktarlar ise Tablo 3.7’de verilmistir.

Tablo 3.6: Ligasyon islemi 6ncesinde yapilan PZT nin kosullart.

1 dongii 35 dongii 1 dongii
95°C’de 1 dakika 95°C’de 15; 60°C’de 15; 72°C’de 30 dakika
72°C’de 30 saniye
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Tablo 3.7: Ligasyon islemi 6ncesinde yapilan PZT'de tek ornek i¢in gereken

bilesenler.

Bilesenler Hacim(pL)
Su 7

fleri Primer (10

pmol/uL) 4

Geri Primer (10

pmol/uL) 4
2X/Dream Mix 25

DNA 10

Toplam 50

3.2.3. Ligasyon, Klonlama, Transformasyon ve Dizi Analizi islemi

3.2.3.1. Ligasyon ve Klonlama

8. secim sonunda yapilan PZT sonucunda “DreamTaq 2X PCR Master Mix” ile
yapilan Orneklerin iyi sonug¢ vermesinden dolayr bu ornekler ligasyon islemi ig¢in
kullanildi. Ligasyon isleminde kullanilacak karigimm miktarlari Tablo 3.8’de

verilmistir.

Tablo 3.8: Tek 6rnegin ligasyonu i¢in gereken bilesen miktarlari.

Bilesenler Hacim(pL)
5X Ligasyon Tamponu 3
Vektor (pTZ57R/T) 1,5
T4 DNA Ligaz 0,5
Su 5
Toplam 10
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Hazirlanan bu karigim tiiplere dagitildi. 2 6rnek igin 2 tiipe 5 uL DNA, pozitif
ornek i¢in kitle gelen “PCR Control Fragment” ve negatif drnek igin su eklenerek

tyice karistirildi. Toplamda 4 6rnegin ligasyonu yapildi. +4°C’de gece boyu tutuldu.

3.2.3.2. Transformasyon

Daha oOnceden hazirlanmis olan ve ampisilin igeren kati LB besiyerleri
klonlama oncesi 37°C’lik etiive konuldu. -80°C’de donmus halde bulunan E. coli
DH5a yetkin (kompetent) hiicreleri ¢ikartilarak buz lizerinde ¢oziilmeye birakildi.
Eridikten hemen sonra 6nceden hazirlanmis olan ligasyon karigimlari bakterilere
eklenip iyice karistirildi. Bu karisim buz iizerinde 15 dakika boyunca bekletildi.
Ardindan karigimlar, 42°C’ye ayarlanmig PZT cihazinda tam 2 dakika tutulup hemen
ardindan 5 dakikaligina buza yerlestirildi. Pozitif 6rnek icin pBluescript plazmidi
eklenmis E.coli bakterisi kullanilmistir. Sonrasinda bu karigimlar klonlama oncesi
konulan etiivden ¢ikartilmis olan besiyerlerine ekilip 16 saat boyunca biiylimeye
birakildi. 16 saat sonunda biiyiimiis olan kolonilerin taramasi i¢in M13 primerleri ile
PZT yapildi. Ayn1 anda bu kolonilerin daha sonra kullanilmak {iizere stoklar1 da
hazirlandi. Tek 6rnek i¢in PZT karisiminin bilesenleri Tablo 3.9°da verilmistir. PZT
kosullar1 ise Tablo 3.10’da verilmistir. PZT ile koloni taramasi sonucunda dizi

analizine gonderilecek 50 ornek belirlendi.

Tablo 3.9: Koloni tarama PZT’sinde tek drnek i¢in gereken bilesen miktarlari.

Bilesenler Hacim(pL)
Su 55

Ileri Primer 1

Geri Primer 1

2X PCR Master Mix 12,5

DNA 5

Toplam 25

35



Tablo 3.10: Koloni taramasi asamasinda kullanilan PZT’nin kosullari.

1 dongii 35 dongii 1 dongii
95°C’de 3 dakika 95°C’de 15; 55°C’de 30; 72°C’de 7 dakika
72°C’de 30 saniye

3.2.3.3. Dizi Analizi

Dizi analizine gidecek orneklerin saf olarak gitmesi amaglandi. Bu nedenle,
belirlenen 50 6rnegin daha 6nceden hazirlanmis olan stok besiyerleri kullanilarak
bakteriler tekrar biyiitiildii. Biiyiiyen bakteriler, plazmit saflagtirma Kiti ile
saflastirilarak plazmitler elde edildi. Daha sonra bu plazmitler tekrardan PZT’ye
konuldu ve 50 6rnek dizi analizine gonderildi. Dizi analizi yapilan bu 50 6rnekten 4

tanesinin istenilen biiytikliikte oldugu tespit edildi.

3.2.4. Baglanma Deneyleri (Akis Sitometri Deneyleri)

Dizi analizi sonucu istenilen biiyiiklikte oldugu goriilen 4 tane aptamer 5'
ucunda FAM isaretli olacak sekilde IDT (lowa, ABD) firmasindan siparis edildi.
Gelen bu 4 aptamer stok derisimi 100 uM olacak sekilde sulandirildi. Bu 100 pM'lik
¢oOzeltiler ana stok ¢ozeltileri olarak kullanildi.

Akis sitometri cihazinda (BD FACSJazz) okuma yapmak igin dncelikle drnek
hazirlama islemi gergeklestirildi. Bu hedefle S. pneumoniae bakterisinden 1 Mc
Farland bulanikliginda bakteri ¢6zeltisi hazirlandi. FAM isaretli 4 aptamerin stok
(100 uM) cozeltilerinden sirasiyla 10 uM, 5 puM, 2,5 uM, 1,25 uM, 0,625 uM
derisime sahip ek stok c¢ozeltiler hazirlandi. Kontrol amagh olarak aptamer
icermeyen bakteri ¢ozeltisi kullanildi.

Bakteri ¢ozeltisinden 100 pL alind1 ve BSA kapli tiiplere aktarildi. Uzerlerine
ek stok olarak hazirlanmig olan farkli derisimlerdeki aptamerlerden 10 pL eklendi
(her derisim i¢in farkl tiip kullanildr). Toplam hacmi 150 pL'ye tamamlamak igin ek
olarak 40 pL 1X baglanma tamponu da tiipe konuldu. Boylece her bir farkli tiipte
bulunan 150 pL'nin iginde son aptamer derisimleri sirasiyla 666 nM, 333 nM, 167
nM, 83 nM ve 42 nM oldu. Daha sonra bu tiipler 1 saat boyunca 1300 rpm'de oda
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sicakliginda karistirildi. Karistirma igleminden sonra drnekler santrifiij edilerek iist
stvilart atildi. Sonra yikama tamponuyla bir kere yikandi, santrifiijlenerek iist sivilari
atildi. Cokeltiler tekrar baglanma tamponunda ¢ozdiiriildii. Boylece ornekler akis
sitometri cihazinda okunmaya hazir hale getirildi. Bu deneyler 4 aptamer i¢in de
yapilarak 4 kere tekrar edildi.

Yapilan 6n ¢alismalarda 333 nM altindaki derisimlerde herhangi bir veri elde
edilemedi. Kalan 333 ve 666 nM'lik son derisimlerde ise en iyi baglanma gdsteren
B40 aptameri oldu.

Bu sonuglar 1s1ginda daha iyi bir veri igin B40 aptamerinin 80 uM, 60 uM, 40
uM, 20 uM ve 10 uM derisimlerindeki ek stok ¢ozeltileri hazirlandi. Referans olarak
aptamer icermeyen bakteri ¢dzeltisi kullanildi. Taze hazirlanmis olan 1 McFarland
bulanikligindaki bakteri ¢ozeltisinden 100 pL alindi ve BSA'It tiiplere konuldu. Her
farkli tiipe, ek stok olarak hazirlanmis olan farkli derisimdeki aptamerden 10 uL
eklendi. 150 pL'ye tamamlamak amaciyla ek olarak 40 pL 1X baglanma tamponu
ilave edildi. Bunun sonucunda her farkli tiipte bulunan, toplam 150 puL'lik hacmin
icindeki son aptamer derigsimleri sirastyla 5333 nM, 4000 nM, 2666 nM, 1333 nM ve
666 nM oldu. Hazirlanmis olan bu bakteri-aptamer karisimlarina yukaridaki
islemlerin aynis1 uygulandi ve akis sitometri cihazinda 6l¢iimleri gergeklestirildi. Bu
orneklerin Olgiimleri, sadece bakteri igeren ¢ozelti (yani hi¢ aptamer igermeyen
¢ozelti) kullanilarak olusturulmus olan referans noktasina dayandirilarak yapildi. Her

ornegin ol¢limii 3-4 dakika siirdii.
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4. SONUCLAR

4.1. Bakteriler

ATCC’den gelen bakterilerin dogrulamasi optokin disk testiyle yapildi. Kisim
2.4.1°de belirtildigi bu test tan1 amagli kullanilmaktadir. Sekil 4.1'de goriilecegi lizere
optokin testi sonucu S. pneumoniae bakterisinin ekili oldugu besiyerinde bulunan
optokin diskinin etrafindaki belli bir dairesel bolgede tireme olmazken, S. sanguinis
bakterisinin ekili oldugu besiyerinde bulunan optokin diskinde herhangi bir
inhibisyon bdlgesi gozlemlenmemistir. Boylece bu test sonucunda bakterilerin

dogrulamasi yapilmistir.

\

Sekil 4.1: Optokin testi: S. sanguinis (solda) ve S. pneumoniae (sagda) bakterileri.
Bakteriler % 5 koyun kani iceren agarli petri besiyerlerine ekilmistir. Deney sartlari
Boliim 3.2.1.2°de verilmistir.
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4.2. Aptamer Kiitiiphanesi Olusturulmasi ve Secim
Deneyleri

4.2.1. Aptamer Kiitiiphanesi Olusturulmasi

Kisim 3.2.1.1'de belirtildigi gibi sentezlenmis ve amonyakla saflastirilmis
aptamer kiitiiphanesinin 75 bazlik uzunlugunda olup olmadigi PZT deneyleri ile
dogrulandi. PZT deneyleri sonucunda elde edilen iiriinler % 2’lik agaroz jelde analiz
edildi (Sekil 4.2). Aynm1 zamanda PZT deneylerinde sentetik aptamer kiitiiphanesi
yerine su eklenerek negatif kontroller de yapildi. Sekil 4.2°’den de goriilecegi gibi
sentetik olarak elde edilen aptamer kiitiiphanesi sonucunda beklenildigi gibi sadece
75 baz uzunlugunda iiriinler olusmustur. Negatif 6rneklerde ise beklenildigi gibi

herhangi bir bant gozlenmemektedir.

Saflastirilmig Aptamer Kitiiphanesi
50 bg - + -

o]

o

o
Lty

n
o
=1

[ |

o
(=]
|

Sekil 4.2: 75 bazlik aptamer kiitiphanesinin PZT ile analizi sonucunda elde edilen
tirlinlerinin %2’lik agaroz jel goriintiisii. Pozitif (+) 6rnekler aptamer kiitiiphanesi
varhiginda, negatif (-) 6rnekler ise aptamer kiitiiphanesi yerine su eklenerek PZT'ye
sokulan 6rneklerin PZT sonucu olusan triinlerini géstermektedir. “50bg¢” isaret
(marker) DNA’y1 gostermektedir. Diger deney sartlar1 Boltim 3.2.1.1°de verilmistir.
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4.2.2. Se¢cim (SELEX) Deneyleri

Kisim 3.2.2'de belirtildigi gibi yapilan deneyler 1g1ginda se¢cim (SELEX) ve
karsit-se¢im (karsit-SELEX) islemleri gergeklestirilmistir. Her SELEX isleminin
sonrasinda ilk olarak PZT, sonrasinda es olmayan (asimetrik) PZT yapilmistir. Fakat
karsit-SELEX islemlerinin sonunda PZT islemi uygulanmamistir. Es olmayan PZT
isleminde primerlerin derisimleri birbirlerinden farklidir; ileri primerin derisimi geri
primerin derisiminden 100 kat daha fazladir (ileri primer 10 pmol/uL, geri primer ise
0,1 pmol/uL). Dolayisiyla es olmayan PZT sonucunda elde edilen driinler %99

oraninda tek zincirlidir. Bu deneylerin semasal gosterimi Sekil 4.3'te verilmistir.

Seniatik DNA Aptamer Kitiphanesi + 5. sanguinis (1. Sedm — Kargit SELEX)

Badlanan aptamadar

Badlanan aptamardar Baglanmayan aptamearlar -PEZT

’ - Asimetrik PZT
+ ; ¥
X Cogaltilmiz Aptamerdar + 3. =sanguinis (3. Sagim — Kargit SELEX)
5. pneumoniae (2. Segim - SELEX)
e Baglanmayan aptamerlar Bagdlanan aptamarlar
Baglanmayan aptamardar + X
5. pneumonize (4. Sagim - SELEX)
Bajlanmayan aptamardar Baglanan aptamariar
X -PET

| - Asimatik PZT
W
Cojatilmiz Aptameanrdar +s sanguinis (5. Segim — Karst SELEX)
Bajlanmayan aptamarear Bajlanan aplamardar
+ X
5. pneumoniae (6. Sagim - SELEX)
Bajlanmayan aptamarear Badlanan aptamerlar

X -PZT
|, - Asimatik PZT

Cogaltilmis Aptamarar + 3. zanguinis {7. Sagim — Karsit SELEX)

—
Bajlanmayan aptameardar Baglanan aptamadar
; X
5. pneumnoniae (B, Sedm - SELEX)
T
X & — Bajlanmayan aptamardear Badlanan aptamariar = Ligasyan

Sekil 4.3: Se¢im (SELEX) ve karsit-SELEX islemlerinin sema ile gosterimi.

2. SELEX islemi sonunda S. pneumoniae bakterisine baglanan aptamerler geri
kazanim tamponuyla eliiye edilerek geri kazanildiktan sonra (toplam hacim 800 pL)
herbiri farkli dizine sahip bu aptamereleri ¢ogaltmak i¢in PZT yapildi (Sekil 4.4).
Ancak bu 800 pL hacmi tek bir PZT reaksiyonuyla ¢ogaltmak miimkiin omadig i¢in
25’ser uLL ornek kullanarak 32 farkli PZT reaksiyonu kuruldu. Sekil 4.4 herbir PZT
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reaksiyonu sonucu elde edilen 6rneklerin agaroz jel analiz sonucunu gostermektedir.
Bu sonuglara gore her bir PZT reaksiyonu istenilen 75 baz uzunlugunda iiriin
vermistir.

Daha sonra, dogrulamasi yapilan bu 32 6rnegin her birinden 20 uL alinarak bir
karisim olusturuldu. PZT sonucu ¢ift zincirli hale gelen bu aptamerleri tekrar tek
zincirli yapmak i¢in, bu karisimdan 10 pL o6rnek kullanilarak es olmayan PZT
gergeklestirildi; agaroz jel analizinde olusan PZT iirliniin 75 baz uzunlugunda oldugu
gorildi (Sekil 4.5). Yukarida da belirtildigi gibi es olmayan PZT iiriiniiniin %99’u
tek zincirli DNA’lardan olugmaktadir, ancak %1°1 ¢ift zincir yapidadir.

Sekil 4.5’te goriilen silik bant, bu bandin sadece %1’lik ¢ift zincirden mi
kaynaklandigt ve tek zincirli DNA’nin  agaroz jelde  goriintiilenip
goriintelenemeyecegi sorularmi akla getirdi. Bunun cevabimi bulmak igin 4 farkli
PZT karisimi hazirlandi: Bu karisimlardan birincisi her iki primeri (ileri primer 10
pmol/uL, geri primer ise 0,1 pmol/uL), ikinci karisim sadece ileri primeri (10
pmol/uL), tiglincii karigim sadece geri primeri (0,1 pmol/uL) igerirken, doérdiincii
karisim ise hig¢ bir primer icermemektedir. Bu deneylerde, her bir 6rnek i¢in kalip
DNA olarak, satin alinmis 75 baz uzunlugunda bir aptamer (20 ng) kullanilmistir;
boylece olusacak olan PZT driinlerinin sadece 75 baz uzunlugunda olmasi
hedeflenmistir. Deney sonucunda ileri ve geri, sadece ileri ve sadece geri primer
bulunan orneklerde 75 bazlik iiriin gozlemlenmistir (Sekil 4.6). Bu sonuglar bu
sartlarda tek zincirli DNA’nin da goriintiilendigini gostermektedir; ancak bantlar silik
goziikmektedir. Bu durumun, DNA’y1 goriintilemek igin kullanilan etidyum
bromiiriin tek zincirli DNA’ya, ¢ift zincirliye gore daha zayif baglanmasindan
kaynaklandig1 diistiniilmektedir [Vardevanyan et. al., 2003]. Bu sonuglarin ardindan

bir sonraki SELEX dongiisiine gecildi.
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Sekil 4.4: 2. se¢im (SELEX) sonunda elde edilen aptermerlerin PZT ile ¢ogaltilmasi
sonucunda olusan tiriinlerinin agaroz jel (%2) goriintiisi. a) geri kazanim tiiplerinin
tiim hacimlerinin PZT’ye sokulmasiyla olusan ve dogrulanmak istenen ilk 14 6rnek;
b) geri kazanim tiiplerinin PZT iiriinlerinin devami olan 10 6rnek; c) 2. se¢im geri
kazanim tiiplerinin PZT firtinlerinden son 8 6rnek. “50bg” isaret (marker) DNA’y1
gostermektedir. Diger deney sartlart Boliim 3.2.2°de verilmistir.
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2. Secim Es Olmayan PZT
50bc | + | - | sobe

Sekil 4.5: 2. se¢im (SELEX) sonunda elde edilen aptamerlerin es olmayan
(asimetrik) PZT {irtinlerinin agaroz jel (%2) goriintiisii. Pozitif (+) 6rnek,
dogrulanmak istenen DNA’nin PZT karisimina eklenip PZT’ye sokulmasi sonucu
olusan iriiniinii gésterirken, negatif (-) 6rnek DNA yerine suyun PZT karigimina
eklenerek PZT ye sokulmasi sonucu olusan iiriinii gostermektedir. “50bg” isaret
(marker) DNA’y1 gostermektedir. Diger deney sartlart Boliim 3.2.2°de verilmistir.
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100 b rimer YokPrimer Yok| Negatif Negatif 100 b

Sekil 4.6: Tek primer kullanilarak yapilan PZT 6rneklerinin agaroz jel goriintiisii.
PZT reaksiyonlar1 Kisim 3.2.2°de belirtildigi sekilde sadece ileri veya geri primer
kullanilarak yapildi. Kontrol olarak, asimetrik PZT deneylerinde kullanilan
primerlerin her ikisini de (ileri primer/geri primer 10/0,1 pmol/uL oraninda) igeren
ve higbir primer igermeyen karisimlarin da PZT’si gerceklestirildi. a) "I+G" her iki
primeri igeren, "I" sadece ileri primer iceren, "G" sadece geri primeri igeren drnekleri
gosterirken; b) "Primer Yok" her iki primeri de igermeyen 6rnekleri gostermektedir.
“Negatif" drnekler ise kalip DNA yerine su eklenerek PZT'ye sokulan 6rneklerin
PZT sonucunu olusan iirtinlerini gostermektedir. “100 b¢” isaret (marker) DNA’y1
gostermektedir.

4. SELEX islemi sonunda S. pneumoniae bakterisine baglanan aptamerler “geri
kazanim tamponu” ile eliiye edildi. Geride kalmis olabilecek olan aptamerleri de
toplamak i¢in ikinci eliisyon yapildi. Daha sonra, elde edilen aptamerler PZT ile
cogaltildi. Sekil 4.7°de 4g-1 ve 4g-2, geri kazanim tamponuyla elde edilen birinci ve
ikinci fraksiyon ornekleriyle kurulan PZT sonuglarmi géstermektedir. 4g-1 de 75
bazlik bir bant goziirken 4g-2’de bir bant goziikmemektedir. 4g2’de bir iiriiniin

goziikmemesi, ilk eklenen geri kazanim tamponuyla tiim aptamerlerin geri
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kazanildigint ve ikinci elisyonda ortamda hemen hemen higbir aptamerin

kalmadigini gostermektedir.

4. Secim Ilk 30 Déngulilk PZT
50b. 1 ”
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Sekil 4.7: 4. se¢im (SELEX) sonunda elde edilen aptamerlerin PZT iiriinlerinin
agaroz (%2) jel gorintiisii. 49-1 ve 4g-2, geri kazanim tamponuyla elde edilen birinci
ve ikinci fraksiyon drnekleriyle kurulan PZT sonuglarint gosterirken., negatif (-)
ornek ise DNA yerine su eklenerek PZT ye sokulan 6rnegin tirlinlinii gdstermektedir.
“50bg” isaret DNA’y1 gostermektedir. Diger deney sartlar1 Bolim 3.2.2'de
verilmistir.

Yukarida elde edilen aptamerler PZT ile ¢ogaltildiktan sonra tekrar tek zincirli
yapmak i¢in es olmayan PZT uygulandi. Sekil 4.8 es olmayan PZT ile elde edilen
iriiniin agaroz jel analiz sonucunu gostermektedir; beklenildigi gibi 75 baz
uzunlugunda bir iiriin olugsmustur. Daha 6nce de belirtildigi gibi es olmayan PZT

%099 tek zincirli DNA igerdiginden dolay1 bant silik goéziikmektedir.
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4. Secim Es Olmayan PZT
sobe |+ | - | s0b¢

Sekil 4.8: 4. se¢im (SELEX) sonunda elde edilen aptamerlerin es olmayan PZT
tirtinlerinin agaroz (%?2) jel goriintiisii. Pozitif 6rnek (+) dogrulanmak istenen
DNA’nin PZT karisimina eklenip PZT’ye sokulmasi sonucu olusan iirtiniinii

gosterirken, negatif (-) 6rnek DNA yerine suyun PZT karisimina eklenerek PZT ye
sokulmast sonucu olusan tirliniinii gostermektedir. “50bg” isaret DNA’y1
gostermektedir. Diger deney sartlart Boliim 3.2.2'de verilmistir.

6. SELEX islemi sonunda da hedef bakteriye baglanan aptamerler eliiye edildi.
Geride kalmis olabilecek olan aptamerleri toplamak igin ikinci eliisyon
gergeklestirildi. Daha sonra, elde edilen aptamerler PZT ile ¢ogaltildi. Sekil 4.9°da
6g-1 ve 6g-2, geri kazanim tamponuyla elde edilen birinci ve ikinci fraksiyon

ornekleriyle kurulan PZT sonuglarini gostermektedir.

1

6. Seqim Ik 30 Dénga
[ sobc [ 6q1 [ 602 |

Sekil 4.9: 6. se¢im (SELEX) sonunda elde edilen aptamerlerin PZT iiriinlerinin
agaroz (%2) jel goriintiisii. 6g-1 ve 6g-2, geri kazanim tamponuyla elde edilen
birinci ve ikinci fraksiyon 6rnekleriyle kurulan PZT sonuglarini gostermektedir.
“50bg” isaret DNA’y1 gostermektedir. Diger deney sartlar1 Bolim 3.2.2'de
verilmistir.
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Geri kazanilip PZT ile ¢ogaltilan aptamerleri tekrar tek zincirli yapmak igin es
olmayan PZT uygulandi. Sekil 4.10 es olmayan PZT ile elde edilen {iriiniin agaroz jel
analiz sonucunu gostermektedir; beklenildigi gibi 75 baz uzunlugunda bir {iriin

olusmustur.

6. Secim Es Olmayan P

ZT

Sekil 4.10: 6. se¢im (SELEX) sonunda elde edilen aptamerlerin es olmayan PZT
tiriinlerinin agaroz (%2) jel goriintiisii. Pozitif (+) 6rnek dogrulanmak istenen
DNA’nin PZT karisimina eklenip PZT ye sokulmasi sonucu olusan iiriiniinii
gosterirken, negatif (-) 6rnek DNA yerine suyun PZT karisimina eklenerek PZT’ye
sokulmas1 sonucu olusan tirliniinii gostermektedir. “50bg” isaret DNA’y1
gostermektedir. Diger deney sartlart Boliim 3.2.2'de verilmistir.

8. SELEX sonunda elde edilen aptermerleri ¢ogaltmak i¢in PZT uygulandi. 8.
SELEX son se¢im oldugundan dolayr bu basamakta es olmayan (asimetrik) PZT
bulunmamaktadir. Buraya kadar yapilan PZT islemlerinde SYBR Green Mix
kullanilmisti. Fakat 8. SELEX’ten sonra ligasyon islemine gidilecegi i¢cin PZT
deneyleri, SYBR Green Mix yerine 2X Master Mix ve DreamTaq 2X Master Mix ile
yapilmustir. Ornekler her iki Mix’le paralel olarak PZT islemine tabi tutulmustur.
Mix’lerin g¢alisip ¢alismadigmin kontrolii amaciyla, ticari olarak satin alinmis 75
bazlik aptamerle de ayni islemler ayn1 anda gergeklestirilmistir. Sekil 4.11°de 8g-1
ve 80-2 geri kazanim tamponuyla elde edilen aptamerlerin birinci ve ikinci fraksiyon
ornekleriyle kurulan PZT sonuglarin1 gostermektedir; pozitif (+) Ornek ticari
aptamerin PZT sonucunu gosterirken, negatif (-) Ornek ticari aptamer ve geri
kazanilan 6rneklerin yerine su igeren 6rnegin PZT sonucunu gostermektedir.

“2X PCR Mix” ile PZT’ye sokulan 8g-1 ve 8g-2 drneklerinin PZT iiriinlerinde
herhangi bir bant goriillmemekle birlikte pozitif 6rnekte silik bir bant goriilmektedir.
Negatif tirlinde ise bekledigi gibi herhangi bir bant goriillmemektedir. “DreamTaqg 2X
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Master Mix” ile PZT’si gerceklestirilen 8g-1 ve 8g-2 6rneklerinin PZT iiriinlerinde
ve pozitif 6rnekte beklenildigi gibi 75 bazlik bant gézlemlenirken negatif Ornekte
yine beklenildigi gibi herhangi bir bant gézlemlenmemistir.

Mix’lerin sonuglart arasindaki bu farkliligin nedeninin Taq Polimeraz enzimi
oldugu diigiiniilmektedir. Ciinkii DreamTaqg 2X Master Mix'te bulunan "DreamTaq
DNA polimeraz" enzimi 2X PCR Mix'te bulunan "Taq DNA polimeraz" enzimine
gore daha yiliksek hassaslikta ve verimlilikte ¢aligmaktadir. Sekil 4.11°den de
goriilecegi lizere DreamTaq 2X Master Mix ile elde edilen sonuglar daha iyi
¢ikmistir. Bu sonuglarin 1s18inda bir sonraki adim olan ligasyon islemine Dreamtaq

2X Master Mix ornekleri ile devam edilmistir.

8. Secim Sonu PZT
2X Dream Taq 2X

50bg 8g1 | 8g2 | + | - 8g1 | 892 | + | - 50bg

Sekil 4.11: 8. se¢im (SELEX) sonunda elde edilen aptamerlerin PZT {irtinlerinin
agaroz (%2) jel goriintiisii. 8g-1 ve 8g-2, geri kazanim tamponuyla elde edilen
birinci ve ikinci fraksiyon ornekleriyle kurulan PZT sonuglarini gostermektedir.
Pozitif (+) drnekler, ticari olarak satin alinmus, biiyiikliigii 75 baz olarak bilinen
aptamerin PZT’ye sokulmasi sonucu olusan tiriinleri, negatif (-) 6rnekler ise DNA
yerine suyun PZT karisimina eklenerek PZT’ye sokulmasi sonucu olusan tiriinleri
gostermektedir. “50bg” isaret DNA’y1 gostermektedir. Diger deney sartlart Bolim
3.2.2°de verilmistir.

48



4.3. Ligasyon, Klonlama, Transformasyon ve Dizi Analizi

4.3.1. Ligasyon, Klonlama ve Transformasyon

Kisim 3.2.3.1 ve 3.2.3.2'de belirtildigi gibi 8. se¢im sonunda elde edilen PZT
trtinleri kullanilarak ligasyon, klonlama ve ardindan transformasyon yapilmstir.
Daha sonra 150 iriiniin koloni taramasi gerceklestirilmistir. Koloni taramasi

sonrasinda 50 ornek segilerek dizi analizine gonderilmistir.
4.3.2. Dizi Analizi

Dizi analizine giden 50 Ornekten 4 tanesi tam olarak 75 baz uzunlugunda
cikmistir. Bu 6rnekler A1, A83, B13 ve B40 6rnekleri oldu. Bu 6rneklerin dizinleri
Tablo 4.1'de verilmistir.

Tablo 4.1: SELEX ve Karsit-SELEX islemleri sonucunda elde edilen aptamerlerin

DNA dizinleri.
Aptamer Aptamer Dizini
Ad1
Al CCGTCAGCCGAGGACCACACCAAGTCTATCATAAGCAGAGAGATCATTCCGTTTCCCCGGTTGGGTGCAATGAAT
A83 CCGTCAGCCGAGGACCACACTAGACTCGTGCTCTTCAAGTGTCCCGGAGCGTCTCTGTGGTTGGGTGCAATGAAT
813 CCGTCAGCCGAGGACCACACAAAGCTAGATTTTATCCTAAAACCGACACTCTGTATCGCGTTGGGTGCAATGAAT
B40 CCGTCAGCCGAGGACCACACACTGTTTATGACCCCAGTCCTATCTTGGTGTTGCGGTGTGTTGGGTGCAATGAAT

Altr ¢izili bolgeler primer bdlgelerini gostermektedir. Ileri primer 20 baz, geri primer 15 baz
uzunluktadir. Arada kalan bolge 40 baz uzunlugunda olup aptamerin toplam uzunlugu 75 bazdir.
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4.4. Aptamerlerin Ikincil (Sekonder) Yapilar

Aptamerlerin tahmini sekonder yapilart Mfold programi kullanilarak
belirlenmistir (Sekil 4.12). Ayrica herbir yap1 i¢in ayni program tarafindan
hesaplanan termodinamik parametreleri ve Ty degerleri Tablo 4.2’de verilmistir.
Tani kitlerinde kullanma potansiyeli olan aptamerlerin oda sicakligindaki (25 °C)
yapilariin bilinmesi, bakteri veya hiicreyle olan etkilesimlerinin tahmin edilebilmesi
acisindan Onem arzetmektedir. Tablo 4.2°de verilen sonuglar, oda sicakliginda elde
edilen 4 aptamerin sekonder yapilarinin kararli oldugunu ve bakteriyle olan

etkilesimde bu yapilarinin 6nemli oldugunu gdstermektedir.
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Sekil 4.12: Aptamer Al, A83, B13, B40'm Mfold programi ile elde edilen tahmini
ikincil (sekonder) yapilari.

Tablo 4.2: Aptamer Al, A83, B13, B40'in Mfold programu ile elde edilen tahmini
ikincil yapilarinin Ty, ve termodinamik degerleri.

Aptamer Tm (°C) AG (kcal/mol)  AH (kcal/mol)  AS (cal/(K.mol))
Adr

Al 49 -4,25 -113,3 -351,6
A83 61,7 -9,77 -132 -394,1
B13 51,3 - 4,88 -110,3 -339,9
B40 57,1 - 6,60 -108,1 -327,2
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4.5. Baglanma Deneyleri (Akis Sitometri Deneyleri)

Elde edilen 4 aptamerin (A1, A83, B13, B40) S. pneumoniae bakterisine
baglanma Ozellikleri akis sitometri ile analiz edilmistir. Aptamer konsatrasyonlari
666-5333 nM araliginda degistirilicken bakteri miktar1 sabit (3x10® CFU)
tutulmustur. Aptamer Al, A83 ve B13 ile yapilan 6l¢timler, sadece bakteri (higbir
aptamer icermeyen) ile yapilan dlgimlerle ayni1 sonug vermistir (veri gosterilmedi).
Bu da bize bu aptamerlerin S. pneumoniae bakterisine baglanmadigini gostermistir.

Aptamer B40 ile yapilan galismalarda aptamer konsantrasyonuyla birlikte
floresans siddetinin arttig1 gozlemlenmistir (Sekil 4.13). Bu sonuglar aptamer B40’1n
S. pneumoniae bakterisine baglandigint gostermektedir. Sekil 4.13’ten elde edilen
degerler Hill denklemiyle analiz edildiginde yari-doygunluk konsantrasyonu (K
degeri) 1375 + 151 nM ve Hill katsayist (n degeri) ise 1.55 + 0.20 olarak
bulunmustur (Sekil 4.14). Hill katsayisinin, n>1 olmasi aptamer baglanmasinda

pozitif kooperativite olduguna isaret etmektedir.

450 Sadece Bakteri
666 nM + Bakteri
1333 nM + Bakteri
2666 nM + Bakteri

4000 nM + Bakteri

5333 nM + Bakteri

Count
5
el
3

100 10' = 102 10° 7 104
530/40(488) FAM

Sekil 4.13: FAM-isaretli aptamer B40’1in S. pneumoniae bakterisine baglanma
deneylerinden elde edilen akis sitometri analiz sonuglart. Aptamer B40’1n
konsantrsayonlari grafikte verilen degerlerde kullanilmistir. Bakteri miktari sabit
(3x10° CFU) tutulmustur. Diger sartlar Kisim 3.2.4.1°de verilmistir. Y ekseni (count)
bakteri sayisini, X ekseni floresans siddetini gostermektedir.
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Sekil 4.14: Aptamer B40’1n S. pneumoniae bakterisine baglanma egrisi. Akis
sitomeri analiz sonuglarindan elde edilen veriler Hill denklemine nonlineer fit
edilerek bu egri elde edildi. “Fitting” sonuglar1 grafik i¢inde verilmistir.



5. TARTISMA

Bu tez c¢alismasinda S. pneumoniae bakterisine karsi aptamer se¢imi
gerceklestirilmistir. Secim isleminde tiim bakteri hiicresi kullanilarak, bakteri
tizerindeki hedef molekiillerin dnceden saflagtirilmasi ve bir matrikse baglanmasi
gibi ek islemlerden kac¢inilmistir. Ayrica, secim isleminde ayni cinsten olan S.
sanguinis bakterisi kullanilarak karsit-SELEX islemi gergeklestirilmistir. Boylece
SELEX sonunda elde edilecek aptamer(ler)in S. pneumoniae’ya kars1 6zgilinliigtiniin
artirtlmas1 amacglanmigtir. Ayrica karsit-SELEX uygulandiginda daha az SELEX
dongiisii yapilmaktadir. SELEX islemlerinde normalde 15-20 dongii uygulanirken
karsit-SELEX uygulandiginda toplamda 7-10 SELEX dongiisii yeterli gelmektedir.
Bu c¢aligmada da karsit-SELEX islemi uygulanarak toplamda 8 SELEX dongiisii
yeterli goriilmiistiir.

Her bir SELEX isleminden sonra geri kazanilan aptamerler PZT ile ¢ogaltilip,
beklenildigi gibi sadece 75 baz uzunlugunda iiriin elde edilmistir. Daha sonra, es
olmayan PZT islemi uygulanarak aptamerler %99 oraninda tek zincirli hale
getirilerek bir sonraki SELEX islemine gegilmistir. SELEX islemleri bittikten sonra
ise ligasyon, klonlama ve transformasyon adimlari izlenerek segilen ornekler dizi
analizine gonderilmis ve sadece 4 tane aptamerin (A1, A83, B13, B40) istenilen 75
baz uzunlugunda olduklar1 goriilmiistiir. Bu 4 aptamer baglanma ¢aligmalarinda
kullanilmak tizere FAM isaretli olarak satin alinmistir. Aptamerlerin hedef bakteriye
baglanma ozellikleri akis sitometri ile analiz edilmistir. Akis sitometri analizleri
sonucunda sadece aptamer B40’in zayif baglandigt (K = 1375 £ 151 nM)
digerlerinin ise hemen hemen hi¢ baglanmadig1 bulunmustur. Literatiirde bakterilere
kars1 segilen aptermerlerin baglanma degerleri (Ky) genelde 10-300 nM arasinda
verilmektedir [Hamula et al., 2008], [Dwivedi et al., 2010], [Duan et al., 2012]. Bu
sonuglar dogrultusunda bulunan K degeri yiiksek kalmaktadir.

Yapilan SELEX ve karsit-SELEX islemlerinden sonra S. pneumoniae
bakterisine spesifik ve kuvvetli baglanan bir aptamerin elde edilememesinin farkli
nedenleri olabilir. Nedenlerden biri olarak en basta karsit-SELEX islemi akla
gelmektedir. Karsit-SELEX her ne kadar baslangi¢ asamasinda aptamer adaylarinin
sayisini digiirse de, ilk karsit-SELEX isleminde karsit hedefe (S. sanguinis) zayif ya
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da kuvvetli baglanan tiim aptamerler elenebilmektedir. Bu durumda da karsit hedefe
zay1f baglanan ama asil hedef bakteriye (S. pneumoniae) gii¢clii baglanabilecek olan
aptamer adaylarinin da elenme ihtimali bulunmaktadir. Calismada karsit-SELEX
islemini yapmak yerine hem asil hedefe hem de karsit hedefe se¢im islemi paralel
olarak gerceklestirilebilirdi. Boylece potansiyel aday kaybi ortadan kaldirilabilirdi.
Fakat bu durumda da seciciligi arttirmak i¢in SELEX dongli sayisinin artmasi
gerekecekti. Bunun neticesinde de bu paralel segimler sonunda hem elde edilecek
aptamer adaylarinin sayisi fazlalasacakti hem de bu adaylarin her birini baglanma
calismasinda denemek iizere FAM isaretli olarak satin almak gerekecekti. Tek bir
aptamer adayinin ticari olarak satin alinan FAM isaretli saf hali 1000 TL’nin {istlinde
oldugundan bu kadar adaymn baglanma calismasinda denenmesinin maliyeti ¢ok
biiyiik olacakti.

Kuvvetli baglanan bir aptamerin elde edilememesinin diger bir nedeni olarak
ise geri kazanim (eliisyon) asamasi diisiiniilmektedir. Bu asamada S. pneumoniae
bakterisine baglanmis olan aptamerler geri kazanilmaktadir. Geri kazanim islemleri
genellikle yiiksek tuz veya denaturant (SDS, iire vb.) iceren eliisyon tamponu ve
yliksek sicaklik (95 °C) ile gergeklestirilmektedir [Mascini, 2009]. Bu calismada
filtreli tiiplerle calisildigindan dolayr geri kazanim islemlerinde yiiksek sicaklik
kullanilmamustir; sadece yiiksek Mg”* (20 mM) igeren tampon (100 mM Tris-HClI,
100 mM KCI pH 8.3) kullanilmistir. Mg2+ ve Ca®* gibi divalent metal iyonlari,
DNA’nin fosfat gruplarina baglanarak DNA’nin hedef molekiillerle yaptig1 iyonik
etkilesimlere engel olmaktadir. Ancak, baz1 durumlarda da (6rnegin hedef iizerindeki
negatif yuklii gruplarla) bu metal iyonlar1 koprii gorevi yaparak -etkilesimi
artirabilmektedir. Bu ikinci durumda, baglanan aptamerlerin eliisyonu kullanilan
tamponla miimkiin olmayacaktir. Bu durum basta diisiiniilememistir. En azindan,
geri kazanim tamponunun i¢ine SDS ve iire gibi proteinleri denatiire edici maddeler
eklenmis olsaydi daha gii¢lii bir geri kazanim islemi gergeklestirebilirdi.

Ortaya ¢ikan sonuglarin 1s18inda tartisilmasi gereken bir diger nokta da yalanci
pozitif sonuglardir. Elde edilen 4 aptamerden sadece 1 tanesinin zayif baglanmasi ve
diger 3 tanesinin hemen hemen hi¢ baglanmamasi, SELEX isleminin yalanci pozitif
sonu¢ verebilecegini de gostermektedir. Bunun olasi nedeni olarak, baglanma
kosullarindan dolay1 (pH, aptamer-bakteri derisimi, sicaklik) aptamerlerin asil

hedefin haricinde tiip ¢eperlerine veya ceperleri kaplamak icin kullanilan BSA’ya da
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baglanmis olabilecegi ihtimali soylenebilir. Ayrica, her ne kadar baglanmayan
aptamerler en az 5 sefer yikanarak uzaklastirilsa bile, ortamda bir tane bile kalmasi
PZT ile c¢ogaltilamasina yetmektedir. Bunu engellemek igin filtreli tiip kullanmak
yerine hedef molekiiller bir yiizeye tutundurulabilirdi [He et al., 2011], [Ogasawara
et al., 2007]. Boylece yikama isleminde hedef molekiile baglanmis olan aptamerler
ortamda kalirken baglanmayan aptamerler ortamdan uzaklastirilarak daha keskin bir
ayristirma saglanabilirdi. Fakat bu islemler hem ek siire gerektirecekti hem de ekstra
maddi kiilfete neden olacakti.

Gelecekte tiim bu noktalar géz Oniinde bulundurularak daha etkin SELEX
islemi gerceklestirilebilir. Boylece hedef molekiile yiiksek 0Ozgiinliikte baglanan

aptamerler elde edilebilir.
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