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Cesitli hastaliklar ile birlikte kazalar sonucunda hasar alan ya da kaybedilen doku veya
organlarin yerini alan biyomalzemelerle ilgili klinikte karsilasilan en biiylik sorunlardan
biri enfeksiyon olusumudur. Enfeksiyon olusumuna biyofilm olusturarak sebep olan
etkenlerin basinda Staphylococcus epidermidis gelmekte olup, bu bakteri normal deri
florasinin bir eleman1 olmasina ragmen implantasyon sirasinda viicut igerisine girerek
patojen konuma ge¢mektedir. Biyofilm olusumu sonrasinda rutin antibiyotik tedavileri
yeterli olmamakla birlikte, bircok dezavantaji da bulunmaktadir. Bu nedenle

antibiyotiklere alternatif olabilecek veya destekleyici yontemlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tez c¢alismast kapsaminda implant kaynakli osteomyelit olusumuna neden olan S.
epidermidis bakterisinin biyofilm iliskili Aap (birikimle iligkili protein) proteininin ait iki
farkli bolgesine karst SELEX (iistel zenginlestirme ile ligandlarin sistematik evrimi)
yontemi ile aptamer secilimi yapilmis ve biyofilm olusumu {izerine etkileri hem kitosan



ile kaplama yapilan hem de yapilmayan titanyum yiizeylerinde incelenmistir. Ik asamada
Al1.0, B1.0 ve B1.5 olmak iizere Aap proteininin farkli alt-kisimlarinin kombinasyonlari
yapilarak rekombinant {iretimi saglanmistir. A1.0 ve B1.0 adli pargalar1 daha yiiksek
oranda ve miktarda saflastirildigi i¢in, bu pargalarin afinite immobilizasyon islemi
gerceklestirilmistir. Sonraki agamada SELEX yonteminde kullanilacak olan aptamer
kiitiiphanesi ve primerleri tasarlanarak sentezlettirilmistir. Primerler ile aptamer
kiitiiphanesinin polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile ¢ogaltilmasi ve uygunlugunun
belirlenmesi i¢in optimizasyon ¢alismalari yapilmistir. Sekiz SELEX dongiisii sonrasinda
elde edilen aptamer havuzunun klonlanarak dizi analizi yapilmis ve secilen aday
aptamerlerin ayrilma sabitleri ELONA (Enzime Bagli Oligoniikleotid Analizi) yontemi
kullanilarak belirlenmistir. En son asamada ise titanyum ylizeylerinin kitosan ile
kaplanmasinda farkli molekiil agirligt ve derisimi kullamilmis olup, yiizeylerin
karakterizasyonu SEM, EDX ve ATR-FTIR analizleri ile gergeklestirilmistir. Secilen
aday aptamerlerin kitosan ile kaplama yapilan ve yapilmayan titanyum yliizeyler
tizerindeki etkisi hem kristal viyole kullanilarak yapilan mikroplak testi hem de SEM
analiz sonuglar ile tespit edilmistir. Secilen 6 aday aptamer igerisinde en yliksek
baglanma afinitesine (10,2 nM) sahip olan ve biyofilm olusumu tizerinde en etkili olan
aptamerin AC31 kodlu aptamer oldugu belirlenmistir. AC31 aptameri varliginda,
kaplama yapilmayan titanyum yiizeyler {izerinde biyofilm olusumunu engelleme oraninin
en az 4-kat oldugu, kitosan ile kaplama yapilan titanyum yiizeylerde ise en az 2-kat

oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak, S. epidermidis bakterisinin biyofilm iligkili Aap proteinine ait iki farkli
bolgesine karst SELEX yontemi ile aptamer segilimi ilk kez bu ¢aligma kapsaminda
gergeklestirilmistir. AC31 aptamerinin, titanyum yiizeyler iizerinde S. epidermidis’in
yapisma mekanizmasi iizerinde etkisini gostererek biyofilm olusumuna engel oldugu
gosterilmis ve yapilacak in vivo galismalarin ardindan terapétik ajan olarak kullaniminin

onii agilmistir.

Anahtar Kelimeler: Aptamer, Biyofilm, Implant, Enfeksiyon, Staphylococcus
epidermidis, Aap (Birikimle Iliskili Protein)



ABSTRACT

Development of specific aptamer for Staphylococcus epidermidis which causes
orthopedic implant related infections and in vitro investigation of aptamer’s effect

on biofilm formation

Emine ALTUN

Doctor of Philosophy, Department of Bioengineering
Supervisor: Prof. Dr. Hiilya YAVUZ ERSAN
Co- Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Eda CELIK AKDUR

December 2022, 102 pages

One of the biggest problems encountered in the clinic regarding biomaterials that replace
tissues or organs damaged or lost because of accidents along with various diseases is the
occurrence of infection. Staphylococcus epidermidis is the leading cause of infection by
forming a biofilm, and although this bacterium is an element of the normal skin flora, it
enters the body during implantation and becomes a pathogen. While routine antibiotic
treatments are not sufficient after biofilm formation, they also have many disadvantages.

Therefore, alternative or supplemental methods to antibiotics are needed.

Within the scope of the thesis, aptamer selection was made against two different domains

of the biofilm-associated Aap (accumulation associated protein) protein of S. epidermidis



bacteria, which causes the formation of implant-associated osteomyelitis, with the
SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment) method and its
effects on biofilm formation were investigated on both chitosan-coated and uncoated
titanium surfaces. In the first stage, recombinant production was provided by making
different combinations of Aap protein domains, A1.0, B1.0 and B1.5. Since the A1.0 and
B1.0 domains were purified at a higher rate and amount, the immobilization process was
carried out with these domains. In the next step, the aptamer library and primers to be
used in the SELEX method were designed and synthesized. Polymerase chain reaction
(PCR) optimization studies were carried out to amplify the primers and the aptamer
library, and to determine their suitability. Sequence analysis was performed following
cloning the aptamer pool obtained after 8 cycles of SELEX, and the dissociation constants
of the selected candidate aptamers were determined using the ELONA (enzyme-linked
oligonucleotide assay) method. In the last step, different molecular weights and
concentrations were used in the coating of titanium surfaces with chitosan, and SEM,
EDX and ATR-FTIR analyzes were used in the characterization of the surfaces. The
effect of selected candidate aptamers on chitosan coated and uncoated titanium surfaces
was determined by both microplate test using crystal violet and SEM analysis results.
Among the 6 selected candidate aptamers, the aptamer with the highest binding affinity
(10.2 nM) and the most effective on biofilm formation was determined to be the aptamer
coded as AC31. In the presence of the AC31 aptamer, it was determined that the rate of
preventing biofilm formation on uncoated titanium surfaces was at least 4-fold, and at
least 2-fold on titanium surfaces coated with chitosan.

As a result, aptamer selection by SELEX method against two different domains of the
biofilm-induced Aap protein of S. epidermidis bacteria was performed for the first time
within the scope of this study. AC31 aptamer has been shown to prevent biofilm
formation by showing its effect on the adhesion mechanism of S. epidermidis on titanium

surfaces, and paved the way for its use as a therapeutic agent following in vivo studies.

Keywords: Aptamer, Biofilm, Implant, Infection, Staphylococcus epidermidis,
Accumulation Associated Protein (Aap)
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1. GIRIS

Yaslilik, hastalik ve olusan kazalara bagli olarak yasanan doku kayiplarinda goriilen artis,
kaybedilen canli dokunun yerini alabilecek biyomalzemelerin Onemini ortaya
koymaktadir. Bu nedenle giinlimiizde, biyolojik sistemlerle etkilesime gectiginde uyum
saglayabilen, kaybedilen veya hasarli olan dokunun gorevlerini yerine getirebilen,
sentetik ya da dogal biyomalzemelerin gelistirilmesi i¢in ¢alismalar yapilmaktadir. Her
yil milyonlarca insanin etkilendigi kiriklarda, kemik ve eklemlerin dejeneratif
hastaliklarinda, dogustan ve edinsel kemik rahatsizliklarin tedavisinde ortopedik
implantlardan yararlanilmaktadir. Bu konuda siklikla kullanilan biyomalzemeler,
mekanik dayanimlarinin yiiksek olmasi nedeniyle metalik malzemelerdir. Kullanilan
metalik implant malzemelerinin basinda titanyum, titanyum alasimlari, paslanmaz
celikler ve kobalt ile krom alagimlart gelmektedir [1]. Titanyum ve titanyum alagimlari
yiiksek dayanim, yiiksek korozyon direnci, diisiik 6zgiil agirligi, viicut igerisinde inert bir
yapt sergilemesi ile kemik ve diger dokularla biitiinlesebilme 6zelliklerinden dolay1
ortopedide siklikla tercih edilen implant malzemeleridir [2, 3]. Titanyum implantlar
ortopedik uygulamalarda diz, kalca, omurga, ayak bilegi gibi eklem protezi olarak
kullanilabildikleri gibi plaka, vida, ¢ivi gibi kemik sabitleme malzemeleri olarak da

kullanilmaktadirlar.

Titanyum implant malzemelerinde karsilasilan en biiyiik sorunlar, implant kaynakl
enfeksiyon olusumu ve implantin kemikle yeterince biitiinlesememesidir [4]. Titanyum
ve titanyum alasimi biyomalzemelerin, uzun dénem kullanimlarinda bu 6zelliklerini
arttirmak amaciyla ¢esitli yiizey modifikasyonlar1 uygulama calismalar1 yapilmaktadir
[5]. Bu amagla, bakterisid 6zelligini aktif antimikrobiyal ajan salinimi yaparak gosteren
antibiyotik icerikli modifikasyon calismalar1 [6, 7] yapilmakla birlikte, giimiis gibi
inorganik antimikrobiyal ajanlarin gesitli sekillerde modifiye edildigi ¢aligmalar [8] da
yapilmaktadir. Ayrica kitosan gibi polikatyonik 6zelligi nedeniyle, hem bakteri yapismasi
ve cogalmasini engelleyecek hem de kemik doku hiicrelerinin yapismasini saglayacak
potansiyele sahip polimerlerle de kaplama galigsmalar1 yapilmaktadir [9]. Bu ¢alismalarda
kitosan tek basina kullanilabildigi gibi baska polimerlerle birlikte de kullanilabilmektedir
[10].



Ozellikle ortopedik implant uygulamalarinda klinikte karsilasilan en biiyiik sorun
enfeksiyon olusumudur. implantasyon sirasinda kullanilan steril operasyon teknikleri,
implantlarin cerrahi ameliyat 6ncesi rutinine bagli olarak sterilize edilmesi veya ameliyat
bolgesinin temizlenmesi enfeksiyon olusumunu engellemek i¢in yeterli olmamaktadir.
Kemik dokuyla beraber ¢evre dokunun da hasari ile sonlanan osteomyelit olarak
isimlendirilen mikrobiyal enfeksiyon nedeni ile implant kayb1 yaganmakta ve buna bagl
olarak hastalar i¢in maddi kayiplar1 da beraberinde getirmektedir. Implant kaynakli
osteomyelit olusumuna biyofilm olusturarak neden olan ve klinik enfeksiyonlarda en sik
izole edilen etkenlerin basinda Staphylococcus epidermidis gelmekte olup, bu bakteri
normal deri florasinin iiyesi olmasina ragmen implantasyon sirasinda viicut igerisine
girerek enfeksiyon olusumuna neden olmaktadir [11, 12]. Enfeksiyon olusumu sirasinda
bakteri biyomalzeme yiizeyine tutunarak yilizeyde g¢ogalmaya baslamakta ve siireg
biyofilm olusumu ile sonlanmaktadir. Bu siiregte etkili olan yap1 biyofilm olusumu ile
ilgili olan proteinlerdir. S. epidermidis i¢in bu proteinlerden en Onemlisi Aap
(Accumulation associated protein) olup, bu protein hem bakteri hiicrelerinin
biyomalzeme ylizeyine yapismasinda hem de hiicrelerin hiicre-hiicre etkilesimi kurarak

biyofilm iiretmek {izere birlesmesinde rol oynamaktadir [13].

Biyofilm tabakasi, mikroorganizmalarin kendilerini g¢esitli mekanizmalar ile korumak
i¢in trettikleri yap1 olup enfeksiyonlarda organizmanin viriilansina etki eden en énemli
faktordiir [14]. Biyofilm olusumu gergeklestikten sonra uygulanan rutin antibiyotik
tedavileri implant kaynakli enfeksiyon olusumunu engellemek i¢in yeterli olmamakla
birlikte bircok dezavantaji da beraberinde getirmektedir [15, 16]. Sistemik dolagima
verilen yiiksek antibiyotik dozlar1, hedeflenen bolgelerdeki enfeksiyonlara etkili olmakta
yetersiz kalmakta ve viicutta bulunan normal bakteri florasi iizerine de olumsuz etki
gostermektedir [12]. Alinan yiiksek doz antibiyotik hem flora elemanlarinin hem de
enfeksiyon etkeninin diren¢ kazanmasina neden olabilmekte ve tedavisi zor olan
hastaliklarin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir [17]. Ayrica metabolize edilemeden
viicuttan atilabilme durumu olan antibiyotiklerin ¢evreye yayilmasi bu ortamlarda
bulunan mikroorganizma gruplarimin degismesi ya da olumsuz etkilenmesi ile
sonuglanmaktadir [18]. Bu nedenle antibiyotiklere alternatif olabilecek yontemlerle ilgili

caligmalara ihtiyag duyulmaktadir. Implant kaynakli enfeksiyonlarin énlenmesi igin en
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etkili yontem implant yiizeyinde biyofilm olusumunu tamamen engellemek olup bu
amagla biyofilm olusumu ile ilgili olan molekiillerin hedef olarak segildigi

uygulamalardan yararlanilabilir.

Aptamerler, li¢ boyutlu yapilar sayesinde hedef molekiillere yiiksek afinite ve segicilikle
baglanabilen tek zincirli RNA veya DNA (ssDNA) oligoniikleotidleridir [19, 20]. Metal
iyonlari, organik molekiiller, proteinler, kanser hiicreleri, bakteriler ve viriisler olmak
tizere ¢ok genis bir hedef kitlesine baglanma kapasitesine sahiptirler [21, 22]. Olusturulan
DNA kiitiiphanesinden hedef molekiillere yiiksek afinite ve segicilikte baglanabilme
ozelligine sahip aptamerlerin se¢imi SELEX yoOntemi ile gerceklestirilir. SELEX yontemi
canli organizmalardan bagimsiz sekilde in vitro kosullarda gergeklestirilen bir yontemdir.
Bu yontem birbirini takip eden bir seri islemi kapsamakta olup bunlar; hedef molekiil ile
DNA kiitiiphanesinin inkiibe edilerek uygun DNA zincirlerinin hedef bolgeye
baglanmasi, baglanmayan molekiillerin ortamdan uzaklastirilarak baglanmis DNA
molekiillerinin geri toplanmasi ve g¢ogaltilmasidir [23, 24]. Aptamerler antikorlar ile
karsilastirildiklarinda boyutlarinin kiigiik olmasi, non immiinolojik ve toksik ajanlara
kars1 iretilebilmeleri, farklilik gostermeyecek sekilde ve ucuz iretim prosesi ile

sentezlenebilmeleri nedeniyle pek ¢ok avantaja sahiptirler [24].

Tez calismast kapsaminda, implant iligskili osteomyelit olusumuna neden olan S.
epidermidis’in biyofilm olusturma ile iligkili proteini olan Aap’nin ilk asamada Al.0,
B1.0 ve B1.5 alt-kisimlar1 olmak {izere farkli kombinasyonlari yapilarak rekombinant
liretimi saglanmistir. Uretimi saglanan protein bolgeleri arasindan en yiiksek saflagtirma
yilizdesine sahip olan A1.0 ve B1.0 ile aptamer secilimi ¢alismalarina devam edilmis
bunun i¢in kobalt bagli agaroz regineler kullanilarak rekombinant proteinler {izerinde yer
alan 6xHis etiketleri ile immobilizasyon islemi gergeklestirilmistir. SELEX yonteminde
kullanilacak olan aptamer kiitiiphanesi ve primerleri tasarlanarak sentezlettirilmis ve
primerler ile aptamer kiitiiphanesinin PZR ile ¢ogaltilmasi i¢in optimizasyon c¢aligmalari
yapilmistir. En son SELEX dongiisiiniin ardindan elde edilen aptamer havuzu klonlanarak
dizi analizi yapilmis ve segilen aday aptamerlerin ayrilma sabitleri (Kg) ile birlikte ikincil
yapilart Mfold programi aracilifiyla belirlenmistir. Titanyum yiizeylerinin kitosan ile

kaplanmas1 asamasinda iki farkli molekiil agirligr ve derisimi kullanilmigtir. Kaplama
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yapilan yiizeylerin karakterizasyonunda SEM, EDX ve ATR-FTIR analizlerinden
yararlanilmistir. Secilen aday aptamerlerin kitosan ile kaplama yapilan ve yapilmayan
titanyum yiizeyler tizerindeki etkisi hem kristal viyole kullanilarak yapilan mikroplak

testi hem de SEM analiz sonuglari ile tespit edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Implantlar

Cesitli kazalar, hastaliklar sonucunda doku ve organlarin islevlerini kaybetmesi nedeniyle
kaybedilmis olan bu doku ve organlarin yerini alabilecek biyomalzemelerin kullanimi1 her
gecen giin daha fazla yayginlagmaktadir. Biyomalzemeler, insan viicudundaki kaybedilen
ya da hasar goren doku ya da organlarin goérevlerini yerine getirmek icin kullanilan
malzemeler olup uygulamalarda kullanilacak olan malzemelerin Ozellikle toksik
olmamasi, viicut igerisinde enflamasyona ya da herhangi bir alerjik reaksiyona neden
olmamasi dolayisiyla biyouyumluluk 6zelliginin yiiksek olmasi gerekmektedir [25].
Ayrica bu tiir uygulamalarda, mekanik 6zelliklerinin uygulanacak dokuya yakin olmasi,
diisiik korozyon ve aginma dayanimina sahip olmasi, malzeme yiizeyinin ¢evre doku ile
biitiinlesmesi 6zelligine sahip olmasi tercih edilme durumunu belirlemektedir. Metalik
malzemeler diger malzemelerle karsilastirildiginda mekanik o6zellikler agisindan daha
iistlin bir yapiya sahiptir. Bu sebeple kobalt krom alagimlari, paslanmaz ¢elik ile titanyum,
titanyum alasimlari gibi metalik malzemeler, implant malzemesi olarak tercih
edilmektedir [26]. Ayrica titanyum ve titanyum alasimlarinin sahip oldugu yiiksek
korozyon direnci ve doku uyumu 6zellikleri uygulamalarda kullanimlarini arttirmaktadir

[27].

2.1.1. Titanyum implantlar

Titanyum ve titanyum alasimlar1 yiiksek korozyon direnci, viicut dokusunda inert olmasi
ile dokulara yiiksek uyum gosterebilme Ozelliklerinden dolayr biyomedikal
uygulamalarda siklikla tercih edilen metalik malzemelerdir [28]. Aliiminyum (Al),
vanadyum (V), molibden (Mo), zirkonyum (Zr) ve kalay (Sn) gibi elementler igerecek
sekilde hazirlanan ¢esitli Ti alasimlart bulunmakta ve biyomedikal uygulamalarda
kullanilmaktadir. Ozellikle saf titanyum ile Ti-6Al-4V alasimlar1 ortopedik implant
uygulamalarinda siklikla tercih edilmektedir [29].

Titanyumun viicut dokusunda gostermis oldugu inert olma durumu, korozyon direnci ile
sahip oldugu biyouyumluluk &zelligi, yilizeyinde yer alan oksit katmanin yapisindan
kaynaklanmaktadir [30, 31]. Bu tabaka, titanyum yiizeyine protein, hiicre gibi yapilarin

yapismasi ile implantin kemikle biitiinlesmesinde rol oynamaktadir.



2.1.2. Titanyum implant Kaynakl Sorunlar

Titanyum implant malzemelerinde karsilasilan en Onemli sorunlardan biri implant
kaynakli enfeksiyon olusumudur. Ortopedik implant uygulamalarinda siklikla kullanilan
titanyum ve titanyum alasimlarinda meydana gelen enfeksiyon olusumu; ikincil bir
operasyonla ile birlikte implant kaybina ek olarak maddi kayiplar ve enfeksiyonun
sistemik dolasimi etkilemesi sonucu 6liime kadar gidebilecek pek ¢ok 6nemli sorunu da
beraberinde getirmektedir. Titanyum ve titanyum alagimi biyomalzemelerin, uzun dénem
kullanimlarinda bu 0&zelliklerini arttirmak amaciyla cesitli yiizey modifikasyonlari
yapilmaktadir. Bu amagla antibakteriyel 6zelligini, aktif antimikrobiyal ajan salinimi
yaparak gosteren antibiyotik igerikli modifikasyon caligsmalar1 ile birlikte kitosan gibi
hem antimikrobiyal 6zelligi olan hem de kemik doku hiicrelerinin yapismasini saglayacak
potansiyele sahip polimerlerin tek basia ya da konjuge edilerek kullanildig: kaplama

¢alismalar1 bulunmaktadir [10].

2.1.3. Biyofilm

Biyofilm tabakasi, mikroorganizmalarin kendilerini zorlu ¢evre kosullarina,
antibiyotiklere ve antikorlara kars1 korumak i¢in iirettikleri yap1 olup, enfeksiyonlarda
organizmanin virulansina etki eden en Onemli faktordir [14]. Biyofilm tabakasi,
mikroorganizma yiizeye yapistiktan sonra olusan mikrokoloniler ile {iretilen hiicre dis1
polisakkaritler (EPS), proteinler ile organik ve inorganik maddeleri igerisine ¢ok katmanli
bir tabakadir.

Biyofilm olusum siireci temel olarak serbest halde bulunan planktonik halde hiicrelerin
ylizeye yapigmasi, hiicre-hiicre arasi etkilesimler saglanarak mikrokolonilerin olustugu
birikim evresi, hiicre katmanlarinin arttigi olgunlagma evresi ve son asamada ise
planktonik hiicrelerin yeni bolgelerde biyofilm olusmasi ile sonlanacak olan ayrilma
evresi olmak {izere dort asamadan meydana gelmektedir [32]. Mikroorganizmalarin doku
ya da hiicre ile canli olmayan (viicuda implante edilen biyomalzeme yiizeyi) yiizeylere
yapismasi spesifik ya da spesifik olmayan etkilesimler ile gerceklesmektedir. Spesifik
olmayan etkilesim tiiriinde hidrofobik etkilesimler, elektrostatik etkilesimler ya da Van
der Waals etkilesimi ile geri doniisiimlii olarak gerceklesmektedir. Spesifik olan etkilesim

tiirtinde ise hiicre-hiicre ya da hiicre-yiizey arasinda polisakkaritler, hiicre dist DNA ya da



proteinler araciligiyla geri doniisiimsiiz olarak gerceklesir. Birikim evresinde ise yiizeye
tutunan mikroorganizmalar boliinerek ¢ogalir ve siireg¢ mikrokolonilerin olusumu ile
sonlanir. Olgunlagma evresinde mikrokoloni sayisinin arttigi, olusan kanallar araciligi ile
besin diflizyonunun saglandigi ve mikroorganizmanin etrafindaki popiilasyon
yogunlugunu algilamasina saglayan Quorum Sensing (QS) sinyal sistemi rol
oynayabilmektedir. Son evrede ise olgunlasma evresi tamamlanan biyofilm tabakasinin
iist kismindan hiicreler koparak yeni bolgelerde biyofilm olusturmak {izere ayrilirlar

(Sekil 2.1).

Plantonik Biyofilm

N

Biyofiimden ayrilan hiicrelerin
yeni koloniler olusturmak
Uzere ayriimasi

2. 3. Cok .
1. Yiizeye . . 4. Olgunlagma evresi
yap|§mya ~ Mikrokoloni - —, katmanh ~ —» tamamlanns biyofilm ile
olugumu mikrokoloni biyofilmden hiicre ayrilmasi
olugumu

Sekil 2.1. Biyofilm olugsma evreleri [32].

Biyofilm tabakasi, olusum yerine gore canli doku veya viicuda implante edilen
biyomalzeme yiizeyi olarak ikiye ayrilabilmektedir. Canli dokularda olusan biyofilm
tabakasinda mikroorganizmalar canli dokulara tutunarak cogalir ve siire¢ biyofilm
olusumu ile sonlanir. Canli doku mikroorganizmalarin spesifik yolla tutunmasi igin
uygun proteinlere sahip olmasmin yaninda mikroorganizmalarin beSin ihtiyaglarini
karsilayabilecek olan besinleri de elde etmelerini saglar. Dokulara tutunarak biyofilm
olusumunu baslatan mikroorganizmalar uygun kosullar nedeniyle hizli bir sekilde ¢ogalip
kisa siire igerisinde biyofilm olusturabilirler. Normal flora elemanlarindan olan

mikroorganizmalar da patojenik hale gecerek biyofilm olusturabilmektedir. Firsatci



patojen olarak isimlendirilen bu tiir mikroorganizmalar normalde bulunduklar1 ortamdan
farkli olan bir boélgeye gegerek yerlesmeleri durumunda patojen olma &zelligi

kazanmaktadir.

Hasarli olan doku ya da organin yerini alan biyomalzemeler, mikroorganizmalarin
yapismasi i¢in de uygun ortam olabilmektedir. implantasyon sonrasi yiizeyin cesitli
proteinlerle kaplandig1 ya da viicut hiicrelerinin malzemeyi tutunma 6zelligini arttirmak
icin fibronektin gibi baglayici proteinler kullanildigi durumda bu proteinlere
mikroorganizmalar da ¢esitli etkilesimler ile tutunabilmektedir. Biyomalzemeye
mikroorganizmalar temelde iki farkli yol ile ulagsabilmektedir. Birinci yol, implantasyon
islemi sirasinda malzemenin mikroorganizmalarla kontamine olmasi sonucunda enfekte
olarak viicuda yerlesmesidir. Ikinci yol, viicut igerisinde yer alan ya da viicudun dis
ortama acik kisimlarindan mikroorganizmalarin viicut sivilar1 yoluyla malzemeye
ulasmas1 yoluyla gergeklesebilmektedir. Implantlarin viicut tarafindan reddedilmesini
engellemek amaciyla implantasyon sonrasinda bagisiklik sistemini baskilayici ajanlarin

kullanilmasi ise enfeksiyon riskinin daha da artmasina neden olmaktadir.

Biyofilm igerisindeki bakterilerin en 6nemli 6zelligi, viicudun savunma sisteminden
etkilenmemeleri ve antibiyotik tedavisine kars1 direng gostermeleridir. Biyofilm olusumu
tamamlandiktan sonra uygulanan antibiyotik tedavileri implant kaynakli enfeksiyon
olusumunu engellemek i¢in yeterli olmamakta birlikte viicutta bulunan normal bakteri
florasi iizerine olumsuz etki gosterebilmektedir [12]. Uygulanan yiiksek doz antibiyotik
tedavileri hem flora elemanlarinin hem de enfeksiyon etkeninin direng kazanmasina
neden olabilmekte ve siire¢ tedavisi zor olan hastaliklarin ortaya c¢ikmasi ile
sonlanabilmektedir [17]. Bu nedenle antibiyotiklere alternatif olabilecek yontemlerle

ilgili ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Biyofilm olusumu ile iligkili olan bir¢ok enfeksiyon c¢esidi bulunmakla birlikte bu
enfeksiyonlarda rol oynayan mikroorganizma tiirleri de degisiklik gostermektedir
(Cizelge 2.1) [33].



Cizelge 2.1. Biyofilm iligkili enfeksiyon tiirleri ve neden olan mikroorganizmalar [33].

Enfeksiyon Tiirleri/Yerleri Mikroorganizma Tiirleri

Dis tas1 Gram pozitif koklar (Streptococcus sp.)
Iskelet kas enfeksiyonu Gram pozitif koklar (Staphylococcus)
Safra kanal1 iltihab1 Enterik bakteriler (E. coli)

Ameliyat iplikleri S. epidermidis ve S. aureus

Ortopedik malzemeler S. epidermidis ve S. aureus

Damar kateterleri S. epidermidis ve birgok tiir

Kontakt lensler P. aeruginosa ve Gram pozitif koklar
Mekanik kalp kapaklari S. epidermidis ve S. aureus

Bir¢ok biyomalzeme yiizeyi ile birlikte implant kaynakli osteomyelit olusumuna biyofilm
olusturarak neden olan etkenlerin basinda Staphylococcus epidermidis gelmekte olup
uygulanan sterilizasyon islemleri ile birlikte implantasyon sonrasi uygulanan antibiyotik
tedavileri ile implant kaynakl enfeksiyon olusumlarini engellemekte yeterli gelmemekte,
bu durum implant malzemelerindeki en 6nemli problemlerden biri olma o6zelligini

korumaktadir.

2.1.4. Staphylococcus epidermidis Kaynakh Biyofilm Olusum Mekanizmasi

Klinik enfeksiyonlarda en sik karsilagilan ve enfeksiyon olusumuna biyofilm olusturarak
neden olan S. epidermidis, normal deri florasinin bir tiyesi olmasina ragmen implantlarin
hasarli bolgeye yerlestirilmesi sirasinda viicut igerisine girerek enfeksiyon olusumuna
sebep olmaktadir. Enfeksiyon olusumu sirasinda bakteri biyomalzeme yiizeyine
tutunarak yiizeyde ¢ogalmaya baslar ve siire¢ biyofilm olugumu ile sonlanir. Bu siiregte
bakterinin yiizeye yapismasinda hem spesifik hem de spesifik olmayan etkilesimler rol
oynarken, yapisma gerceklestikten sonraki birikim ve olgunlasma evresinde spesifik

etkilesimler daha ¢ok katkida bulunmaktadir (Sekil 2.2) [34].
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Sekil 2.2. S. epidermidis’in biyofilm olusturmasinda rol oynayan etkilesimler [34].

S. epidermidis’in biyofilm olusturma mekanizmasi temelde iki mekanizma ile
gerceklesmektedir. Bu mekanizmalardan ilki polisakkarit aracili PIA (hiicrelerarasi
adhezyon polisakkariti) ya da PNAG (poli-N-asetil glukozamin) olarak isimlensirilen
biyofilm olusturma mekanizmasidir. PIA aracili biyofilm olusmasinda ica gen bolgesi
tarafindan sentezlenen {irlinler gorev almaktadir. icAADBC gen boélgesinin kodlamig
oldugu IcaA ve IcaD transmembran proteinleri sayesinde aktif hale gelen polisakkarit
zincirini hiicre digina IcaC proteini iletirken, IcaB proteini ise asetil gruplarini zincirden
uzaklagtirarak polisakkaritin katyonik 06zellik kazanmasina neden olmaktadir [35].
icaADBC gen bolgesinin yakininda yer alan icaR gen bdolgesi ise regiilator protein
kodlanmasini saglamakta ve polisakkarit tiretimini inhibe ederek etkili olmaktadir [36].
PIA mekanizmasi ile ilgili yapilan ¢aligmalarda polisakkarit yapisinin biyofilm olugma
asamasinin birikim evresinde daha etkili oldugu belirtilmistir [37, 38]. PIA aracili
biyofilm olusmasimin tek basina yeterli olmadigimi [39], polisakkariti kodlayan gen
bolgelerinin  bulunmasina ragmen PIA aracili biyofilm olusturmayan gruplar
bulundugunu gosteren g¢alismalar da bulunmaktadir [40]. Bunun yaninda bu gen
bolgesinin ¢esitli kosullar altinda indiiklenebildigi, daha ¢ok bakteriler yiizeye yapisip
biyofilm olustuktan sonra biyofilm yapisinin korunmasi amaciyla bu mekanizmanin

calistig1 gosterilmistir [41, 42].
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Sekil 2.3. Polisakkarit aracili biyofilm olusumunda rol oynayan PIA mekanizmasi [43].

Biyofilm olusturma mekanizmalarindan ikincisi ise protein aracili olup bu proteinlerden
en 6nemlisi Aap (Birikimle iliskili Protein-Accumulation Associated Protein)’dir. Bu
protein hem bakteri hiicrelerinin biyomalzeme yiizeyine yapismasinda, hem de hiicrelerin
hiicre-hiicre  etkilesimi kurarak biyofilm olusturmak {izere birlesmesinde rol
oynamaktadir [44, 45]. Aap proteini S. epidermidis bakterisinin hiicre yiizeyinde bulunan
bir protein olup, prolin ve glisince zengin olan bolge ile A ve B bolgelerinden meydana
gelmektedir. A-kismi bakteri hiicrelerin deri hiicrelerine ve ylizeylere yapismada rol
oynarken [44, 46], B-kismi ise hiicrelerin birbiri ile etkilesime gecerek biyofilm
olusmasinda rol almaktadir [47]. A-kismi 16 amino asitten (aa) olusan tekrarlayan alt
birimler ile korunmug 222-aa’den olusan L-tip lektin bolgesinden meydana gelmektedir.
B-kismi1 ise 128-aa’den olusan tekrarlayan alt birimlerden olusmakta olup, bunlar 78-
aa’den olusan G5 alt-kismu ile 50-aa’den meydana gelen E alt-kismudir (Sekil 2.4). G5
bolgesi asil katlanmadan sorumlu olan alt kisim iken E bolgesi ise G5 alt kisimlarinin
dogru katlanmasindan sorumlu olan bélgelerdir [48]. B bolgesini olusturan alt kisimlarin

say1st ise S. epidermidis tiirleri arasinda sayica farklilik gostermektedir [44] (Sekil 2.5).
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Sekil 2.4. Aap proteinine ait bolgelerinin yapisi [43].

NCTC 11047
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Sekil 2.5. Aap protein bolgelerinin S. epidermidis suslar1 arasindaki farklilik gosterme
durumu [44].

Protein aracili biyofilm olusma mekanizmasinda Aap rol oynamakta olup sahip oldugu
ikili islev sayesinde hem hiicrelerin yiizeye yapisma asamasinda hem de hiicre-hiicre
etkilesimini saglayarak biyofilmin birikim asamasinda rol oynamaktadir. A bolgesi
aracilif ile ylizeye ya da hiicrelere tutunma saglamasi nedeniyle biyofilm olusumunun
ilk asamasinda yer almaktadir. Yapisma sonrasinda A kisminin konak ya da bakteri
hiicresi tarafindan salinan proteaz enizmi ile uzaklastirilmasini takiben B kisimlarinin
birbiri ile etkilesimi sonucunda biyofilm olusumunun birikim asamasinda gorev

almaktadir (Sekil 2.6) [44].
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Sekil 2.6. Aap proteininin A ve B bdlgelerinin protein aracili biyofilm olusum

mekanizmasindaki rolleri [44].

Implant kaynakli enfeksiyonlarin &nlenmesi igin en etkili yontem, implant yiizeyinde
biyofilm olusumunu engellemek olup bu amacla biyofilm olusumu ile ilgili olan
molekiillerin hedef olarak secildigi uygulamalardan yararlanilabilir. Literatiirde yer alan
bir calismada S. epidermidis bakterisinin biyofilm olusturmasi ile ilgili olan Aap
proteinine karsi monoklonal antikorlar sentezlenmistir [49]. Olusturulan monoklonal
antikorlarin biyofilm olusumunu tek baslarina kullandiklarinda diisiik seviyelerde
engelledigi, ancak 3 farkli antikor kullanildiginda bu oranda artis oldugunun gosterildigi
belirtilmis ancak bu durum uygulamalarda kullanimlarin1 sinirlandirmaktadir. Literatiir
incelendiginde, aptamerlerin biyofilm olusumu iizerine etkilerinin incelenmesi igin
yapilan ¢aligmalarin sayisinin ¢ok az oldugu goriilmekte ve bu caligmalarda da belirtildigi
gibi aptamerlerin biyofilm inhibisyon etkilerinin olmasi, onlar1 antibiyotik tedavilerine
alternatif olabilecek adaylar haline getirmektedir. S6z konusu ¢alismalardan biri Ning ve
arkadaglar1 [50] tarafindan yapilmis olup, Salmonella choleraesuis bakterisinin hareket
etmesinden sorumlu olan flagellasina 6zgili aptamer gelistirmis ve aptamerin flagella ile

etkilesimine bagli olarak bakterinin hareket etmesini kisitlayarak biyofilm olusturma
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yeteneginin azaldigini gostermislerdir. Diger bir ¢aligma ise [51] zatiirre etkeni olan
Streptococcus pneumoniae bakterisinin tespit ve hedeflenmesine yonelik olarak
gelistirdikleri aptamerin biyofilm olusumu iizerine etkilerini incelediklerinde aptamer
eklenmeyen kontrol grubu ile karsilastirildiginda Lyd-3 aptamerinin 1 uM oraninda
kullanildiginda biyofilm olusumunu %100°den %35’e diisiirdiigiinti gostermislerdir. Bu
calismada, benzer bir mekanizma ile biyofilm olusmasini engellemede antibiyotiklere
alternatif ya da destek olabilecek, antikorlara kiyasla birgok avantaji bulunan,

aptamerlerin kullanimi hedeflenmistir.

2.2. Aptamerler

Aptamerler, sahip olduklar1 ti¢ boyutlu yapilar1 sayesinde hedef molekiillere yiiksek
secicilik ve afinite ile baglanan tek zincirli DNA veya RNA oligoniikleotidleridir [20].
Iyonlar, organik molekiiller, proteinler, hiicreler, bakteriler ve viriisler olmak iizere gok
genis bir hedef kitlesine baglanma kapasitesine sahip olan yapilardir [21, 22].
Aptamerlerin hedef molekiillerine baglanma afinitesi mikromolar diizeyinden nanomolar
diizeyine kadar degisiklik gosterebilmektedir [52]. Hedef molekiillerine baglanma
sirasinda aptamerler, molekiiller arasinda yer alan kimyasal grup farkliligini ya da sekil
farkliliklar1 olan molekiilleri birbirlerinden ayirt edebilmeleri sayesinde hedef
molekiillerine yiiksek 0Ozgiinlik ile baglanmaktadirlar. Aptamerler, antikorlar ile
karsilastirildiklarinda boyutlarinin kii¢iik olmasi, immiin cevaba neden olmamalar1 ve
toksik ajanlara karsi {iretilebilmeleri, farklilik gostermeyecek sekilde ve ucuz liretim

prosesi ile sentezlenebilmeleri gibi pek ¢ok avantaja sahiptirler (Cizelge 2.2) [53].
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Cizelge 2.2. Aptamer ile Antikor Karsilastirilmasi [53].

APTAMER

ANTIKOR

Her tiirlii hedef molekiil i¢in secilebilir

In-vitro se¢im ortami

Genis kimyasal modifikasyon imkanina
sahip

Sicaklik degisiklikleri sonrasinda orijinal
ic boyutlu yapisina donebilme 6zelligine

sahip

Daha diisiik maliyet

Immiinolojik olmayan ve toksik ajanlara
kars1 etkisiz

Canli organizmaya bagimli se¢im ortami

Kisith kimyasal modifikasyon imkanina
sahip

Sicaklik  degisikliklerine duyarli ve
yliksek sicakliklarda denatlire olma
durumu

Daha yiiksek maliyet

2.2.1. SELEX Yontemi ile Aptamer Secimi

1990 yilinda gelistirilmeye baslanmis olan aptamer se¢im yoOntemi, niikleik asit

kiitiiphanesi  kullanilarak olusturulan DNA ya da RNA kiitiiphanesinden hedef

molekiillere yiiksek secicilik ve afinite ile baglanabilme 6zelligine sahip aptamerlerin

secimi SELEX adi verilen yontem ile gergeklestirilir. SELEX yontemi, canli

organizmalardan bagimsiz sekilde, in vitro

kosullarda gerceklestirilen bir yontemdir. Bu

yontem, birbirini takip eden bir seri islemi kapsamaktadir. Bunlar, hedef molekiille

olusturulan DNA kiitliphanesinin inkiibe edilerek uygun DNA zincirlerinin hedef bolgeye

baglanmasi, baglanmayan molekiillerin ortamdan uzaklastirilmasi, baglanmis DNA

molekiillerinin geri toplanmasi ve ¢ogaltilmasidir (Sekil 2.7) [54].
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Sekil 2.7. SELEX yo6ntemi [54].

SELEX protokoliindeki yillara bagl olarak gerceklestirilen yenilikler ile gesitlilikler
aptamerlerin istenilen 6zgiin 6zelliklere sahip olacak sekilde secilmesini saglamaktadir
(Cizelge 2.3.). Ornegin Hiicre-SELEX, hiicrenin tamami baz alinarak hiicre zari
tizerindeki proteinler veya 6zgll yapilar hedeflenerek bu yapilara karst aptamer
se¢iminde kullanilmaktadir [55]. Diger bir SELEX yontemi olan Toggle-SELEX, benzer
hedef yapilara karsi secilen genis 6zgiinliiklere sahip aptamerlerin olusturulmasi amaciyla
kullanilabilen bir yontemdir [56]. Photo-SELEX yontemi ise modifiye edilmis
niikleotidler igeren aptamer kiitliphanesinin ultraviyole bolgede 1s1ma yapacak sekilde
hedef molekiille kovalent bag olusturuldugu SELEX yontemidir [57]. Bu yontemlerin
yani sira, tek yiizey iizerinde aptamerlerin saflastirilabildigi mikrogiplerin kullanildig:
SELEX yontemi [58] ile atomik kuvvet mikroskobunun (AFM) da yer aldig1 gesitli
SELEX yontemleri de bulunmaktadir [59].
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Cizelge 2.3. Yillara gore degisim gosteren SELEX yontemlerinden drnekler [60].

Yil SELEX Calisma Prensibi Kaynak
Yontemi
1992 Negatif SELEX  Matriks ile aptamer kiitiiphanesinin etkilesimi [61]
saglanarak 6zgiil aptamer se¢iminin arttirilmasi
1994 Kars1 SELEX Yakin tirler ile aptamer Kkiitiiphanesinin [62]
etkilesimi saglanarak 6zgiil aptamer se¢iminin
arttirilmasi
1997 Genomik Organizmanin kendisinin genomik dizi baglama [63]
SELEX motifini tanimlayabilen kolay bir SELEX
yontemi
1997  Invivo SELEX  In vivo kosullar altinda hiicre iginde yapilan [64]
aptamer se¢imi
2000 Photo-SELEX Modifiye edilmis niikleotidler iceren aptamer [57]
kiitiiphanesinin 151ma yapacak sekilde hedef
proteinle kovalent bag olusturuldugu yontem
2005 FluMag-SELEX Floresan etiketli hedeflerin kullanimi ile daha [65]
etkin aptamer se¢iliminin saglandig yontem
2007 Nanosegime Atomik kuvvet mikroskobu (AFM) ile tek [59]
dayal1 SELEX asamada se¢im yapilan yontem
2010 Mikroakigkan Mikrogipler ile tek yiizey lizerinde aptamerlerin [58]
temelli SELEX  saflastirilmasi saglanan yontem
2016 Izojenik  hiicre Hedef olarak asir1 eksprese edilmis izojenik [66]

SELEX

hiicrenin kullanildigit SELEX yontemi
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2.2.2. Aptamer Uygulama Alanlari

Aptamerler genis hedef kitlesine kars1 segilebilmeleri nedeniyle pek ¢ok alanda uygulama
alan1 bulabilmektedir. Saglik alaninda kanser ile viral enfeksiyonlar gibi gesitli tiirlerdeki
hastaliklarin  6zgiil taniyicilart olarak aptamerlerin kullanilmasinin yaninda gida
endiistrisinde patojenlerin taninmasinda, cevresel kirlilie sebep olan molekiillerin
saptanmasi ile ilgili uygulamalarda biyosensor tasarlanmasinda yararlanilmaktadirlar.
Ticari olarak kullanilan ve 2004 yilinda Amerika Birlesik Devletleri Gida ve Ilag Dairesi
(FDA) tarafindan da onay almis, yasa bagli sar1 nokta (makula dejenerasyonu) hastaligi
tedavisi i¢in vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriine (VEGF) kars1 gelistirilen aptamer
olan Macugen’e ek olarak cesitli hastaliklara kars1 hala klinik caligmalar1 devam eden
aptamer 6rnekleri de bulunmaktadir [67]. Giincel klinik ¢alismalarda faz agamalar1 devam
etmekte olan aptamer uygulamalarina 6rnek olarak faz I asamasinda olan Tip 2 diyabete
kars1 gelistirilen NOX-E36 [68], erken faz I asamasinda olan kolorektal kansere karsi
gelistirilen 68Ga-Sgc8 ile faz I1 asamasinda olan NOX-A12 6rnek olarak verilebilir [69].

2.2.2.1. Tam

Aptamerlerle ilgili ¢calismalarin yapildig1 diger bir alan ise 6zellikle hastaliklarin tani
asamasi olup en ¢ok kanser hiicrelerinin kanserin tanisinda ve kanser hiicrelerinin ilagla
hedeflenmesi ile ilgili arastirmalarda kullanilmaktadirlar. Kanser hiicrelerinin ilagla
hedeflenmesi ile ilgili yapilan bir ¢alismada goglis kanseri hiicrelerini taniyabilen
aptamerle modifiye edilmis, antikanser ilaci yiiklenmis nanopartikiiller gelistirilmis ve
etkinligi gosterilmistir [70]. Diger bir c¢alismada ise hiicre-SELEX yontemi ile
osteosarkoma kanser hiicrelerine karst segilen aptamerin, yiiksek segicilikte ve spesifik
olarak ilgili kanser tiiriiniin tespit edilmesinde kullanilabilecegi gosterilmistir [71]. Kaur
ve arkadaslari [72] ise yapmis olduklar1 c¢alismada kan transfiizyonu sirasinda
kontaminasyon kaynag1 olan S. epidermidis’in tanisi i¢in hizli DNA aptamer tayini
yontemini kullanmis olup 5 aday aptamer igerisinden en etkili olanin SE-43 isimli

aptamer oldugu ve tan1 amacli olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.
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2.2.2.2. Tedavi

Aptamerlerin 6zgiinliigii ve yiiksek baglanma afiniteleri, bagigiklik sistemine zarar
vermemeleri, in vitro kosullarda istenilen hedef molekiil i¢in se¢ilebilir olmalari, kan
dongiisiine katilabilmeleri aptamerleri yeni ilag liretimi yontemlerinin gelistirilmesinde
kullanilmak adina giiclii bir aday yapmaktadir. Aptamerlerin hiicre zarindaki reseptorlere
baglanabilme durumunun olmasi bu yapilarin hedeflenerek ilag veya diger ¢esitli

irlinlerin hiicre i¢ine salinmasini saglayabilmektedir.

Aptamerlerle diyabet tedavisinde kullanimu ile ilgili olarak yapilan ¢alismada, diyabet
olusumu ile ilgili olan retinoliin tasiyici olan proteine baglanmasi aptamerle modifiye
edilen nanopartikiillerle engellenmis olup kullanilan aptamerin “Tip 2 diyabette” insiilin

direncinin azaltilmasinda kullanilabilecegi belirtilmistir [73].

2.2.2.3. Analitik Uygulamalar

Aptamerlerin kimyasal olarak modifiye edilmesinin kolay olmasi, ¢esitli yiizeylere
sabitlenebilmesi ve denatiirasyona karst dayanikli olmasi, aptamerlerin analitik
uygulamalarda tercih edilmesini saglamaktadir [74]. Aptasensorler, taniyict molekiil
olarak aptamerlerin kullanildigi biyosensorler olup optik, elektrokimyasal ve kiitleye
duyarl gesitleri de bulunmaktadir. Wang ve arkadaslari [75], yapmis olduklar1 galismada,
gida patojeni olan E. coli O157:H7 bakterisine kars1 gelistirdikleri aptasensoriin patojenin
daha hizli, daha yiiksek hassasiyetli ve daha ucuz sekilde tayin edilmesini sagladigini
gostermislerdir. Wang ve arkadaslari, yapmis olduklari ¢alismada ise sadece veterinerlik
alaninda kullanilmasina izin verilen yari sentetik olan sefalosporin antibiyotik grubunun
bir pargast olan sefkinomu yiiksek hassasiyetle tayin edebilecek bir aptasensor
gelistirmiglerdir [76]. Serum igerisinde yer alan Bifenol A’nin yiiksek hassasiyetle tayin
edilmesini saglayan ¢alisma ise Su ve arkadaslar1 tarafindan yapilmis ve geri kazanim

oraninin %90.8 + 7.3 olarak belirtmislerdir [77].

2.3. Kitosan

Kitin, kabuklu canlilarin dis iskeletleri ile birlikte bazi fungus ve alglerin hiicre
duvarlarinin bileseni olarak da bulunabilen dogal yapida bir polimerdir [78]. Kitin

seliilozdan sonra en ¢ok bulunan polisakkarit olup N-asetil-D-glukoz amin birimlerinden
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olusan bir yapiya sahiptir [79]. Kitinin sahip oldugu hidrofobik yapisi su ve organik

¢oziiciilerde ¢oziinmesine engel olmasi nedeniyle uygulama alanini sinirlamaktadir [80].

Kitosan ise kitinin belirli oranlarda asetil gruplarinin uzaklastirilmasi sonucu elde edilen
bir biyopolimerdir. Ayn1 zamanda kitosan ¢esitli funguslarda, bazi alg tiirlerinde ve
boceklerin kiitikula tabakasinda dogal olarak bulunmaktadir. Kitosan, asidik ortamlarda
yapisinda bulunan amino gruplarinin protonlanmasi nedeniyle polikatyonik o6zellik
gosteren bir polimerdir [80]. Kitosan yapisinda bulunan amino grubuna ek olarak iki aktif
grup daha igermekte olup bu gruplarin ¢esitli sekillerde uygulama yapilacak olan alana
gore modifiye edilebilmesi, genis uygulama alan1 bulmasina neden olmaktadir. Ayni
zamanda kitosanin biyouyumlu yapida olmasi, toksik ve alerjenik 6zellik gostermemesi
ve antimikrobiyal 6zelligi nedeniyle basta gida endiistrisi olmak iizere, tarim, kozmetik,
biyomedikal ve biyoteknoloji gibi alanlarla ilgili uygulamalarda tercih edilmesini
saglamaktadir [81, 82].

Kitosanin antimikrobiyal 0Ozelligini gosterme mekanizmas: henliz tam olarak
bilinmemekte olup, polikatyonik 6zellik gostermesi nedeniyle elektronegatif olan bakteri
hiicre yiizeyi ile etkilesime girerek antimikrobiyal 6zelligini gosterdigi belirtilmektedir
[83]. Kitosanin antimikrobiyal etkisi {izerinde birgok parametre etkili olmakta olup bu
parametrelere 6rnek olarak mikroorganizmanin tiirii, kitosanin pozitif yiikk yogunlugu,
molekiiler agirligi ve fiziksel durumu gibi ¢esitli kimyasal 6zellikler ve ¢evresel faktorler
verilebilir [84]. Polikatyonik yapist ile antimikrobiyal etkisini gostermesi arasinda dogru
orant1 oldugunun belirtilmesi nedeniyle, polikatyonik yapinin olugmasini saglayan amino
gruplar1 sayesinde deasetilasyon derecesi belirlendigi i¢in deasetilasyon derecesi arttikca
kitosanin antimikrobiyal 6zelligi de artmaktadir. Yiiksek molekiil agirligina sahip olan
kitosanin antimikrobiyal etki mekanizmasi iki sekilde gergeklesebilmektedir. Birinci yol,
kitosan polimerini olusturan zincirlerin hiicre yiizeyi ile etkilesime ge¢mesi sonucunda
hiicre duvarinin ozmotik kararligini azalmasi ve siirecin hiicre igeriginin digartya sizmasi
ile sonlanmasidir. Ikinci yol ise hiicrenin yasamsal faaliyetleri igin gerekli olan
maddelerin alimini hiicre yiizeyinde gecirimsiz bir tabaka olusturarak engellenmesidir.
Diisiik molekiill agirlikli  kitosan zincirlerinin  antimikrobiyal 6zellik gdsterme

mekanizmas1 ise hiicre igerisine diflize olmasinin ardindan DNA ile etkilesime
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girebilmesi ve mRNA ile protein sentezinin durmasina neden olabilmesi sayesinde
gerceklesmektedir [83]. Mikroorganizmanin tiiriine bagli olmakla birlikte diisiik
molekiiler agirhiga sahip olan kitosanin daha yiiksek antimikrobiyal 6zelligi gosterdigi
belirtilmistir [84]. Kitosanin antimikrobiyal Ozelligi gram-negatif ve gram-pozitif
bakteriler lizerinde etkisinin farkli oldugu, bu durum iki bakteri grubunun hiicre duvar
yapilariin farkli olmasindan kaynaklanmaktadir. Kitosanin antimikrobiyal 6zelligi ile
ilgili yapilan bir ¢alismada, hiicre duvar yapilar1 farkli olan tiirler olarak Staphylococcus
aureus ve Escherichia coli kullanilmistir. Bu ¢alisma sonucunda S. aureus tiirii igin
kitosanin molekiiler agirlig1 arttikga, E. coli tiirii i¢in ise kitosanin molekiiler agirlig

azaldikca antimikrobiyal etkinin arttig1 belirtilmistir [85].

Kitosan biyouyumlu yapida olmasi, toksik ve alerjenik Ozellik gostermemesi ve
antimikrobiyal 06zelligi nedeniyle Ozellikle dental ya da ortopedik uygulamalarda
kullanilan implantlarin kaplanmast ile ilgili ¢alismalarda kullanilmaktadir. Bumgardner
ve arkadaglari, yapmis olduklari ¢aligmada titanyum yiizeylerinin %91,2 deasetilasyon
derecesine sahip kitosan ile kaplama sonrasi osteoblast hiicrelerinin kaplanmamis
ylizeylere oranlara daha iyi yapisma ve biliylime gosterdigini belirtmislerdir [86]. Farkli
deasetilasyon derecesine sahip kitosan ile kaplama yapilan bir diger calismada ise
deasetilasyon derecesi arasindaki farkin diger calismalardan farkli olarak osteoblast
hiicrelerinin yapigmasi iizerinde biiyiik bir fark olusturmadigini gézlemlemislerdir [87].
Renoud ve arkadaslari, yapmis olduklar1 ¢alismada ise titanyum yiizeyin kitosan ile
kaplanmasi sonucunda NIH3T3 fibroblast hiicrelerinin yapismasi igin iyi bir yiizey
oldugu, Actinomyces naeslundii bakteri biiylimesini engelledigi ancak 32 saat sonrasinda
bile Porphyromonas gingivalis bakterisine karsi herhangi bir inhibisyon etki
gostermedigi belirtilmistir [88]. Dolasiyla titanyum yiizeylerin hem doku hiicrelerinin
yapismasinda hem de sahip oldugu antibakteriyel 6zelligi gostermesinde degisiklikler

meydana gelebilmektedir.
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Ozetle bu tez kapsaminda, ilk olarak S. epidermidis’in biyofilm olusturma yetenegi ile
ilgili olan Aap proteinini olusturan bolgelerin farkli kombinasyonlar yapilarak
rekombinant olarak tiretilerek saflastirilmasi, ikinci asamada, S. epidermidis’ in biyofilm
olusturmasina bagh olarak ortaya ¢ikan enfeksiyonlarin engellenmesi i¢in, hedef Aap
proteinine yiiksek afinite gosteren DNA aptamerlerinin ilk kez belirlenerek iiretimi, son
asamada ise uygun DNA aptamerlerin sec¢ilmesinin ardindan, kitosan ile kaplanan veya
kaplama yapilmayan titanyum yiizeylerde biyofilm olusumuna etkisinin in vitro kosullar

altinda belirlenmesi hedeflenmistir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Rekombinant Aap Proteininin Elde Edilmesi
3.1.1. Rekombinant Aap Proteini Uretimi i¢in Vektor Tasarimi

S. epidermidis RP62A susunun Aap proteininde yer alan A kismini olusturan bolgelerden
biri olan L-tip lektin bolgesi ile B kismini olusturan tekrarlayan alt-kisimlarin (G5-E alt
bolgeleri) kodlayan gen dizilimi (GenBank: CP000029.1) FASTA formatinda NCBI

database’den (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) alinmistir.

S. epidermidis RP62A susunun B1.0 ve B1.5 bolgelerinin periplazmik alanda tiretilmesi
icin vektor olarak pelB sinyal peptidini tagiyan pET-26b plazmidi, sitoplazmik alanda
tiretilmesi i¢in pET-28a plazmidi, A1.0 bolgesinin sitoplazmik olarak {iretilmesi i¢in ise
PET-26b plazmidinin sinyal kisminin ¢ikarilarak kullanilmasina karar verilmistir. S6z
konusu proteinlerin rekombinant olarak iretildikten sonra saflastirilmasi ve
immobilizasyonu i¢in “His-tag” bdolgesinin r-proteinin C-ucunda olmasi istendigi ve
gerek olmayan amino asit olusumunu engellemek i¢in uygun restriksiyon enzim bdolgeleri
belirlenmistir. Bu amagla pET-26b ve pET-28a plazmidlerine B1.0, B1.5 genlerinin
aktarilmasi i¢in Ncol ve Xhol enzimleri, A1.0 gen bolgesi i¢in Ndel ve Xhol enzimleri
secilmistir (Sekil 3.1).

Ndel Xhol

— Aap-A1.0 BEXHis  [rm—
Ndel Ncol Xhol

—t pelB Aap-B1.0 | 6xHis |
Ndel Ncol Xhol

= pelB Aap-B1.5 EXHis [m—

Sekil 3.1. Aap proteininin rekombinant olarak tiretilen bolgelerinin gen kaseti

goruntusul.
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3.1.2. Rekombinant Aap Proteini Uretimi icin Primer Tasarimi

Polimeraz zincir reaksiyonlartyla (PZR) istenilen gen bolgelerini ¢ogaltmak amaciyla
gerekli olan primerlerin tasarimlar1 yapilmistir. Tasarim sirasinda primerin 18-30 baz ¢ifti
uzunlugunda olmasi, %GC igeriginin %40-60 arasinda olmasi, primerlerin Tm
degerlerinin arasinda en fazla 5°C fark olmasi, dimer olusumu i¢in AG degerinin 0 ile -9
araliginda olmasi, 3’ ucunda en az bir adet G veya C bazinin olmasi ancak 3’ten fazla bu
bazlardan yer almamasi, 3’ ucunda dimer yapisinin olugsmamasinin saglanmasi dikkat
edilen parametrelerdir. Tasarlanan primerlerin dizisi ve restriksiyon enzimlerinin kesim
bolgeleri Cizelge 3.1°de verilmistir. Primerlerin Tm degerleri ve olusmasi muhtemel
ikincil yapilar (sa¢ tokasi/hair-pin, homo-dimer ve hetero-dimer) olusturma durumlari
IDT OligoAnalyzer (https://eu.idtdna.com/calc/analyzer) programi kullanilarak

belirlenmistir.

3.1.3. Liyofilize Haldeki Susun Canlandirilmasi ve Stoklarin Hazirlanmasi

Liyofilize halde gelen S. epidermidis RP62A (ATCC 35984) susunun canlandirilmasi i¢in
TSB/TSA (Tryptic soy broth/agar) besiyeri sivi ve kati olarak hazirlanmigtir. Cam ampul
igerisinde pelet halinde gelen susun canlandirilmasi igin sivi besiyerinden 1 ml alinarak
peletin lizerine eklenmis ve c¢oziinmesi saglanmistir. Daha sonra bu hiicre
stispansiyonundan 100’er pl kati besiyerine ekimleri yapilarak 37°C’de 16 saat inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kati besiyerinden uygun koloni secilerek 5 ml sivi
besiyerine ekim yapilmis ve 37°C’de 16 saat gogaltilmis, gliserol ile ayni miktarda

karigtirilarak -86°C stoklar1 hazirlanmistir.
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Cizelge 3.1. Tasarlanan primer dizileri.

No Primer Dizi (5°--------- 3’) Tm GC Bg
(Enzim kesim noktalar) O (%)
1 pET-26b- ACGATTCCATGGTTGATGGCGATCCGAT 624 524 32
B1.0-F TACG
2 pET-26b- CCAATTCTCGAGTGGACCATATTTTGTC 62.8 40 37
B1.0-R ACATCATCC
3 pET-26b- ACGATTCCATGGTTGATGGCGATTCGAT 608 476 32
B1.5-F TACG
4  pET-26b- CTGATTICTCGAGTGGACCATACTCAACA 60.3 409 34
B1.5-R ATTTCG
5 pPET-28a- TCAAGCCCATGGATGGTTGATGGCGATC 624 524 36
B1.0-F CGATTACG
6 pET-28a- CCAATTCTCGAGTGGACCATATTTTGTC 628 40 37
B1.0-R ACATCATCC
7 pPET-28a- TCAAGCCCATGGATGGTTGATGGCGATT 60.8 476 36
B1.5-F CGATTACG
8 pPET-28a- CTGATTCTCGAGTGGACCATACTCAACA 60.3 409 34
B1.5-R ATTTCG
9 AlOF AGCTCACATATGAATTACGATTTTTACG 649 314 47
GTAGAGTAGATATCGAAAG
10 AlO0R TACGGACTCGAGATTACCATTGCCATAT 619 346 38
TGACTTGATG
11  seq-F CGCGAAATTAATACGACTCACTATAGG 62.6 40.7 27
12 seg-R GCTAGTTATTGCTCAGCGGT 615 50 20

3.1.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilacak olan liyofilize halde teslim alinan primerlere

Tris-EDTA (TE: 10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH 8) tamponu eklenerek 100 uM’lik stok

¢oOzeltisi hazirlanmis, -20°C’de stoklanmistir.

Gen bolgelerinin (A1.0, B1.0 ve B1.5) ¢ogaltilmas1 sirasinda kullanilan primerlerin

baglanma sicakliklari ile ¢ogaltilmak istenilen gen bolgelerinin uzunluguna bagli olarak

PZR basamaklarinin kosullarinda en iyileme ¢alismalar1 yapilmistir. Bu kapsamda, gen
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izolasyon teknigi olarak, kati1 besiyerinden koloni segilerek PZR karisimi igerisinde
94°C’de hiicrelerin patlatilmasi ile en iyi sonug elde edildigi belirlenmistir. En iyileme
caligmalar1 sonucunda ii¢ gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in 50 ul reaksiyon karigimi:
reaksiyon tamponu (5x) 10 pl, ANTPmix (10 mM) 1 ul, ileri primer (100 uM) 1 ul, geri
primer 1 ul (100 uM), kalip DNA 1 ul (S. epidermidis RP62A), DNA polimeraz ve dH20
kullanilarak hazirlanmistir. Kullanilan PZR programui: ilk denatiirasyon 94°C’de 8 dk 30
S; 35 dongiiden olusan denatiirasyon 94°C 30 s, primer baglanma 53°C 1 dk (B1.0 i¢in
55°C), zincir uzama 68°C 1 dk ve 68°C 5 dk ile PZR islemi termal dongiileyicide
gerceklestirilmistir.

3.1.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi, DNA molekiillerinin ayrimi ve tanimlanmasi i¢in kullanilmaistir.
%21’lik agaroz jel igin 1 g agaroz 100 ml 1x Tris-Borate-EDTA (TBE) tamponunda
¢Oziinmiis, etidyum bromiir eklenerek jel tepsilerine dokiilmiis ve kuyularin olugmasi i¢in
uygun tarak kullanilarak donmasi saglanmistir. Yiikleme boyasiyla karigtirilan DNA
orneklerinin ve DNA standardinin jele yliklenmesinin ardindan 1xTBE tamponu ile dolu
olan tanka yerlestirilmistir. 100V da 45-60 dk yiiriitiilmiis ve jel goriintiileme sistemi ile

fotograflanmistir.

3.1.6. Hedef (Gen Bolgelerinin) DNA’nin Agaroz Jelden Ekstraksiyonu

Klonlamada kullanilacak gen parcalarinin bulundugu bantlar jelden kesilmis, kesilen
parcalarin jelden ve tuzlardan uzaklastirilmasi igin jel ekstraksiyon kiti kullanilmis olup

tiretici firmanin tavsiye ettigi protokole uygun olarak gerceklestirilmistir.

3.1.7. E. coli’den Plazmid DNA’nin Izolasyonu

Plazmid DNA, E. coli’den ticari olarak temin edilen kit ile protokole uygun olarak
saflastirilmistir. Bu amagcla secici kati besiyerinden tek bir koloni 5 ml segici sivi besi
ortamina inokiile edilmis, 37°C ve 200 rpm’de 16 saat ¢ogaltilmistir. Ekstraksiyon
basamaklar1 sonunda 50 pl’lik eliisyon tamponu ve santrifiij kolonu kullanilarak

saflastirilan plazmid, sonraki agamalarda kullanilmak tizere -20°C’de saklanmustir.
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3.1.8. DNA’nin Restriksiyon Enzimleri Kullamlarak Kesimi

Restriksiyon enzimleri ile kesme reaksiyonu hem hedef genler hem de plazmid DNA’lar

icin gergeklestirilmis olup Cizelge 3.2°de verilen bilesenler kullanilmistir.

Cizelge 3.2. Restriksiyon enzimleri ile kesim isleminde kullanilan bilesenler.

Reaksiyon karisimi bilesenleri Miktar

DNA 1,5 ug
Reaksiyon tamponu 5ul (1X)
Ndel (B1.0, B1.5), Ncol (A1.0) 1 ul

Xhol (B1.0, B1.5 ve A1.0) 1 ul

CIP (Calf Intestinal Phosphatase) 1 ul

dH20 50 ul’ye kadar

CIP disindaki biitiin bilesenler karistirilarak, tiipler 37°C’de 1 saat 30 dk inkiibe
edilmistir. Daha sonra plazmidin kendi lizerine kapanmasini dnlemek amaciyla sadece
plazmid DNA’smin yer aldigi tiipe CIP eklenerek 1 saat daha ayni1 sicaklikta inkiibasyona

birakilmstir.

3.1.9. Kesim Sonrasinda DNA’nin Saflastirilmasi

Kesim sonrasinda enzimlerin inaktive edilmesi, primerler ya da niiklotidler gibi
bilesenlerin ortamdan uzaklastirilmas i¢in ticari olarak temin edilen saflastirma kiti
kullanilmis olup, bu islem iiretici firmanin protokoliine uygun olarak gerceklestirilmistir.
Nano-spektrofotometre ile saflik ve derisim tayini A260/A230 ve A260/A280 degerlerine

gore yapilmustir.

3.1.10. Ekleme Reaksiyonu (Ligasyon)

Ligasyon islemi, T4 DNA ligaz enzimi varliginda, kesimi gergeklestirilen plazmid vektor
DNA’s1 ve gen kaseti (hedef gen bolgesinin) yapiskan uglarinin birlesmesi i¢in yapilmis

olup, reaksiyon karisiminin igerigi Cizelge 3.3’te verilmistir. Ligasyon islemi i¢in hedef
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gen-vektér molar oram1 3:1 olarak kullanilmis olup, bu hesaplama igin
“NeoBiocalculator” programindan yararlanilmistir

(https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation).

Cizelge 3.3. Ekleme reaksiyonunda kullanilan bilesenler.

Reaksiyon karisimi bilesenleri 20 nl

T4 DNA Ligaz Tamponu 2 ul (1X)
Vektor DNA (5360 bg) 100 ng

Hedef DNA bdlgesi (640 bg) 35,8 ng

T4 DNA Ligaz 1 ul

dH20 20 ul’ye kadar

Kontrol reaksiyonu ise hedef DNA bolge disinda Cizelge 3.3’te belirtilmis olan diger tiim
bilesenleri igerecek sekilde olusturulmustur. Reaksiyon karigimlari 16°C’de 16 saat
boyunca inkiibe edilmistir. Ornekler, ligasyon isleminden sonra E. coli (DH5a) konak

hiicresine transformasyonda kullanilmak iizere -20°C’de saklanmustir.

3.1.11. E. coli’nin CaCl2 Metodu ile Transformasyonu

Plazmidin g¢ogaltilmasi i¢in kimyasal-kompetan E. coli (DH5a) susu kullanilmistir.
Bunun i¢in E. coli (DH5a) susu 37°C’de 16 saat, antibiyotik igermeyen s1vi besiyerinde
inkiibe edilerek ¢ogaltilmis ve 3000xg’de 4°C’de 10 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij
edilen Orneklerin siipernatant kisimlar1 dokiilerek pelet kisimlari 0,1 M CaCl ile
coziilerek kompetan hiicre elde edilmistir. Hazirlanan 50 pl hacminde kompetan hiicre
igerisine 5 pl plazmid eklenmistir. 90 sn siire ile 42°C’de 151l soklama sonucunda, plazmid
DNA’nin hiicrelerin i¢ine alinmasi saglanmis ve 2 dk buz iizerinde bekletilmistir.
Hiicrelerin iizerine 750 pl zengin igerikli besi ortami (SOB: %0.5 maya oziitii; %2
Tripton; 10 mM NacCl; 2.5 mM KCI; 10 mM MgClz; 10 mM MgSOgs) eklenmis ve
37°C’de 45 dk, 200 rpm’de calkalandiktan sonra, 50-100 pl transformasyon karigimi

secici antibiyotik iceren kat1 besi ortamina yayilmis ve 37°C’de 16 saat inkiibe edilmistir.
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3.1.12. Transformantlarin Kontrolii ve DNA Dizi Analizi

Transformasyon sonucunda kati besiyerinde iireme gdzlenen kolonilerden belirli sayida
koloni segilerek antibiyotik iceren sivi besiyerine inokiilasyonu yapilmis ve 37°C’de 16
saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda plazmid DNA’s1 ticari olarak temin edilen
kit kullanilarak saflastirilmistir.  Saflastirilan  plazmid, klonlamanmn gergeklesip
ger¢eklesmedigini anlamak i¢in restriksiyon enzimleri kullanilarak kesilmis ve kesilen

DNA o6rnekleri agaroz jel elektroforezi kullanilarak analiz edilmistir.

Hedef gen bolgesini tasidigi belirlenen rekombinant plazmid 6rnekleri DNA dizi analizi
ile teyit edilmistir. Elde edilen DNA dizileri hedef gen bolgelerinin dizileri ile BLAST
programi araciligryla karsilastirilarak analiz edilmistir

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

3.2. Aap Proteininin Saflastirilmasi ve Analizi

Elde edilen rekombinant plazmidler, protein iiretimi i¢in E. coli BL21(DE3) konak
hiicresine CaCl, metodu ile aktarilmistir. Transformasyon sonrasinda hiicreler, icerisinde
yer alan plazmidlerine gore segici antibiyotik olarak kanamisin i¢eren Luria-Bertani (LB)
kat1 besi ortamina ekilmis ve bir gece 37°C’de inkiibasyona birakilmistir. Ertesi giin
cogalan hiicrelerden birer koloni secilmis, igerisinde antibiyotik bulunan LB besi
ortamina inokiile edilerek bir gece 37°C’de 200 rpm ¢alkalama hizinda ¢ogaltilmistir.
Cogalan hiicreler, 250 ml’lik steril erlenlere aktarilmis ve 37°C’de, 200 rpm hizinda
cogalmasi saglanmistir. Hiicre yogunlugunu belirlemek i¢in 600 nm’deki absorbanslari
UV-Vis-spektrofotometre kullanilarak 6l¢iilmiis ve bu dalga boyundaki absorbans
degerleri 1,0-1,2 oldugunda son derisimi 0.1 mM olacak sekilde izopropil tiyogalaktozit
(IPTG) ilave edilerek indiiklenmistir. Optimal protein indiikleme sicakliginin
belirlenmesi i¢in 1lk asamada farkli sicakliklar (37°C, 30°C ve 20°C) denenmis olup, 200
rpm’de 16 saat tiretime devam edilmistir. Her protein bolgesi i¢in optimal sicaklik

belirlendikten sonra o sicaklikta indiikleme islemi gergeklestirilmistir.

Inkiibasyon sonrasi1 hiicreler, 4°C’de, 3000xg’de 10 dk santrifiij edilerek rekombinant

proteinler hiicre ici iiretildigi i¢in slipernatant kismi uzaklastirilmistir. Hiicre peletleri ise

29


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

1X fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS: 50 mM potasyum fosfat; 150 mM NaCl, pH 7.2)
ile slispansiyon hale getirilmistir. Hiicreler sonikatérde (30 sn x 4 dongii, %20 verim)
parcalanmis ve sonrasinda 4°C’de, 13000xg’de 10 dk tekrar santrifiij yapilmis ve
siipernatant kisimlari total protein derisimi, SDS-PAGE ve Western aktarim analizleri

icin kullanilmistir.

3.2.1. Toplam Protein Derisimi

Toplam protein derisiminin belirlenmesi i¢in Bradford yonteminden yararlanilmigtir [89].
Standard egrisi (protein derisimi-absorbans grafigi) olusturmak i¢in 1 mg/ml derisime
sahip ticari BSA (Bovin serum albumin) proteini farkli derisimlerde (0-1 mg/ml
araliginda) olacak sekilde seyreltilerek olusturulmustur. 10 pl 6rnek ve 200 pl Bradford
reaktifi olacak sekilde kuyulara eklenmis ve oda sicakliginda 5-10 dk inkiibe edilmistir.
Daha sonra ise 595 nm’de ELISA okuyucuda absorbanslart dl¢giilmiistiir. Olusturulan

standart egri yardimiyla 6rneklerin derigimleri belirlenmistir.

3.2.2. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Rekombinant olarak iiretilen Aap bolgeleri SDS-PAGE yontemi ile standart metoda gore
analiz edilmistir [90]. Uretilmek istenilen proteinlerin molekiiler agirhgma gore
belirlenen derisimde (%12’lik) SDS-PAGE jeline toplam protein miktart ayn1 olacak
sekilde ornekler yiliklenmistir. Bunun i¢in 6rneklerin igerisine 4x yilikleme boyasindan
uygun hacimlerde eklenmis ve 95°C’de 5 dk boyunca kaynatilmistir. Ardindan 5 dk buz
lizerine tutulan 6rnekler protein standardi (ladder) ile jele yiliklenmis ve ilk 6nce 100V da
15 dk, ardindan 120V’da 90 dk yiiriitiilmiistiir. Yiiriitme isleminden sonra jel 5 dk (3 kere)
distile su ile yitkanmig ardindan “Coomassie mavisi” boyasi kullanilarak 1 saat boyamaya
birakilmistir. Boyadan arindirma islemi i¢in distile su ile 15 dk (3 kere) yikanmis ve

gorlintiisii alinmistir.

3.2.3. Western Aktarim (Blotting)

Ornekler SDS-PAGE jelinde ayristirildiktan sonra, membran (PVDF) ve jel sandvig
yontemiyle western blot transfer aparatina yerlestirilmistir. Bu islem i¢in ilk basamakta

membran metanol ile 1slatilmistir. Sonrasinda, transfer tamponunda dengeye gelene kadar
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bekletilmistir. Sandvigin hazirlanmasi sirasinda aktarim kasetine anot (+) kutbundan
baslayarak sirasiyla transfer tamponu ile islatilmis slinger, aktarim kagidi, membran ve
jel yerlestirilmistir. Sonrasinda tekrar transfer tamponu ile 1slatilmis aktarim kagidi ve
stinger yerlestirilerek aktarim kaseti siki bir sekilde kapatilarak transferin yapilacagi tanka
yerlestirilmistir. Aktarim 50V’da, 3 saat boyunca gerceklestirilmistir. Membran PBS-T
(Tween-20 i¢eren 1XPBS) tamponu ile yikandiktan sonra, membrana aktarilan proteinler
disindaki bolgelerin kapatilmasi i¢in bloklama tamponu ile muamele edilmistir. Bloklama
isleminden sonra yikanan membran, antikor ¢oOzeltisi i¢inde inkiibe edilmis ve
rekombinant proteinlerin varligi kolorimetrik peroksidaz substrati kullanilarak

belirlenmis ve goriintiilenmistir.

3.2.4. Rekombinant Proteinlerin Saflastirllmasi ve immobilizasyonu

Rekombinant olarak iretilen A1.0, B1.0 ve BL1.5 r-Aap bolgelerinin his-etiketli
bolgelerinden yararlanilarak saflagtirilmalari i¢in, ticari kobalt temelli re¢ine kullanilarak,
¢oktiiriilen ve sonikasyon ile pargalanan hiicrelerden afinite kromatografisi kullanilmis
olup, lretici firmanin tavsiye ettigi protokole gore gergeklestirilmistir. Bu amagla ilk
asamada “re¢ine denge tamponu” (20 mM sodyum fosfat, 300 mM sodyum klorit, 5 mM
imidazol; pH 7,4) ile karistirilmis ve 2 dk, 700xg’de santrifiij sonrasi siipernatant kismi
atilarak pelet kismi1 saflastirma i¢in kullanilmistir. Ardindan, pargalanan hiicrelerden elde
edilen protein karigimi eklenmis ve 30 dk boyunca etkilesmesi saglanmigtir. Santrifiij
isleminin ardindan, siipernatant kismi alinarak “flow through” olarak saklanmistir. Pelet
kismu ise spesifik olmayan proteinlerin baglanmasini 6nlemek i¢in yikama tamponu (20
mM sodyum fosfat, 300 mM sodyum Klorit, 30 mM imidazol; pH 7,4) eklenmis ve
santrifiij edilerek silipernatant kismi ayrilmistir. Yikama islemi iic kez yapilmis olup,
sonraki adimda baglanan his-etiketli proteinlerin kolondan ayrilmasi igin eliisyon
tamponu (20 mM sodyum fosfat, 300 mM sodyum klorit, 150 mM imidazol; pH 7,4)

kullanilmis ve kolon 3-6 kez yikanarak, protein saflagtirilmistir.

Rekombinant olarak iiretilen r-Aap’nin A1.0 ve B1.0 bélgelerinin ticari kobalt temelli
boncuklara immobilizasyonu i¢in, eliisyon basamagi hari¢, yukaridaki iglemler aynen
uygulanmis, yikama isleminin ardindan protein immobilize edilen boncuklar imidazol

icermeyen tampon igerisinde 4°C’de saklanmaigtir.
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3.3. Aptamerlerin Hazirlanmasi
3.3.1. DNA Aptamer Kiitiiphanesi Tasarimi

DNA aptamer kiitiiphanesinin tasarimi sirasinda dizinin basinda ve sonunda yer alan
primer bolgeleri, aptamerlerin PZR ile ¢ogaltilmasini saglayan bolgeler olup homo-dimer
ve hetero-dimer gibi ikincil yapilar1 olusturma durumlart IDT OligoAnalyzer
(https://eu.idtdna.com/calc/analyzer) programi kullanilarak belirlenmistir. Tasarim
sirasinda primerin 20 baz ¢ifti uzunlugunda olmasi, homo-dimer ve hetero-dimer
olusumu i¢in AG degerinin 0 ile -9 aralifinda olmasi, 3’ ucunda en azindan bir adet G
veya C bazimnin olmasi ancak 3’ten fazla bu bazlardan yer almamasi dikkat edilen

parametrelerdir.

Rekombinant olarak iiretilen A1.0 ve BI1.0 bolgeleri i¢in aptamer seciliminde
kullanilmas: i¢in tasarimi gerceklestirilen aptamer kiitiiphanesi ile primerler IDT
firmasina sentezlettirilmistir. Temin edilen aptamer kiitiiphanesi ile primerlere ait DNA
dizilimleri Cizelge 3.4’te verilmis olup aptamer kiitiiphanesi 10 mM Tris-HCI tamponu
(pH:8,0) kullanilarak, primerler i¢in ise Tris-EDTA tamponu (10 mM Tris, 0,1 mM
EDTA, pH: 8,0) hazirlanmis, -20°C’de stoklanmuistir.

Cizelge 3.4. Tasarlanan aptamer kiitiiphanesi ve primer dizileri.

No Isim Dizi (5°--------- 3)(N:AT,G,C)

AL (aptamer

1 -
kiitiiphanesi) TAGCGAAGATACCCAGGACG-40N
CATCGGTTATGGTTCGCTCT
2 Ileri primer TAGCGAAGATACCCAGGACG
3 Geri primer AGAGCGAACCATAACCGATG
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3.3.2. Aptamerler ile Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Optimizasyon Deneyleri

Aptamer kiitiiphanesinin ¢ogaltilmasi i¢in simetrik PZR, SSDNA aptamer kiitiiphanesinin
SELEX dongiilerinde kullanimi igin hazir hale getirilmesi i¢in “asimetrik PZR” (aPZR)
yonteminden [91] yararlanilmistir. Bunun igin ilk asamada simetrik PZR kosullar
optimize edilmis olup taranan baslica parametreler: primer baglanma sicakligi, ileri ve
geri primer miktarlarinin oranlari, kullanilan DNA aptamer kiitiiphanesi miktar1 ve PZR
isleminin gerceklestigi ortam kosullaridir. Sonraki asamada, simetrik PZR sonucunda
elde edilen veriler dogrultusunda aPZR kosullar1 optimize edilmistir. Taranan kosullar

Cizelge 3.5’te verilmis olup, PZR islemi termal dongiileyicide gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.5. PZR tarama kosullart.

Tarama Kosullar Miktar/Polimeraz adi

Primer baglanma sicakligi 52°C, 54°C, 56°C, 58°C, 60°C, 62°C
Primer miktar1 200 nM-2 uM

Mg*? derisimi 1,5mM, 2 mM, 3 mM

DNA polimeraz Vent polimeraz

Dongti sayisi 10, 15, 20, 25, 30, 35

Aptamer kiitiiphanesi derisimi 2,5ng, 5ng, 10 ng, 25 ng

Simetrik PZR kosullarinin optimizasyonu sonrasinda, tek zincirli olarak aptamer
kiitiiphanesinin elde edilmesi i¢in asitmetrik PZR kosullar1 optimize edilmis olup, bunlar
ileri ve geri primer miktarlari ile PZR dongii sayisidir. Taranan kosullara iligkin bilgiler

Cizelge 3.6’da verilmis olup, PZR islemi termal dongiileyicide gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.6. aPZR tarama kosullart.

Tarama Kosullari Miktar
Primer derisimi 100 uM, 80 uM, 50 uM, 20 uM
Dongii sayisi 10, 40
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3.3.3. Agaroz Jel Elektroforezi ile Aptamerlerin Analizi

DNA aptamer kiitiiphanesi ile primerlerin PZR ile ¢ogaltilmasi i¢in gerekli kosullarin
optimizasyon c¢alismalarinda kullanilmig olup boliim 3.1.5°te belirtildigi sekilde jel
hazirlanmistir. Simetrik PZR sonucunda elde edilen DNA bantlarinin tanimlanmasi igin
%2’lik, aPZR sonucunda elde edilen DNA oOrnekleri igin ise %3’liikk agaroz jel

kullanilmustir.

3.3.4. Ure-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (Ure-PAGE)

Ure-PAGE, aPZR sonucunda elde edilen dsDNA ve ssDNA karisiminin ayrilmas ile
ssDNA’nin jelden saf olarak elde edilmesi amaciyla kullanilmigtir [92]. Bunun i¢in ilk
asamada GC bakimindan zengin olan kuyruk igeren ileri primer ve geri primer farkli
oranlarda (50:1) kullanilarak aPZR yapilmistir. Sonraki asamada ise aPZR sonucunda
olusan ssDNA ve dsDNA’nin ayrilmasi i¢in 8 M fiire igeren %10’luk poliakrilamid jel
¢oOzeltisi hazirlanmis olup bilesenleri Cizelge 3.7°de verilmistir. Yiikleme Oncesinde
ornekler %90 oraninda formamid igeren yiikleme boyasi (2x, formamid, brom fenol
mavisi, EDTA) ile karistirilarak 95°C’de 5 dk kaynatilmis ardindan 5 dk buz iizerinde
tutulmustur. Ornekler yiiklenmeden once hazirlanan jel 55°C’de 30 dk 200V’da
kosturulmus, ardindan 6rnekler yiiklenerek ayni volt ve sicaklikta 1-2 saat yiiriitiilm{istir.
Yiiriitme sonrasinda jel 25 pl etidyum bromiir i¢eren 300 ml 1x TBE tamponu ile 15 dk
boyanmis, ardindan 5 dk 1xTBE tamponu ile yikanmig ve jel goriintiileme sistemi ile

fotograflanmistir.
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Cizelge 3.7. Ure-PAGE bilesenleri.

Bilesenler Miktar (50 ml)
%40 Akrilamid/Bisakrilamid 12,5 ml

10x TBE tamponu 5mi

Ure 24 g

%30 APS 166 ul
TEMED 20 pl

dH-0 50 ml’ye kadar

3.3.5. ssDNA’min Ure-PAGE Jelinden Ekstraksiyonu ve Etanol ile Coktiiriilmesi

Ure-PAGE’de ssDNA ve dsDNA’nin boyutlarina gére ayrilmasi saglanmig, ardindan
uygun boyutta elde edilen ssDNA bantlar1 jelden kesilmistir. Kesilen jel parc¢alarit uygun
miktarlarda 10 mM Tris-HCI1 tamponu igerisinde 16 sa 4°C’de bekletilmis, ardindan
santrifiij yapilarak sivi faz kismi alinmistir. Jelden izole edilen ssDNA’nin saflagtiriimasi
ve daha konsantre hale getirilmesi i¢in etanol ile ¢oktlirme yontemi kullanilmistir. Bunun
icin ssDNA oOrneklerinin iizerine hacimlerinin 1/10°’u oraninda 3 M sodyum asetat,
hacimlerinin 2,5 kat1 kadar ise %100 soguk etanol eklenmis ve 16-18 sa -86°C
bekletilmistir. Ardindan 4°C’de 21000xg’de 8 dk santrifiij edildikten sonra siipernatant
kisimlar1 atilmis ve iizerlerine %70’lik soguk etanol eklenerek 21000xg’de 2 dk santrifiij
edilmistir. Sivi kismi dokiilerek kalan etanol tamamen uzaklastirilmig ve peletlerin
kurumasi i¢in oda sicakliginda bekletilmistir. En son asamada ise peletler 10 mM Tris-

HCl ile ¢oziilmiistiir.

3.4. SELEX Deneyleri

SELEX dongiisiiniin baslangicinda aptamer kiitiiphanesi 100 pl baglama tamponu
(Binding Buffer-BB: 20 mM NasPOs, 300 mM NaCl, pH 7,4) ile muamele edilerek
94°C’de 10 dk denatiire edilmistir. Ardindan 15 dk buz iizerinde tutulmus ve sonra 7 dk

oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
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3.4.1. Baglama

Bu basamakta farkli dizilere sahip olmasi sebebi ile her biri farkli i¢ boyutlu sekiller
olusturan ssDNA Kkiitliphanesi dizilerinden uygun sekle sahip aptamerlerin hedef
proteinler olan r-A1.0 ve r-B1.0 bolgeleri ile etkilesime girerek baglanmasi
beklenmektedir. Bu agsamada ilk SELEX dongiisii i¢in 25 pg aptamer kiitiiphanesi, 2.
SELEX dongilisti sirasinda ise 1 pg ssDNA havuzu, kobalt temelli agaroz boncuklara
immobilize edilmis r-Aap protein bolgeleri ile 75 dk 100 rpm hizinda ¢alkalanarak oda
sicakliginda inkiibe edilmistir. 3. SELEX dongiisii sirasinda ise 1 pg ssDNA havuzu
protein immobilize edilmemis kobalt temelli agaroz boncuklar ile 75 dk 100 rpm hizinda
calkalanarak oda sicakliginda inkiibe edilmistir. 4. ve 5. SELEX dongiistinde 0,75 pg; 6.,
7., ve 8. SELEX dongiileri sirasinda ise 0,60 pg olacak sekilde ssDNA havuzu

kullanilmistir.

3.4.2. Yikama

Inkiibasyondan sonra baglanmayan ve diisiik afinitelerle baglanan aptamer dizilerini
ortamdan uzaklastirmak igin yikama islemi yapilmis olup, bunun igin aptamer-protein
kompleksi 200 pl baglama tamponu ile 3 kez yikanmustir. Uciincii SELEX déngiisiinden
sonra hem yikama hacmi hem de miktar: arttirilarak aptamer havuzunun zenginlesme

katsayisi artirtlmasi hedeflenmistir.

3.4.3. Eliisyon

Yikama islemi sonrasinda hedef molekiile baglanan aptamerlerin A1.0 ve B1.0 protein
bolgelerinden ayrilmalari saglanmistir. Bunun i¢in 200 pl baglama tamponu ile aptamer-
protein kompleksi 80°C’de 10 dk 50 rpm hizinda ¢alkalanarak inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 drnekler 10000 rpm’de 10 dk santrifiij edilmis ve siipernatant
kisimlart toplanmistir. Bu iglem SELEX dongiileri boyunca farkli sayilarda

tekrarlanmistir.
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3.4.4. ssDNA Havuzunun Olusturulmasi

Eliisyon sonrasinda elde edilen hedef molekiile baglanan dizilerden olusan DNA havuzu,
aPZR yontemi ile ¢cogaltilarak tek zincirli hale getirilmistir. Bu islem sonunda elde edilen
aPZR iirlinlerinin 8 M iire iceren %10’luk poliakrilamid jel hazirlanarak, tire-PAGE
yontemi ile ayrilmasi saglanmis ve etanol ile ¢oktiirme yontemi ile de istenilen boyuttaki

tirlinlerin saflastirilmasi saglanmastir.

3.5. ELONA (Enzim Bagh Oligoniikleotid Analizi)

SELEX dongiileri arasinda elde edilen ssDNA havuzunun zenginlesme durumunun
belirlenmesi igin ELONA testinden yararlanilmigtir. Bunun i¢in her dongii sonrasinda
elde edilen ssDNA havuzu biotin isaretli primerler kullanilarak ¢ogaltilmistir. Cogaltma
islemi icin ilk asamada simetrik PZR, ardindan aPZR reaksiyonu gerceklestirilmistir.
aPZR sonrasi iiriinler lire-PAGE yardimiyla ayristirilarak biotin isaretli DNA bantlar
jelden kesilerek izolasyon islemi gerceklestirilmistir. A1.0 ve B1.0 protein bolgeleri 96
kuyulu plakalara 150 ng/kuyu olacak sekilde 16 saat immobilize edilmistir.
Immobilizasyon iglemi sonrasinda plaka ters cevrilerek kuyular bosaltilmis ve 100 ul
%0,05 Tween-20 igeren 1X PBS yikama tamponu ile 5 dk boyunca 3 kez yikanmuistir.
Ardindan kuyular %5 BSA igeren 1X PBS bloklama tamponu ile 2 saat inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonrasinda 100 ul yikama tamponu ile 5 dk boyunca 3 kez yikama islemi
yapilmustir. Sonrasinda 95°C’de 10 dk, ardindan buzda 10 dk bekletilen 100 pl aptamer
havuzu kuyulara eklenmis ve protein bolgeleri ile 1 saat boyunca etkilesimi saglanmuistir.
Inkiibasyon sonrasinda 100 pl yikama tamponu ile 5 dk boyunca 3 kez yikama islemi
yapilmustir. Yikama isleminin ardindan 100 pl 1:10000 oraninda seyreltilmis
streptavidin-HRP kuyulara eklenmis ve 1 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe
edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda 100 ul ytkama tamponu ile 5 dk boyunca 3 kez yikama
1slemi gerceklestirilmistir. Yikama iglemi sonrasinda 100 ul TMB substratindan kuyulara
eklenmis, 10-30 dk boyunca etkilesimi saglanmis, sonrasinda reaksiyon 50 ul 2 M H2SO4

ile durdurulmus ve 450 nm’de absorbans degerleri 6l¢giilmiistiir.
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3.6. Aptamer Havuzlarimin Klonlanmasi, Dizi Analizi ve Karakterizasyonunun

Yapilmasi

Al1.0 ve B1.0 bolgeleri i¢in yapilan 8 SELEX dongiisii sonucunda elde edilen aptamer
havuzlarinin klonlanmasi igin ticari olarak temin edinilen “pGEM®-T klonlama Kiti”
kullanilmis olup klonlanma siirecinde yapilanlar aptamer havuzlarinin isaretsiz primerler
kullanilarak g¢ogaltilmasi, saflastirilmasi, aptamer havuzlarina adenin bazi eklenmesi,
ekleme reaksiyonu (ligasyon) ve transformasyon islemlerini kapsamaktadir.
Transformasyon islemi sonrasinda istenilen aptamer havuzlarimi tasidigi tespit edilen
koloniler petrilerden segilerek dizi analizine gonderilmis ve sonuglar ClustalX2.1
programi ile karsilastirilmistir. Aday aptamerlerin ikincil yapilarinin belirlenmesi i¢in ise

Mfold programindan (http://www.unafold.org/) yararlanilmistir.

Aptamerler ile Aap protein bolgeleri arasindaki baglanma durumunu gosteren

aptamerlerin ayrilma sabiti, Kd,

Y=(Bmax.X)/(Kd + X)

(Y: net floresans yogunlugu, Bmax: maksimum floresans yogunlugu, X: aptamer

derisimi) formiilii ile, nonlineer regresyon analizi kullanilarak hesaplanmistir.

Ayrica, aptamerlerin serum ortamindaki yarilanma omrii analizi yapilmistir. Bunun i¢in
100 pl ticari serum igerisine 10 pl aptamer ¢ozeltisi eklenmis 37°C de 48 saat boyunca
inkiibasyona birakilmistir. Belirli araliklarla 10 pl alinarak tizerine 1 pl proteinaz K
eklenmis ve 37°C’de 1 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonrasinda érnek iizerine 50 pl
1X PBS, 50 pl of kloroform, 100 pl metanol eklenerek karistirilmistir. Ardindan 50 pl
deiyonize su ile 50 pl kloroform eklenmis ve 500 g, 20 dk santrifiij edilmistir. Santrifiij

sonrasi st kisimda kalan siv1 faz kismi alinarak %12’lik iire-PAGE ile analiz edilmistir.

38



3.6.1. PZR, Agaroz Jel Elektroforezi ve PZR Sonrasi Saflastirma

A1.0 ve B1.0 protein bolgelerine karsi yapilan 8 SELEX dongiisii sonucunda elde edilen

havuzlar isaretsiz primerler kullanilarak Cizelge 3.8’de verilen kosullar kullanilarak

cogaltilmistir.

Cizelge 3.8. Optimize edilen PZR kosullari.

Bilesenler Miktar Son
dH-0 50 ul’ye kadar

Reaksiyon tamponu (10x) 5ul 1x

25 mM MgCl; 3ul 1,5 mM
dNTPmix (10 mM) 1 ul 200 uM
I. primer (50 pM) 1 ul 1 uM
G. primer (50 uM) 1l 1 uM
Kalip DNA 3ul 10 ng
DNA Polimeraz 0,25 ul 1,25u

PZR programi (2---4: 40 dongii)

1.

2.

95°C 30 s

95°C 15 s

56°C 15s

68°C 20's

68°C 5 dk
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PZR sonrasinda elde edilen DNA molekiillerinin ayrimi ve saflastirilmasi i¢in %3’ liikk
agaroz jel hazirlanmis ve 100V’da 45-60 dk yiiriitilmiis, jel goriintiileme sistemi ile
fotograflanmistir. PZR sonrasinda enzimlerin inaktive edilmesi, primerler ya da
niiklotidler gibi bilesenlerin ortamdan uzaklastirilmasi igin jel ekstraksiyon kiti

kullanilmis olup bu islem iiretici firmanin protokoliine uygun olarak gergeklestirilmistir.

3.6.2. Aptamerlerin Ucuna Adenin Bazi1 Eklenmesi

Ticari olarak satin alinan “pGEM®-T” plazmiti 3’ terminal uclarinda timin bazi bulunan
linerize edilmis vektor sistemi oldugundan, klonlanmasi istenilen aptamerlerin (aptamer
havuzundan segilen ssDNA’larin) u¢ kisimlarina adenin bazinin eklenmesi i¢in bu islem
tiretici firmanin protokoliine uygun olarak, bilesimi Cizelge 3.9°da verilen reaksiyon ile

gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.9. A-bazi1 ekleme isleminde kullanilan bilesenler.

Reaksiyon karisimi bilesenleri Al1.0/B1.0 Hacim (ul)
(Son kons.)

Saflastirilan PZR tirtinii 0,15-1,5 pmol

dATP (10 mM) 0,2 mM 1 ul

PZR reaksiyon tamponu (10x) 1X(1,5mM MgClz) 5 pl

DNA polimeraz 1U 0,2 ul

dH20 50 ul’ye kadar

Toplam hacim 50 pl

3.6.3. Ekleme Reaksiyonu (Ligasyon)

Ligasyon islemi, T4 DNA ligaz enzimi varliginda, plazmid vektér DNA’s1 ve PZR
irlinliniin (aptamer havuzu) birlesmesi i¢in yapilmis olup, reaksiyon karisiminin igerigi
Cizelge 3.10°da verilmistir. Ligasyon islemi i¢in aptamer-vektor molar orani 3:1 olarak
kullanilmis olup, bu hesaplama igin “NeoBiocalculator” programindan yararlanilmistir

(https://nebiocalculator.neb.com/#!/ligation).
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Cizelge 3.10. Ekleme reaksiyonunda kullanilan bilesenler.

Reaksiyon karisimi Standart Pozitif kontrol  Negatif kontrol
bilesenleri reaksiyon

T4 DNA Ligaz Tamponu 5 ul (2x) 5 ul (2x) 5 ul (2x)
Vektdr DNA (50 ng) 1 pl 1 pl 1 pl

PZR {irlinii (aptamer X ul - -
havuzu) (80 bg)

Kontrol kalip DNA - 2 ul -

T4 DNA Ligaz 1 ul 1 ul 1 ul
dH20 10 pl’ye kadar 1 ul 1 ul
Toplam Hacim 10 pl 10 pl 10 pl

Reaksiyon karigtmi 16°C’de 16 saat boyunca inkiibe edilmistir. Ornekler, ligasyon
isleminden sonra E. coli (JM109) konak hiicresine transformasyonda kullanilmak tizere

saklanmistir.

3.6.4. Transformasyon

Aptamer DNA bdlgelerini i¢eren plazmidin ¢ogaltilmasi i¢in kimyasal-kompetan E. coli
(JM109) susu kullanilmis ve mavi-beyaz koloni hiicre olusumuna dayali transformant
belirleme yonteminden yararlanilmistir. Bunun i¢in E. coli (JM109) susu 37°C’de 16 saat,
antibiyotik igermeyen s1v1 besiyerinde inkiibe edilerek ¢ogaltilmis ve 3000xg’de 4°C’de
10 dk santriflij edilmistir. Santrifiij edilen 6rneklerin siipernatant kisimlar1 dokiilerek
pelet kisimlar1 100 mM CacCl: ile ¢oziilerek kompetan hiicre elde edilmistir. Hazirlanan
50 pl hacminde kompetan hiicre igerisine 5 pl plazmid eklenmistir. 90 sn siire ile 42°C’de
151l soklama sonucunda, plazmid DNA’nin hiicrelerin i¢ine alinmasi saglanmis ve 2 dk
buz iizerinde bekletilmistir. Hiicrelerin tizerine 750 pl zengin icerikli besi ortami eklenmis
ve 37°C’de 60 dk, 200 rpm’de calkalandiktan sonra, 50 pl transformasyon karigimi segici
antibiyotik, IPTG ve X-gal igeren kati besi ortamina inokiile edilmis ve 37°C’de 16 saat

inkiibe edilmistir.
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3.6.5. Transformantlarin Kontrolii ve DNA Dizi Analizi

Transformasyon sonucunda kati besiyerinde c¢ogalma gozlenen kolonilerden belirli
sayida koloni secilerek antibiyotik igeren sivi besiyerine inokiilasyon yapilmis ve
37°C’de 16 saat inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonrasinda plazmid DNA’s: ticari kit
kullanilarak saflastirllmistir. Klonlamanin gergeklesip gergeklesmedigini anlamak igin
ayni koloniler i¢in isaretsiz primerler kullanilarak koloni PZR yonteminden yararlanilmis
olup Cizelge 3.8’de verilen kosullarda gerceklestirilmistir. Elde edilen PZR 6rnekleri
agaroz jel elektroforezi kullanilarak analiz edilmistir. Koloni PZR islemi sonrasinda
istenilen aptamer havuzlarim1 tasidigr tespit edilen koloniler DNA dizi analizine

gonderilmis ve sonuglar ClustalX2.1 programu ile karsilastirilmistir.

3.7. Titanyum Disklerin Hazirlanmasi

Titanyum malzemesi olarak ASTMF136 standardina uygun, Ti-6Al-4V alasiminda,
Grade 5-ELI olan titanyum tercih edilmis olup, 2 mm kalinliginda diskler halinde lazer
kesim ile kestirilmistir. Ilk asamada titanyum diskler silan gruplarmin daha fazla
baglanmasini saglamak amaciyla 80 grit zzimbara ile daha sonra ise 220 grit zimbara ile
soldan-saga ve asagidan yukariya iki yonlii olarak 5’er dakika zimparalanmistir. Daha
sonra sirastyla deiyonize su, etanol, aseton ve etanol, son olarak da tekrar deiyonize su ile
ultrasonik banyoda temizlenmistir. Sonraki asamada ise 30 dk %30 nitrik asit ile muamele

edilmis ve islem sonunda tekrar deiyonize su ile yikanmustir.

3.7.1. Kitosan Kaph Disklerin Hazirlanmasi

Kitosan kaplamada titanyum yiizey ile kitosan arasinda kimyasal bag olusumunun
saglanmasi i¢in silanizasyon reaksiyonlarindan yararlanilmistir. Titanyum yiizeye silan
baglayici ajan olarak 3-izosiyanotopropiltrietoksisilan (IPTES) kullanilmistir. pH 4,5-5,5
araliginda olacak sekilde %2°lik IPTES ¢ozeltisi ile titanyum diskler 10 dk boyunca oda
sicakliginda muamele edilerek silanlarin etoksi gruplart ile titanyum yiizeyindeki oksit ve
hidroksit gruplar1 arasinda hidrojen bagi olusmasi saglanmistir. Baglanmayan silan
gruplarmin disk yilizeyinden yikanmasini saglamak icin etanolle yikanmis ve 110°C’de
10 dk bekletilerek hidrojen baglarinin Si-O kovalent bagina doniistiirme islemi

gerceklestirilmistir. Sonraki asamada kitosanin titanyum ylizeyine baglanmasi i¢in ara
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molekiil olarak kullanilan gluteraldehitin (GA) disk yiizeyine baglanmasi i¢in diskler oda
sicakliginda pH 4,3’te %2’lik GA ¢ozeltisi ile 16 saat etkilesime birakilmustir. Islem
sonunda baglanmayan aldehit gruplarinin yikanmasi i¢in deiyonize su kullanilmstir.
%1’lik (v/v) asetik asit ¢ozeltisinde farklt molekiil agirliklarinda ve derisimlerde
hazirlanan kitosan ¢ozeltileri (%1 (w/v) diisiik molekiil agirlikli kitosan-1DMAK; %2
(w/v) diisiik molekiil agirlikli kitosan-2DMAK; %1 (w/v) orta molekiil agirlikli kitosan-
1OMAK; %2 (w/v) orta molekiil agirlikli kitosan-20MAK) diskler iizerine dokiilerek 16

saat 4°C’de bekletilmis ve sonrasinda kurumaya birakilmistir [87, 93].

3.7.2. Kitosan ile Kaplanan Titanyum Yiizeylerin Karakterizasyonu

3.7.2.1. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Taramal1 elektron mikroskobu (SEM) kitosan ile kaplama yapilan titanyum disklerin
ylizey Ozelliklerinin incelenmesi igin kullanilmistir. Kullanilan bu goriintiileme yontemi

TESCAN GAIA3 FIB-SEM ile HUNITEK de gerceklestirilmistir.

3.7.2.2. ATR-Fourier Transform Infrared (FTIR) Spektroskopisi

Kitosan ile kaplama yapilan titanyum ylizeylerde kimyasal baglara bagli olarak meydana
gelen degisimlerin belirlenmesi i¢in, Thermo Scientific Nicolet 6700 FT-IR cihazi

kullanilmis ve OMNIC programindan yararlanilmistir.

3.7.2.3. X-Isim Fotoelektron Spektroskopisi (EDX)

X-Ism1 Fotoelektron Spektroskopisi (EDX) titanyum yiizeylerin kitosan ile kaplamasi
sonrasinda meydana gelen element durumlarimin degisimlerini belirlemek icin

kullanilmistir. Bunun i¢in, HUNITEK de TESCAN GAIA3 FIB-SEM kullanilmustir.

3.8. Aptamerlerin Biyofilm Olusumu Uzerine Etkilerinin Incelenmesi
3.8.1. Biyofilm Inhibisyon Testi (Mikroplak Yontemi)

Hem kitosan ile kaplanan hem de kaplama yapilmayan titanyum yiizeyler lizerinde

biyofilm olusumunun tespit edilebilmesi i¢in biyofilm olusturan S. epidermidis RP62A
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(ATCC 35984) susu ile biyofilm olusturmayan S. epidermidis (ATCC 12228) susu
kullanilmig olup TSB besiyerine inokiile edilmis ve 16 saat 37°C’de inkiibasyona
birakilmistir. Siire¢ sonunda ¢ogalan bakteri kiiltiirlerinden alt kiiltiir yapilarak hiicre
yogunlugunu 1x108 olana kadar 37°C’de inkiibe edilmistir. Uygun hiicre yogunluguna
ulasan kiiltiirlerden 1 ml alinarak yiizeylerinde 500 nM aptamer bulunan ve bulunmayan
titanyum disk iceren kuyulara ilave edilmistir. Bakteri biyofilm olusumuna izin vermek
icin 24 saat boyunca ¢alkalanmadan inkiibasyona birakilmistir. 24 saat sonra biyofilm
olusmasini takiben kuyular igerisindeki bakteri kiiltiirleri bosaltilarak tutunmayan
hiicreleri uzaklastirmak i¢in fosfat tamponu ile 2 kez yikanmistir. Disk iizerindeki
biyofilm yapisinin bozulmasini 6nlemek i¢in oda sicakliginda 15 dk boyunca 1 ml
metanol ile fiksasyon islemi gerceklestirilmistir. Metanoliin ortamdan uzaklastirilmasinin
ardindan biyofilm yapisinin 1 ml %0,2 (w/v) kristal viyole ¢ozeltisi ile 15 dk boyanmasi
saglanmistir. Boyama islemi sonrasinda fazla boyanin ortamdan uzaklastirilmasi igin
deiyonize su ile 3 kez yikama islemi gerceklestirilmistir. Boyanan diskler iizerine 1 ml
%33 (v/v) asetik asit ¢ozeltisi ilave edilmis ve mikroplak okuyucu kullanilarak 595 nm’de

absorbans degerleri dl¢lilmiigtiir.

3.8.2. SEM Analizi

Biyofilm olusumunun SEM ile analizi i¢in 24 saat sonunda biyofilm olusumunu takiben
kitosan ile kaplanan ve kaplanmayan titanyum diskler fosfat tampon ile yikanmistir.
Yikama sonrasinda biyofilm olusturan hiicrelerin canli hallerine en yakin olan bigimde
korunmasini saglamak amaciyla fiksasyon islemi gerceklestirilmis olup bunun igin
diskler %3 gluteraldehit ¢ozeltisi ile muamele edilmistir. Hiicrelerin yapisindan suyun
uzaklastirilmasi i¢in etanol ¢ozelti serisi kullanilmis olup sirasiyla %35 etanol, %50
etanol, %70 etanol, %80 etanol, %90 etanol, %95 etanol ve %100 etanol i¢cinde 10 dk

inkiibe edilerek hiicreler dehidrate edilmis ve kurumaya birakilmstir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Rekombinant Aap Proteininin Elde Edilmesi
4.1.1. Rekombinant Aap Proteini Uretimi i¢cin Vektor ve Primer Tasarimi

Plazmid DNA’smin ve hedef genlerin ligasyonu sonucu olusan yap1 “ApE” programindan
yararlanilarak tasarlanmistir. S. epidermidis RP62A susunun B1.0, B1.5 ve Al.0
bolgelerinin ¢ogaltilmasi igin gerekli olan primer tasariminin ilk asamasinda E. coli susunda
nadir kodon incelemesi yapilmis ve primer tasariminda nadir kodonlarin nokta mutasyonlar
ile degistirilebilecek olmasi nedeniyle B1.0 ve B1.5 gen bolgeleri i¢eresinde yer alan “GGA”
nadir kodonundan kurtulmak i¢in primer igerisinde bu kodon ayni amino asiti kodlayan
“GGC” ile degistirilmistir. A1.0 gen bdlgesi i¢in nadir kodon listesi incelendiginde GGA
kodonu yerine ise GGC veya GGT kodonlarinin kullanilabilecegi belirlenmis ve olusma
oraninin daha yiiksek olmasi nedeniyle “GGC” kodonu geri primer tasarimina eklenmistir.
Ayrica primer tasarimi sirasinda, primerin 5’ ucuna vektore hedef genlerin ligasyonu icin
gerekli olan kesim enzimleri tanima dizileri ve enzimlerin diizgiin ¢alismasi i¢in 6 bazdan

olusan “dummy sekans” eklenmistir.

IDT OligoAnalyzer (https://eu.idtdna.com/calc/analyzer) programi kullanilarak belirlenen,
primerlerin ikincil yapilara iliskin bilgiler incelenmis, tasarimda etkili olmustur. Ornek bir
yap1 analizi Ek-1’de verilmistir. Homo-dimer ve hetero-dimer olusma durumlarina iliskin

verilen ii¢ dimer yapisi igin AG degerlerine gore dimer yapilari segilmistir.

4.1.2. PZR ve Agaroz Jel Elektroforezi

Gen bolgelerinin ¢ogaltilmasinda 50 pl hacminde olacak sekilde PZR reaksiyon karisimi
hazirlanmis ve PZR islemini dogrulamak i¢in agaroz jel elektroforezi kullanilmistir. Elde
edilen DNA ornekleri %1°lik agaroz jelde 100 V, 40-50 dk boyunca yliriitiilmiis ve jel

goriintiileme sistemi ile goriintiileri alimmistir (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. A1.0, B1.0 ve B1.5 gen bdlgelerinin PZR ile ¢ogaltilmasi sonrasi1 agaroz jel

elektroforezi goriintiisii

Sekil 4.1°de verilmis olan goriintii B1.0 ve B1.5 gen bolgeleri igin PZR sonrasinda istenilen
boyutta DNA bant1 elde edildigini, ancak tekrarlayan bolgelerin varlig1 sebebiyle birden
fazla spesifik olmayan DNA amplikonunun olustugunu géstermistir. Bu nedenle hedef gen
bolgeleri agaroz jelden ekstrakte edilerek sadece istenilen gen bolgesinin izolasyonu

gerceklestirilmistir.

4.1.3. Transformantlarin Kontrolii ve DNA Dizi Analizi

Transformasyon sonrasinda hedef geni tasiyan kolonilerin belirlenmesi i¢in ilk agsamada
plazmidler hiicrelerden saflastirilmis ardindan restriksiyon enzimleri kullanilarak ikili kesim
yapilmistir. Kesim islemi sonrasinda istenilen genin varligi, agaroz jel elektroforezinde

beklenilen DNA boyutunda bant olusumu tespit edilmistir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Restriksiyon enzimleri ile ikili kesim sonras1 6rneklerin agaroz jel elektroforezi
goriintisiic (1. kuyu, hedef gen; 2. kuyu, kesilmemis plazmid; 3-7. kuyular,

transformasyon sonrasi segilen kolonilere ait 6rnekler).

Restriksiyon enzimleri ile ikili kesim sonrasinda hedef gen ile ayni1 boyutta DNA bantina
sahip oldugu agaroz jel elektroforezi goriintiisii ile belirlenen koloniler (Sekil 4.2, 3., 4., 5.
ve 7. kuyular), her bir gen bolgesi i¢in farkli sayida olacak sekilde DNA dizi analizi
yaptirilmak {lizere uygun besi ortaminda ¢ogaltilarak saflastirilmis ve dizi analizi hizmet
alim1 yoluyla gerceklestirilmistir. Elde edilen DNA dizileri NCBI (National Center of
Biotechnology Information)’nin veri tabaninda bulunan diziler ile karsilastirilarak analiz
edilmistir (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). DNA dizi analizi yaptirilan 6rnekler ile

beklenilen gen dizilimlerinin karsilastirilmasina ait goriintiiler EK-2’de verilmistir.

DNA dizi sonuglari incelendiginde her bir gen bolgesi i¢in beklenilen gen dizilimi ile DNA
dizi analizi yaptirilan orneklerin birbirine %99-100 oraninda benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir. Dolayist ile her iki plazmid i¢in de A1.0, B1.0 ve B1.5 gen bolgelerinin bagarili
bir sekilde klonlandig1 belirlenmistir.
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4.2. Aap Proteininin Saflagtirilmasi ve Analizi
4.2.1. Total Protein Derisimi

Bradford reaktifinin proteinlere baglanarak renk olusumu esasina dayali olan bu yontemde
olusan rengin siddeti protein yogunlugu ile dogru orantilidir. Derisimi bilinen BSA
proteininden farkli derisimlerde protein ornekleri hazirlanmis ve 595 nm’de absorbanslari

Olgiilerek kalibrasyon egrisi her analiz igin hazirlanmis, bir 6rnegi Ek-3’te verilmistir.

4.2.2. Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Rekombinant B1.0 ve B1.5 proteinlerinin {iretimi hem sitoplazmik, hem de periplazmik
ortamlarda denenmis olup s6z konusu kosullarda firetilen proteinlere ait SDS-PAGE

goriintiileri sirasiyla Sekil 4.3 ve Sekil 4.4’te verilmistir.
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Sekil 4.3. B1.0, B1.5 rekombinant proteinlerinin periplazmik, A1.0 rekombinant proteinin
ise sitoplazmik ortamda iiretilmesi i¢in a) 37°C, b) 30°C ve ¢) 20°C sicakliklarinda
IPTG ile indiiklenmesi ile elde edilen SDS-PAGE goriintiisii
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SDS-PAGE analizinde, periplazmik olarak iiretilen B1.0 ve BI.5 protein bolgeleri
beklenilen molekiil agirliklarindan (17 kDa ve 25,5 kDa) daha yiiksek konumda bant
olustugu gozlenirken, A1.0 i¢in beklenilen molekiil agirliginda (25,5 kDa) bant olusumu
gozlenmistir. Literatiir ile kiyaslandiginda, B1.0 ve B1.5 i¢in beklenilen yerden daha yiiksek
yerde bant olusumu agisindan benzer sonuglar elde edildigi belirlenmistir. Yan ve
arkadaslari, B1.0 protein bolgesinin immiin cevap ilizerine etkisini arastirmak i¢in yapmis
olduklar1 ¢alismada, B1.0 bolgesi rekombinant olarak iiretmis ve benzer sekilde SDS-PAGE
analizinde 25-37 kDa araliginda bant elde etmislerdir [94]. Ayrica gesitli kaynaklarda,
beklenilenden daha yiiksek molekiil agirliginda bant elde edilmesinin nedeni olarak
proteinin igeriginin asidik amino asitlerce (aspartat ve glutamat) yiiksek olmasina bagh
olarak proteinin jelde daha yavas ilerlemesi gosterilmistir [95, 96]. Ek olarak, bazi kosullar
altinda B1.0 ve B1.5 protein bolgelerinin kendi iizerlerine katlanarak dimer olusturmalari da

bu durumun olugsmasina neden olusturabildigi belirtilmistir [97].

Indiikleme sicakliklar1 agisindan SDS-PAGE gériintiilerinden periplazmik olarak iiretilen
B1.0 ve B1.5 20°C’de yapilan indiiklemeye oranla 37°C ve 30°C’de yapilan indiikleme
sonrasi protein iiretiminin daha iyi sonug verdigi belirlenmistir. A1.0 protein bolgesi i¢in ise
20°C’de yapilan indiiklemenin 37°C ve 30°C’de yapilan indiiklemeye oranla protein iiretimi
acisindan daha iyi sonug verdigi tespit edilmistir. Indiikleme sicakliklari belirlenen

orneklerin daha sonraki asamalar icin tiretimleri, belirlenen sicakliklarda yapilmistir.
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Sekil 4.4. B1.0 ve B1.5 rekombinant protein iiretimlerinin sitoplazmik ortamda iki fakli
konak hiicrede a) 37°C, b) 30°C ve ¢) 20°C sicakliklarinda IPTG ile indiiklenmesi
ile elde edilen SDS-PAGE goriintiisii (L: ladder; 1, bos pET-28a plazmidi; 2, 3, 4
E. coli BL21(DE3) B1.0; 6, 7, E. coli BLR(DE3) B1.0; 5, E. coli BL21(DE3)

B1.5; 9, E. coli BLR(DE3) B1.5 bolgesi).

SDS-PAGE goriintiilerinden stoplazmik olarak iiretilmesi hedeflenen B1.0 ve B1.5 protein
bolgelerinin  farkli sicakliklarda ve farkli konak hiicrelerinde beklenilen sekilde

iretilemedigi belirlenmistir. Bu nedenle Western aktarim ve saflagtirilma isglemlerine

periplazmik iiretim sonucu elde edilen 6rneklerle devam edilmistir.
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4.2.3. Western Aktarim (Blotting)

Rekombinant olarak iiretilen A1.0, B1.0 ve B1.5 protein bolgelerinin i¢inde bulundugu
protein karigtmindan molekiiler agirligina goére ayrilmasit saglandiktan sonra protein
bolgeleri membrana aktarilmistir. Membrana aktarilan protein bantlarinin goriiniirligii anti-

His antikoru ile saglanmustir (Sekil 4.5).

Sekil 4.5. B1.0, B1.5 ve A1.0 rekombinant protein bélgelerinin Western-aktarim gorintiisii

Western aktarim sonucunda, farkli kolonilerden elde edilen r-Aap B1.0, B1.5 ve A1.0
proteinlerinin C-ucunda 6xHis etiketinin varligi nedeniyle, anti-His antikoru ile arasindaki
etkilesim sayesinde s6z konusu bolgelerin rekombinant olarak tiretildigi belirlenmistir. SDS-
PAGE analizi sonucu elde edilen goriintii (Sekil 4.3) ile karsilastirildiginda ayn1 molekiiler
agirlikta bant olusumu gozlenmesi ile sonuglarin birbirini destekledigi goriilmekte olup,
sonraki asamalar i¢in Sekil 4.5’te yer alan 5., 6. ve 8. ornekler kullanilmistir. Beklenen
bantlarin altinda go6zlenen bantlar ise diisiik oranda protein degredasyonu sonucu

olusabilmektedir.
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4.2.4. Rekombinant Proteinlerin Saflastirilmasi ve Immobilizasyonu

Al1l.0 ve B1.0 protein bolgelerinin agaroz boncuklara immobilize edilmesinden Once
saflastirma kosullar1 optimize edilmis olup bunun i¢in imidazol miktar1 ve saflagtirma islemi
sirasindaki yikama sayisi degistirilmistir. E. coli’de iretilen A1.0, B1.0 ve B1.5 r-Aap
protein bolgelerinin his-etiketli bolgelerinden yararlanilarak saflastirilmalart igin, ticari
kobalt temelli re¢ine kullanilmustir. Saflagtirma orneklerinin analizi i¢in 6ncelikle Bradford

yontemi ile protein derigimleri belirlenmis, ardindan SDS-PAGE yontemi ile saflik

durumlari belirlenmistir (Sekil 4.6-4.8).

Saflagtirma sonrast SDS-PAGE analizinde goriildiigii lizere, A1.0 bdlgesi 4. eliisyon
basamagi sonunda >%95 oraninda, B1.0 bolgesi 4. eliisyon basamagi sonunda >%90
oraninda ve B1.5 bdlgesi ise ilk eliisyon basamagi sonunda >%85 oraninda saflastirilmistir.

Saflagtirilma orani daha yiiksek oldugu i¢in A1.0 bolgesi ve B1.0 bolgesi ile devam

edilmesine karar verilmistir.
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Sekil 4.6. A1.0 rekombinant proteininin saflastirilmast sonucu SDS-PAGE goriintiisii (L:
ladder; F.T, flow through; W1, 1. yikama; W2, 2. yikama; W3, 3. yikama; E1, 1.
elisyon; E2, 2. eliisyon; E3, 3. eliisyon; E4, 4. eliisyon; E5, 5. eliisyon).
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Sekil 4.7. B1.0 rekombinant proteininin saflagtirilmasi sonucu SDS-PAGE goriintiisii (L:
ladder; F.T, flow through; W1, 1. yikama; W2, 2. yikama; W3, 3. yikama; E1, 1.
eliisyon; E2, 2. eliisyon; E3, 3. eliisyon; E4, 4. eliisyon; ES, 5. eliisyon).
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Sekil 4.8. B1.5 rekombinant proteininin saflagtirilmasi sonucu SDS-PAGE goriintiisii (L:
ladder; F.T, flow through; W1, 1. yikama; W2, 2. yikama; W3, 3. yikama; E1, 1.
eliisyon; E2, 2. eliisyon; E3, 3. eliisyon; E4, 4. eliisyon).
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4.3. Aptamerlerin Hazirlanmasi
4.3.1. DNA Aptamer Kiitiiphanesi Tasarimi

Literatiirde, aptamer kiitiiphanesi tasarimi agisindan farkli yontemler ve farkli uygulamalar
olmakla birlikte aptamer spesifikligini ve afinitesi etkileyen parametrelerin basinda, sabit
bolgeler olarak isimlendirilen primer bdlgeleri, rastgele bolge olarak ifade edilen aptamer

Ozglnliigiinii saglayan bolge ile bu bolgelerin uzunluklar1 gelmektedir.

Aptamer dizisinin basinda ve sonunda yer alan primer bolgeleri, aptamerlerin PZR ile
¢ogaltilmasini saglayan bolgeler iken, homo-dimer ve hetero-dimer gibi ikincil yapilari
olusturma durumlarina bagl olarak baslangi¢ aptamer kiitiiphanesinin yapisinin degigsmesine
neden olmaktadir. Bu nedenle IDT OligoAnalyzer (https://eu.idtdna.com/calc/analyzer)
programi kullanilarak belirlenen ikincil yapilara iliskin bilgiler EK-4’te belirtilmistir. Homo-
dimer ve hetero-dimer olusma durumlarina iligkin verilen ti¢ dimer yapisi AG degerine gore

secilmistir.

4.3.2. PZR Optimizasyon Calismalar:1 ve Agaroz Jel Elektroforezi

Aptamer kiitiiphanesinin ¢ogaltilmasinda 50 pl hacminde olacak sekilde PZR reaksiyon

karisimi hazirlanmis ve PZR islemini dogrulamak i¢in agaroz jel elektroforezi kullanilmistir.

Tasarlanan primerler ile aptamer Kkiitliphanesinin uygunlugunu ve istenmeyen DNA
amplikon olusumunu tespit edebilmek icin ilk asamada farkli primer baglanma sicakliklari

denenmis olup, elde edilen agaroz jel elektroforezi goriintiisii Sekil 4.9°da verilmistir.
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Sekil 4.9. PZR yonteminde aptamer kiitiiphanesi-primer baglanma sicaklik taramasi sonrasi

agaroz jel elektroforez goriintiisii.

Primer baglanma sicaklik taramasi sonuglar1 incelendiginde istenmeyen DNA amplikon
olusumunun primer baglanma sicakligir 56°C oldugunda daha az oldugu tespit edilmis olup

bu sicaklik en uygun primer baglanma sicakligi olarak se¢ilmistir.

Tasarlanan primerler ile aptamer kiitiiphanesinin ¢ogaltilmasi sirasinda istenmeyen DNA
amplikon olusumunu engellemek ve {iriin miktarin1 arttirmak amaci ile farkli primer
miktarlar1 denenmis olup elde edilen agaroz jel elektroforezi goriintiisii Sekil 4.10°da
verilmistir. Farkli miktarlarda primer kullanim sonuglar1 dogrultusunda primer miktari, 2
uM primer oldugunda beklenilen boyutta iiriin elde edildigi ancak istemeyen amplikon
olusumun fazla miktarda oldugu tespit edilmistir. Bu nedenle beklenilen boyutta iiriin elde
edilen ancak istenmeyen DNA amplikon olusumunun daha az oldugu primer miktarinin 1

uM oldugu belirlenmis ve bu degerin primer miktar1 olarak kullanilmasina karar verilmistir.

55



e & & O S
L T B @ T g2
‘ 1
>
Z
<
200 v

150

100

50

Sekil 4.10. PZR yonteminde primer miktarinin taramasi sonrast agaroz jel elektroforez

goruntusu.

Istenmeyen DNA amplikon olusumunu engellemek amaci ile farkli magnezyum miktarlart
denenmis olup elde edilen agaroz jel elektroforezi goriintiisti Sekil 4.11°de verilmistir. Farkli
miktarlarda magnezyum kullanim sonuglari dogrultusunda, magnezyum miktart 1,5 mM
oldugunda istemeyen amplikon olusumun daha az miktarda oldugu tespit edilmistir. Bu

nedenle bu oran PZR igin gerekli optimal magnezyum miktar1 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.11. PZR yénteminde Mg?* miktarinin taramasi sonrasi agaroz jel elektroforez

goruntiisi.

Istenmeyen DNA amplikon olusumunu engellemek amaci ile farkli DNA polimeraz
enziminin farkli primer baglanma sicakliklarinda kullanimi denenmis olup elde edilen

agaroz jel elektroforezi goriintiisii Sekil 4.12°de verilmistir.
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Sekil 4.12. PZR yonteminde farkli DNA polimeraz kullanimi sonrasi agaroz jel elektroforez

goruntusu.
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Farkli DNA polimeraz enziminin farkli primer baglanma sicakliklarinda kullanimi
sonucunda istenmeyen DNA amplikonu olusumun devam ettigi tespit edilmistir. Bu nedenle
PZR dongii sayisinin istenmeyen amplikon olusumlari {izerine etkisi incelenmis olup elde

edilen agaroz jel elektroforezi goriintiisii Sekil 4.13’te verilmistir.

PZR dongii sayisi taramasi sonuglart incelendiginde istenmeyen DNA amplikon
olusumunun dongii sayis1 arttikga arttigt ve sadece 10 dongli oldugunda olugmadigi

belirlenmistir. Bu nedenle en uygun PZR dongii sayisinin 10 olduguna karar verilmistir.
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Sekil 4.13. PZR yonteminde dongii sayisi taramasi sonrasi agaroz jel elektroforez goriintiisii.

Kullanilan kalip aptamer kiitiiphane miktarinin istenmeyen DNA amplikon olusumu ve iiriin
miktari lizerindeki etkisinin belirlenmesi i¢in farkli miktarlarda DNA aptamer kiitiiphanesi

denenmis olup elde edilen agaroz jel elektroforezi goriintiisii Sekil 4.14°te verilmistir.
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Sekil 4.14. PZR yonteminde aptamer kiitliphane miktar1 taramasi sonrasi agaroz jel

elektroforez gorlintiisii.

Aptamer kiitiiphanesi miktar taramasi sonuglari incelendiginde istenmeyen DNA amplikon
olusumunun kalip DNA miktar1 arttik¢a arttig1 tespit edilmis olup en uygun kalip DNA

miktar1 olarak 2,5 ng se¢ilmistir.

Simetrik PZR kosullarnin optimizasyonu sonrasinda, tek zincirli olarak aptamer
kiitiiphanesinin elde edilmesi igin asimetrik PZR kosullar1 optimize edilmis olup, bunlar ileri

ve geri primer miktarlari ile PZR dongii sayisidir (Sekil 4.15).

Agaroz jel elektroforezi goriintiileri sonucunda aPZR sonucunda elde edilen ssSDNA ve
dsDNA’nin agaroz jelde yeteri kadar ayrilmadig: tespit edilmis olup bu amagla tire-PAGE

yontemi denenmistir.
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Sekil 4.15. aPZR yonteminde a) 10 dongii, b) 40 dongii sonrasi1 agaroz jel elektroforez

goruntusu.

4.3.3. Ure-PAGE

aPZR sonucunda elde edilen DNA o&rnekleri 8 M iire igeren %10’luk poliakrilamid jel
elektroforezi ile 2 saat 30 dk boyunca 200V’da yiiriitiilmiis ve jel goriintiileme sistemi ile
gorilintiileri alinmistir. ssDNA’nin SELEX doéngiileri i¢in hazir hale getirmek amaciyla
sSDNA ve dsDNA bantlarinin ayriminin saglanmasi i¢in GC-kuyruklu ileri primer ve geri

primer kullanilarak yapilan aPZR sonucunda elde edilen goriintii Sekil 4.16°da verilmistir.
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Sekil 4.16. aPZR iirilinlerinin iire-PAGE goriintiisii (1, aptamer kiitliphanesi, 2-13 aPZR

ornekleri).
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Ure-PAGE sonucunda ssDNA ve dsDNA 'nin birbirinden boyut farkina bagl olarak ayrildig:
belirlenmis olup SELEX dongiileri arasinda ssDNA’larin ayrilmast i¢in iire-PAGE

yonteminin kullanilmasina karar verilmistir.

4.4. SELEX Deneyleri

A1.0 ve B1.0 kisimlari i¢in gergeklestirilen SELEX deneyleri birbirini takip eden baglanma,
yikama ve eliisyon basamaklarindan olusmaktadir. Baglanan aptamerlerin eliisyonu
sonucunda elde edilen aptamer havuzu bir sonraki SELEX dongiisti i¢in havuz olarak
kullanilmak iizere hazir hale getirmek igin kalip DNA olarak 6ncelikle simetrik PZR ile
cogaltilmistir. Her SELEX dongiisii i¢in gerekli olan ssDNA havuzu elde edebilmek i¢in
paralel olarak aPZR reaksiyonlar1 ¢oklu olarak yapilmis ve aPZR iiriinleri ssDNA olarak
saflagtirmak i¢in farkli sayilarda iire-PAGE jeline yliklenmis olup izolasyonun yapildigi

jellere ait 6rnek goriintiiler Sekil 4.17°de verilmistir.
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Sekil 4.17. a) Al1.0 protein bolgesi ile etkilesen b) B1.0 protein bolgesi ile etkilesen

ssDNA’larin aPZR ile ¢ogaltilmasi sonucu iiriinlerinin iire-PAGE goriintiisii.
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sSDNA bantlart jelden kesilerek tek bir tiipte birlestirilmistir. Uygun miktarlarda tampon
cozeltileri eklenmis ve ekstraksiyon islemi sonrasi etanol ¢oktiirme sonucunda elde edilen
ssDNA’nin miktar ve saflik analizi i¢in nano-spektrofotometre kullanilmis olup, saflik ve
derisim tayini A260/A230 ve A260/A280 degerlerine gore yapilmaistir.

SELEX dongiisli sirasinda ise aptamer sec¢iliminin 6zgiinliglinli arttirmak i¢in protein
miktari, kullanilan ssDNA havuz miktar1 ile yikama kosullarinda degisiklik yapilmistir.
Sekiz SELEX dongiisii boyunca kullanilan kosullar Cizelge 4.1°de 6zetlenmistir.

Cizelge 4.1. SELEX dongiileri sirasinda kullanilan kosullar.

Dongii Protein sSDNA Etkilesim Yikama Yikama Eliisyon
Sayisi miktar miktari siiresi Hacmi Sayisi Sayisi

1 100 pg 25 ug 75 dk 200 pl 3 4

2 100 pg 1 ug 75 dk 200 pl 3 4

3 - 1 pg 75 dk 200 pl 3 4

4 50 pg 0,75 pg 60 dk 400 pl 4 4

5 50 nug 0,75 pg 50 dk 400 pl 5 4

6 50 pug 0,60 pg 40 dk 400 pl 6 5

7 50 pg 0,60 pg 30 dk 500 pl 6 6

8 50 pg 0,60 ug 30 dk 500 ul 7 7
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4.4.1. ELONA Testi

Al1.0 ve B1.0 protein bdlgelerine 6zgii olarak aptamer segilimi sirasinda SELEX dongiileri
arasinda gerceklesen ssDNA aptamer havuzunun zenginlesme durumunun tespit edilmesi

amaci ile yapilan ELONA testi sonuclarina ait grafikler Sekil 4.18 ve Sekil 4.19°da

verilmistir.
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Sekil 4.18. SELEX dongiileri arasinda A 1.0 protein bolgesine ait ELONA test sonucu.
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Sekil 4.19. SELEX dongiileri arasinda B1.0 protein bolgesine ait ELONA test sonucu.
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Al1.0 bolgesine ait ELONA testi sonucunda, aptamer kiitiiphanesi ile 8. SELEX dongiisii
(D8) sonrasinda elde edilen absorbanslar agisindan artig gdzlemlenmistir. S6z konusu durum
aptamer havuzunun zenginlestigini gostermektedir. B1.0 bolgesine ait ELONA testi sonucu
Al1.0 bolgesi ELONA sonucu ile karsilagtirildiginda absorbansin daha diisiik oldugu ve
aptamer kiitiiphanesi ile 8. SELEX dongiisii (D8) sonrasinda elde edilen absorbanslar
acisindan tam olarak doygunluga ulasamadigi gozlemlenmistir. Literatiirde yer alan
calismalarla karsilastirildiginda, Shahdordizadeh ve arkadaslari, yaptigi ¢alismada 3. ve 16.
SELEX dongiileri arasinda elde etmis olduklar1 absorbans degerleri dongiiler arasinda

degisiklik gosterdigini gézlemlemislerdir [98].

4.5. Aptamer Havuzlarinin Klonlanmasi, Dizi Analizi ve Karakterizasyonunun

Yapilmasi
45.1. Transformantlarin Kontrolii ve DNA Dizi Analizi

Transformasyon sonucunda ilk koloni se¢imi makroskobik olarak koloni rengine bagl
olarak yapilmig olup, mavi-beyaz koloni olusumuna dayali bu sistemde ticari olarak temin
edinilen plazmid vektor igerisinde yer alan lacZ gen bolgesinin aktivitesine bagli olarak
koloni renk degisikligi ile sonuclanmaktadir. Istenilen aptamer bélgelerini bulunduran
plazmid vektoriin lacZ gen bolgesi aktif olmadigindan bu gen bolgesini aktiflestime gorevi
olan IPTG varliginda B-galaktosidaz enzimi salgilanamadigi i¢in kromojenik bir substrat
olan X-gal par¢alanamamakta ve siire¢ mavi renkli koloni olusumu ile sonlanmaktadir. Bu
nedenle beyaz renkli olan koloniler se¢ilmis ve klonlamanin gergeklesip gerceklesmedigini
anlamak i¢in ayni koloniler i¢in isaretsiz primerler kullanilarak koloni PZR yonteminden
yararlanilmis ve elde edilen PZR ornekleri agaroz jel elektroforezi (Sekil 4.20) kullanilarak

analiz edilmistir.
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Sekil 4.20. Koloni PZR sonrast orneklerin agaroz jel elektroforezi goriintiisii a) 1-14.
kuyular, A1.0 protein bolgesi; b) 1-14. kuyular, B1.0 protein bolgesi ile etkilesen

aptamer havuzunun transformasyonu sonrasi se¢ilen kolonilere ait 6rnekler.

Aptamer dizisi ile ayn1 boyutta DNA bantina sahip oldugu agaroz jel elektroforezi goriintiisii
ile belirlenen koloniler her bir bolge i¢in farkli sayida olacak sekilde DNA dizi analizi
yaptirilmak tizere uygun besi ortaminda ¢ogaltilarak saflagtirilmistir. Sonuglar ClustalX2.1
programt ile karsilastirilmistir. Aday aptamerlerin ikincil yapilarinin belirlenmesi igin ise
Mfold programindan yararlanilmigtir. Aptamer dizilimlerinin karsilastirilmasina ait
goriintiiler Ek-5’te, ikincil yapilarinin tahminine ait goriintiiler ise Sekil 4.21 ve Sekil

4.22’de verilmistir.
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Sekil 4.21. Al1.0 protein bolgesi ile etkilesen aday aptamerlerin a) AC3, b) AC5, ¢) AC30,

d) AC31 ikincil yap1 tahminleri.
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Sekil 4.22. B1.0 protein bolgesi ile etkilesen aday aptamerlerin a) BC2, b) BC5 ikincil yap1

tahminleri.

Dizi analizi sonucunda belirlenen aday aptamerlerin birden fazla ikincil yapist olusturduklari
durumda ikincil yapilarinin segilmesi sirasinda diisiik AG, yiiksek Tm derecesine degerine

sahip olan formlar1 daha kararli oldugu i¢in bu formlari tercih edilmistir.

4.5.2. Aday Aptamerlerin Ayrilma Sabitlerinin Hesaplanmasi

Elde edilen aday aptamerlerin hem A1.0 (AC3, AC5, AC30, AC31) hem de B1.0 (BC2,
BC5) protein bolgelerine baglanma durumlart ELONA yo6ntemi kullanilarak tespit edilmigtir
(Sekil 4.23 ve 4.24). Ayrilma sabitlerinin hesaplanmasinda kullanilan grafige drnek olarak
AC31 verilmis olup (Sekil 4.25) tiim aday aptamerlerin baglanma sabitlerine ait bilgiler
Cizelge 4.2°de verilmistir. Ayrilma sabiti (Kq), aptamer ile hedef proteini bolgesi arasindaki
baglanma afinitesinin etki derecesini belirlemek i¢in kullanilmaktadir. Aptamerler
hedeflerine mikromolar seviyesinde nanomolar hatta pikomolar seviyesine kadar
baglanabilen yapilardir. Kg degeri aptamerin hedefine baglanma afitinesi ile ters orantilidir.
Bu nedenle en yiiksek baglanma afinitesinin AC31 aptamerine (10,2 nM), en diisiik ise BC5
aptamerine (113,6 nM) ait oldugu sdylenebilir. Qi ve arkadaslari, yapmis olduklar

calismada segmis olduklart aptamerin trans-zeatine ve trans-zeatin riboside yapisina daha
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yiiksek baglanma (Kg: 3-5 uM) etkisine sahip oldugunu, Cis-zeatin ve dihidrozeatin yapilara
ise diisiik baglanma (Kg: 27-30 uM) etkisine sahip oldugunu belirtmislerdir [99]. Luteoline
kars1 aptamer sec¢imi yapilan bir ¢alismada ii¢ farkli aptamer aday1 belirlenmis ve sirasiyla
ayrilma sabitleri 107 (LUT#28), 214 (LUT#20) ve 109 (LUT#3) nM olarak bulunmustur
[100]. Bu dogrultuda, ¢alismada elde edilen afinitelerin de literatiire kiyasla yiiksek oldugu

sOylenebilir.

Ayrica literatiirde S. epidermidis bakterisine baglandigi tespit edilmis olan aptamer (SE-43)
[72] ile birlikte aptamerlerin baglanma 6zgiinliigiinii kontrol etmek i¢in de negatif-hedef

olarak BSA proteini kullanilmigtir (Sekil 4.26 ve 4.27).

Absorbans (450 nm)

Aptamer derigimi (nM)

-@-AC3 -@-AC5 -0 AC30 -@-AC31 -0 SE-43

Sekil 4.23. A1.0 protein bdlgesine aday aptamerin baglanma durumlari.
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Sekil 4.24. B1.0 protein bolgesine aday aptamerlerin baglanma durumlari.
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Sekil 4.25. AC31 aptamerinin farkli derisimlerde A1.0 protein bolgesine baglanma durumu

(ayrilma sabitinin hesaplanmast).
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Cizelge 4.2. Aday aptamerlerin ayrilma sabitleri

Aptamer Hedef protein domanini Kd (nM)
AC3 Al.0 31,3
AC5H Al.0 72,1
AC30 Al.0 32,8
AC31 Al.0 10,2
BC2 B1.0 33,4
BC5 B1.0 133,6
3,0 -
2,5 -
€
S 2,0 -
o3
@ 1,5 -
3
§ 1,0 -
o)
<
0,5 -
0,0 T . x — - = —
AC3 AC5 AC30 AC31

Aday aptamerler

EBSA-20 nM BSA-50n M ®A1.0-20nM  ®A1.0-50 nM

Sekil 4.26. Secilen aday aptamerlerin A1.0 protein bolgesine ve BSA proteinine

baglanma durumlari.
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Sekil 4.27. Segilen aday aptamerlerin B1.0 protein bolgesine ve BSA proteinine baglanma

durumlari.

Sonuglar incelendiginde, segilen biitiin aday aptamerlerin etkisiz hedef olarak kullanilan
BSA proteinine baglanma oranlarinin ihmal edilebilecek diizeyde ¢ok az oldugu
belirlenmistir. Ayrica literatiirde S. epidermidis’e karsi secilmis olan SE-43 aptameri ile
karsilagtirma yapildiginda da 6zellikle AC31 aday aptamerinin baglanma oraninin iki kat

fazla oldugu belirlenmistir.

Ayrilma sabiti en iyi sonucu veren aday aptamer (AC31) ile serum ortaminda yapilan
aptamer stabilite testi sonucu alinan iire-PAGE goriintiisii Sekil 4.39°da verilmistir.
Implantasyon siireci sonrasindaki ilk 6 saatlik dénemde bakteriyel yapismay1 azaltmak,
implantla iliskili enfeksiyonu 6nlemek i¢in 6zellikle 6nemli oldugu [101] ve aptamerin daha
sonraki in vivo ¢aligsmalarda kullanilma potansiyeli oldugundan, serum ortamindaki stabilite
durumu belirlenmistir. Bu nedenle biyofilm olusumunu 6nlemede kullanilmaya aday olan
aptamerin serum ortami igerisinde en az 6 saat boyunca niikleazlara kars1 dayanikli olmasi
ve yapisini korumasi beklenmektedir. Alshaer ve arkadaslari, hiicre epitelyal yapigsma
molekiiliine (EpCAM) kars1 segmis olduklar1 aptamerin yarilanma omriinii 5,9 saat olarak
bulurken [102], in vivo kullanimi 6ngdriilen aptamer-ribozomal toksin konjugati olusturulan
bagka bir ¢aligmada ise aptamerin yarilanma 6mrii 4 saat olarak bulunmustur [103]. Ayrilma
sabiti en iyi sonucu veren aday aptamer (AC31) ile serum ortaminda yapilan aptamer

stabilite testi sonucu aptamerin en az 24 saat boyunca stabilitesini korudugu belirlenmistir.
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Bu nedenle niikleazlara karst dayaniklilik etkisinin tahammiil edilebilir diizeyde oldugu ve

s0z konusu aptamerin terapdtik ajan olarak kullanilmaya aday oldugu sdylenebilinir.

Sekil 4.28. AC31 aday aptamerinin serum ortaminda stabilite testi sonrasi tire-PAGE

goruntiisi.

4.6. Kitosan Kaph Titanyum implantlarin Hazirlanmasi ve Karakterizasyonu
4.6.1. SEM Analizi

Kitosan ile kaplama yapilma igslemi sonrasinda titanyum yiizeylerin SEM analizi sonucu

yiizeylerin homojen ve diizenli bir yapr sergiledigi gézlenmektedir (Sekil 4.29).

SEM HV: 3.0 kV Det: SE SEM HV: 3.0 kV Det: SE Lih |

SEM MAG: 250 kx | View field: 83.0 ym | 20 ym SEMMAG: 250 kx | View field: 83.1 ym 20 ym
View fleld: 83.0pym |  Scan speed: 6 View field: 83.1ym |  Scan speed: 4

Sekil 4.29. a) Kaplama yapilmamis titanyum yiizey, b) kitosan ile kaplama yapilmis yiizey.
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4.6.2. ATR- FTIR Spektroskopisi

Sekil 4.30 kaplama yapilmamais titanyum yiizey ile farkli molekiil agirliginda ve derisimlerde
kitosan ile kaplama yapilma sonucunda kimyasal yapilarda meydana gelen degisimi

gostermektedir.

(e)

Absorbans

Dalga sayisi (cm-1)

Sekil 4.30. (a) kaplama yapilmamis titanyum ylizey (b) IDMAK ile kaplanmig titanyum
yiizey, (¢c) 2DMAK ile kaplanmis titanyum yiizey, (d) IOMAK ile kaplanmig
titanyum yiizey, (¢) 20MAK ile kaplanmig titanyum yiizey i¢in FTIR

spektrumlari.

Kitosan igin karakteristik baglar olan amid I (C=0O germe) ve amid III (C-N germe) igin
sirastyla 1640 cm™ ve 1320 cm™ absorbsiyon bantlarmi temsil etmekle birlikte, 1550-1610
cm’de goriilen absorbsiyon bantinin gluteraldehit ile kitosanin amino gruplari arasinda
imin reaksiyonuna bagl olarak ger¢eklesen C=N bagini ifade etmektedir [104]. 1150 cm™
piki kitosanin yapisinda bulunan glukozamin birimleri arasindaki C-O-C asimetrik

gerilmesini, 1380 cm™ piki CHs gruplarmin CH bagimi gostermektedir [105].
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4.6.3. EDX Analizi

Kitosan ile kaplanan ve kaplanmayan ylizeylerde meydana gelen elementsel degisimleri
belirlemek amaciyla yapilan EDX analizi sonrasinda elde edilen grafikler Sekil 4.31-4.34°te
verilmistir. Kaplanmayan titanyum yiizeyinde sadece titanyum, oksijen ve malzeme
igerisinde yer alan aliiminyum bulunurken (Sekil 4.31) silan gruplarmin eklenmesi igin
kullanilan IPTES ile muamele sonucunda silan gruplarin eklenmis oldugu goriilmiistiir
(Sekil 4.32). Kitosan ile kaplama sonrasinda ise karbon miktarindaki artis kaplamanin

gerceklesmis oldugunu gostermektedir (Sekil 4.33-4.34).

i]

Wt% o
Powered by Tru-Q®
T T T T T T T T T T T | T 1
8 10 12 14 16 18 keV

Sekil 4.31. Kaplanmamus titanyum yiizeye ait EDX spektrumu.
i

Wt% o

Powered by Tru-Q®

Sekil 4.32. IPTES ile muamele edilmis titanyum yiizeye ait EDX spektrumu.
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Wt% o

Powered by Tru-Q®

Sekil 4.33. GA ile muamele edilmis titanyum ylizeye ait EDX spektrumu.

Ti

Powered by Tru-Q®

Sekil 4.34. Kitosan ile kaplama yapilmis olan titanyum yiizeye ait EDX spektrumu.

4.7. Aptamerlerin Biyofilm Olusumu Uzerine Etkilerinin Incelenmesi
4.7.1. Biyofilm Inhibisyon Testi (Mikroplak Yontemi)

[lk asamada SELEX déngiileri sonucunda elde edilen alt1 aday aptamerin kaplama
yapilmayan titanyum ylizey tizerinde biyofilm olusumuna iliskin etkileri incelenmis olup
kaplama yapilmayan titanyum yiizey iizerinde en yiiksek inhibisyon etkisine AC31 kodlu
aptamerinin sahip oldugu ve en az 4-kat inhibisyon gerceklestigi mikroplak testi sonucu ile
belirlenmistir (Sekil 4.35). Ning ve arkadaslari, yapmis olduklar1 ¢alismada Staphylococcus
aureus’un penisilin baglayici protein 2a (PBP2a) kars1 aptamer secilimi gergeklestirmis (Kd:
82,97 nM) olup biyofilm olusumuna grafen-oksit {izerine konjuge aptamer-berberinin

etkisini incelemisler ve sadece berberin ya da aptamer kullanildiginda goriilen inhibisyon
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etkisinden daha fazla oldugunu belirtmislerdir [106]. En iyi inhibisyon etkisinin AC31
aptamerine ait olmasi nedeniyle biyofilm olusumu iizerine aptamerlerin etkisinin

incelenmesi ile ilgili yapilan ¢alismalara AC31 aptameri ile devam edilmistir.

5,0 ~
4,5 A
4,0
3,5 A
3,0 A
2,5 A
2,0 4
1,5 -

L i
S A AN EE N
AC5

) )] AC3 AC30 AC31 BC2 BC5 SE-43
kontrol kontrol

Absorbance (595 nm)

Aptamerler

Sekil 4.35. Aday aptamerlerin kaplama yapilmayan titanyum yiizeylerde biyofilm olugumu

uzerine etkileri.

AC31 aptamerinin farkli derisimleri kullanilarak kaplama yapilmayan titanyum yiizey
tizerindeki etkileri incelenmis (Sekil 4.36) ve 300 nM olarak kullanildiginda en 1yi absorbans
azalma miktarini gosterdigi, 700 nM kullanildiginda elde edilen absorbans degerinin yiiksek
oranda degisim gostermemesi nedeniyle 300 nM’de doygunluga ulasildigi sonucuna

varilmistir.

76



-
o
(=]

[+
o

S
o

N
o
1

% Rolatif Absorbans (595 nm)
[=1]
o

o

0 200 400 600 800
Aptamer Derigimi (nM)

Sekil 4.36. AC31 aday aptamerin farkli derisimlerinin kaplama yapilmayan titanyum

yiizeylerde biyofilm olusumuna etKisi.

Farkli molekiil agirliklarinda ve derisimlerde kitosan ile kaplanan titanyum yiizeyler
tizerinde biyofilm olusumu incelendiginde (Sekil 4.37), AC31 aptamerin eklenmis oldugu
%?2’lik (w/v) derisimde hazirlanan hem diisiik molekiil agirliklt hem de orta molekiil agirliklx
kitosan kapl ylizeylerde en az 2-kat oraninda biyofilm inhibisyon oranina sahip oldugu

mikroplak testi sonucu ile belirlenmistir.
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Biyofilm etkisinin incelendigi 6rnekler

Sekil 4.37. AC31 aday aptameri eklenmeden ve eklenerek yapilan farkli derisimlerde Kitosan

ile kaplanan titanyum yiizeylerde biyofilm olusumu.
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4.7.2. SEM Analizi

AC31 aptamerinin kitosan ile kaplama yapilmayan titanyum yiizeyler {izerindeki biyofilm
olusumu iizerine etkisi SEM analizi ile incelendiginde (Sekil 4.38) aptamer varliginda
hiicrelerin ylizeye yapismasinin azaldigi1 ve mikroplak testi ile uyumlu sonuglar elde edildigi
goriilmiistiir. AC31 aptamerinin kitosan ile kaplama yapilan titanyum yiizeyler lizerindeki
biyofilm olusumu iizerine etkisi SEM analizi ile incelendiginde (Sekil 4.39) aptamer
varliginda hiicrelerin yiizeye yapismasinin azaldigr o6zellikle %2’lik (w/v) derisimde
hazirlanan hem diisiik molekiil agirlikli hem de orta molekiil agirlikl yiizeylerde (Sekil 4.39-
d ve h) daha az sayida hiicrenin ylizeye yapisma egilimi gosterdigi tespit edilmistir. Bu

sonuglarin mikroplak yontemi ile uyumlu sonuglarda oldugu belirlenmistir.

P RN i
iy ~\\},‘1 :
Py o =
S sy 5l L4 b N ) 5
Al — " s . LN
SEM MAG: 5.00 kx WD: 4.01 mm SEM MAG: 5.00 kx WD: 4.33 mm
SEM HV: 3.0 kV SEM MAG: 5.00 kx | 10 ym SEM HV: 3.0 kV SEM MAG: 5.00 kx | 10 pm

Sekil 4.38. Biyofilm inhibisyon ¢alismalarina ait SEM goriintiileri (a) kaplama yapilmamis
titanyum, (b) yalniz AC31 aptameri eklenmis titanyum.
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SEM HV: 3.0 kV Det: SE SEM HV: 4.0 kV Det: SE

SEMMAG: 5.00 kx  View field: 41.5pym | 10 pm SEM MAG: 5.00 kx | View field: 41.5uym 10 pm

SEM HV: 4.0 kV Det: SE SEM HV: 4.0 kV Det: SE 1

SEM MAG: 5.00 kx  View field: 41.5pym 10 ym SEM MAG: 5.00 kx = View field: 41.5ym | 10 pm
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SEM MAG: 500 kx = View field: 41.5ym | 10 ym SEM MAG: 500 kx  View field: 41.5ym 10 ym
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SEM HV: 4.0 kV Det: SE | SEM HV: 4.0 kV Det: SE 1

SEM MAG: 5.00 kx | View field: 41.5uym 10 ym SEM MAG: 5.00 kx  View field: 41.5pym 10 pm

Sekil 4.39. Biyofilm inhibisyon ¢aligmalarina ait SEM goériintiileri (a) IDMAK kitosan ile
kaplama yapilmis titanyum, (b) IDMAK kitosan ile kaplama yapilmis ve
AC31 aptameri eklenmis olan titanyum, (c) 2DMAK kitosan ile kaplama
yapilmis titanyum, (d) 2DMAK kitosan ile kaplama yapilmis ve AC31
aptameri eklenmis olan titanyum, (¢) 1IOMAK kitosan ile kaplama yapilmis
titanyum, (f) IOMAK kitosan ile kaplama yapilmis ve AC31 aptameri
eklenmis olan titanyum, (g) 20MAK kitosan ile kaplama yapilmis titanyum,
(h) 20MAK kitosan ile kaplama yapilmis ve AC31 aptameri eklenmis olan
titanyum.
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Kitosan ile kaplama yapilan titanyum yiizeyleri iizerinde kaplama yapilmayan titanyum
ylizeylere gore daha fazla hiicre yapismasi oldugu hem mikroplak yontemi hem de SEM
analiz sonuglarinda goriilmistiir (Sekil 4.37-4.39). AC31 aptameri eklenerek yapilan kitosan
kapl titanyum yiizeyleri tizerindeki biyofilm inhibisyon ¢alismalarinda ise, molekiil agirlig:
ve derisimi fark etmeksizin aptamerin eklendigi tim gruplarda en az 2-kat oraninda biyofilm
inhibisyon etkisi oldugu hem kristal viyolenin kullanildig1 mikroplak yontemi hem de SEM
analiz sonugclar ile belirlenmistir. Kitosanin antimikrobiyal 6zellik gésterme mekanizmasi
tam olarak hala agiklanamamakla birlikte, bu 6zellige sahip olmasina neden olan birkag
mekanizma ve bu Ozelligini etkileyen birtakim parametreler bulundugu soylenebilir.
Kitosanin antimikrobiyal ozelligini gostermesi ilizerinde molekiil agirligi, deasetilasyon
derecesi, pH, mikroorganizma tiirii, derisimi gibi bir¢ok kosulun etkisi oldugu bilinmektedir.
Gomes ve arkadaglar1 [107] yapmis oldugu g¢alismada yiiksek molekiil agirliga sahip
kitosanin antimikrobiyal o6zelligini gosterdigini  belirtmiglerdir. Kitosanin molekiil
agirligmin antimikrobiyal 6zelligi lizerine etkisinin incelendigi bir diger ¢aligmada [108]
molekiil agirligr 9.3 kDa olan kitosan E. coli’nin ¢ogalmasini inhibe ederken, 2.2 kDa
molekiil agirhigina sahip kitosanin bakteri ¢ogalmasini hizlandirdigini tespit etmislerdir.
Dolayist ile kitosanin antimikrobiyal 6zelligi gostermesinde bircok parametrenin etkili
olmasi nedeniyle tam olarak beklenilen antimikrobiyal etki gdzlenmemis olsa da, Segilen
aptamerler varliginda biyofilm olusumunun azaldiginin tespit edilmesi tezin ana amacinin
gergeklestirildigini ortaya koymaktadir. Ayrica S. epidermidis’in Aap disinda da yiizeylere
yapismasini saglayan spesifik olan ve olmayan etkilesimlerin bulundugu, literatiirde yer alan
caligmalarca gosterilmis [36, 37] olup bu mekanizmalardan biri ya da birkaci sebebi ile

kitosan ile kaplanmis olan yiizeylere daha fazla yapigma egilimi gdstermis olabilirler.
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5. YORUM

Tez kapsaminda elde edilen sonuglarla birlikte, bu sonuglar dogrultusunda yapilmasi

Onerilen ¢alismalar asagida 6zetlenmisgtir.

1.

Implant kaynakl1 osteomyelit etkeni olan S. epidermidis bakterisinin biyofilm iligkili
proteini olan Aap’ye ait farkli bolgeler rekombinant olarak iretilmis ve

saflastirilmistir.

Aptamer secilim yontemi olan SELEX’de kullanilmak {izere primer ve aptamer

kiitliphanesi tasarimi yapilmistir.

Hem AL1.0 bolgesi hem de B1.0 bolgesine karsi aptamer segilimi igin SELEX
deneyleri es zamanli olarak yapilmis ve 8 SELEX dongiisii sonrasinda elde edilen

aptamer havuzunun klonlama islemi sonrasinda DNA dizi analizi yaptirilmistir.

DNA dizi analizi sonucunda 6 aday aptamer belirlenip sentezlettirilmis ve ELONA
yontemiyle birlikte ayrilma sabitleri nonlineer regresyon analizi kullanilarak

hesaplanmustir.

Ticari olarak temin edilen titanyum yiizeylerde kitosan ile farkli molekiil

agirliklarinda ve derisimlerde kaplama islemi gerceklestirilmigtir.

Kitosan ile kaplama yapilmis olan titanyum yiizeylerin karakterizasyonu SEM, EDX
ve ATR-FTIR analizleri ile yapilmustir.

6 aday aptamerin kaplama yapilmayan titanyum ytizey lizerinde biyofilm olusumuna
iliskin etkileri incelenmis ve en yiiksek inhibisyon etkisine, AC31 aptamerinin (en az

4-kat oraninda biyofilm inhibisyonu) sahip oldugu belirlenmistir.

AC31 aptameri eklenerek ve eklenmeden yapilan kitosan kapl titanyum yiizeyleri
tizerindeki biyofilm olusum c¢alismalarinda, molekiil agirhigr ve derisimi fark
etmeksizin aptamerin eklendigi tiim gruplarda en az 2-kat oraninda biyofilm
inhibisyon etkisi oldugu, hem kristal viyolenin kullanildig1 mikroplak yontemi hem

de SEM analiz sonuglari ile belirlenmistir.

Calisma sonucunda S. epidermidis bakterisinin biyofilm iliskili Aap ait iki farkli
bolgesine karst SELEX yontemi ile aptamer segilimi ilk kez bu ¢alisma kapsaminda
gerceklestirilmistir.
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10. AC31 aptamerinin, titanyum ylizeylerde yapisma mekanizmasi iizerinde etkisini
gostererek S. epidermidis’in biyofilm olusturmasina engel olabilecegi belirlenmis ve
yapilacak in vivo calismalarin ardindan, terapotik ajan olarak kullanim potansiyeli

gosterilmistir.

11. Ayrica, S. epidermidis’in biyofilm olusumuna yol acgarak enfeksiyon olusturdugu
cesitli  implant  ylizeylerinde @ AC31  aptameri  kullanilarak  yapilacak

modifikasyon/immobilizasyon ¢alismalarina dncii niteligindedir.
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EKLER

EK 1 — Ornek primer ciftinin yapisal analizi: sac tokasi, homo-dimer ve hetero-

dimer olusturma potansiyelleri

A) pET-26b-B1.0-F: ACGACTCCATGGTTGATGGCGATCCGATTACG

structure Image AG (kcal.mole™) T (°C)
1 -3.29 40.9
2 -2.21 38.1
3 -2.1 40.7
4 -1.75 333

AH (kcal.mole) AS (cal.K'mole™)

Output

-65.2 -207.64
-52.5 -168.66
-41.9 -133.5

-64.9 -211.79

Homo-dimer olusma durumu:

Hetero-dimer olusma durumu:

DeltaG: -7.84 kcal/mole  BasePairs: 5

S' ACGATTCCATGGTTGATGGCGATCCGATTACG
LEEET
3' CCTACTACACTGTTTTATACCAGGTGAGCTCTTAACC

DeltaG: -6.96 kcal/mole
5' ACGATTCCATGGTTGATGGC

|

Base Pairs; 5

GATTACG

3 CCTACTACACTGTTTTATACCAGGTGAGCTCTTAACC
Delta G: 6 kcal/mole  BasePairs: 4

ACGZ

CATGGT CGATCCGATTACG

' CCTACTACACTGTTTTATACCAGGTGAGCTCT

B) pET-26b-B1.0-R: CCAATTCTCGAGTGGACCATATTTTGTCACATCATCC

structure Image AG (kcal.mole™) Tm (°C)

1 -1.39 43.7

2 -1.23 33.7
-1.09 36.2

:

AH (kcal.mole™) AS (cal.K'mole™)

Output

-23.6 -74.49
-43.3 -141.09
-30.2 -97.62

Homo-dimer olusma durumu:

Hetero-dimer olusma durumu:

Delta G: 9.96 kcal/mole Base Pai

50 CCAATTCT!

DeltaG: -7.84 kcal/mole  BasePairs: 5

51 ACGATTCCATGGTTGATGGCGATCCGATTACG
. (RRRN

3' CCTACTACACTGTTTTATACCAGGTGAGCTCTTAACC

ACCATATTTTGTCACATCATCC

Delta G: ~-5.3¢ al/mole Base Pairs: 4 Delta G .96 kcal/mole  Base Pairs:
52 CCAATTCTCGAGTGGACCATATTTTGTCACATCATCC 5' ATGGTTGATGGCGATCCGATTACG
I NN 3
3' CCTACTACACTGTTTTATACCAGGTGAGCTCTTAACC 31 CCTACTACACTGTTTTATACCAGGTGAGCTCTTAACC
DeltaG: -6.6 kcal/mole  BasePairs: 4

5! ACGATTCCATGGTTGATGGCGATCCGATTACG
(RN it H
3' CCTACTACACTGTTTTATACCAGGTGAGCTCTTAACC
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EK 2 — DNA dizi analizi yaptirilan 6rnekler ile beklenilen gen dizilimlerinin

karsilagtirilmasina ait goriintiiler

NW Score Identities Gaps Strand
NW Score Identities Gaps Strand
9 4 /41 Pl
60 £0/490(100%) S/280(0%) Bus/Pus 823 413/414(99%) 0/414(0%) Plus/Plus
Query 1 ATGAAATACCTGCTGCCGACCGCTGCTGCTGGTCTGCTGCTCCTCGCTGCCCAGCCGGCG 6@
it Query 1 e
Sbjct 1 ATGAAATACCTGCTGCCGACCGCTOCTGCTGGTCTGCTGCTCCTCGCTGCCCAGCCGGLG 60 L] +| | |GL| | I&Lrl‘ [I|||l||sl'l- ”“
oottt intiinttmiimmmiH T LI
Sbjct 61  ATGGCCATGGTTGATGGCGATCCGATTACGTCAACGGARGAAATTCCGT TTGATAARARA 120 Quary, 86X Fﬁnﬁ%ﬂiﬁﬁﬁ{“ﬁw'ﬁ?ﬂwﬁlmiw‘ 128
fuery 12 71||||||ﬁ’m(lu|||T|||ﬁ?ﬁﬂﬁ?l||||nﬁ?”(|nn|||h|u(|? e St Ll i « .
Sbjct 121 CGCGAATTTGATCCAAACTTAGCGCCAGGTACAGAGAAAGTCGT TCAAAAAGGTGAACCA 180 Query 121 AAAACAATTACAACGCCAACAACTAAGAACCCATTAACAGGGGAAAAAGTTGGTGAAGGT 180

LLLLEELLLL | 11111 LI
Query 181 ﬁﬁ?ﬁﬁﬁﬂﬂﬁmﬁ??ﬁmT?ﬁﬁﬁfm?ﬁm??ﬁﬁﬁmﬂ 240 Sbjct 121 MHWGEMJ’M&L““ &TGLU;GJI 180
Sbjct 181 GGAACAAARACAATTACAACGCCAACAACTAAGAACCCATTAACAGGGGAARAAGTTGGT 240 Query 181 LAnAluxmuwAA 240

. LI 111 | LLLLLLLLLELLLLL
|||||||||||||||||||||||u||||||||ﬁﬁ’um||||1||||||||||||| sbjet 181 “A‘L&“A“TMJ‘A“& ‘Lu”“ cHetiatdid 20

Query 241  TGGATGAGATCGTTCATTATGGT
Query 241 GAAATCAAGCCAGGCCATAAGGATGAATTTGATCCAAACGCACCGAAAGGTAGCCAAGAG 300

w
8

Sbjct 241 ‘GAACCAACAGAAAAAATAAC) GGATGAGATCGTTCATTATGGT

Query 301 GGCGAAGAAATCAAGCCAGGCCATAAGGATGAATTTGATCCAAATGCACCGAAAGGTAGC 360 ) VN A AR sy e !
LECCLCCELEECEEEEEECEEELEEELLEL R L LT EEELL LT i Sbjet 241 “AYCAA“(WMYWTWW&Y(CLAAYMCGAAXMYAGC(AJAAG 300
Sbjct 301 GGCGAAGMATCAAGCCAGGCCATAAGGATGAATTTGATCCAMTGCACCGARRGGTAGL 360
Query 361 CAAGAGGACGTTCCAGGTAAACCAGGAGTTAAAAATCCTGATACAGGCGAAGTAGTCACA Query 301 GAceTTC | |h|“?c | i ch!?&nc I .MG|'r | |wa 0
ry
N LCCLLCLCLEEEREECEE L L L LELEELEL LT Sbjct 301 &iéHl%l&lm“mu“&d“&&mu&m«wcl 360
Sbjct 361 CAAGAGGACGTTCCAGGTAAACCAGGAGTTARRRATCCTGATACAGGCGAAGTAGTCACA 420

Query 361
Que a2 CACCACCACCAC
g l[IIIIIIIIlIlIlIIII|II|III|I||II|[IIllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII

i iiininiiinnm T
ek AL o Sbjct 361 UKL L‘rés‘rcm leuchcu&uc[r 414

§

2
3

IS
8

pET-26b_B1.0 ve pET-28a B1.0 iiriinlerinin DNA dizi analizi sonuglari.

NW Score Idertities. Gaps Strand NW Score Identities Gaps Strand
1423 713/714(99%) 0/7]4(11%) Plus/Plus 1296 648/648(100%) 0/648(0%) Plus/Plus
Query 1 ATGAAATACCTGCTGCCGACH CCTCGCTGCCCAGCCGE(G 60
sbyet 1 N ot Hintnintimtmmmhnttn i
Sbjct 1 ATGGTTGATGGCGATTCGAT TACGTCAACGGAAGAAATTCCGTTTGATAAMAAACGCGAA 60
Query 61  ATGGCCATGGTTGATGGCGATTCGATTACGTCAACGGAAGAAATTCCGTTTGATAAAMMAA 120
JO YOOV PV YRS TRV, Query 61  TTTGATC 120
Sbjct 61 TGGCCATEGT TEATGGCGATTCOATTACGTCAACGGAAGAAATTCCGTTTGATAAAAAMA 120 1111 ||||][|||“||[| ][ | ||||||]|“l| 111 | ] [||]|]||
Sbjct 61  TTTGATCCAAACTTAGCGC! 120
bl it it . o _— T —
Sojet 121 CCOMTTTOATCCAMACTTAGCCCAGGTACAGAGMIGTCGTTCAMABGGTGAACCA 180 e T
Query 181 GGAACAAAAACAATTACAACGCCAACAACTMGAACCCATTAACAGGAGAAAMGTTGEC 240 Sbjct 121 AAMACAATTACAACGCCAACAACTAAGAACCCATTAAC TTGGCGAAGGT 180
s UL LALLM ““l ‘M — é“ e ey 1 |||1|||||||||||||||||||||||||||l|||u|||||{|’|ﬁ||mn|n|n| “
Query 241 GAAGGTGAACCAACAGAAAAAATAACAAAACAACCAGTGGA' TTCATT) ﬁ(. 300 Sbjct 181 AACAGAAAAMATAACAAAACAACCAGTGGATGAGATTGTTCATTATGGTGGTGAA 240
miTnining \ll I
o s ! iassonpuaiodhsiniilfn ey 2 ||| IIIIIIIIIIIIIIIIIIII[IIIIIHLIIIIIIIIIIII?IIIIIMIIIIIIII S
Query 301 [GATCC, AMG(M(GAGA AGT 360 4.
|n|||m|||1|u1||||n||||||||mlmun T Sexct; M1 200
. o oy III IllIIlllll||l||IIIIIHIIIIIIIIIIHIIII l | 1 ] Ilﬁﬁ(l? e
Query 361 AMACTGAAGTTCCAGGTARACCAGGAGTTAAMATCCTGATACAGGTGAGTTGTTACC 420
bougn il ittt miti g Son epnii v
It Query 361 GTGGATGATGTGACAAAATATGGTCCAGTTGATGGAGATTCGAT TACGTCAACGGAAGAA 20
Query 421 CC TCGAT 480 O ECEEECETEE LT LR
LULCEEEEEEELEE UL LR LT T Sbjct 361 GTGGATGATGTGACAAAATATGGTCCAGTTGATGGAGATTCGATTACGTCAACGGAAGAA 420
Sbjct 421 CCACCAGTGGATGAT MAMAVAK-G'K(AG"MYMVY(GA"ACG'(M(G 480
Query 481 CUGMATICCOTTTCATMAMACSC TG CAMCTAGKSCCALCTICAAG 540 hodptiithnimmiimthnimitiminnmiie
sbict 481 UL AU U R U AL o0 Sojct 42 A et
Query 541 TCAAMAGGTGAACCAGGAACAAMACAATTACAACGCCAMCAACTAAGAAC 600 Query 481 GTTCAAMAAGGTGAACCAGGAACAAAAACAATTACAACGCCAACAACTAAGAACCCATTA 540
it mmmtminmminmi LU AL LT LT LL L
Sbjct 541 AAMGTCGTTCAAAAAGGTGAACCAGGAACAAMMACAATTACAACGCCAACAACTAAGAAC 600 Sbjct 481 GTTCAAAAMAGGTGAACCAG AATTACAACGCCAACAACT) CCATTA 540
il i tmmmrymitiim ||n i il i@t mtimnmimimaniiting
seget o0 (LH H ‘ ;LMJ“‘H o shiée: saL ‘I‘}HII IllIII#}}I 1111 IIIIurlIIIIIIIIIAHIIIIIA{IEY&I,#GI“I
Query 661 G"l“‘G"‘““I"YQ{"‘l‘GhI i 74 Query 601 TTGTTGAGTATGETCCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA
Sogct 661 LL,U}LMJ,MLA,A,&,AL‘ lé.lui ML«JHJ 244 I
Sbjct 601 GAAATTGTTGAGTATGGTCCACTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA

pET-26b_B1.5 ve pET-28a_BI1.5 iiriinlerinin DNA dizi analizi sonuglari.

NW Scora Tdentities G Strand

s
1392 696/696(100%) 0/696(0%) Plus/Plus
Query 1 TTTTTA((»GAﬁGM’;AA\'C(\AMGYMKUA(MA"'MHME
. IllllllHllHHlllHlII LLLELLEEELLEETELL LT
sbjct AGATATCGARAGTAATCCTACAGATTTARATGLG

Query 61 GGTGCAGTT 120
IIIIIIIIIIHHIlIlIlIIIIHIlIIIIIH\lIIIIIIIIIIlIlIIIIIIIIII

Sbjct 61 ACAAATTTAACGAGATATAATTATGGACAGCCACCTGGTACAACAACAGCTGGTGCAGTT 120

Query 121 CAATTTAARMAATCAAGTTAGTTTTGATAAAGATTTCGACTTTAACATTAGAGTAGCAAAC 180
DL R LR LR LT EEEEEL L

Sbjct 121 CAATTTAAAAATCAAGTTAGTTTTGATAAAGATTTCGACTTTAACATTAGAGTAGCARAC 180

Query 181 AATCGTCAAAGTAATACAACTGGTGCAGATGGTTGGGGCTTTATGTTCAGCAAGAAAGAT 240
R VN ANy g

Sbjct 181 AATCGTCAAAGTAATACAACTGGTGCAGATGGTTGGGGCTTTATGTTCAGCAAGAAAGAT 240

Query 241 GTGAAMAAGGTAC 00
y ||||||1|||HHIIIIIIIIlIHIlIl l| 1l |1|Illl||||l||||||||||||

Sbjct 241 GGGEATGATTTCCTAAAARACGGTGGTATCTTACGTGAAAAAGGTACACCTAGTGCAGCT 300

Query 301 GGTTTCAGAATTGATACAGGATATTATAATAACGATCCATTAGATAAAATACAGAAACAA 360
% LOLLECELEEREEE L CEEEEEE R L R LR ERTEE L
Sbjct 301 GGTTTCAGAATTGATACAGGATATTATAATAACGATCCATTAGATAAAATACAGAAACAA 360
Query 361 GCTGGTCAAGGCTATAGAGGGTATGGGACATTTGT TAAAAATGACTCCCAAGGTARTACT
. LOLLCEUEERTEEEECLECEEEEETEEEE L L LT EEEEEEEETLELEETT LT
Sbjct 361 GCTGGTCAAGGCTATAGAGGGTATGGGACAT TTGT TAAAAATGACTCCCAAGGTAATACT 420

Query 421 TCTAAAGTAGGATCAGGTACTCCATCAACAGATTTTCTTAACTACGCAGATAATACTACT
DELLECELECRTEELEEE LR EEEEEE LT EELEELT LT

Sbjct 421 TCTAAAGTAGGATCAGGTACTCCATCAACAGATTTTCTTAACTACGCAGATAATACTACT 480

Query 481 AATGATTTAGATGGTAAATTCCATGGTCAAAAATTAAATAATGTTAATTTGAAATATAAT 540

LLECELEEEELTEECLECEEE LT LR L EEETTEELLLT ]
Sbjct 481 AATGATTTAGATGGTAAATTCCATGGTCAAAAATTARATAATGTTAATTTGAAATATAAT 540

Query 541 GGACGGCTACGTTATCT 600

. IIIIIIlIlIHI\IlIlIlIIIIHIlIlIIIH\lllllllIIIIlIlIIIIIIIIII
sbict 541 600
Query 601 \GTCAATATGGC

. LT lIIIIHlII I LT Y
Sbjct 601 GAATTAGGATTGAGTCCAACTGATAGTT) TTTTAGTTACATCAAGTCAATATGGC 660
Query 661 AATGGTAATCTCGAGCACCACCACCACCACCACTGA 696

: I|IIIII||IHHIII|IIIHIII |
Sbjct 661 AATGGTAATCTCGAGCAC

A1.0 gen golgesinin DNA dizi analizi sonucu.
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EK 3 — Ticari BSA kullanilarak hazirlanan Bradford standart egrisi 6rnegi

0,450 -
0,400 1 y=0,5124x
R2 - 0,9948"®
0,350 -
0,300 -

0,250 1 e

0,200

Absorbans(595 nm)

0,150 - P
0,100 -

0,050 -

0,000 T T T . T T T .
0 01 0,2 03 04 05 0,6 0,7 08

BSA derigimi (mg/mil)
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EK 4 — Aptamer Kkiitiiphanesi icin tasarlanan primer bélgesinin homo-dimer ve

hetero-dimer olusturma durum analizi

F-Apt: TAGCGAAGATACCCAGGACG

Homo-dimer olugma durumu:

Hetero-dimer olugma durumu:

Delta G: -261 kealimode Base Pairs: 2

5 TASOGAAGATACCCAGGACS
1l

3* GEAGGACCCATAGIASCSAT

De'ta G: -261 healimole Base Pairs: 2
3" TAGIGANGATACCCNGGATS
]

» GTASRCTCATASAASTGAT

DeltaG: -361kzal/mele Base Pairs: 2

5 TAGCGANGATACCCAGGACS
H

3" GTAGTCARTACCARGLGAGA

DeltaG: -3.61kealimole Base Pairs: 2
5* TAGCGAMGATACCCAGGACS

H I
kN GTAGCCARTACCAAGCGAGA

Delta G: - 3161 keabimole Base Pairs: 2
5" TAGITAMGATACCCAGTAIG

] H
3* GLAGEACCCATAGRASCGRT

De'ta G: -3.14 kealimole Base Pairs: 2

5 TRICGAMGATACCTAGGATG
Ll

3" GLAGGACCTATAGANGCGAT

Deta G: -3.61 keal/mele BasePairs: 2
§% TAGCEUNATACCCAGGACS

t 1| :
3" GTAGCCARTACCARGIGAGA

Delta G: <241 ixalimole Base Pairs: 2
5" TAGCGAAGATACICAGGACG
]
L GTAGCCARTACCARGIGAGA

R-Apt: AGAGCGAACCATAACGGATG

Homo-dimer olusma durumu:

Hetero-dimer olugma durumu:

Delta G: -261 kealimode Base Pairs: 2

5 TASOGAAGATACCCAGGACS
1l

3* GEAGGACCCATAGIASCSAT

De'ta G: -261 healimole Base Pairs: 2
4" TAGCCANGATACICATIATS
1

» GTASRCTCATASAASTGAT

DeltaG: -361 calimole Base Pairs: 2

5 TAGCGAMGATACCCAGGACS
]

3" GTAGCCARTACCAAGCGAGA

DeltaG: -3.61kealimole Base Pairs: 2
5* TAGCGAMGATACCCAGGACS

H :
kN GTAGCCARTACCAAGCGAGA

Delta G: - 3161 keabimole Base Pairs: 2
3" TAGITAMGATACCCAGTAIG

" HH
3* GLAGEACCCATAGRASCGRT

De'ta G: -3.14 kealimole Base Pairs: 2

5 TR GAAGATACCTAGRALG
[

3" GLAGGACCTATAGANGCGAT

DeitaG: -3.61 kcalimcle BasePairs: 2
5 TAGCGAMGATACCCAGGACG

Ha ] H
3" GTAGCCARTACCARGIGAGA

Delta G: <241 ixalimole Base Pairs: 2
5" TRGCGAAGATATCCAGGACG
1]
L GTAGCCARTACCARGIGAGA
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EK 5 -Al1.0 ve B1.0 protein boélgeleri ile etkilesen aday aptamerlerin dizilerinin

karsilastirilmasi.

AR AR R R A AR R ]

acl

ac3

acd

acs

ac?

act

acs
acll
acl2
acl3
acld
acl?
acls
ac20
ac2l
ac22
ac23
ac2s
ac27
ac2s
ac2s
ac30
ac3l
ac33
ac34
ac3s
ac3é
ac37
ac3s
ac4l
ac43
acéd
ac4s
ac4e
acso
acSl
acs2
acs3

e de g de g de ke ek ok ok ok ok ok ok ke ok ke ok * * *

bcl
bc2
bec3
bc4
bcS
bcé
bc7
bc9
bcl0
bcll
bcl4

*: primer bolgeleri
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