MODEL BIR YESIL FLORESAN PROTEIN iGIN APTAMER
URETIMININ
VE OPTIK BIYOSENSORLERDE UYGULANMASININ
ARASTIRILMASI

INVESTIGATION OF APTAMER PRODUCTION FOR A
MODEL GREEN FLUORESCENT PROTEIN
AND ITS APPLICATION TO OPTIC BIOSENSORS

DILBER ECE SEZGIN

Hacettepe Universitesi
LisansUsti Egitim-Ogretim ve Sinav Yénetmeliginin
BIYOMUHENDISLIK Anabilim Dali igin Ongérdiigi
YUKSEK LiSANS TEZi

olarak hazirlanmistir.

2013



Fen Bilimleri Enstitust Muadurlugu'ne,

Bu calisma jirimiz tarafindan BIYOMUHENDISLIK ANABILIM DALI 'nda
YUKSEK LISANS TEZi olarak kabul edilmistir.

Baskan PP
Prof. Dr. Kezban Ulubayram

Uye (Danigman) L ettt
Prof. Dr. Mehmet Mutlu

Uye L e
Prof. Dr. Talin Kutsal

Uye L s
Prof. Dr. Mehmet Ali Onur

Uye L s
Yrd. Dog. Dr. Dilek Cokeliler

ONAY

Bu tez Hacettepe Universitesi Lisanststi Egitim-Ogretim ve Sinav Yénetmeligi'nin

ilgili maddeleri uyarinca yukaridaki juri Gyeleri tarafindan ..... [ocoid........ tarihinde
uygun gorulmis ve Enstiti Yoénetim Kurulunca ..... oo, tarihinde kabul
edilmistir.

Prof. Dr. Fatma Sevin Diiz
FEN BILIMLERI ENSTITUSU MUDURU



MODEL BIR YESIL FLORESAN PROTEIN IGIN APTAMER URETIMININ VE
OPTIK BIYOSENSORLERDE UYGULANMASININ ARASTIRILMASI

Dilber Ece Sezgin

0z

Sunulan tez c¢alismasinin amaci, biyosensor sistemlerinin  analitik
performanslarinin gelistiriimesine yonelik gergeklestirilen ¢alismalarda bir dlgim
standarti olusturabilmek amaciyla model bir sistem olarak kullanilabilecek olan
hedef molekul-aptamer kompleksinin tanimlanmasi ve belirlenen model aptamer
sisteminin uygulanabilirliginin arastinimasidir. Calisma slrecinde uygulamada
oldukga kolay ve hassas olan floresan tabanli optik tanima sistemi ve floresan

protein olarak da literatirde buglne kadar en ¢ok caligilmis ve ozellikleri en iyi

tanimlanmis Yesil Floresan Protein (GFP) kullaniimigtir.

Hedef molekule (GFP) karsi secilecek aptamer molekdllerinin SELEX proseduiru
ile belirlenebilmesi amaciyla gelistirilen baglangic RNA kutuphaneleri, literatlrde
daha 6ceden gerceklestirilen calismalarda hedef molekil (GFP) molekiline karsin
gelistirilmis ve birincil dizisi belilenmis aptamerler baz olarak alinarak
tasarlanmistir. Baglangic RNA kutlphaneleri olarak: (1) bdlgesel olarak rassal ve

(2) tamamen rassal olmak uzere iki temel oligonukleotid dizisi olugturulmustur.

SELEX prosediri her iki baslangic katiphanesinde paralel olarak
gercgeklestirilmistir. In vitro se¢im prosedurinun tim basamaklari igin gerekli
optimizasyonlar gerceklestirildikten sonra SELEX donguleri gergeklestirilmistir.
Seleksiyon basamaginda ticari bir biyotinilasyon kiti kullaniimigtir. Sekiz SELEX
dongusl sonunda hedef molekile (GFP) baglanan dizilerin belirlenmesi amaciyla
DNA dizi analizi gergeklesiriimistir. Secilen aptamer molekdlleri ile hedef molekiil
(GFP) arasindaki etkilesimin gosteriimesi amaciyla, aptamer molekulleri avidin -
biyotin ve poli-(A) — poli-(T) etkilesimleri kullanilarak altin ylzeye immobilize
edilmigtir. Son olarak, modifiye edilmis altin yuzeylerin hedef molekul (GFP) ile
inklbasyonu sonucunda, secilmis aptamer molekulleri ile hedef molekul (GFP)
arasindaki etkilesimi bir floresan mikroskop sisteminin yardimiyla gdsterilmigtir.

Gercgeklestirilen tez ¢alismasinin sonucunda, secilen aptamer molekdlleri ile hedef
floresan protein (GFP) arasindaki etkilesimin biyosensor uygulamalarinda model

aptamer sistemi olarak kullanilabilirligi basariyla gosterilmigtir.
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INVESTIGATION OF APTAMER PRODUCTION FOR A MODEL GREEN
FLUORESCENT PROTEIN AND ITS APPLICATION TO OPTIC BIOSENSORS

Dilber Ece Sezgin
ABSTRACT

The purpose of this research is identification of the target molecule-aptamer
complex model that can be used as a model system to establish a measurement
standard for increasing the efficiency of the analytic performance of the biosensor
systems and Investigation the applicability of aptamer molecules. A fluorescence-
based optical detection system was used as measurement device and the Green
Fluorescent Protein (GFP) was used as fluorescent protein.

Initial RNA libraries, that had been developed to discover aptamer molecules
against the target molecule (GFP) by performing SELEX procedure, were
designed based on the previously selected aptamer molecules against the target
molecule (GFP) with known primary sequence. Two distinct RNA libraries were
synthesized as initial RNA libraries: (1) regional random oligonucleotide template

and (2) fully random oligonucleotide template.

SELEX procedure was carried out in parallel with both of the RNA libraries.
SELEX cycles were carried out after all the optimizations of in vitro selection
procedure have been successfully applied. A commercial biotinylation kit was
used at the selection steps of the SELEX procedure. At the end of the eight
SELEX cycle, the selected target molecule (GFP) aptamer sequences were
identified by DNA sequence analysis. Aptamer molecules were immobilized on the
gold surface by using avidin - biotin, and poly-(A) - poly-(T) interactions to
demonstrate the interactions between selected aptamer molecules and target
molecule (GFP). Finally, the modified gold surfaces were incubated with target
molecule (GFP). Thus, interactions between selected aptamer molecules and
target molecule (GFP) have been observed with a fluorescent microscope system.

Observations of interactions between selected aptamer molecules and target
fluorescent protein (GFP) with a fluorescent microscope system successfully
demonstrate that selected aptamer molecules and target fluorescent protein (GFP)

can be used as a model system at biosensor research.



Keywords: Aptamer, SELEX, Green Fluorescent Protein (GFP), Biosensor.

Advisor: Prof. Dr. Mehmet Mutlu, Hacettepe University, Engineering Faculty.

Vi



TESEKKUR

Bu calismanin her asamasinda, ilgi, destek ve bilgilerini esirgemeyen, tez

danigsmanim ve degerli hocam sayin Prof. Dr. Mehmet Mutlu’ ya,

Calismam boyunca daima yanimda olan, degerli bilgilerini, yardimlarini ve

anlayiglarini esirgemeyen, Ozan Selvi ve Serkan Orcan’a,

Sadece bu calisma suresince degdil hayatimin her aninda buyldk bir sevgi ve

sabirla beni cesaretlendiren ve destek olan canim anneme,
Calismam boyunca gosterdigi ilgi ve destek igin sevgili kardesime,
Her an yanimda oldugunu bildigim melek babama,

En icten tesekkurlerimi sunarim.

Vil



iCINDEKILER DIZiNi

(@ Y4 ii
F = S Y I 2 ¥ X O PP %
TESEKKUR ... coiiteiee ettt ettt ettt et e et e et e et e eteenaestesreeeaeareens vii
ICINDEKILER DIZINI ....oeviieceiceececeeceeeee et viii
SEKILLER DIZINI ....oeiiieiceecee ettt Xi
(01 = I ] =TI = ] 4 || R Xiii
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI .....oooviiiiiieeceee e, XV
(IRC 1S TR 1
2. GENEL BILGILER ......oiitiitiecte ettt 4
FZ R Y o] - 1 1= PP 4
A T =t I = G o] 01 (= o o 9
2.2.1. Hedef MoleKUl SECIMI........ciiiiiiiiiiiecie e 12
2.2.2. Basglangig KUUPhaNesSi........coooeeiiiiiiiiiiiii e 13
2.2.3. SEIEKSIYON ... 16
2.2.4. Amplifikasyon ve KarakterizasSyon.................ueueeeeeiiimiiiiimiiiiiiiiiiiieiinnnns 17
2.3. Aptamer Molekullerinin Kararlilgl........ccoouuiiiiiiiiiiiiee e 18
2.3.1. Nukleotid Bazlarinda ve Fosfodiester Omurgada Gergeklestirilen
Kimyasal Modifikasyonlar.............ccooovuiiiiiiiie e 19
2.3.2. Ayna Goruntult “Spiegelmer” Aptamer Molekdlleri ...............ccceeeeeeeen. 21
2.4. Aptamer Molekullerinin Temel Uygulama Alanlari ............ccccooeeeviiiiiieneennnn. 23
2.4.1. Aptamer Molekullerinin Analitik Uygulamalari ...............ccccccciiiiinnnnnnns 24
2.4.1.1. Kromatografi........ccooeriiiiiiii e 24
2.4.1.2. Kapiler EIEKIrofOrez ... 24
2.4.1.3. Biyosensor Sistemleri ..........coooovviiiiiiiiiiii e 25
2.4.2. Aptamer Molekullerinin In Vivo Uygulamalari..............cccccccvvviiiininnnnnns 29
2.5. Model Aptamer SIStEMI.........coiiiiiiiiiii e 30
2.6. FIOresan ProteinIer...... .o e e e 30
2.6.1. Yesil Floresan Protein (GFP) ........coooiiiiiiiiiiii e 30
2.6.1.1. Yesil Floresan Proteinin Yapisal OzelliKleri .........c..cccccvevveeveennnnen. 31
2.6.1.2. Yesil Floresan Proteinin Fotofiziksel Ozellikleri...............c..c..co...... 33
2.6.1.3. Yesil Floresan Proteinin Stabilitesi............ccccvvvvviiiiiiiiii, 34
2.6.1.4. Yesil Floresan Proteinin Genel Uygulama Alanlari ...................... 34
3. MATERYAL VE METOT ... 38
.1 MAEIYAL ... e 40



3.1.1. Teknik EKIPM@aN ..o 40

3.1.2. Kimyasal Malzemeler ..............uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiees 41
3.1.3. OligoNUKIEOHAIET.......cccce e e 41
R N o1 (=[] =) R 41
0 I T I (o= T T 1= 42
3.1.6. Hazirlanan Tampon ve Cozeltiler ............ccooovviiiiiiiiiiiiiien, 43
G T /[ (o ) PP 44
3.2.1. RNA Kutiphanesi Tasarimi........cccccoeviiiiiiiiiiie e 44
3.2.2. SELEX DENEYIEII....iii e et 46
3.2.2.1. Cift Zincirli Promotor Bolge Olusturulmasi ..........cccooeveeiiiieiiiiinnnnnn. 46
3.2.2.2. In Vitro TransKripSIYON......ccoeeeeiiiiiieiie e a7
3.2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (“Polymerase Chain Reaction”, PCR)
.................................................................................................................. 48
3.2.2.4. SEIEKSIYON ... 52
3.2.2.5. Ters-Transkripsiyon (Reverse Transcription)...........ccoeeeeeevvvvnnnnnnn. 54
3.2.2.6. Nukleik Asit Molekullerinin Analizi.............cccovvveviiiiiiieeeiieeeeiin, 57
3.2.2.7. Nukleik Asit Molekullerinin Saflastiriimasi .........ccccccooeeeiiiiiiiinnnnnnn. 61
3.2.2.8. DNA Dizi ANAliZi......cccooeeeeeeeeeeeeeeeeeee 67
3.2.3. Ylizey Immobilizasyon Deneyleri..........c.coeceieeeeieeceeeeeeeee e 69
3.2.3.1. Altin YlUzeylerin Hazirlanmasl............ccccoeie 69
3.2.3.2. Avidin ImmObIliZasyonu ...........c.ccccoviiveieiieeeceeeeeee e, 69
3.2.3.3. Fourier Transform Infrared Spektroskopi (FTIR)........c..ccccceveunnnen. 69
3.2.3.4. Aptamer ImmOobiliZASYONU ..........c.cocvieeiiieeee e, 70
3.2.3.5. Hedef Molekiil (GFP) ile INKUbasyon .............cccceeveeveeveeeeeeceenene 72
3.2.3.6. Floresan MIKIrOSKOP .......uuiiiiiiiiiiiiecce e 72
4. DENEYSEL SONUGLAR ...coooiiiiiieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt eeeaeeeeeeeeeee s 73
4.1. RNA Katiphanesinin Olusturulmasl .........cccoeveeieiiiiiiiiiiii e 73
Y = 82
4.2.1. RNA Kittiphanesinin Hedef Molekiil ile inkiibasyonu ......................... 82
4.2.2. Hedef Molekule Baglanan RNA Molekullerinin Seleksiyonu................ 82
4.2.3. RNA Kutuphanesinin Zenginlestirilmesi ..........ccoovvviiiiiiiiiiiiiieees 84
4.2.4. SELEX Dongulerinin Tekrarlanmasl...........ccoooeeeeiii, 90
4.2.5. SON SELEX DONGUSU ..cceeeeeeeeeeeee e 90
4.3. SELEX Sonucu Secilen Aptamer Molekullerinin DNA Dizi Analizi ............. 93
4.4. Yizey iImmobilizasyon CaliSMalart ............cccceeeeeeeueeeeeceeeeeeeeeeeeeenens 95



4.4.1. Avidin Molekdillerinin Altin Yiizeye immobilizasyonu.............c..c..cu...... 99
4.4.2. FTIR ile Yuzey Karakterizasyonu ............ccccceeeiiiiiieeeeeeee 99
4.4.3. Aptamer Molekdllerinin Yiizeye Immobilizasyonu .............ccccceeeveeurnnen. 99
4.4.4. Aptamer ile Hedef Molekll Arasindaki Etkilesimin Gosterilmesi ....... 101
D T AR T G A 104
B. KAYNAKLAR ... oo 111
(@ YA c] =(03 V11T 124



SEKILLER DiZziNi

Sekil 2.1. Bazi RNA ve DNA aptamerlerinin ikincil yapt motifleri.............cccccoeeeeen. 5
Sekil 2.2. Bir aminoglikozid antibiyotigi olan tobramisin ile RNA aptameri

arasindaki moleKuUler tanima ...........ooouiiiii i 6
Sekil 2.3. Hedef molekile 6zgl aptamerlerin SELEX ile in vitro segimi. .............. 11

Sekil 2.4. Cesitli hedef molekullere kargi secilen aptamer molekullerinin dagilimi 12
Sekil 2.5. Arjininin (A), DNA (B) ve RNA (C) aptamerleri tarafindan taninmasi.... 13
Sekil 2.6. Sabit ve rastgele dizileri igeren baglangic DNA kutuphanesi................ 14

Sekil 2.7. SELEX prosedirinde uygulanan seleksiyon basamaklarinin sematik
o0 1S3 (T 1T o ST 17

Sekil 2.8. 2’ hidroksil grubunun oligontkleotidin fosfodiester omurgasina yaptigi

NUKIEONIIK @AK...... . 19
Sekil 2.9. Aptamer yapilarinda yaygin olarak gergeklestirilen kimyasal

MOAITIKASYONIAI. ... e 21
Sekil 2.10. Spiegelmer teknolojisinin sematik gosterimi.............cccooeeiiiiiiiinininnnnn. 23
Sekil 2.11. Yesil floresan protein’in (GFP) tersiyer yapiSi..........ccccooveeeeee. 32
Sekil 2.12. Yesil floresan proteinin (GFP) yapisinda bulunan kromofor ............... 33

Sekil 2.13. Aequorea victoria Yesil Floresan Proteini(wtGFP) amino asit sekansi 35
Sekil 2.14. Yesil floresan protein kromoforunun gegirdigi protonasyon durumlari 36

Sekil 2.15. Yesil floresan protein (GFP) kullanilarak gergeklestirilen protein fuzyon
calismalarinin temel PrenSiDi.........coooiiiiiii e 37

SEKil 3.1. PCR CINAZI....cccoeeeee e 51

Sekil 3.2. Spektrofotometrik dlgiimler igin kullanilan NanoDrop 2000 cihazi. ....... 57

Sekil 3.3. Agaroz jel elektroforez sistemi...........ooooeiii 58
Sekil 3.4. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan DNA markerlari.............ccc.......... 59
Sekil 3.5. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan RNA markert.............ccccovvvvvvnnnn. 60
Sekil 3.6. Jel gorintlleme UniteSi......ccoeeeeeeeeeei i, 61
Sekil 3.7. CeKer 0CaK ......ooooeiieeeee 63

Sekil 3.8. Mfold programi ile sekonder yapilarinin kestirimi yapilan aptamer
Lo 1= U 1= o PRSPPI 71

Xi



Sekil 4.1. Fill-in reaksiyonunun sematik gosterimi. ............cccvvvvviiiiiii e, 74

Sekil 4.2. Polimeraz zincir reaksiyonunun gsematik gosterimi. ..............ccooeeeeee. 75
Sekil 4.3. PCR optimizasyonu sonucu amplifikasyon. ..........ccccccceceeiiiieeieeeeiiinnnnnn, 76
Sekil 4.4. Farkh surelerde gergeklestirilen in vitro transkripsiyon Granleri. ........... 78
Sekil 4.5. In vitro transkripsiyon reaksiyonunun sematik gosterimi....................... 79

Sekil 4.65. Hibridizasyon kosullari degistirilerek gergeklestirilmis in vitro

tranSKrPSIYON UMUNIEII ... e e s 80
Sekil 4.7. Baglangig RNA KUtUPhanesSi........coooviiiiiiiiiiiiiiieeeeceee e 81
Sekil 4.8. GFP molekillerinin avidin agaroz kolona baglanmasinin sematik

GOSTEIIMI. ..o 82
Sekil 4.9. Ters transkripsiyon reaksiyonunun sematik gosterimi ..............ccc......... 85

Sekil 4.10. Ters transkripsiyon reaksiyonundan sonra gergeklestirilen primer

uzamasi reaksiyonunun sematik gosterimi..........ccccoeveiiiiiiiiiiiiiii 86
Sekil 4.11. Ters-transkripsiyon PCR Urlnleri.............ciiiiiiiiiiiiiiiiiiee e, 87
Sekil 4.12. Kalip olarak RT-PCR urunlerinin kullanildigi in vitro transkripsiyon

OPLIMIZASYONU. .o 89
Sekil 4.13. Son SELEX ddéngusu in vitro transkripsiyon drinleri...................uvuee.. 91

Sekil 4.14. Son SELEX dongusunde gergeklestirilen ters-transkripsiyon PCR
T 1T o 93

Sekil 4.18. Calisma kapsaminda gerceklegtirilen ylzey immobilizasyon
caligsmalarinin sematik goSterimi..........cooovviii i, 95

Sekil 4.15. RNA kutiphanesi_2’den ilk SELEX dongusu sonunda elde edilen
aptamer molekulleri dizisi kromatogrami. ..........cccoooviiiiiiiiii e, 96

Sekil 4.16. RNA kutiphanesi_1’den SELEX sonucu elde edilen aptamer
MOIEKUIEIT QIZISI. .ceeeiiie e e e e e eees 97

Sekil 4.17. RNA kutiphanesi_1’den SELEX sonucu elde edilen aptamer
molekulleri dizisi Kromatogrami. ..........ccooviiiiiiiiiiiie e 98

Sekil 4.19. Avidin immobilize edilen altin yuzeyin FTIR fark spektrumu. ............ 100

Sekil 4.20. Son SELEX doéngusunde elde edilen aptamer molekdillerine primer
uzamasi reaksiyonuyla poli-(A) dizilerinin eklenmesinin sematik gosterimi........ 102

Sekil 4.21. Altin ylzey Uzerine immobilize edilmis segilen aptamer molekiilleri ile
hedef molekul GFP etkilesiminin floresan mikroskop goruntuleri. ...................... 103

Xii



GiZELGELER DiziNi

Cizelge 2.1. Aptamer ile antikor molekiilleri arasindaki farklliklar-.......................... 8
Cizelge 3.1. Calisma suresince kullanilan teknik ekipman ............ccccoeevvvvivinnnnnn. 40
Cizelge 3.2. Calisma kapsaminda kullanilan kimyasal malzemeler ..................... 41
Cizelge 3.3. Calisma kapsaminda kullanilan enzim ve reaktifler.............ccc.......... 42
Cizelge 3.4. Calisma kapsaminda kullanilan ticari Kitler..............cccooooeeeiiviiiinnnnnnn. 42
Cizelge 3.5. 5X TBE tamponunun hazirlanmasl.........cccccoeeviieiiiiiiiiieee e, 43

Cizelge 3.6. Calisma kapsaminda kullanilan oligonUkleotid dizileri ve 6zellikleri . 46

Cizelge 3.7. Cift zincirli promotor bdlge olusturulurken kullanilan reaksiyon

011 (=TT o1 1= o USSP 47
Cizelge 3.8. Cift zincirli promotor bolge olusturulurken kullanilan reaksiyon

1@ TSTU] | =T o PSPPI 47
Cizelge 3.9. In vitro transkripisiyon reaksiyon bilesenleri .................cccooeee. 48
Cizelge 3.10. DNaz uygulamasi reaksiyon bilesenleri...........cccccccceeviiiiiiiiiiininnnnnn. 48
Cizelge 3.11. DNaz uygulamasi reaksiyon kogullari..............ccccooeoeiiii, 48
Cizelge 3.12. Calisma kapsaminda gergeklestirilen HotStart TD PCR reaksiyon

(015 1= o 1= o SRR 51
Cizelge 3.13. HotStart TD PCR reaksiyon kosullar .............cccccccveeeiiiieeieeeeiniinn, 51

Cizelge 3.14.Ters transkripsiyon basamaginda kullanilan reaksiyon bilesenleri .. 55

Cizelge 3.15. Ters transkripsiyon basamaginda gerceklestirilen reaksiyon kosullari

............................................................................................................................. 55
Cizelge 3.16. RNaz H uygulamasi reaksiyon bilesenleri ................c.cccooovvivinnnnnnnn. 56
Cizelge 3.17. RT-PCR 6ncesi gergeklestirilen primer uzamasi reaksiyonu

DIESENIETT ... e 56

Cizelge 3.18. RT-PCR 06ncesi gergeklestirilen primer uzamasi reaksiyon kogullari
............................................................................................................................. 56

Cizelge 3.19. Iimmobilizasyon éncesi gerceklestirilen primer uzamasi reaksiyonu
DIESENIETT ... e 72

Cizelge 3.20. Immobilizasyon éncesi gerceklestirilen primer uzamasi reaksiyon
1@ TS0 | =T o PRSPPI 72

Xiii



Cizelge 4.1. PCR optimizasyon deneylerinde kullanilan parametreler
Cizelge 4.2. Transkripsiyon suresi optimizasyonu igin kullanilan parametreler. ... 77
Cizelge 4.3. Transkripsiyon optimizasyonu i¢in degistirilen parametreler............. 80

Cizelge 4.4. In vitro transkripsiyon igin gerekli kalip PCR UrtnU miktari
(0] 111 a1 172= 1S3/ | R 88

Xiv



SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

A

AMD

Arg

CDh4
cDNA
CE
DNA
dsDNA

EMSA

ESPT
FC
FDA

FTIR

GDO
GFP
Glu
Gly
GO
HIV

HPLC

LIF

: Adenin

: Age Related Macular Degeneration/ Yasa Bagli Makula
Dejenerasyonu

- Arjinin

: Sitozin

: Yardimci T Hucresi

: Komplementer Deoksiribonukleik Asit
. Kapiler Elektroforez

: Deoksiribonukleik Asit

. Cift Zincirli Deoksiribonukleik Asit

: Electrophoretic Mobility Shift Assay/ Elektroforetik Hareketlilik
Kayma Analizi

. Excited State Proton Transfer/ Uyarilmig Durum Elektron Transferi
: Flow Sitometri
: Food and Drug Administration

: Fourier Transform Infrared Spectroscopy/ Fourier Transform
Infrared Spektroskopi

: Guanin

. Genetigi Degistirilmis Organizma

: Green Fluorescent Protein/ Yesil Floresan Protein

> Glutamin

> Glisin

: Grafen Oksit

: Human Immunodeficiency Virus/ insan immiin Yetmezlik Viriisi

: High Performance Liquid Chromatography/ Ylksek Performans Sivi
Kromatografl

: imminglobilin E

: Laser Induced Fluoresence/ Lazer indiikli Floresan

XV



LNA
MCT
MRI
PBS
PCR
PDGF
p-HBI
poli-(A)
poli-(T)
QCM
QD
RNA
RT-PCR
SAW
SELEX
Ser
SPR

SssDNA

Tyr

VEGF

wWtGFP

: Locked Nucleic Acid

: Mercury Cadmium Telluride
: Magnetic Resonance Imaging/ Manyetik Rezonans Goruntileme
: Phosphate Buffered Saline/ Fosfat Tampon Cozeltisi

: Polymerase Chain Reaction/ Polimeraz Zincir Reaksiyonu

. 4-(p-hydroxybenzylidene)-5-imidazolinone

: Adenin bazlarindan olugsan DNA oligonukleotid

: Timin bazlarindan olusan DNA oligonukleotid

: Quartz Crystal Microbalance/ Kuvars Kristal Mikrobalans

: Quantum Dot

: Ribonukleik Asit

: Reverse Transcription PCR/ Ters Transkripsiyon PCR

: Surface Acoustic Wave/ Yluzey Akustik Dalga

: Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment
> Serin

: Surface Plasmon Resonance/ Yizey Plazmon Rezonans

: Tek Zincirli Deoksiribonukleik Asit

> Timin

: Tirozin

: Urasil

. Platelet-Derived Growth Factor/ Platelet Kaynakli Buyume Faktora

: Vascular Endothelial Growth Factor/ Vaskuller Endoteliyal Baylime

Faktoru

: Aequorea victoria GFP

XVi



1. GIRIS

Gunumuzde sensor ve tani amacli hizli, gt¢li ve ucuz metodlara olan gereksinim
gittikge artmaktadir (Mascini, 2009). Molekuler tanima, sensor prensibinin temelini
olusturdugu icin yeni molekller tanima problarinin gelistiriimesi Uzerindeki ilgi
giderek yogunlasmaktadir (McKeague et al., 2010). Antikorlar molekuler tanima
icin uzun suredir standart olarak kabul edilirken ve antikorlarin tanima problari
olarak kullanimi 1950’lere kadar dayanirken, daha yeni olan aptamer teknolojisi

pek ¢ok avantaj sunmaktadir (Jayasena, 1999).

1990 yilinin igerisinde Ug¢ farkli laboratuarin benzer zamanlarda, yuksek afinite ile
spesifik baglanma gdsterebilen nikleik asit dizilerinin izolasyonu igin in-vitro segim
ve amplifikasyon tekniklerinin gelistirimesi Uzerine yaptiklari arastirmalarin
sonuglarini yayimlamalari (Robertson and Joyce, 1990; Tuerk and Gold, 1990;
Ellington and Szostak, 1990), ginimuzde aptamer teknolojisi olarak adlandirilan
calismalarin baslangicini olusturmaktadir. Latincede “uymak” anlamina gelen
aptus kelimesinden turetilmis olan aptamer kavrami (Jayasena, 1999), geleneksel
nukleik asitlerin aksine hedef molekullerine karsi essiz baglanma karakteristikleri
gosteren tek zincirli nukleik asitlerdir (RNA, DNA, degisiklige ugratiimis RNA veya
DNA) (Cho et al., 2009). Kuguk organik molekuller, peptidler, proteinler ve virls
veya hicre gibi supramolekiler kompleksleri de iceren c¢ok cesitli hedef
molekullere kargi yuksek segicilikte ve ¢ok 6zgul sayisiz aptamer molekull
tanimlanmistir. Aptamerlerin baglanma afiniteleri yuksek ol¢cude hedefe bagimhdir
ve cesitli protein hedefleri icin pikomolar 6lgedinden nanomolar dlgegine kadar
cesitlilik gostermektedir (Tombelli et al., 2005; Ahn et al., 2009).

Aptamerler in vitro olarak SELEX (Systematic Evoluion of Ligands by Exponential
Enrichment) adi verilen bir yontem ile elde edilmektedir. SELEX ydntemi, rastgele
dizilerden olugsmus oligonukleotid molekullerinden (DNA veya RNA kutuphaneleri)
hedef molekuline yiksek ilgi ve 06zgullik ile baglanan essiz  RNA/DNA
molekullerinin tanimlanmasini saglamistir (Tombelli et al., 2005; Stoltenburg et al.,
2007). Tipik olarak SELEX yontemi ile belirlenen hedef molekule karsi aptamer
secilmesi dort temel basamagi tekrar etmektedir (Xu et al., 2009; Yang et al.,
2007; You et al., 2011). ik basamakta yaklasik olarak 10 — 10 rastgele
oligonukleotid dizisi igeren nlkleik asit havuzu/kitiphanesi olusturulmaktadir.



Burada her oligonukleotidin baz dizisi, hedef molekule en yluksek ilgi ile
baglanacak dizinin bulunabilmesi amaciyla birbirinden farkl olmaktadir. Bir sonraki
basamakta oligonukleotid kitlphanesi belirli bir stre hedef molekil ile inkibe
edilmektedir. Aptamer-hedef molekil kompleksleri olusmakta; zayif baglanan veya
baglanmayan oligonukleotidler ayrilmaktadir. Amplifikasyon basamaginda secilen
diziler DNA icin PCR ile, RNA igin RT-PCR ile amplifiye edilmektedir. Boylece bir
sonraki SELEX doéngusu igin yeni bir kitiphane olusturulmaktadir. Bu basamaklar
bir SELEX dongusinl ifade etmektedir. Yaklasik 8 - 15 SELEX ddngusinden
sonra kutiphanede hedefine yuksek ilgi ile baglanabilen sadece bir ka¢ aptamer
molekull kalmaktadir. Boylece son olarak secilen aptamer molekulindn izolasyon

basamagi gerceklestirilebilmektedir.

Calismanin ilk basamaginda optik biyosensor uygulamalarinda model bir sistem
olarak kullanilabilecek hedef molekull-aptamer kompleksi belirlenmistir. Aptamer
tabanli biyosensor sistemlerinde kullanilan ¢ok farkli tanima stratejileri ve yaygin
olarak kullanilan birka¢ tane model aptamer sistemi bulunmaktadir. Biyosensor
sistemlerinin analitik performanslarinin gelistirimesi amaciyla, model biyotaniyici
molekullerle gerceklestirilen calismalarda, hassaslik, 6zgulluk, analiz zamani ve
maliyet g6z dnunde bulundurulmasi gereken parametreler olarak dne ¢ikmaktadir.
Bu dogrultuda, uygulamada olduk¢a kolay ve hassas olan floresan tabanh optik
tanima sistemlerinde uygulanabilmesi amaciyla hedef molekll olarak bir floresan
protein secilmesine karar verilmigtir. Floresan protein olarak, literatirde bugine
kadar en ¢ok calisiimig ve ozellikleri en iyi tanimlanmis Yesil Floresan Protein
(GFP) kullaniimistir.

Daha sonra, GFP’ye kars! gelistirilecek aptamer molekullerinin SELEX prosedurt
ile secilmesi icin baglangic RNA kutuphanesi tasarlanmigtir. Baslangic RNA
kUtlphanesi tasarlanirken, daha dnce GFP’ye karsi secilmis bir aptamer dizisinin
islevselliginin artirilabilmesi amaciyla bodlgesel olarak randomize edilmis bir
baglangic kutuphanesi ve tamamen rastgele ikinci bir RNA kutiphanesi
olusturulmustur. SELEX prosedurinidn her iki baslangi¢ kutiphanesiyle paralel

olarak gergeklestiriimesine karar verilmigtir.

Calisma suresince SELEX doéngulerinin tekrar edilebilirligi agisindan gerekli

parametreler optimize edilmistir. Bu asamada oligonukleotid dizilerinin
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sentezlenmesi ve tekrar kullanimlari igin gerekli donusumleri gecirebilmesi
amaciyla tasarlanan oligonukleotid dizileri ve komplementer primer dizilerinin
optimal c¢alisma kosullari tespit edilmigtir. Diger yandan in vitro segim
prosedurunun oldukga onemli seleksiyon basamagi igin ise proteinleri biyotinlemek

amaciyla kullanilan ticari bir kitin kullaniimasina karar verilmistir.

Optimizasyonlar yapildiktan ve gerekli parametreler belirlendikten sonra, SELEX
prosedurd gergeklestiriimis ve donguler tekrar edilmigtir. Daha sonra SELEX
sonucunda elde edilen zenginlestiriimis aptamer molekullerinin primer dizilerinin

belirlenmesi amaciyla DNA dizi analizi gergeklestirilmigstir.

Hedef molekul ile aptamer molekulleri arasindaki etkilesimin gosterilmesi
amaclyla, secilen aptamer molekdllerinin altin ylzeye immobilizasyonu
gergeklestiriimistir. Bu asamada oOncelikle avidin molekulleri altin yuzeye tiyol
etkilesimi ile baglanmistir. Daha sonra biyotinlenmis poli-(T) dizisi yuzeye
immobilize edilmistir. Ucuna poli-(A) dizileri eklenmis segilmis aptamer molekdilleri
poli-(A)-poli-(T) etkilesimi ile ylzeye immobilize edilmistir. Son olarak, modifiye
edilmis altin ylzeylerin hedef molekil (GFP) ile inkiibasyonu sonucunda, aptamer

ile hedef molekllin baglanmasi floresan mikroskop ile test edilmigtir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Aptamer

1980’li yillarda dogal olarak olusan fonksiyonel nukleik asitler ¢ok iyi bir sekilde
tanimlanmistir. Guanozin veya turevlerinden birinin zorunlu ve 0zgul olarak
splicing reaksiyonu icin kofaktore baglandigi self-splicing grup | intronlarin kesfi ile
RNA’nin kig¢lk molekullere baglanabildigi gosterilmistir (Kruger et al., 1982; Bass
and Cech, 1984). Bunun yaninda, adenoviruslerin interferon ile indiklenen protein
kinaz R aktivitesini inhibe eden kisa viris-asosiye bir RNA kodladigi (O’'Malley et
al., 1986) ve HIV'nin viral Tat proteinine baglanan transactivation response (TAR)
RNA’lar1 denilen kiigik RNA oligomerlerini kodladigi (Cullen and Greene, 1989;
Marciniak et al., 1990) gosterilmistir. TUm bunlara paralel olarak yapay fonksiyonel

nukleik asitlere olan ilgi artmigtir.

1990 vyilinda, birbirinden bagimsiz olarak yapilan c¢alismalar sonucunda
(Robertson and Joyce, 1990; Tuerk and Gold, 1990; Ellington and Szostak, 1990)
nukleik asit olmayan hedef molekullere yuksek ilgi ve 6zgulluk ile baglanabilen tek
zincirli 6zgul nukleik asit dizilerinin kesfine yol acan bir in vitro sec¢im ve
amplifikasyon teknigi tanimlanmistir. Systematic Evolution of Ligands by
Exponential Enrichment (SELEX) adi verilen bu yéntem sonucunda elde edilen
oligonukleotid ligandlar, Latincede “uymak” anlamina gelen “aptus” kelimesinden
turetilmis (Jayasena, 1999) ve aptamer olarak adlandiriimistir (Ellington and
Szostak, 1990). Aptamer molekiillerinin in vitro secimleri icin segilen metodolojiler
sofistike bir sekilde cogalmaktadir. Bunun yaninda, baslangictaki seleksiyon
deneylerinde kullanilan temel prensip ve metodlar hala ¢ok kullanigh olup yaygin

olarak uygulanmaktadir.

2004 yihnda, gen ekspresyonunun duzenleyici elementleri ve dogal aptamerler
olan riboswitch adi verilen molekullerin tanimlanmasiyla (Mandal and Breaker,
2004; Tucker and Breaker, 2005) aptamer alanindaki arastirmalar daha da ivme
kazanmigtir. Bunun yaninda tanimlanmasindan bu yana aptamerler, tanima,
purifikasyon, teshis ve tedavi gibi ¢esitli fonksiyonlari yerine getirebilmek amaciyla

pek ¢ok uygulama alani bulmustur (Fang and Tan, 2010; Famulok, 2007).



Nukleik asit aptamerleri kararli, U¢ boyutlu, dizi-bagimh yapilar olan kuguk, tek
zincirli DNA veya RNA oligoniikleotidlerdir. Bu dzellik aptamerlerin, Zn*? (Ciesiolka
et al., 1995) gibi kiiglk iyon ve organik boyalar (Wilson and Szostak, 1998), dogal
disakkaritler (Yang et al.) ve amino-glikozid antibiyotikleri (Famulok and
Huttenhofer, 1996) gibi kiguk organik bilesiklerden, CD4 glipkoproteini (Kraus et
al., 1998) veya canli hucreler (Phillips et al., 2008) gibi daha kompleks buyuk
molekullere kadar genis bir araliktaki molekiler hedeflerine etkin baglanabilen
molekuller olmasini saglamaktadir. Nukleik asit aptamerlerinin islevselligi primer
diziye, nukleik asit molekulunin uzunluguna ve g¢evresel kosullara gore degisen Ug
boyutlu yapilarina baglidir. Aptamerler genellikle 25 ila 90 baz uzunlugunda olup,
tipik yapisal motifleri loop, puUrin igerigi bakimindan zengin c¢ikinti, hairpin yapisi,
dortlli loop, pseudoknot, kissing kompleks veya G-quadruplex yapilarindan

olugsmaktadir. Bu yapilardan bazilari Sekil 2.1."de gdsterilmisgtir.
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Sekil 2.1. Bazi RNA ve DNA aptamerlerinin ikincil yapi motifleri: a) G-quadruplex
yapisinda katlanan trombin aptameri; b) pseudoknot olarak katlanan biyotin
aptameri; c) aptamer ile TAR-RNA arasinda gergeklesen DNA-RNA kissing
kompleks; d) stem-loop olarak katlanan aptamer dizileri (Mascini et al., 2012).

Hedef molekul varliginda c¢ogu aptamer adaptif konformasyonel degisiklikler
gecirmekte ve U¢ boyutlu yapisal katlanmalari hedefi igin spesifik bir baglanma

bolgesi olusturmaktadir (Sekil 2.2.). Aptamer ve hedef molekili arasindaki
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etkilesimler; yapisal komplementasyon, aptamerlerin aromatik bilesikleri ve
nukleobazlari arasindaki yigin etkilesimleri, yukli gruplar arasindaki elektrostatik
etkilesimler ve hidrojen baglarinin kombinasyonu olarak gerceklesmektedir
(Hermann and Patel, 2000).

—2=
<4 y
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» j

\
ﬁ""

Sekil 2.2. Bir aminoglikozid antibiyotigi olan tobramisin ile RNA aptameri
arasindaki molekiler tanima. Tobramisin ligandi RNA aptameri tarafindan
enkapsule edilmekte ve RNA aptameri, antibiyotigin katyonik amonyum gruplari ile
kavitedeki elektronegatif gruplar arasinda yapisal uyumun saglanarak ligandin
baglanmasi igin negatif yuklu derin bir gukur olusturmaktadir (Hermann and Patel,
2000).

Nukleik asit aptamerlerinin hedeflerine ylksek ozgullikte baglanmalari ile, hedef
molekiillerin ¢ok kiiclik yapisal farkhliklari ayirt edilebilmektedir. Ornegin, teofilin
ve onun analoglari olan kafein ve teobromin benzer kimyasal 6zelliklere sahiptir.
Kafein ile teofilin birbirlerinden tek bir metil grubuyla ayrilirken, metil grubunu farkh
bir pozisyonda taslyan teobromin, teofilinin izomeridir. Tium analoglara karsi
yuksek seviyede molekller ayrim gosteren anti-teofilin RNA aptameri ile teofilin
arasindaki baglanma affinitesinin kafeine gére 10,000 fold daha fazla oldugu
gosterilmigtir (Jenison et al., 1994). Benzer olarak, L-arjinin igin segilen RNA
aptamerlerinin hedefine D-arjinin enantiyomerine gére 12,000 fold daha ylksek ilgi

ile baglandigi gosterilmistir (Geiger et al., 1996).



Kluguk molekullere ve proteinlere kargi geligtirilen aptamerlerin afiniteleri genis bir
dagilim gostermektedir. Duzlemsellik veya pozitif yikla gruplarin varhgi, hidrojen
bag verici ve alicilarinin olmasi gibi 6zellikler kigtuik molekullerin iyi taninmasini ve
mikromolar o6lgceginde afiniteyi saglar. Proteinler icin gelistirilen aptamerler,
hidrojen bag alici ve vericilerince zengin yapilar iceren daha kompleks alanlarin
varligi nedeniyle daha yiksek afinite géstermektedirler. Ornegin; trombin (25nM)
(Bock et al., 1992), nukleokapsit proteini (2nM) (Allen et al., 1996) ve PDGF
(0,1nM) (Green et al., 1996) gibi gesitli proteinlere kargi gelistirilen aptamerler igin

afinite nanomolar ve subnanomolar dlgekler arasinda degisim gostermisgtir.

Gunumuzde sensor ve tani amacl hizli, gug¢lu ve ucuz metodlara olan gereksinim
gittikge artmaktadir (Mascini, 2009). MolekUler tanima, sensoér prensibinin temelini
olusturdugu igin yeni molekuler tanima problarinin gelistiriimesi Uzerindeki ilgi
giderek yogunlasmaktadir (McKeague et al., 2010). Antikorlar molekuler tanima
icin uzun suredir standart olarak kabul edilirken ve antikorlarin tanima problari
olarak kullanimi 1950’lere kadar dayanirken, daha yeni olan aptamer teknolojisi

pek ¢ok avantaj sunmaktadir (Jayasena, 1999).

Monoklonal antikorlarin tanimlanmasi ve Uretimi ¢ok sayida klonun taranmasina
dayanan ¢ok zahmetli ve pahali bir surectir. Buna ek olarak, antikorlarin klinik
alandaki ticari bagsarisi memeli hucre kultirinde genis olgekli Uretime ihtiyag
duyulmasina sebep olmustur (Birch and Racher, 2006). Ustelik,
immuUnoassaylerde antikorlarin aktivitetsinin her yeni seride dogrulanmasi
gerekmektedir. Cunkul, ayni antikorun performansi seriye bagh olarak farklilagsma
egilimi gostermektedir. Aptamerler ise SELEX ile bir kere secildikten sonra,
kimyasal reaksiyonlar ile istenilen miktarda, yuksek dogrulukta yeniden
uretilebilmektedir. Bu kimyasal prosesler antikor Uretiminden ¢ok daha ucuzdur.
Antikorlarin sentezlenmesi igin birka¢ ay sure (Poliklonal antikorlar igin 2-3 ay,
monoklonal antikorlar igin 4-6 ay) gerekirken, aptamer seg¢imi igin SELEX
prosesinde genellikle 8 hafta ila birkag gin gerekmektedir. Yani aptamer SELEX
biyotaniyici element seciminde oldukga zaman kazandirmaktadir (Xu et al., 2009).
Aptamerler, stabilitelerini ve nukleaz dayanikliliklarini artirmak amaciyla cesitli
kimyasal reaksiyonlar ile kolaylikla modifiye edilebilmektedirler (Ferreira and
Missailidis, 2007; Jayasena, 1999). Ayrica aptamerler, afinitelerini etkilemeyecegi
icin florofor ve quencherlar gibi sinyal parcalari ile etiketlenerek biyosensor Uretimi
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kolaylastirilabilmektedir (Mairal et al., 2008; Beaucage and lyer, 1993). SELEX
prosesinin in-vitro ortam igerisinde gerceklestirilebilmesi, monoklonal antikor
yonteminin yetersiz kaldigi non-immunolojik ve toksik ajanlara karsi aptamer
molekullerinin gelistirmesine de imkan vermektedir (Nimjee et al., 2005; Tombelli,
et al., 2005). Antikorlar onemli Olgide immunojenik iken, nukleik asitler insan
immuan sistemi tarafindan yabanci olarak algilanmadigi icin aptamerlerin duguk
immunite ve duslk toksisiteye sahip olmasi, terapi amagli kullanimda tekrarlayan

dozajlari mumkuin kilmaktadir (Ireson and Kelland, 2006).

Cizelge 2.1. Aptamer ile antikor molekulleri arasindaki farkhliklar (Nimjee et al.,
2005).

Aptamer Antikor
Secimleri in vitro ortamda . . . . . .
gerceklestirlen kimyasal bir  segim Secimleri icin biyolojik bir sisteme

prosesi ile gergeklestirilir. gereksinim vardir.

Herhangi bir hedef molekile kargi Toksik veya non-immunojenik

geligtirilebilir.
Uniform aktivite gdsterirler.

Hedef moleklile baglanma afiniteleri
dusuktar.

Secim sureci daha kisadir.

Hedef bdlgeyi arastirmaci belirler.

ileri fonksiyonlar igin kolaylikla kimyasal
olarak modifiye edilebilir.
Sicakligi maruz kaldiktan sonra orjinal
konformasyonuna doner.

immiinojenik degildir.

Sinirsiz raf dmrine sahiptir.

molekullere karsi gelistirilemez.
Aktiviteleri her seride farkllik gosterir.

Hedef molekile baglanma afiniteleri
dusuktar.
Sec¢imi pahali ve zaman isteyen bir
surectir.

Hedef bdlgeyi immun sistem belirler.

Kimyasal modifikasyonlari sinirlidir.

Sicalia hassas olup geri dontusumstiz
olarak denature olur.

Onemli 6lglide immunojeniktir.

Sinirli raf Gmrine sahiptir.

Aptamerlerin fosfodiester

baglarinin dayaniklihgi

sayesinde yuksek O&l¢ude

kimyasal ve termal stabiliteye sahip olmalari en dnemli avantajlarindan biri olarak
gO0ze carpmaktadir. Protein yapidaki antikorlar ylksek sicakliklarda kolayca
denatlre olup tersiyer yapilarini kaybederken aptamerler termal olarak daha
stabildir ve tekrarlayan denatirasyon/renatlirasyon doéngulerinde yapilari geri

donugumludur. pH, sicakhk, iyonik gug, veya denaturantlarin kullanimi gibi
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degisen gevre kosullarinda antikorlar geri donusimsuz olarak denature olurken,
aptamerlerin sadece katlanmis yapilari bozulmaktadir (Mascini, 2009). Kuartz
kristal mikrobalans (QCM) sistemine immobilize edilmis IgE monoklonal
antikorlarin ve aptamerlerin incelendigi bir calismada; aptamer molekulleri
rejenerasyon sureci sonucunda IgE proteinine karsi afinitelerinde bir kayip
olmaksizin kullanilabilinirken, monoklonal antikorlarin yeniden kullanima uygun
olmadigdi gozlenmistir (Liss et al., 2002). Bdylece, aptamer tabanli sensoér yluzeyleri
denaturasyona dayanikli oldugu igin tekrar kullanilabilmekte ve antikor tabanli
yuzeylere gore ¢ok daha uzun raf dmrune sahip olduklari belirtiimektedir (Tombelli
et al., 2005; Lee et al., 2008).

In vitro aptamer sec¢im prosesi, hedef molekulin belirli bir boélgesine baglanabilen
ve farkh baglanma kosullarinda 6zgul baglanma 6zellikleri gdésteren aptamerlerin

uretimi igin manipule edilebilmektedir (Nimjee et al., 2005).

Aptamerlerin molekller tanima elementleri olarak kullaniminin avantajlari
sebebiyle, gesitli analitik yapilari sensorler ve diger uygulamalar igin aptamerler ile
birlestiren, bu uygulamalar i¢in aptamerlerin olaganustu potansiyelini yansitan

calismalarin sayisi gun gectikge artmaktadir (Balamurugan et al., 2008).

2.2. SELEX Yontemi

Tipik olarak SELEX proseduru, belirlenen bir molekuler hedefe karsi aptamer
secimi igin; i) nuUkleik asit havuzunun olugsturulmasi, ii) seleksiyon, iii)
amplifikasyon, iv) izolasyon olmak Uzere dort temel basamagin tekrar
edilmesinden olugsmaktadir. Tipik bir SELEX prosedirinin baslangic noktasi
yaklasik 10**- 10 farkli dizi motifinden olusan rasgele DNA kiitliphanesinin
kimyasal olarak sentezlenmesidir (James,2000). DNA aptamerlerinin secimi igin
yonlendirilecek SELEX prosedurinde kutuphane herhangi bir 6n uygulama
gerektirmeksizin kullanilabilirken, RNA SELEX prosedurine baslamadan énce bu
DNA molekdllerinin RNA kutuphanesine cevrilmesi gerekmektedir. Bir sonraki
basamak DNA veya RNA kuitiphanesinin direk olarak hedef molekul ile
inkibasyonudur. Daha sonra birbirine baglanan hedef molekul-aptamer
kompleksleri, baglanmayan veya zayif olarak baglanan oligontkleotidlerden ayrilir.
Bu basamak secilecek aptamerlerin baglanma oOzelliklerini 6nemli Olgude

etkileyecek, aptamer secim prosesinin en oOnemli basamaklarindan biridir.
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Amplifikasyon basamaginda hedef molekule baglanan oligonukleotidler ayrilir ve
DNA SELEX icin PCR ile RNA SELEX icin ters transkripsiyon(RT)-PCR ile
amplifiye edilir. Bu islem sonucunda olusan cift zincirli DNA molekilleri tek zincirli
DNA molekullerine ayrilarak veya in vitro transkripsiyon ile RNA molekulleri
sentezlenerek yeni oligonukleotid kutuphanesine donusturalir.  Segilmig
oligonukleotidlerden olusan bu yeni ve zenginlestiriimis havuz, bir sonraki SELEX
dongusinin baglanma basamag: icin kullanilir. Baslangicta rastgele olusturulmus
oligonukleotid havuzu tekrarlayan secim ve amplifikasyon dongulerinin sonucunda
hedef molekile gok yuksek afinite ve 6zgullik ile baglanabilen rolatif olarak az
sayida dizi motifine indirgenir (Luzi et al., 2003; Levy-Nissenbaum et al., 2008;
Dua et al.,, 2011). Dongl sayisinin 6nemini hedef molekilin o6zellikleri ve
konsantrasyonu, baslangigtaki rasgele DNA oligonukleotid kutuphanesinin
tasarimi, seleksiyon kosullari, hedef molekulin oligonukleotidlere orani, ayrim
metodunun etkinligi gibi pek ¢ok parametre Dbelirlemektedir. Secilecek
oligonukleotidlerin 6zgulligine bagh olarak SELEX prosedurinin déngulerine ek
basamaklar tanimlanabilmektedir (Djordjevic, 2007; McKeague and Derosa,
2012).

SELEX prosedurunun ilk tanimlanmasindan bu yana, orjinal se¢im prosedurinin
temel basamaklarinin modifiye edilmesine dayanan, herbiri spesifik bir gorise
dayanan 25ten fazla varyanti tanimlanmistir (Aquino-Jarquin and Toscano-
Garibay, 2011).

Kati-destek matriksine veya hedef molekulle yapisal olarak benzerlik gdsteren
molekullere afinite gdsteren dizileri elimine edebilmek igin negatif veya tersine
secim  basamaklarinin  prosedire eklenmesi tanimlanan ilk SELEX
modifikasyonlaridir (Ellington and Szostak, 1992; Jenison et al., 1994; Geiger et
al., 1996).

Oligonukleotidlerin hedef molekullerine gosterdikleri afinite, seleksiyon kosullarina
uygulunan sec¢im baskisiyla etkilenebilmekte ve tipik olarak SELEX prosesi
sirasinda progresif olarak artirilabilmektedir. Bu baski, daha sonraki SELEX
dongulerinde hedef molekul konsantrasyonunun azaltimasiyla veya tampon
yapisi, hacim, slre gibi baglanma ve ayrilma kosullarinin degistiriimesiyle

saglanabilmektedir (Marshall and Ellington, 2000).
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Sekil 2.3. Hedef molekule 6zgu aptamerlerin SELEX ile in vitro segimi (Stoltenburg
et al., 2007).

Hedefe 6zgu oligonukleotidlerin artiginin tespit edilmesi, SELEX prosesinin bittigini
isaret etmektedir. Son SELEX dongusu amplifikasyon basamagindan sonra
durdurulur ve secilen havuzdan 6zgul aptamer klonlarini alabilmek Gzere PCR
aranleri cogaltilir. Bu 6zgul aptamerler daha sonra dizileri belirlenir ve dizi analizi
yapilir. Temsili aptamer klonlari segilir ve afinite ve spesifitelerini de igeren detayl
baglanma Ozelliklerini karakterize etmek amaciyla baglanma c¢alismalari yapilir.
Aptamer dizisindeki minimal baglanma bolgelerini en aza indirmek amaciyla
mutasyon ve indirgeme deneyleri yapilabilmektedir. Son olarak, segilen
aptamerlerin ¢gogu analitik tespit calismalarinda veya hedef molekul saflastirma

calismalarinda kullanilabilmeleri igin stabilitelerini artirabilmek Gzere post-SELEX
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modifikasyonlarina maruz birakilmaktadir (Stoltenburg et al., 2007; Dua et al.,
2011). SELEX prosedurinun sematik olarak gosterimi Sekil 2.3.’de verilmisgtir.

Hedefe 6zgu aptamerlerin secilmesi igin kullanilan SELEX proseduird, yukarida
bahsedilen doért temel basamagin tekrarindan olusan evrensel bir prosedir
olmasina ragmen, herhangi bir hedef molekul i¢in standardize edilebilmis higbir
aptamer secim prosedurd bulunmamaktadir. SELEX dizayni ve spesifik segim
kosullari hedef molekll, oligonikleotid kutiphanesi veya segilecek aptamer
molekullerinin istenilen 6zellikleri ve uygulamasi gibi pek ¢ok farkli parametreye

baghdir.

2.2.1. Hedef Molekiil Segimi

SELEX deneylerinde kullaniimis c¢ok cesitli hedef moleklllerin varhdr aslinda
herhangi bir hedef moleklle karsi aptamer seciminin  mumkin oldugunu

goOstermektedir. Sekil 2.4.'de gesitli hedef molekullerin dagilimi gosterilmigtir.

M Hucre I Kucuk molekl
B Viris B Protein

Sekil 2.4. Cesitli hedef molekdllere karsi secgilen aptamer molekdillerinin dagilimi
(McKeague and DeRosa, 2012).

Bunun yaninda aptamerlerin yiksek afinite ve 6zgullikte basariyla segilebilmesi
icin potansiyel bir hedef molekllin sahip olmasi gereken bazi genel 6n kosullar
mevcuttur. Belirlenen hedef molekulin yeterli miktarda ve yuksek saflikta olmasi
gerekmektedir. Bu seleksiyonun o6zgulliguni artirmakta ve spesifik olarak
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baglanmayan oligonukleotidlerin gogalmasini dnlemektedir. Primer amino gruplari
gibi pozitif yukllu gruplar, hidrojen bagi alici/vericileri ve aromatik gruplarin varligi
gibi hedef molekullin bazi ézellikleri aptamer sec¢imini kolaylastirmaktadir (Wilson
and Szostak, 1999; Rimmele, 2003). YUksek ol¢ctude hidrofobik karakter tasiyan ve
negatif yukli molekuller igin aptamer sec¢imi oldukga zordur. Bu gereklilikler
aptamer ile hedef moleklul arasinda gergeklesen molekuller arasi etkilesimlerin
temel prensiplerine dayanmaktadir. Aptamerler hedef molekillerine yapisal uyum,
aromatik gruplar ve aptamer nukleobazlari arasindaki yigin etkilegimleri, yuklu
gruplar veya hidrojen baglari arasindaki elektrostatik etkilesimlerin kombinasyonu
sonucu baglanmaktadirlar (Patel, 1997; Patel et al., 1997; Hermann and Patel,
2000). Hedef molekul varliginda ve baglanma kompleksinin olusumu sirasinda
aptamerler adaptif konformasyonel degsiklikler gecirmektedirler. Ug boyutlu yapiya
katlanmalar aptamerlerin kiguk hedef molekulleri 6zgul bir baglanma cebi
olusturarak tamamen enkapsuile etmelerine olanak saglamaktadir. Proteinler gibi
daha buyuk molekuller agirhga sahip hedef molekillerde ise molekul yuzeyindeki
farkli altyapilar aptamer baglanmasinda rol oynamaktadirlar. Ornegin, lizin ve
arjinin gibi bazik aminoasitlerin yan zincirleri genellikle molekuller arasi hidrojen

baglarindan sorumludur (Sekil 2.5.) (Hermann and Patel, 2000).

Sekil 2.5. Arjininin (A), DNA (B) ve RNA (C) aptamerleri tarafindan taninmasi
(Hermann and Patel, 2000).

2.2.2. Baslangi¢ Kutuphanesi

SELEX prosesinin baslangi¢ noktasi kimyasal olarak sentezlenmis rastgele DNA
oligonukleotid kutuphanesidir. Bu kutuphane, merkezinde 20-80 nukleotitten
olusan rastgele bir bdlge ile bu bdélgenin yanlarinda PCR igin primer baglanma
bdlgeleri olarak islev gérecek 18-21 nikleotitten olusan spesifik dizilerin bulundugu
cok sayida ssDNA (~10 molekill) fragmentinden olusmaktadir. DNA
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aptamerlerinin sec¢imi icin bu kutuphane DNA SELEX prosesinin ilk dongusunde
direk olarak kullanilabilmektedir. Spesifik dizilerden elde edilen 5" ve 3’ uglarinda
bulunan ileri ve geri primerler her SELEX donguslnde secilen oligonikleotidlerin
amplifikasyonuna olanak saglamaktadir. Bazi arastirmacilar aptamer seleksiyon
prosesini baslatmadan once, hasara ugramis ve PCR ile gogaltilamayacak DNA
sentez Urunlerini elimine edebilmek amaciyla rastgele DNA kutuphanesini buyuk
Olcekte amplifiye etmeyi tercih etmektedirler (Marshall and Ellington, 2000).
Ayrica, kimyasal olarak sentezlenmis DNA molekullerinin polimeraz ile
amplifikasyonunun farkh etkinlikte oldugu varsayilmaktadir. Bu nedenle ilk
seleksiyon dongusunden sonra hedefe baglanan aptamer dizilerinin bazilari
kaybedilebilir. Baslangic PCR basamagi ayni zamanda amplifikasyon kalibi olarak
islev goren orjinal oligonUkleotidlerin pek ¢ok kopyasinin olusmasini

saglamaktadir.

RNA aptamerlerinin seleksiyonu igin ise RNA SELEX prosesinin ilk dongusine
baglamadan Once, rastgele DNA oligonukleotid kuatuphanesinin  RNA
kitliphanesine donusturilmesi gerekmektedir. PCR ile ssDNA kutiphanesini
dsDNA kutuphanesine gevirebilmek i¢in 5 ucunda T7 promotor dizisini iceren ozel
bir sense primer ve bir antisense primer gerekmektedir. Daha sonra dsDNA'nin
T7 RNA polimeraz ile in vitro transkripsiyonu yapilarak RNA SELEX’e baglamak
icin kullanilacak rastgele RNA kutliphanesi olusturulmaktadir (Sekil 2.6.). Bu
SELEX prosesi sirasinda her dongu sonunda segilen RNA molekdulleri ile ters
transkripsiyon yapiimakta ve yukarida tanimlanan primer yardimiyla RT-PCR ile
amplifiye edilmektedir. Bir sonraki SELEX déngusu i¢in gereken kitiphane tekrar

in vitro transkripsiyon yapilarak olusturulmaktadir.

T7 promotoru  Sabit bélge Rastgele bilge (nx) Sabit balge
5 R P T T N 1 ¥

In witro transkripsiyaon

b 4 N S G (O FF ]

Ll

Sekil 2.6. Sabit ve rastgele dizileri igeren baslangic DNA kiutiphanesi
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Rastgele bolgenin uzunlugu, randomizasyonun turt, DNA veya RNA'da yapilacak
kimyasal modifikasyonlar oligonukleotid kutuphanesinin tasariminda dikkat
edilmesi gereken énemli noktalardir. in vitro seleksiyon deneyleri icin genellikle 20-
80 nukleotid uzunlugunda rastgele bdlgesi olan oligonukleotid kiutliphaneleri tercih
edilmektedir. Secilen aptamerlerin buyluk bir cogunlugu SELEX prosesinden sonra
minimal fonksiyonel diziye indirgenmektedir. Ornegin; insan trombinine karsi
segilen 96 oligonukleotid uzunlugunda 60 oligonukleotid rastgele bolge igeren
DNA aptamerleri SELEX prosesinden sonra 15 oligonukleotid uzunlugunda
fonksiyonel konsensus dizilere indirgenmistir (Bock et al., 1992). Bu da basarili
aptamer secimi igin kisa rastgele bdlgeler iceren kutuphanelerin yeterli oldugunu
gOstermektedir. Kisa rastgele bdlge iceren kitlphanelerin kimyasal sentezi daha
kolay ve ucuz olup, ¢ogu uygulama icin daha ¢ok tercih edilmektedir. Fakat, daha
uzun rastgele bolgeye sahip kutiphaneler yapisal olarak daha fazla kompleksiteye
sahiptir. Bu, 6zellikle ne ile iligkili oldugu veya hangi nukleik asit ile baglanacagi
bilinmeyen hedef molekillerin seleksiyonu icin énem tasimaktadir. Bdylece,
SELEX suresince oligonUkleotidler ve hedef molekiller arasindaki etkilesim daha
genis bir alan Uzerinde gerceklesebilmektedir (Klussmann, 2006). Bu sebeple
daha uzun rastgele bolge iceren bir kutuphane 06zgul ve yuksek afiniteli
aptamerlerin tanimlanmasi icin daha fazla olanak saglamaktadir (Marshall and
Ellington, 2000).

SELEX deneylerinin blyldk c¢ogunlugunda tamamen rastgele bdlge iceren
oligonukleotid kutuphaneleri kullaniimaktadir. Bunun yaninda literaturde, afiniteyi
artirabilmek veya uygulamaya yonelik fayda saglayabilmek icin bdlgesel olarak
randomize edilmis aptamerlerle yapilan g¢alismalar da mevcuttur (Davis and
Szostak, 2002; Nutiu and Li, 2005).

Dogal nikleik asitlerin disinda, kimyasal olarak modifiye edilmis oligonukleotid
kUtiphaneleri; kUtiphane karmasikligini artirmak, hedef molekul ile etkilesime
girecek fonksiyonel gruplarin eklenmesi ile vyeni Ozellikler kazandirmak,
oligonukleotid konformasyonlarinin stabilitesini artirmak veya nikleazlara karsi
dayanikhh@r artirmak amaciyla SELEX deneylerinde kullaniimistir (Jayasena,
1999; Klussmann, 2006; Kopylov and Spiridonova, 2000; Kusser, 2000). Aptamer

seleksiyonu igin fonksiyonel olarak modifiye edilmis ¢ok sayida kutliphane
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bulunmaktadir ancak SELEX prosesinde kullanilacak enzimlerle uyumlu olmasina
dikkat edilmesi gerekmektedir.

2.2.3. Seleksiyon

SELEX prosedurinin seleksiyon basamagi; i) hedef molekul ile oligonukleotid
kGtiphanesinin baglanmasini, i) baglanmayan oligonukleotidlerin ortamdan
uzaklastiriimasini, iii) baglanan oligonukleotidlerin geri kazaniimasini icermektedir.
Seleksiyon basamagi, yuksek cesitlilikteki oligonukleotid kutiphanesi igerisinden
hedef molekule en ylksek afinite ve Ozgullik ile baglanan dizilerin secimini
saglayacak sekilde tasarlanmalidir. Bunun icin, oligonukleotid kutiiphanesi hedef
molekul ile direk olarak belirli bir sure inklube edilmektedir. Daha sonra
gerceklestiriliecek  olan, hedef molekile baglanan ve baglanmayan
oligonukleotidlerin  birbirinden ayrilmasi, SELEX prosedurinin en oOnemli
basamaklarindan biridir. Bu kritik seperasyon basamag! igin literatlirde
tanimlanmis pekcgok farkli yontem bulunmaktadir. Sekil 2.7.’de baslica seleksiyon

yontemleri gosterilmistir.

Hedef molekulin belirli bir matriks Uzerine immobilizasyonu ile gerceklestirilen
ayrim oldukga etkili olmaktadir. Bu durumda, oligonukleotid kutiphanesi
immobilize edilmis hedef molekill ile inklibe edilmektedir. Sepharose® veya
agaroz gibi kolon materyallerinin kullanildigi afinite kromatografisi konvansiyonel
olarak kullanilmaktadir (Liu and Stormo, 2005; Tombelli et al., 2005). Ancak, bu
yontemle kolona yuklenecek hedef molekul miktarinin fazla olmasi gerekmektedir.
Hedef molekil immobilizasyonu igin manyetik boncuklarin kullanimi éne ¢ikan ve
az miktarda hedef molekile gereksinim duyan diger bir yéntemdir (Stoltenburg et
al., 2005; Kikuchi et al., 2003; Murphy et al., 2003).

Oldukga yaygin olarak kullanilan diger bir seperasyon yontemi ise hedef molekdil
immobilizasyonu olmaksizin nitrosellloz filre ile ultrafiltrasyondur (Bianchini et al.,
2001; Tuerk and Gold, 1990). Ancak bu sekilde, hedef molekile baglanan
oligonukleotidlerin kaybedilmesi veya membran materyaline baglanan spesifik
olmayan oligonukleotidlerin ¢ogaltilmasi gibi olasiliklar s6z konusudur. Son
yillarda, seperasyon basamagi, kapiler elektroforez (CE) (Mendonsa and Bowser,
2004), Flow Sitometri (FC) (Yang et al., 2003), Elektroforetik Hareketlilik Kayma
Analizi (EMSA) (Tsai and Reed, 1998), Yluzey Plazmon Rezonans (SPR) (Misono
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and Kumar, 2005) veya santrifij (Homann and Goringer, 1999) tabanl pek ¢ok
SELEX proseduru gergeklestirilmistir.

(a) (b) Hedef

4

Kuttiphane

Manyetik
boncuk

Afinite
boncuklari
tizerine
immobilize
edilmis hedef
molekul

(6]
(c) OH ‘Q NH, ,Streptavidin
' (0]
0 \:? COOH Oligo(dT)
(0]
'~ @ . 1
Yikama .) ko 7 ) )]\H

s Elusyon
(baglanmayanlar) (baglananiar)

Sekil 2.7. SELEX prosedurinde uygulanan seleksiyon basamaklarinin sematik
gOsterimi a) Afinite kolonu, b) Manyetik boncuklar, c) Avidin veya oligo(dT) gibi
fonksiyonel gruplar eklenmig boncuklar (Song et al., 2012).

2.2.4. Amplifikasyon ve Karakterizasyon

Baslangi¢ oligonukleotid kutuphanesinin oldukga karmasik olmasi nedeniyle
seleksiyon basamagindan sonra sadece birka¢ fonksiyonel oligonukleotid kalmasi
beklenmektedir. Bu sebeple daha sonra bu nadir molekuller ¢ogaltiimaktadir.
Amplifikasyon basamaginda, segilen aptamer kutiphanesinin ¢ogaltiimasi
amacinin yani sira, 6zel primerler kullanilarak algilama, immobilizasyon, uzatma

gibi amaclar icin aptamer dizilerini modifiye etmek mumkuanddar.

Bu basamakta, RNA ve DNA aptamerlerinin olusumu igin gergeklestirilen SELEX
prosesleri birbirinden 6nemli olgude ayriimaktadir. RNA oligonukleotidleri ile
oncelike ters transkripsiyon PCR (RT-PCR) gerceklestirilir. cDNA olustuktan
hemen sonra PCR ile amplifiye edilir. Primerlerden biri 5> ucunda RNA polimeraz
aktivitesi icin T7 promotor bdlgesini igcermelidir. Buna karsilik, tek zincirli DNA

(ssDNA) aptamerleri sadece PCR ile amplifiye edilmektedir.
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Amplifikasyon basamagindan sonra bir SELEX dongusu bitmig olmaktadir. Bu
asamada, elde edilen diziler bir sonraki dongu igin kutiphaneyi olusturmak Uzere
amplifiye edilmektedir. Bu sekilde, belirlenen sayida SELEX doénglsu ard arda
tekrar edilmektedir. Bu donguler sonunda, orjinal kutiphanenin karmasgikligi
giderek azaltilarak, hedef molekile baglanan aday molekuller zenginlestiriimig
olmaktadir. Zenginlestirilen kitiphanenin afinitesi daha fazla artirnlamadigi zaman
(6-20 dongu sonunda), dizilerin tanimlanmasi gerekmektedir. Sonugta elde edilen
aptamer dizileri, hedef molekile ve se¢im prosesinin zorluguna bagh olarak, 1-
1,000,000 farkli diziden olusabilmektedir (Conrad et al., 1995). Daha sonra,
secilen diziler DNA dizi analizi ile analiz edilmektedir. DNA dizi analizi sonuglarinin
yorumlanmasi amaciyla bazi yazilimlar kullaniimaktadir. Analiz sonugclari segilen
kutiphanenin karmasikhginin ve homolog dizilerin tanimlanmasini saglamaktadir.
Aptamer dizilerinin sekonder yapilarinin analizi de hedef molekile baglanmayla
ilgili bilgi vermektedir. Bu analiz genellikle internet Uzerinden erigilebilen MFold
(Zuker, 2003) programi ile yapiimaktadir. Alternatif diziler arasindan hedef molekail
baglanma afinitesi ve 06zgulligi en yidksek olan dizi, ileri karakterizasyon
calismalari (motif taramasi, ikincil ve dguncul yapilarinin arastirilmasi v.b.)
sonucunda belirlenmektedir. Karakterizasyon galismalari sonucu segilen aptamer
molekull kimyasal sentez yontemleri kullanilarak ¢ogaltilabilmektedir (Bunka and
Stockey, 2006).

2.3. Aptamer Molekiillerinin Kararliligi

Aptamerleri olusturan nukleotidlerin dogasi, U¢ boyutlu yapilarin  dagilimini
belirlemede ve degredasyona karsi gosterdidi stabilitede 6nem tasimaktadir.
Dogal bazlardan olusan tek zincirli oligonukleotidlerin enzimatik veya kimyasal
yikima gosterdigi yatkinhik aptamerlerin kullanimi agisindan pratikte onemli bir
handikap olusturmaktadir. Ozellikle nétral pH’tan daha yiiksek degerlerde ve
neredeyse butln biyolojik drneklerde bulunan 6zellikle RNaz gibi endonukleazlarin
varliginda ribozun 2’ hidroksil grubu olduk¢a reaktiftir. 2’ hidroksil grubu
fosfodiester omurgaya atakta bulunarak kirilan bagin 5’ ucunda 2’, 3’ siklik fosfat
ve 3’ ucunda serbest bir hidroksilin olusumuna yol acmaktadir (Sekil 2.8.). Birgok
gecis metal iyonunun ve ribonukleazlarin birgogunun 2’, 3’ siklik fosfat olusumuna
sebep olmasi, aptamer molekullerinin dmdurlerini ¢ozelti igerisinde yaklasik olarak

10 dakikadan kisa bir zaman dilimi ile kisittamaktadir (Kusser, 2000; James,
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2001). Bu yikimdan korunmak igin; i) nukleotid bazlarinin modifikasyonu, ii)
fosfodiester omurganin modifikasyonu, iii) spiegelmerler olarak bilinen
enantiyomerik aptamerlerin  kullanimi gibi bazi yaklagimlar gelistiriimistir
(Sampson, 2003).

Pirimidin
O
O O 2 hidroksil grubu fosfodiester gruba atak yapar
L "
/ Parin
O
o O

Fosfodiester omurgadaki
kiriima noktasi

Sekil 2.8. 2’ hidroksil grubunun oligonukleotidin fosfodiester omurgasina yaptigi
nukleolitik atak (Sampson, 2003).

2.3.1. Nikleotid Bazlarinda ve Fosfodiester Omurgada Gergeklestirilen
Kimyasal Modifikasyonlar

Her ne kadar aptamer-ligand etkilesimleri hidrojen baglari sayesinde
saglanmaktaysa da RNA kuatuphaneleri DNA kutuphanelerine karsi, RNA-RNA
polimeraz enzimlerinin RNA-DNA polimeraz enzimlerine gére daha fazla eslesme
hatasi yapmasindan kaynaklanan, bir gesitlilik Ustinligune sahiptir (Gopinath,
2007; Klussmann, 2006). Ancak RNA kutuphaneleri ile elde edilen RNA
aptamerleri yapilarinda bulunan 2' hidroksi grubu (-OH) sebebiyle nukleaz
ataklarina daha c¢ok maruz kalma egilimi gostermektedirler (Klussmann, 2006;
Stoltenburg et al., 2007).
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Tipik olarak RNA kutuphanelerinde gergeklestirilen modifikasyonlar riboz sekerinin
2’-pozisyonunda gergeklestirimektedir. Pirimidin nukleotidlerinin 2’-OH riboz
grubu, RNA molekulini nukleaz degredasyonundan korumak amaciyla 2’-NH;
veya 2’-F grubuyla yer degistirimektedir. Ayrica, aptamer seleksiyonu igin 2’-O-
metil grubu iceren nukleotidler ile olugsturulumus RNA kutuphaneleri tanimlanmigtir
(Burmeister et al., 2005). Nukleik asit molekullerine tanimlanacak yeni fonksiyonel
Ozellikler genellikle pirimidin nudkleobazlarinin C-5 pozisyonunun veya purin
nikleobazlarinin C-8 pozisyonunun modifikasyonuyla olusturulmaktadir (Kopylov
and Spiridonova, 2000). Pirimidinlerin 5’-pozisyonunda |, Br, Cl, NH3 ve N3
modifikasyonlari tanimlanmistir (Kopylov and Spiridonova, 2000).

Nukleik asitlerin fosfat omurgasinda gerceklestirilen modifikasyonlar da
aptamerlerin in vitro seleksiyonuna uygulanmistir. En yaygin modifikasyon
fosfodiester bagindaki baglanmayan oksijen ile sulfurin yer degistiriimesidir
(Andreola et al., 2000). Bunun sonucunda bir phosphorothioate bagi olusmakta ve
bu sekilde olusan oligonukleotidlerin nukleaz yikimlarina karsi dayanikhligi
artirlmis olmaktadir. Phosphorothioate SELEX ile basarili aptamer seleksiyonlari

literatirde gosterilmigstir (Jhaveri et al., 1998; King et al., 2002).

Seleksiyon gergeklestirildikten sonra segilen aptamer molekdllerinin stabilitesinin
artirlmasi veya hedef molekul ile baglanma parametrelerinin optimize edilmesi
amaciyla post-SELEX modifikasyonlari da gerceklestiriimektedir. ileri uygulamalar
icin tanima veya immobilizasyon igin fonksiyonel gruplar ile modifikasyonlar

gerceklestirilebilmektedir.

Aptamerlerin biyostabilitelerinin artiriimasi amaciyla baslangic kitliphanesinde
gerceklestiriien  yukarida  belirtlen  kimyasal = modifikasyonlara  benzer
modifikasyonlar yapilmaktadir. Ornegin, riboz halkasinin 2’-OH grubunun 2’-F, 2'-
NH, veya 2’-O-metil gruplariyla yer dedistirmesi RNA molekilind nukleaz
degredasyonundan korumaktadir (Green et al., 1995; Rhodes et al., 2000;
Ruckman et al., 1998). Streptavidin-biyotin, ters timidin ile 3’-u¢ sapkalamasi veya
amin, fosfat, polietilenglikol, kolesterol, yad asitleri, proteinler gibi ¢esitli 5’-
sapkalari oligonukleotidleri ekzonlUkleazlardan korumaktadir (Dougan et al., 2000;
Klussmann, 2006; Marro et al., 2005).
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Locked nukleik asitler (LNA’lar) (Petersen and Wengel, 2003) aptamer
stabilizasyonu agisindan olduk¢a Umit vermektedir. LNA nukleotidlerinde, post-
SELEX modifikasyonu olarak, 2’-oksijen ve 4’-karbon bir metilen ile kovalent
olarak kopru yaparak seker bisiklik yapilir. Bdylece LNA’larin helikal
termostabilitesi onemli Olgude artmakta ve RNA veya DNA ile hibritlestiginde
oldukca 6zgul baglanma gostermekte ve bunun yaninda nikleaz degredasyonuna
dayanikli hale gelmektedir (Darfeuille et al., 2004; Klussmann, 2006; Schmidt et
al., 2004). Sekil 2.9.da aptamer molekullerinde yaygin olarak gerceklestirilen

kimyasal modifikasyonlar 6zetlenmisgtir.

Kesik cizgi = metilen grup koprusi (LNA)
R1=H, F, NH2, OCH3

R2=0, S, BHs

R3=0,S

Rs=A, T, C, G bazi veya C5 modifikasyonu

Sekil 2.9. Aptamer vyapilarinda yaygin olarak gergeklestiriien kimyasal
modifikasyonlar (You et al., 2011).

2.3.2. Ayna Goriintulu “Spiegelmer” Aptamer Molekiilleri

Almancada ayna anlamina gelen “spiegel” kelimesinden turetilen (Klussmann et
al.,, 1996) spiegelmerler, aptamerlere nikleaz direnci kazandirmak amaciyla

gelistirilmis ayna goruntulu sentetik oligonukleotid yapilaridir.

Dogal (D-) konformasyona sahip 5 karbonlu sekerler yerine kullanilan, dogal
olmayan enantiyomerik formda L-riboz ve L-2-deoksiriboz molekiillerinden

olusturulan spiegelmerler, aptamerler gibi hedef molekullerine yliksek segicilik ve
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afinite ile baglanirken, L konformasyonundaki molekuler yapisi nedeniyle nukleaz
enzimleri tarafindan pargalara ayrilmamaktadirlar (Klussmann et al., 1996; Nolte et
al., 1996). Cunkl nukleazlar aptamerlerin in vivo stabilitelerini sadece nukleik
asitlerin dogal olarak olusan D-izomerlerini taniyarak  engelleyebilmektedir
(Eulberg and Klussmann, 2003; Klussmann et al., 1996; Nolte et al. 1996). Kiral
formdaki L-nukleik asitler ise biyolojik olarak oldukca stabil olup in vivo ortamda

¢ok daha uzun dmre sahiptir.

Polimerazlar sadece dogal olarak olusan izomerlere karsi enantiyo-spesifik
oldugundan, SELEX proseduru L-nukleik asitler ile gerceklestirlememektedir. Bu
engelin asilabilmesi icin “ayna goruntuli” SELEX prosedura gelistiriimigtir. Bu
metodla hedef molekllin ayna goérintisiune karsi D-RNA molekdlleri ile
seleksiyon gercgeklestiriimistir (Klussmann et al. 1996). Protein hedefler icin bu
dogal olarak olugan L-amino asitleri yerine D-amino asitleri ile peptid
molekullerinin sentezlenmesi ile gergeklestirilir. D-RNA/D-amino asit kompleksi L-
RNA/L-amino asit kompleksinin enantiyomeridir ve baglanma afinitesi de dahil
olmak Uzere birbirleriyle ayni kimyasal Ozelliklere sahiptir. Boylece, D-peptidine
baglanan D-aptameri bir kez tanimlandiktan sonra dogal olarak olusan L-peptidine
ayni yuksek afiniteyle baglanacak L-aptamerinin sentezlenmesi oldukg¢a kolaydir.

Bu L-aptamerleri spiegelmerler olarak tanimlanmigtir.

Spiegelmerler lzerine vyapilan c¢alismalar, bu molekillerin dogal (D-)
konformasyonuna sahip DNA/RNA molekulleri ile hibritlesemediklerini ve hedef
molekullere aptamer analoglari ile ayni segicilikte ve afinitede baglandiklarini
goOstermistir (Leva et al.,, 2002). Spiegelmerlerin yukarida ayrintili bir sekilde
aciklanan bu Ustin o6zellikleri, birgok farkh moleklle karsi (arjinin, adenozin,
vazopresin v.b.) spiegelmer molekillerinin gelistiriimesine sebep olmustur
(Williams et al., 1997; Nolte et al., 1996; Klussmann et al., 1996). Spiegelmer

teknolojisinin sematik olarak gosterimi Sekil 2.10.’da verilmistir.

Spiegelmerlerin plazmada 60 saatten fazla d6mri oldugu gdsterilmesi (Eulberg and
Klussmann, 2003) ve kimyasal yapilarinin D-konformasyonuna sahip nukleik
asitler ile ¢gok yakin olmasi, minimal immunolojik ve non-toksik 6zellik gdstermeleri
nedeniyle (Sooter and Ellington, 2002) bu molekullerin ila¢ adaylari olarak

konvansiyonel aptamerlere gore oOne c¢ikmasini saglamistir. Ayrica tum bu
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Ozellikler spiegelmer molekullerini in-vitro ve in-vivo diagnostik ve in-vivo
goruntileme ajanlar olarak kullanimina olanak saglamaktadir. Ancak bu
yaklasimin sadece komplementer enantiyomer molekulli sentezlenebilecek hedef

molekduller i¢in gecgerli oldugu g6z énunde bulundurulmalidir (Bowser, 2005).

dogal hedef ayna goruntild hedef seleksiyon

| SPIEGELMER TEKNOLOJISI I @

kutiphanesi

amplifikasyon

A A
dogal hedefe baglanan ayna goruntilu hedefe baglanan
Splegelmer (L-RNA) aptamer (D-RNA)

Sekil 2.10. Spiegelmer teknolojisinin sematik gosterimi

2.4. Aptamer Molekiillerinin Temel Uygulama Alanlari

Aptamer molekdlleri, ylksek afinite ve secicilik ozellikleri nedeniyle, terapoétik,
molekuler tani ve biyoanalitik uygulama alanlarinda yliksek kullanim potansiyeline
sahiptir. Hizla gelismekte olan aptamer teknolojisinin yakin gelecekte, biyoanalitik
uygulama alanlarinda, gunimuzde yaygin olarak kullanilan faj gosterim (phage
display) ve monoklonal antikor tekniklerinin yerini almasi beklenmektedir. Aptamer
molekdllerinin uygulama alanlarindan temel olanlari, asagida ayrintih olarak

aciklanmistir.
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2.4.1. Aptamer Molekiillerinin Analitik Uygulamalari
2.4.1.1. Kromatografi

Kromatografik metotlarin temeli, mobil fazda hareket halinde olan analitin duragan
fazda olan kolon ile etkilesime girip diferansiyel olarak alikonulmasi prensibine
dayanmaktadir (Tombelli et al., 2005; Mairal et al., 2008). Aptamerlerin spesifik
hedeflerine karsi oldukga yuksek afiniteye sahip olmasi, afinite kromatografisinde
duragan faz olarak kullanimini da beraberinde getirmistir. Aptamerlerin kolaylikla
modifiye edilebilir ve immobilize edilebilir olmalarinin yaninda yuksek stabiliteye
sahip olmalari ve vyeniden dUretilebilir olmalari kromatografik tekniklerde
kullanilabilmeleri agisindan avantaj saglamaktadir (Ravelet and Peyrin, 2009;
Peyrin, 2009). Kicuk molekullerin, izoformlarin ve proteinlerin purifikasyon ve
seperasyonu igin acgik tubdler kapiller, dolgulu kolon ve monolitik kolon formlarinda
cok cesitli aptamer-tabanli kromatografik teknik tanimlanmistir (Zhao et al., 2008).
Ornegin, anti-17B-estradiol (E2) aptameri kati fazdaki boncuklarin Uzerine
immobilize edilmis ve bu segici afinite boncuklari katkili su 6rneklerinden E2
molekulinun seciminde kullaniimis olup; tekrarli HPLC analizleri ylksek geri
kazanim ve yenilenmenin oldugunu goéstermistir (Huy et al., 2011). Basit hedef
molekillerin  seperasyonunun yaninda, basit kare kapillerlere aptamer
molekullerinin immobilize edilmesiyle, akis suspansiyonundan kanser hucrelerinin
%90 etkinlikle secgici yakalanmasi gibi daha kompleks hedef molekiller ile

kromatografik seperasyon yontemleri de gosterilmistir (Martin et al., 2011).

2.4.1.2. Kapiler Elektroforez

Kapiler elektroforez, elektroforez tekniginin kapiler kolonlara uyarlanmig halidir.
Elektrik alan icerisinde, iyonize edilmis bilesenlerin hareket ettiriimesi yoluyla bu
bilesenlerin (molekuller yapi, yuk, buUyuklik v.b. etkenlere bagl olarak)
elektoforetik mobilitelerindeki ve hareket hizlarindaki farkhliklari sebebiyle

birbirinden ayristiriimasi prensibine dayanmaktadir (Huang et al., 2004).

Kapiler elektroforez dusik ornek ve reaktif tiketimi, kisa analiz zamani, yluksek
seperasyon performansi, otomasyon kolayligi ve fizyolojik kosullar altinda
molekuler etkilesimlerin algilanabilmesinden dolay! afinite ¢alismalarinda oldukga

ilgi cekmektedir. Kapiler elektroforez deneylerinin ¢ogu tespitin hassasligi ve
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seciciligi sebebiyle lazer-induklu floresan (LIF) tespitine dayanmaktadir (lliuk et al.,
2011).

Aptamerlerin seperasyon ve tespitteki avantajlari nedeniyle kapiler elektroforez
tabanh kantitatif analizlerde afinite probu olarak kullaniimalari ile olduk¢a basarili
sonuglar elde edilmigtir (Kotia et al., 2000). Elektroforez, serbest aptamerler ile
aptamer-hedef molekll kompleksinin ayriminda etkili olarak kullaniimaktadir. Bu
ayrimda, aptamer hedef molekll etkilesiminde olusan boyut degisimleri veya
yapisal gegiglerin neden oldugu elektroforetik Ozelliklerde meydana gelen
degisiklikler rol oynamaktadir. Bunun yaninda, aptamerler kapiler elektroforezde
kullanilan LIF tespiti icin kolaylikla floresan olarak etiketlenebilmektedir. Antikor
tabanh afinite elektroforezi uygulamalarinin gelistiriimesi igin prob olarak
aptamerlerin kullanildigi pek ¢ok afinite ¢calismasi yapiimistir. Aptamerlerin, afinite
kapiler elektroforez konfiglrasyonlarinda afinite probu olarak kullaniimalarinin
getirdigi en onemli avantaj; aptamer molekullerinin nukleik asit yapilarindan
kaynaklanan kararli yuk-kutle oranlari nedeniyle sahip olduklari kestirilebilen
elektoforetik mobiliteleri ve buna bagli olarak olusan homojen elektoforetik

paternlerinden kaynaklanmaktadir (Tombelli et al., 2005).

2.4.1.3. Biyosensor Sistemleri

Tipik olarak bir biyosensor; enzim, antikor veya reseptor gibi bir biyolojik tanima
elementi ve elektrokimyasal, optik, termal gibi sistemleri temel alan bir gevirici
olmak Uzere iki temel elementten olusmaktadir. Bir analiz isleminde birden ¢ok
basamak gerektiren spektrofotometre veya kltle spektrometresine benzer diger
analitik metodlarin aksine, biyosensorler uygulamasi kolay, dogrudan okuma
yapabilen analitik cihazlardir (lhuk et al., 2011). Biyolojik tanima buylk 6lgude
reseptor molekulin hedef molekile olan segicilik ve 6zgullugune dayanmaktadir.
Bu Ozellikleri tasiyan aptamerler molekuler tanima elementleri olarak
kullanilabilmektedir (Nguyen et al., 2009). Biyotanima elementi olarak aptamerleri
kullanan biyosensor sistemleri icin “aptasensor” tanimi da kullaniimaktadir.
Aptamerler, sentetik olarak uretildikleri igin potansiyel kullanim alanlari neredeyse
sinirsizdir.  Klguk molekdllerin, proteinlerin  ve huicrelerin  tespiti igin
kullanilabilmektedir. Aptasensorler 0Ozellikle antikorlarin ve benzeri protein

yapisindaki taniyici elemanlarin, toksinleri kiguk molekul yapilarindan dolay! tespit
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etmedeki  kisitlamalari  ortadan  kaldirmaktadir.  Aptamer  molekullerinin
biyosensorlere biyokomponent olarak uygulanmasi antikorlara dayanan klasik
afinite  6lcim metodlarina goére, immobilize olmus aptamer fonksiyonunun
kolaylikla rejenere olmasi, molekdllerin in vitro ortamda homojen olarak
hazirlanabilmesi ve kolay igaretlenebilirligi sayesinde farkli tespit metodlarinda
kullanilabilmesi gibi pek ¢ok avantaj sunmaktadir (Jayasena, 1999; O’Sullivan,
2002; Luzi et al., 2003; You et al., 2003).

Butin bu UstunlUklerine ragmen aptamerlerin U¢ boyutlu yapilarinin sensor
sistemleri ile entegre edildiginde korunmasindaki zorluklar ve tanima isleminin
uygun bir sinyale c¢evrilmesindeki zorluklar aptamerlerin  biyosensor
uygulamalarinda kullanimlarini kisittamaktadir (Song et al., 2008). Diger yandan,
aptamerlerin biyosensor alaninda uygulamasi yuksek afinite ve degistirilebilen
Ozellikler agisindan avantaj saglamaktaysa da, hassasliklari buyik oranda gevirici
sistem tarafindan belirlenmektedir. Aptasensor uygulamalari icin kullaniimakta
olan birkag cevirici sistem ileri uygulamalar icin umut vericidir (Cho et al., 2009;
Zhou et al., 2010).

2.4.1.3.1. Elektrokimyasal Tanima

Aptasensorlerde elektrokimyasal tanima yuksek hassaslik, hizli cevap,
dayaniklihk, dusuk maliyet ve minyaturize edilebilme potansiyeli gibi avantajlara
sahip olmasi sebebiyle giderek ilgi cekmektedir. DNA aptamerleri stabilitesi daha
dusuk olan ve kolaylikla biyodegredasyona ugrayabilen RNA aptamerlerine
(Ferapontova et al., 2008) kiyasla biyosensoér uygulamalarinda daha c¢ok
kullaniimistir. Bunun yaninda pek c¢ok grup tarafindan L-nukleotidleri iceren
enantiyomerik aptamerlerin kullanimi veya kimyasal modifikasyonlar ile bu

problem asilmaya c¢alisiimistir (Vaught et al., 2004; Mascini et al., 2007).

Aptamer tabanli elektrokimyasal biyosensorlerin gelistiriimesinde, tasarim ve
taniyici elementin immobilizasyonu biyosensoér performansini etkileyen iki 6nemli
faktordir (Yin, 2012). Yuzey immobilizasyonu nukleik asit probunun spesifik
absorbsiyonuna olanak verirken arka plandaki gurultuyl azaltmaktadir. Fiziksel
absorbsiyon ve kimyasal absorbsiyon stratejilerinin arasinda altin-tiyol baginin
olusumu rolatif olarak ¢ok daha kolaydir ve immobilizasyon igin en yaygin
kullanilan yontemdir. —-COOH ve —NH, gruplari arasinda olugan karbodiimid bagi
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da nudkleik asit probunun immobilizasyonunda kullaniimaktadir (Feng et al., 2011).
Bunun yaninda biyotinlenmis aptamer molekulleri streptavidin ile modifiye edilmis
elektrodlara biyotin-avidin etkilesimi ile baglanmaktadir (Kim et al., 2010).
Elektrokimyasal problar aptamer ile hedef molekll arasindaki hibritlesmeyi
okunabilir sinyallere cevirerek belirtmektedir. Bu sepeble aptamer dizayni hedef

molekulin taninmasini ve sinyal molekullerin baglanmasini kolaylagtirmalidir14.

Bu alandaki calismalar genellikle yaygin olarak calisilan aptamer molekulleri ile
yapilmis olup elektrod olarak altin filmler, altin nanopartikiller, silikat ve silikon
oksit yuzeyler, karbon nanotipler kullanilmigtir (Xu et al., 2009; lliuk et al., 2011).
Sandvig yapilar, konformasyonel degisim, hedef molekull yer degistirmesi gibi farkl
tanima stratejileri kullanan pek ¢ok elektrokimyasal aptasensér tanimlanmistir (Xu
et al., 2009).

2.4.1.3.2. Kiitle Hassas Tanima

Kiutle hassas tanimada isaretleme igin ek bir uygulamaya gerek duymaksizin
sensor yuzeyindeki kutle degisimleri kaydedilmektedir. Daha da onemlisi, bu
tanima metodu gergek-zamanli tanima amaciyla kullanilabilmektedir. Buna
ragmen kutle degisimi tabanli tanimanin birtakim zorluklari vardir; bu sebeple,
protein veya hicre gibi buyluk hedef molekiiller icin uygulanabilir olmasina karsin
klguk molekiller icin uygun degildir (lliuk et al., 2011). Bu tanima prensibiyle
gelistirilen kuvars kristal mikrobalans (QCM), yuzey akustik dalga (SAW)
sensoérleri yaygin olarak calisiimaktadir (Song et al., 2008). Literatlrde, kuvars
kristal yuzeyler Uzerine plazma polimerizasyon yontemi ile taniyici molekullerin
immobilize edildigi (Mutlu et al., 1999; Mutlu et al., 2008) cesitli antikor (Akdogan
et al., 2006), GDO (Karamollaoglu et al., 2009) ve aptamer (Selvi, 2009) sensorleri

tanimlanmistir.

2.4.1.3.3. Optik Tanima

Aptamerler biyo-taniyici element olarak hem etiketlenmis hem de etiketlenmemis
olarak optik biyosensorlerde kullaniimaktadir (Tombelli et al., 2005). Hedef
molekuller kolorimetre, kemiliminesan veya daha gelismis olarak floresana dayali

farkli optik teknikler ile tespit edilebilmektedir (Sassolas et al., 2011).
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Kemiliminesan tanima, isik sinyali yaratan floresan gibi herhangi bir harici bir isik
kaynagina ihtiya¢c duymayan ve basit bir sistem olarak pek ¢ok alanda yaygin
olarak kullaniimaktadir. Bu sebeple kemiliminesan tabanli aptasensorler populer

bir segenek haline gelmistir (lliuk et al., 2011).

Floresan tanima molekuler etkilesimleri belirlemek igin en hassas metodlardan
biridir. Aptamer molekdulleri floresan etiketlerle modifiye edilebildikleri i¢in, pek ¢ok
yaklasim floresan isaretli aptamerlerin nasil gelistirilecegi ve aptamer molekulu ile
hedef molekll birbirine baglandiginda olusacak floresan sinyal degisiminin nasil
belirlenecegi Uzerine odaklanmaktadir. Floresan tanimada, bir “quencher” ve bir
florofor ile aptamerlerin etiketlenmesi en basit yontemdir. Buna ek olarak, kuantum
dotlar (QD), altin nanopartikiller, karbon nanotlpler, grafen oksit (GO) gibi
nanomateryaller geleneksel olarak kullanilan “quencher” yerine floresan
baskilayici etkileri icin arastirimaktadir (Chhabra et al., 2009; Habenicht and
Prezhdo, 2008; Liu et al., 2011; Olek and Busqgen, 2006).

Floresan-tabanli sensorler floroforlarin uyariimayla birlikte emisyonu prensibine
dayandidi icin florometre veya floresan mikroskop gibi analitik bir ekipmana ihtiyag
duymaktadir. Buna karsin tanima basamagi herhangi 6zel bir ekipmanla
gerceklestiriimezse sensor sistemi daha pratik olabilir. Kolorimetrik tanima, ¢ok
hassas olmasa da c¢iplak gozle analit tespitine olanak saglayan pratik bir teknik

olarak goze carpmaktadir (lliuk et al., 2011).

Yuzey plazmon rezonans (SPR) ise higbir etiketleme metoduna gereksinim
duymadan tanima iglemini gerceklestiren, ince bir metal ile kapli prizma ile
solUsyon ara ylUztinde gerceklesen optik bir tekniktir. SPR, ylzeyde olusan kirilma
indeksleinin degisimini tanimlamak igin kullaniimaktadir. Isik, rezonans agisi
olarak adlandirilan 6zel bir agiyla prizmaya geldiginde yansiyan 1s1gin yogunlugu
en dusuktir. Bu agl, metal ylzey Uzerinde biyomolekillerin varliginda ¢ok hassas
olarak deg@ismektedir. Yansimadaki degisimler yuzeye bagl biyomulekullerin
kutlesiyle orantil bir sinyal vermektedir. Bir molekul tespit etmek icin aptamer
molekulleri yizeye immobilize edilir ve molekul ile aptamer birbirine baglandiginda
kitle ve kirilma indeksi artar. Etiketsiz bir yontem oldugu igin, aptamerlerin

kullanildigi  biyosensor ¢alismalarinda, o6zellikle protein tespitinde siklikla
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kullaniimaktadir (Gooding, 2006; Green et al., 2000; Homola, 2006; Karlsson,
2004; Phillips and Cheng, 2007).

2.4.2. Aptamer Molekillerinin In Vivo Uygulamalari

Aptamerler, teorik olarak istenilen herhangi bir hedef molekull yuksek segicilik ve
afiniteyle taniyacak sekilde gelistirilebilmektedir. Bunun yaninda antikor veye diger
protein molekilleriyle karsilastirildiginda aptamerler zorlu biyolojik kosullarda
oldukga stabildir. Bu Ustin o6zellikler aptamerlerin terapi, hedeflenmis terapi ve

biyogoruntuleme gibi alanlarda kullanimina olanak vermektedir(Dua et al., 2011).

Kanser veya viral enfeksiyonlar gibi cesitli hastaliklarla iligkili hedef molekullere
O0zgu aptamerlerin gelistiriimesi amaciyla calismalar yapilmistir. Gelistirilen
aptamer molekullerinin dncelikli olarak teshis veya tedavi amacli uygulanabilirligine
onem verilmektedir. 2004 yilinda, AMD (Age-related Macular Degeneration) icin
geligtirilen VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) aptameri, FDA (Food and
Drug Administration) onayl almis ve “Macugen” ismiyle ticari olarak piyasaya
surtlmastur (Eyetech Study Group, 2002; Eyetech Study Group, 2003). Bu 6nemli
gelismeden sonra bu alandaki ¢alismalar hiz kazanmistir. Su an akut miyeloid
I6semi, karotid arter hastaligi, koagulasyon hastaliklar i¢in geligtiriimekte olan ve
klinik deneme asamasinda bulunan gesitli aptamer tabanli ilaglar mevcuttur (Keefe
et al., 2010).

Hucre yUzey reseptorlerine karsi gelistirilen aptamerler, hicrelerin igine terapdtik
parcalarin tasinmasi amaciyla degisiklige ugratilabilmektedir. Nanopartikul aracih
hedeflenmis ila¢ tasinimi sistemlerinde aptamer molekdillerinin kullanimi 6zgullik
ve kolay modifiye edilebilirlik yonleriyle, bu sistemlere ek avantajlar sunmaktadir.
Bunun yaninda, aptamer molekdllerinin nano dlgekteki kiglk boyutlari sayesinde
olusan kompozit, yapinin boyutlarinda ¢ok kiguk degisimlere sebep olmaktadir.
Bu da ilacin pasif alimi ve tasinimi agisindan oldukga 6nemlidir. Bu amagla
gerceklestirilen ilk yaklasimda, onemli bir prostat hlcre kanseri belirteci olan
PSMA’ya karsi gelistirilen aptamer molekillerine, antikanser ila¢ ylklenmis ve

kanserli prostat hucrelerine etkin olarak tanitilmigtir (Min et al., 2011).

Diger bir uygulama alani olan biyogoéruntiulemede, florofor, QD (quantum dot) veya

manyetik rezonans goéruntilemede (MRI) faydali olabilecek herhangi bir materyal
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ile aptamer molekulleri konjuge edilerek kullaniimaktadir. Aptamerlerin
goruntiuleme ajani olarak kullanimindaki en buyuk avantaj, nukleik asit
dogalarindan dolayr insan vucudu igin toksik ve immunojenik Ozellikte
olmamalaridir. Bunun yaninda aptamer kullanimi ile, kesin hedefleme ve kan
dolasimina hizl difizyon saglanabildigi icin teshis ve analizde kesin sonuglar
alinabilmektedir. Bu sayede aptamerler tek bir proteinin veya hicrenin

goruntilenmesinde araci molekuller olarak kullaniimaktadir (Song et al., 2012).

Elbette, aptamerlerin biyolojik uygulamalarda kullanilabilmesi icin  bazi
problemlerin asiimasi gerekmektedir. Ornegin, in vivo uygulamalar igin modifiye
edilmemis aptamer molekulleri nukleaz yikimlarina oldukg¢a yatkindir. Bunun
yaninda, kuguk boyutlari sebebiyle renal filtrasyona egilimlidirler (Nimjee et al.,
2005). Ancak aptamerlerin essiz 06zellikleri nedeniyle biyolojik olarak

kullanimlarinin gittikge artmasi beklenmektedir.

2.5. Model Aptamer Sistemi

Model aptamer sistemleri, aptamer molekilleri kullanilarak gerceklestirilen
calismalarda belirli bir standartin yakalanmasi amaciyla, literatirde genel olarak
kullanilan ve kabul goren yayinlanmig SELEX ydntemi sonuglarina dayanarak elde

edilen aptamer-ligand yapilaridir (Balamurugan et al., 2006).

2.6. Floresan Proteinler

Floresan proteinler, ¢ogunlukla mercan resifleri olmak Uzere deniz
organizmalarinin homolog proteinlerinden olusan familyayi temsil etmektedir. 450
— 655 nm civarinda, yaklasik tim gorunur 1sik spektrumunda parlak floresan isima
gOstermeleri temel karakteristik 6zellikleridir (Pakhomov and Martynov, 2008;
Shaner et al., 2007). Bu protein familyasinin en ¢ok calisiimig, fotokimyasal ve
fotofiziksel 6zelliklerinin anlasiimasina katki saglayan pek ¢ok varyanti bulunan

uyesi, Yesil Floresan Protein (GFP)’dir.

2.6.1. Yesil Floresan Protein (GFP)

Yesil floresan protein, kesfedilisinden bu yana biyolojik ve tibbi arastirmalarda ¢ok
yaygin olarak kullanilan bir protein haline gelmistir. Yesil floresan protein (GFP), ilk
defa 30 yildan fazla bir stre dnce, 1962 yilinda, bir meduz turd olan Aequorea

victoria’dan izole edilmis (Shimomura et al., 1962) ve orjinal floresan o6zellikleri
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kaydedilmistir (Shimomura et al., 1969). Aequorea victoria yesil floresan proteini
(WtGFP), 1992°de klonlanmasindan sonra (Prasher et al., 1992) ve bir floresan
etiketi olarak in vivo isaretlemedeki faydasi ilk defa gdsterildikten sonra (Chalfie et
al.,, 1994) giderek ilgi toplamaya baslamistir. Tamamen genetik olarak
kodlanabilen bir isaret olarak GFP, canli hicre ve organizmalardaki yapi ve
prosesleri direk goruntileme amaciyla kullanilan yegane ara¢ olmustur (Giepmans
et al., 2006; Chudakov et al., 2005). Sonrasinda, GFP-benzeri floresan proteinlerin
yapl, biyokimya ve biyofiziksel Ozelliklerine olan ilgi artmaya baslamistir
(Chudakov et al., 2010).

2.6.1.1. Yesil Floresan Proteinin Yapisal Ozellikleri

Yesil floresan protein ailesi, internal aminoasitlerinden tireyen kromoforlari iceren
deniz organizmalarinin homolog proteinlerinden olusmustur. Cogu GFP-benzeri
protein, genetik olarak kodlanabilen optik 6zellikleri ve protein kabugu icerisinde
otokatalitik reaksiyonlarla post-translasyonel olarak olusan kromofor merkezi ile

parlak floresan isima gostermektedir (Pakhomov et al., 2008).

wtGFP ve varyantlarinin pekgok yapisal 6zelligi X-isini kristallografisi ¢alismalari
ile tanimlanmistir (Shaner et al., 2007). Yesil floresan protein ailesinin floresan
proteinleri ve kromoproteinleri ~220-240 amino asitten olusmaktadir (25kDa).
Aequorea victoria yesil floresan proteini (WtGFP) 238 amino asit icermektedir
(Prasher, 1992). Floresan protein Uuyeleri genel bir 3 boyutlu yapiyi
paylasmaktadir. Yesil floresan proteinin kristal yapisi (Ormo et al., 1996; Yang et
al., 1996) 11-zincirli-R-ficisi ve bu yapi icinde silindir ekseni boyunca bukilmus
olarak bulunan bir alfa-heliksten olusmaktadir. Beta-figisi yapisi 42 A ile 24 A
boyutlarinda neredeyse kusursuz bir silindir olugturmaktadir (Craggs, 2009).
Merkezi, koaksiyel alfa-heliks yapisi buraya gomuld halde bulunan kromofor
onculi  kromojenik  X-Tyr-Gly (WtGFP’de, Ser65-Tyr66-Gly67) tripeptidini
icermektedir (Remington, 2006). Kromoforu olusturan 65. pozisyondaki ilk amino
asitin yan zinciri gesitlilik gosterebilirken, Tyr66 ve Gly67 tim dogal GFP-benzeri
proteinler arasinda korunmustur (Chudakov et al., 2010). Yesil floresan proteinin

tersiyer yapisi Sekil 2.11.’de ve kromoforunun yapisi Sekil 2.12.’de gosterilmisgtir.

Bugline kadar bulunan dogal olarak olusan ikiyizden fazla floresan protein

sekansi i¢cinde sadece dort aminoasit tamamen korunmustur (Stepanenko et al.,
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2008). Bu dort aminoasit Arg96, Glu222 ve kromojenik tripeptidde bulunan Tyr66
ve Gly67 olarak belirtiimektedir. Gly67 kromojenik tripeptid icinde kromofor
olusumu igin gerekli tek aminoasittir ve omurga siklizasyon islemini baslatan

nakleofil olarak diastnulmektedir. Arg96 ve Glu222’in de elektrostatik ve baz

katalizorler olarak kromofor olusumunu katalitik olarak destekledigi kabul
edilmektedir (Malo et al., 2007).

Sekil 2.11. Yesil floresan protein’in (GFP) tersiyer yapisi. a) B-ficisi ve merkezi
kromofor yapisini olusturan alfa heliks katlanmalari yandan ve b) Ustten
gorulmektedir (Craggs, 2009).

MatlUrasyon olarak da adlandinlan GFP kromofor olusumu detayl olarak
calismistir (Wachter, 2007; Craggs; 2009). wtGFP amino asit sekansi Sekil
2.13.de verilmigtir. GFP sekansindaki 65, 66 ve 67'nci kalintilar (WtGFP’de,
Ser65-Tyr66-Gly67) floresan kromoforu olan 4-(p-hydroxybenzylidene)-5-
imidazolinone’u (p-HBI) kendiliginden olusturmaktadir (Cody et al., 1993; Chalfie
et al, 1994). Matirasyon surecinde ilk olarak GFP hemen hemen dogal
konformasyonunu olusturacak sekilde katlanmaktadir. Daha sonra, Gly67 amid

nitrojeninin  Ser65 karbonil karbonuna nukleofilik atak yapmasiyla peptid
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omurgasinin siklizasyonu baslamaktadir. Birbirini takip eden oksidasyon ve
dehidrasyon basamaklari ile Tyr66 aminoasitinin yan zincirine konjuge olan
imidazolinon halkasi olugsmaktadir. O,, oksidasyon basamaginda esansiyel bir
faktordur (lizuka et al., 2011). Yapilan kapsaml calismalar (Heim et al., 1995;
Cormacket al.,, 1996) Gly67'nin fonksiyonel florofor igin gerekli oldugunu
gOstermigtir. Bu proses, bilinen higbir kofaktor veya enzimatik bilesene ihtiyag
gOstermedigi igin otokatalitik olmasinin yaninda oldukga sicaklik duyarli bir
prosestir. Urlin olarak olusan floresan olarak aktif total GFP miktari 30C’den daha
yuksek sicakliklarda azalma gdstermektedir (Lim et al., 1995). GFP’in fonksiyonel

formu bir kere olustugunda ise yuksek i1sil-kararh 6zellik gostermektedir.

~—?
-

-
. TR i

Sekil 2.12. Yesil floresan proteinin (GFP) yapisinda bulunan kromofor (Pakhomov
and Martynov, 2008).

2.6.1.2. Yesil Floresan Proteinin Fotofiziksel Ozellikleri

wtGFP, dogal ve anyonik kromoforlari nedeniyle, 475 nm’de kiguk bir pik vererek,
395 nm’de 151g1 absorblamakta ve 508 nm’de yesil 1sik yaymaktadir (Sekil 2.14.)
(Heim et al., 1994). 503 nm (475 nm’de uyarim) veya 508 nm (395 nm’de uyarim)
olmak uzere her iki dalga boyunda uyarim vyesil floresan emisyonuna yol
acmaktadir. Floroforun baskin olarak 395 nm’de absorblayan formu yuksuz fenol
turlerine ve daha kuguk olan 475 nm formu fenolat anyonuna dayanmaktadir. Bu
durumlar arasindaki esitlik, kromoforun fenol hidroksilinden Glu222’nin karboksilat
grubuna uyariimig-durum proton transferi (ESPT) yapan internal hidrojen bagi agi

ile kontrol edilmektedir. Dogal form uyarildi§i zaman ESPT’ye girerek fenolat
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anyonu olusturmakta ve yesil 1sik yaymaktadir (Brejc et al.,, 1997; Palm et al.,
1997).

2.6.1.3. Yesil Floresan Proteinin Stabilitesi

GFP, siki ve kompakt “B-ficisi” yapisindan dolayr 1s1, pH, proteaz ve
denaturantlara karsi olaganustu bir stabiliteye sahiptir (Nagy et al., 2004; Penna et
al., 2004). GFP’nin 8 M ure, 6 M guanidin hidroklortr ve 1% sodyum dodesil sulfat
(SDS) ile denatlrasyona dayanikh oldugu gosterilmistir (Ward, 1998). Bunun
yaninda, GFP’nin floresan isimasinin pH bagimli olmasi diger bir ilgin¢g bulgu

olarak isaret edilmektedir (Kneen et al., 1998).

Yapilan bir calismada GFP stabilitesinin ve c¢esitli kaotropik ajanlar ve 1si ile
denaturasyonunun yuksek dlcide pH bagimli oldugu gosterilmigtir. 6,5 civarindaki
pH degerlerinde GFP’nin denatlrasyona oldukga hassas oldugu, renatlrasyona
ugrayamadigi; 6,5 ile 7,5 arasindaki pH’larda ise muhtemelen yapisal bir degisim

gegcirdigi ve floresan 6zelligini korudugu gosterilmistir (Alkaabi et al., 2005).

2.6.1.4. Yesil Floresan Proteinin Genel Uygulama Alanlari

Molekduller, hucre igi organeller, canli hicreler ve tum organizmalarin floresan
olarak biyogoruntilenmesi, biyokimya, biyoteknoloji, hiicre ve gelisim biyolojisi
alanlarinda yaygin olarak kullanilan bir yaklasimdir. Floresan igaretleyiciler
uygulanarak yapilan biyolojik arastirmalarda, yesil floresan proteinin klonlanmasi
(Shimomura et al.,, 1962; Shimomura and Johnson, 1962), ve yeni GFP
mutantlarinin gelistiriimesiyle (Morin and Hastings, 1971; Chalfie et al., 1994) yeni
bir cag baslamistir. GFP ve pek ¢ok varyanti bugline kadar, protein-protein
etkilesiminin goOsterilmesi, protein ve hicre izleme c¢alismalari gibi hicre igi
surecleri aydinlatmak icin genetik olarak kodlanabilen biyosensorler olarak yaygin

olarak kullaniimaktadir (Prasher et al., 1992).

Bu proteinlerin floresan 0ozellikleri ortamin pH degerine, hucrenin redoks
potansiyeline ve metal iyonlarinin konsantrasyonuna baghdir. Bunun yaninda,
diger floresan etiketleri Uzerinde GFP ve benzeri proteinlerin en buylk avantaji
molekuler oksijen disinda higbir aksesuar kofaktér, enzim veya ylzeye gerek
duymaksizin (Prasher et al., 1992; (Craggs, 2009), canli organizma, doku ve

hicrelerde kromofor olusumunun mimkin olmasidir (Morin and Hastings, 1971).
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ATG AGT AAA GGA GAA GAA CTT TTC ACT GGA GTT GTC CCA ATT CTT GTT GAA TTA GAT GGT 60
Met Ser Lys Gly Glu Glu Leu Phe Thr Gly Val Val Pro Ile Leu Val Glu Leu Asp Gly
1 val 5 10 15 20
(1la)
GAT GTT AAT GGG CAC AAA TTT TCT GTC AGT GGA GAG GGT GAA GGT GAT GCA ACA TAC GGA 120

Asp Val Asn Gly His Lys Phe Ser Val Ser Gly Glu Gly Glu Gly Asp Ala Thr Tyr Gly
25 30 35 40

AAA CTT ACC CTT AAA TTT ATT TGC ACT ACT GGA AAA CTA CCT GTT CCA TGG CCA ACA CTT 180

Lys Leu Thr Leu Lys Phe Ile Cys Thr Thr Gly Lys Leu Pro Val Pro Trp Pro Thr Leu
45 S0 55 60

GTC ACT ACT TTC TCT TAT GGT GTT CAA TGC TTT TCA AGA TAC CCA GAT CAT ATG AARA CAG 240
Val Thr Thr Phe Ser Tyr Gly Val Gln Cys Phe Ser Arg Tyr Pro Asp His Met Lys Gln
Leu Thr 70 75 80
65
CAT GAC TTT TTC AAG AGT GCC ATG CCC GAAR GGT TAT GTA CAG GAA AGA ACT ATA TTT TTC 300

His Asp Phe Phe Lys Ser Ala Met Pro Glu Gly Tyr Val Gln Glu Arg Thr Ile Phe Phe
85 920 95 100

AAA GAT GAC GGG AAC TAC AAG ACA CGT GCT GAA GTC AAG TTT GAA GGT GAT ACC CTT GTT 360

Lys Asp Asp Gly Asn Tyr Lys Thr Arg Ala Glu Val Lys Phe Glu Gly Asp Thr Leu Val
105 110 115 120

AAT AGA ATC GAG TTA AAA GGT ATT GAT TTT AAA GAR GAT GGA AAC ATT CTT GGA CAC AAA 420

Asn Arg Ile Glu Leu Lys Gly Ile Asp Phe Lys Glu Asp Gly Asn Ile Leu Gly His Lys
125 130 135 140

TTG GAA TAC AAC TAT AAC TCA CAC AAT GTA TAC ATC ATG GCA GAC AAA CAA AAG AAT GGA 480

Leu Glu Tyr Asn Tyr Asn Ser His Asn Val Tyr Ile Met Ala Asp Lys Gln Lys Asn Gly
145 150 155 160

ATC AAA GTT AAC TTC ARA ATT AGA CAC AAC ATT GAA GAT GGA AGC GTT CAA CTA GCA GAC 540

Ile Lys Val Asn Phe Lys Ile Arg His Asn Ile Glu Asp Gly Ser Val Gln Leu Ala Asp
165 170 175 180

CAT TAT CAA CAR AAT ACT CCA ATT GGC GAT GGC CCT GTC CTT TTA CCA GAC AAC CAT TAC 600

His Tyr Gln Gln Asn Thr Pro Ile Gly Asp Gly Pro Val Leu Leu Pro Asp Asn His Tyr
185 190 195 200

CTG TCC ACA CAA TCT GCC CTT TCG AAA GAT CCC AAC GAA AAG AGA GAC CAC ATG GTC CTT 660

Leu Ser Thr Gln Ser Ala Leu Ser Lys Asp Pro Asn Glu Lys Arg Asp His Met Val Leu
208 210 215 220

CTT GAG TTT GTA ACA GCT GCT GGG ATT ACA CAT GGC ATG GAT GAA CTA TAC AAA TAA TAA 720

Leu Glu Phe Val Thr Ala Ala Gly Ile Thr His Gly Met Asp Glu Leu Tyr Lys Stop
225 230 Leu 235

Sekil 2.13. Aequorea victoria Yesil Floresan Proteini (WtGFP) amino asit sekansi.
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Sekil 2.14. Yesil floresan protein kromoforunun gegirdigi protonasyon durumlari
(Craggs, 2009).

GFP’ye dayali fotoisaretleme tekniklerinin hiicresel olaylarin dinamiklerinin gercek-
zamanli izlenmesinde kullanimini gésteren pek ¢ok calisma bulunmaktadir (March
et al., 2003).

GFP, belirli bir proteinin habercisi olmasiI amaciyla protein flzyon ¢alismalarinda
yaygin olarak kullaniimaktadir (Sekil 2.15). GFP, fizyon partnerlerinin stabilitesine
katkida bulunmakta ve proteinin lokalizasyonu ve miktari ile ilgili kolayca bilgi
vermektedir. GFP’nin flzyon proteini olarak kullanimi, hem laboratuar dlgeginde
hem endustriyel olgekte biyoproseslerin kesin olarak takip edilebilebilmesini
saglamigtir. Literatirde bu amacgla gerceklestirilen ¢alismalarda, biyoprosesteki
arin olusumu veya varligi, GFP floresani aracihdiyla gergek-zamanli veya
dogrudan goruntulenmigtir. Promotor ile izleme diger bir uygulama alanini
olusturmaktadir. Ozgll bir promotor kontrolii altinda, GFP ile, bir organizmadaki
belirli hicre gruplarini, organlarini, dokularini veya hucre kulturlerini géruntilemek
mumkin olmaktadir. Benzer olarak, GFP floresani kullanilarak pH, sicaklik,
oksijen gibi parametreler izlenebilmektedir. Bu uygulamalarda GFP, bir stres

kosulu veya cevresel degisikliklere cevap verecek bir promotor ile

36



iligskilendiriimekte ve cevaben alinan floresan, stres dluzeyini veya ¢evresel
kosullardaki degisiklik sonucu ortamda bulunan toksik bilesik konsantrasyonunu

belirlemek amaciyla kullaniimaktadir.

Rekombinant gen

Hedef molekul

Transkripsiyon Translasyon

v

Rekombinant protein

Hedef Fr
protein

488 nm 21om

Sekil 2.15. Yesil floresan protein (GFP) kullanilarak gergeklestirilen protein flizyon
¢alismalarinin temel prensibi (Wang et al., 2008).

GFP’nin yaygin kullanim alanlarindan bir digeri, organizmalarin butin olarak
goruntulenmesidir. Bu yaklasim genellikle ¢evresel biyoteknoloji alaninda
kullaniimaktadir. Bu sekilde, gesitli mikroorganizmalarin, GFP tasiyan plazmidler

araciligiyla, buyumesi ve dagilimi incelenebilmektedir.

Ozetle, gUnimizde GFP ve varyantlari; protein ve nukleik asitlerin
isaretlenmesinde, protein  hareketlerinin,  etkilesimlerinin,  aktivitelerinin,
degredasyonlarinin ve promotor aktivasyonunun izlenmesinde, sinyal molekul
konsantrasyonu, membran potansiyel degisimleri gibi farkli  hucresel
parametrelerin, organizma Olgedinde ise hucre, doku ve organlarin

goruntilenmesinde kullaniimaktadir (Chudakov et al., 2010).
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3. MATERYAL ve METOT

Sunulan g¢alismanin amaci, yesil floresan proteine (GFP) karsi SELEX ydntemi ile
aptamer uretilmesi ve bu aptamer molekullerinin optik tanima tabanli biyosensor
sistemlerine uygulanabilirliginin  arastinimasidir. Bu hedef dogrultusunda

gerceklestirilen deneysel ¢calismalar yedi temel asamada tamamlanmigtir.
Gergeklestirilen bu asamalar sirasi ile asagida verilmigtir:
1. Model bir sistem olarak dnerilecek hedef molekulin belirlenmesi.

2. Belirlenen hedef molekile karsi in vitro se¢im teknigi ile aptamer
molekullerinin segilmesi igin gerekli olan baslangi¢ RNA kutiphanesinin

tasarimi.

3. In vitro sec¢im teknigi icin gerekli parametrelerin belirlenmesi ve

optimizasyonu
4. Baslangi¢ RNA kutuphanesinin in vitro ortamda olusturulmasi
5. SELEX ddéngulerinin gergeklestiriimesi, optimizasyonu ve tekrarlanmasi

6. Sonug olarak elde edilen aptamer molekillerinin DNA dizi analizi ile primer

dizilerinin belirlenmesi

7. Dizisi belirlenen secilmis aptamer molekillerinin altin ylzeye immobilize
edilerek, hedef molekdil ile aptamer molekulleri arasindaki etkilesimin optik

bir sistem araciligiyla gosterilmesi

Calismanin ilk basamaginda optik biyosensor uygulamalarinda model bir sistem
olarak kullanilabilecek hedef molekul-aptamer kompleksi belirlenmistir. Aptamer
tabanli biyosensoér sistemlerinde kullanilan ¢ok farkh tanima stratejileri ve yaygin
olarak kullanilan birka¢ tane model aptamer sistemi bulunmaktadir. Biyosensor
sistemlerinin analitik performanslarinin gelistiriimesi amaciyla, model biyotaniyici
molekullerle gerceklestirilen calismalarda, hassaslik, 6zgullik, analiz zamani ve
maliyet gz dnunde bulundurulmasi gereken parametreler olarak éne ¢ikmaktadir.
Bu dogrultuda, uygulamada oldukgca kolay ve hassas olan floresan tabanh optik

tanima sistemlerinde uygulanabilmesi amaciyla hedef molekul olarak bir floresan
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protein secilmesine karar verilmigtir. Floresan protein olarak, literaturde bugine
kadar en c¢ok calisiimig ve ozellikleri en iyi tanimlanmig Yesil Floresan Protein
(GFP) kullaniimistir.

Daha sonra, GFP’ye karsi gelistirilecek aptamer molekillerinin SELEX proseduri
ile secilmesi icin baglangic RNA kutuphanesi tasarlanmigtir. Baglangic RNA
kUitluphanesi tasarlanirken, daha dnce GFP’ye karsi secilmis bir aptamer dizisinin
islevselliginin artinlabilmesi amaciyla bolgesel olarak randomize edilmis bir
baglangic kutuphanesi ve tamamen rastgele ikinci bir RNA kutiphanesi
olusturulmustur. SELEX prosedurunian her iki baslangi¢ kutuphanesiyle paralel

olarak gerceklestiriimesine karar verilmigtir.

Calisma suresince SELEX doéngulerinin tekrar edilebilirligi agisindan gerekli
parametreler optimize edilmistir. Bu asamada oligonukleotid dizilerinin
sentezlenmesi ve tekrar kullanimlari igin gerekli dontsumleri gegirebilmesi
amaciyla tasarlanan oligonukleotid dizileri ve komplementer primer dizilerinin
optimal c¢alisma kosullari tespit edilmigtir. Diger yandan in vitro segim
prosedurunun oldukga onemli seleksiyon basamagi igin ise proteinleri biyotinlemek

amaciyla kullanilan ticari bir kitin kullaniimasina karar verilmistir.

Optimizasyonlar yapildiktan ve gerekli parametreler belirlendikten sonra, SELEX
proseduri gercgeklestiriimis ve donguller tekrar edilmistir. Daha sonra SELEX
sonucunda elde edilen zenginlestiriimis aptamer molekullerinin primer dizilerinin

belirlenmesi amaciyla DNA dizi analizi gergeklestirilmigtir.

Hedef molekul ile aptamer molekulleri arasindaki etkilesimin goOsteriimesi
amaciyla, secilen aptamer molekdllerinin altin ylzeye immobilizasyonu
gercgeklestiriimistir. Bu asamada oOncelikle avidin molekulleri altin yuzeye tiyol
etkilesimi ile baglanmistir. Daha sonra biyotinlenmis poli-(T) dizisi yuzeye
immobilize edilmistir. Ucuna poli-(A) dizileri eklenmis segcilmis aptamer molekdilleri
poli-(A)-poli-(T) etkilesimi ile yuzeye immobilize edilmistir. Son olarak, modifiye
edilmis altin ylzeylerin hedef molekil (GFP) ile inkiibasyonu sonucunda, aptamer
ile hedef molekulin baglanmasi floresan mikroskop ile test edilmistir.

39



3.1. Materyal

3.1.1. Teknik Ekipman

Calisma suresince kullanilan teknik ekipman Cizelge 3.1.'de verilmigtir.

Cizelge 3.1. Calisma suresince kullanilan teknik ekipman

Ekipman

Marka/Model

Santriftjler

Dijital 1siticih manyetik karigtirici

DNA dizi analizi cihazi
Otoklav

pH metre

Hassas tarti

Elektroforez sistemi

Jel goruntileme Unitesi
Mikrodalga firin

Buz makinasi

Su banyosu

PCR cihazi

Vortex

Floresan mikroskop

Kuru blok isitici
Spektrofotometre
Orbital karistirici
Ceker ocak
Buzdolaplari

Biyoguvenlik kabini (Sinif [I1A)

Distile su cihazi
Siringa filtre
Mikropipet seti

Tlpler

Enjektorler
Serolojik pipetler

Labnet, Spectrafuge 6C
Labnet, Spectrafuge 24D
Labnet, Microfuge C1200
Thermo, SL 16R

IKA, RCT Basic

ABI, 310

Hirayama, HVE-50
Hanna, HI221

Denver, TP-3002
Denver, TP 214

Thermo, Owl EasyCast B1A Mini Gel, 7
X 8 cm

Thermo, Owl EasyCast B1 Mini Gel, 9 x
11 cm

Thermo, EC 300XL
Vilber Lourmat

Arcelik, MD 551

Braun, Multiquick 5
Memmert, WNB 14
Techne, TC-3000X
Labnet

Nikon, Eclipse E600
Nikon, DXM 1200
Labnet, Accublock
Thermo, NanoDrop 2000

Samsung (+4°C), Bloomberg (-20°C),
Thermo (-80°C)

ESCO, AC2-4E1

GFL, 2004

Thermo, Finnpipette 2ul, 5ul, 10ul, 20
pl, 100ul, 2000pl, 20ml

Neptune, 0.2ml, 0.5ml, 1.5ml|

IsoLab, 15ml, 50ml
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3.1.2. Kimyasal Malzemeler

Calisma suresince kullanilan kimyasal malzemeler ve enzimler, Cizelge 3.2. ve

Cizelge 3.3.’de verilmistir.

Cizelge 3.2. Calisma kapsaminda kullanilan kimyasal malzemeler

Malzeme Marka

Boric Acid

Sodium acetate

Glycerol

Phenol Merck
Sodium hydroxide

Chloroform

Isopropanol

Trizma base

PBS pH, 7.4

Hydrochloric acid (1N) Sigma
Avidin agarose

Acetic acid, glacial

EDTA

Ethidium bromide AppliChem
Ethanol

Agaroz Prona
DEPC IsoLab

3.1.3. Oligonukleotidler

Calisma surecinde baslangigc kutuphanesi olarak kullanilan rastgele DNA
oligonukleotidler ve primer oligonukleotidleri tasarimi yapilarak yurtdisindan temin
edilmistir (IDT, Amerika Birlesik Devletleri). Oligonukleotid dizilerinin tasarimi
yapilirken, internet Gzerinden kolaylikla ulasilabilen IDT SciTools OligoAnalyzer
3.1 (http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/) kullanilarak, GC
icerikleri ve dimer olugumlari kontrol edilmigtir. Baglangi¢ kalip DNA oligonukleotid

dizilerinin ve primer dizilerinin primer yapilari Cizelgede gdsterilmistir.

3.1.4. Proteinler

SELEX surecinde hedef molekil olarak yesil floresan protein (GFP) kullanilimigtir.
Sonugta elde edilen aptamer dizilerinin altin ylzeye immobilizasyonu igin
tiyollenmis avidin kullaniimigtir. Yesil floresan protein (Millipore, Amerika Birlesik
Devletleri) ve tiyollenmis avidin (ProteinMods, Amerika Birlesik Devletleri)

yurtdigindan temin edilmistir.
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Cizelge 3.3. Calisma kapsaminda kullanilan enzim ve reaktifler

Malzeme Marka

Nuclease free water

Maxima Hot Start Taqg DNA Polymerase, 5u/ul
T7 RNA Polymerase, 20u/ul

RiboLock RNase Inhibitor, 40u/pl

DNase I, RNase free, 1u/pl

RevertAid Premium Reverse Transkriptase,
200 u/ul

RNase H, Ecoli, 5u/pl

NTP set, 100mM

dNTP set, 200mM

GeneRuler 100 bp DNA ladder plus
GeneRuler 50 bp DNA ladder

RiboRuler High Range RNA Ladder Fermentas
6X DNA Loading Dye

EDTA,05M

MgCl,, 25mM

2X RNA Loading Dye

10X hot start PCR buffer

5X RT buffer

5X Transcription buffer

10X reaction buffer for RNase H

10X reaction buffer for DNase |

10X Reacrion buffer without MnCI2 for DNase |
3M Sodium Acetate Solution , pH: 5,2

DNA Polymerase |, Large (Klenow) Fragment
5000u/ml New England Biolabs
NEB Buffer 2

Nuclease free water

RNase Zap Ambion

3.1.5. Ticari Kitler

Calisma suresince kullanilan ticari kitler Cizelge 3.4.’de verilmigtir.

Cizelge 3.4. Calisma kapsaminda kullanilan ticari kitler

Kit Marka

TranscriptAid = T7  High  Yield Fermentas, K0441
Transcription Kit

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Fermentas, K1621

Kit

RNA Clean & Concentrator™-25 Zymo, R1017
Zymoclean™ Gel RNA Recovery Kit Zymo, R1011
gil;[raCIean® GelSpin® DNA Extraction MoBio, 12400
Biotinylation Kit, Cleavable Sigma, BK200
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3.1.6. Hazirlanan Tampon ve Cozeltiler

Calisma kapsaminda c¢esitli amagclarla hazirlanan ¢ozeltiler asagida 6zetlenmistir.

NaOH cozeltisi (10N):

100 g NaOH 150 ml distile su igerisinde manyetik karistiricida karigtirilarak

¢Ozulmustir. Son hacim distile su ile 250 ml'ye tamamlanmistir.

0,5 M EDTA (pH:8):

146,125 g EDTA 800 ml distile su icinde manyetik karistiricida karistirilarak
¢Ozulmustir. Cozeltinin pH’1 10N NaOH ile ayarlanmigtir. Son hacim distile su ile
1L’ye tamamlanmigtir. Hazirlanan ¢ozelti 0,2 um’lik enjektor filtreden gegirilerek,

121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.

TBE tamponu (5X):

5X TBE tamponu agaroz jel elektroforezinde agaroz jeli hazirlarken ve elektroforez
tamponu olarak kullaniimistir. 5X TBE tamponu kullaniimadan once distile su ile
1X konsantrasyona sulandiriimistir. 5X TBE tamponunun hazirlanisi Cizelge

3.5.’de verilmistir.

Cizelge 3.5. 5X TBE tamponunun hazirlanmasi

igerik Miktar

Tris baz 54g

Borik asit 27,59

0,5M EDTA (pH:8) 20ml

Distile su 1L'ye tamamlanir.

Hazirlanan ¢ozelti 0,2 um’lik enjektor filtreden gegirilerek, 121°C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edilmistir.

50mM Tris-HCI (pH:8):

6,1 g Tris baz, yaklasik 800 ml distile su icinde ¢ozuldukten sonra ¢ozeltinin pH’1
1N HCI ile 8e getirilmistir. Son hacim distile su ile 1L’ye tamamlanmistir.
Hazirlanan ¢ozelti 0,2 um’lik enjektor filtreden gegirilerek, 121°C’de 15 dakika

otoklavlanarak sterilize edilmigtir.
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50mM Sodyum asetat (pH:4.5):

6,8 g sodyum asetat, 1,5 ml asetik asit yaklagik 800 ml distile su iginde
¢Ozuldikten sonra ¢ozeltinin pH’'IT 10N NaOH ile 4.5’e getirilmistir. Son hacim
distile su ile 1L’ye tamamlanmistir. Hazirlanan ¢ozelti 0,2 pm’lik enjektor filtreden

gegirilerek, 121°C’de 15 dakika otoklavlanarak sterilize edilmistir.

0,1% DEPC-su:

1 ml DEPC 1L distile su i¢cinde oda sicakliginda 1 saat karistirilarak ¢ézilmustir.
Hazirlanan ¢oézelti 0,2 um’lik enjektor filtreden gecirilerek, 121°C’de 45 dakika

otoklavlanarak sterilize edilmistir.

3.2. Metot
3.2.1. RNA Kiituphanesi Tasarimi

Oligonukleotid molekullerinin sentezlenmesi islemi rolatif olarak ucuz ve kolay
otomatize bir prosestir. Bunun yaninda, sentezlenen rastgele oligonukleotidlerin
aptamer molekilleri olarak fonksiyon gdésterebilmesi icin; (1) olusturulacak
kGtiphanenin karmasikligi ve (2) sabit bolgelerin primer tasarimi géz onunde

bulundurulmasi gereken iki dGnemli faktordur.

Uretim sirecinin  tamamen rastgele oldugu kabul edilerek, olusturulacak
kUtuphanenin  karmasikhdr kolaylikla hesaplanabilmektedir. X nukleotid
uzunlugunda, y farkll nukleotid tarafindan olusturulan rastgele kuatiphanenin
karmasikhdi, y* ile ifade ediimektedir. X = 35 ve y = 4 oldugu durumda “sekans
boslugu” olarak da ifade edilen maksimum cesitlilik yaklasik 10?"dir. Fakat, boyle
bir kitliphanenin sekans boslugu olarak bilinen teorik cesitliligi, buyUklik olarak
genellikle uygulamada ele alinabilir molekullerinin sayisini oldukga asmaktadir.
Elde edilebilirlik ve maliyet agisindan baslangi¢ kutiphanesinde olusabilecek

maksimum gesitlilik 10*3- 10 arasinda olabilmektedir (James, 2000).

Aptamer molekulerinin merkezini rastgele oligonukleotid dizileri olugturmaktadir.
Ancak bu rastgele dizilerin 5’ ve 3’ uglarinda, her biri SELEX prosedurl igin esas
olan Klenow uzamasli, cDNA sentezi, PCR amplifikasyonu ve T7 RNA polimeraz
transkripsiyonu basamaklari icin primer baglanma bdolgelerini igeren sabit dizilerin

bulunmasi gerekmektedir.
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Bu sabit dizilerin segimi, SELEX prosesinin optimal dizeyde ¢alismasini dogrudan
etkiledigi icin oldukga 6nemlidir. 3’ ucu sabit dizisi, ters-transkriptaz enziminin
primer baglanma bdlgesi olarak gorev yapmaktadir. 5’ ucu sabit dizisi ise, segilen
dizilerin amplifikasyonunu saglayan PCR igin primer baglanma bdlgesi olarak

gOrev yapmaktadir.

Primer baglanma bolgeleri olan bu sabit diziler, T7 RNA polimeraz
transkripsiyonunu optimize edecek, primer/dimerlerini ve PCR amplifikasyonu
sirasinda kendinden eslesmeyi elimine edecek, ve aptamer molekulinun halkasal
konformasyona girmesine neden olacak iki sabit dizi arasinda baz eglesmesini en
aza indirecek sekilde tasarlanmalidir. Sabit bdlgelerin SELEX proseduru igin
tasarlanmasi normal bir PCR igin tasarlanmasina gore, Urlnler ardarda pek ¢ok
seleksiyon ve amplifikasyon donglsu gecirecegi, yani, eser seviyelerde bulunan
herhangi bir artefakt sonugta elde edilecek saf aptamer populasyonu iginde

¢ogalacagi igin gok daha 6nemlidir.

Calisma kapsaminda kullanilan oligontkleotid katuphaneleri tasarlanirken ilk
olarak rastgele bolgelerin tasarimi Gzerine ¢aligiimistir. Bunun i¢in yapilan literatur
arastirmasi sonucu daha 6nceden tanimlanmis (Mallik et al., 2010) olan GFP
aptamer dizisi baz alinmistir. Tanimlanan diziden koken alan fonksiyonel olarak
daha verimli ikinci bir dizinin tanimlanabilmesi amaciyla, 6nceden tanimlanan
aptamer dizisinin olasi sekonder yapilari M-Fold programiyla (Zuker, 2003)
(http://mfold.rna.albany.edu) incelenerek belirlenmis ve GFP’ye baglanmada aktif
olmayan stem bdlgeleri arasina rastgele diziler yerlestirilerek, kismi olarak
randomize edilmis yeni bir oligonlkleotid kuUtiphanesi olusturulmustur. Bunun
yaninda, daha onceden tanimlanmis diziyle kargilastiriimak Uzere tamamen
rastgele ikinci bir oligonukleotid kutuphanesi olusturulmustur. Rastgele bolgelerin
uglarinda bulunan sabit primer baglanma dizileri ise yukarida anlatilan
gereksinimler g6z 6nunde bulundurularak tasarlanmistir.  Bunun igin
kUtuphanelerin 5’ sabit ucunda T7 RNA polimeraz enziminin evrensel promotor
dizisi (5’- TAATACGACTCACTATAGGG -3’) ve PCR igin ileri primer dizisi; 3’
ucunda ise PCR icin geri primer dizisinin baglanacagi bdlgeler olusturulmustur.
Olusturulan sabit bdlgelerin komplementer primer dizileri ve ters-transkripsiyon
reaksiyonundan sonra T7 promotorunun tekrar diziye katilabilmesi igin ikinci bir 5’

primer dizisi sentezlenmigtir.
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Tasarimi tamamlanan baslangi¢ kutuphanesini olusturacak tek zincirli DNA dizileri,
oligonukleotid primer dizileri ve yuzey immobilizasyonu asamasinda kullanilacak
biyotinlenmis poli-A dizisi yurt disindan temin edilmistir (IDT, Amerika Birlesik
Devletleri). Liyofilize olarak temin edilen tim oligonUkleotid dizileri son
konsantrasyonu 100 pmol/yl olacak sekilde nikleaz igermeyen su igerisinde
¢Ozulmustur. Hazirlanan oligonukleotid ¢ozeltileri belirli hacimlere bolunerek -80
°C’de saklanmistir. Sentezlenen oligonukleotid dizileri ve Ozellikleri asagida

belirtilmistir.

Cizelge 3.6. Calisma kapsaminda kullanilan oligonUkleotid dizileri ve 6zellikleri

. . . : . Uzunluk Twm
Oligonukleotid Primer dizi (baz) (°C)
5-GGACCGAGTCCAGAA-N>;.
GCCCATTGC-Ny;-
RNA TTCTGTGGTGGCCCTCTTTTAAGGACTT 153 715
kiitiphanesi_1 TCCCCACCCAATTCGCCACGCCATCGT '
GCTCCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTC
ATTTC -3’
RNA 5-N135-
e . CCCTATAGTGAGTCGTATTAATTTCATTT 165 71
kiitiphanesi_2 C.3
T7 promotor 5- GAAATGAAATTAATACGACTCACT
. ; , 27 49,5
primeri ATA -3
Geri Primer 5’- GGA CCG AGT CCA GAA -3 15 50
e e 5- GAA ATG AAATTA ATACGACTC
lleri primer ACT -3 24 49,3
RT-primeri 5- GAAATGAAATTAATACGACTCACT 40 49
P ATAGGGAGCACGATGG -3
Poli-(T) (3 5-TTTTTTTTTTTTTITTITTTITT-3 20

biyotinlenmis)

3.2.2. SELEX Deneyleri

SELEX prosedurini RNA kutiphanesinin olusturulmasi, hedef molekul ile
inkibasyon, seleksiyon, seperasyon basamaklarinin tekrarlanmasi ve sonug¢
olarak secilen aptamerlerin dizilerinin tanimlanmasi olusturmaktadir. Bu

asamalarda kullanilan metotlar ve protokoller agsagida detayl olarak anlatiimigtir.

3.2.2.1. Cift Zincirli Promotor Bolge Olusturulmasi

Baslangic RNA katiphanesinin olusturulabilmesi igin dncelikle tek zincirli DNA

molekulleri olarak sentezlenmis diziler Uzerinde T7 RNA polimeraz enziminin
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aktivite gosterebilmesi amaciyla ¢ift zincirli promotor bodlgeler olusturulmustur.
Bunun igin, 5 ucunda T7 promotor dizisini igeren tek zincirli DNA molekulleri ile
promotor bdlgenin komplementer DNA dizisi hibridize edilmistir. Gergeklestirilen

reaksiyon kosullari Cizelge 3.7.’de belirtilmistir.

Cizelge 3.7. Cift zincirli promotor bolge olusturulurken kullanilan reaksiyon
bilesenleri

Bilesen Miktar
Kalip ssDNA (100pmol/ul) 2,5 ul
Komplementer promotor primeri 25 Ul
(100 pmol/ul) > H
Transkripsiyon tamponu (5X) 10 pl
Nukleaz icermeyen dH,O 22,25

Cizelge 3.8. Cift zincirli promotor bolge olusturulurken kullanilan reaksiyon
kosullari

Sicaklik Sure
94 °C 5 dakika
50 °C 5 dakika
Oda sicakligi min. 3 dakika

3.2.2.2. In vitro Transkripsiyon

RNA polimeraz araciligiyla in vitro transkripsiyon biyofiziksel, biyokimyasal ve
molekuler biyoloji deneyleri icin RNA Uretmek amaciyla yaygin olarak
kullaniimaktadir (Pleiss et al., 1998). RNA, bakteriyofaj sistemlerinin birlesenleri
kullanilarak in vitro transkripsiyon ile kolayca sentezlenebilmektedir (Beckert and
Masquida, 2011). Siklikla kullanilan sistemlerden biri de T7 bakteriyofaj sistemidir.
Bakteriyofaj T7 RNA polimeraz, promotor dizisine oldukga kuvvetli bir 6zgullik
gOsteren ve transkripsiyonun baslama, uzama ve sonlanma basamaklarini
promotor-sepesifik olarak ve herhangi bir aktivatdér proteinin yardimina ihtiyag
duymaksizin gergeklestirebilen bir enzimdir (Guerniou et al., 2005; Pal et al.,
2012). T7 RNA polimeraz RNA molekulinin 5’ ucundan 3’ ucuna dogru sentezini
gercgeklestiren DNA-bagimli bir RNA polimerazdir. In vitro transkripsiyon igin kalip
molekil; PCR’da kullanilan 5’ oligonikleotidin bir parcasi olarak T7 promotoru
iceren bir PCR UrlnU veya transkribe edilecek kalip dizinin yaninda T7 promotor
dizisini ve promotor komplementerini igeren tek zincirli bir oligonukleotid
olabilmektedir (Beckert and Masquida, 2011).
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Calisma suresince tek zincirli DNA molekulleri ve PCR Urlnu olan ¢ift zincirli DNA
molekullerinin komplementer RNA dizilerinin sentezlenmesi amaciyla T7 RNA

polimeraz araciligiyla in vitro transkripsiyon gerceklestirilmigtir.

Cizelge 3.9. In vitro transkripisiyon reaksiyon bilesenleri

Bilesen Miktar

Cift zincirli promotor bolge iceren kalip

ssDNA (100pmol/ul) / PCR Grana Sul
Transkripsiyon tamponu (5X) 10 ul
NTP karisimi (10mM) 10 ul
RiboLock RNaz inhibitdra (40u/pl) 1,25 pl
T7 RNA polimeraz (20u/ul) 1,5 ul
Nukleaz icermeyen dH,O 22,25 ul
Toplam reaksiyon 50 pl

Reaksiyon karisimi 37 °C’de 4 saat inklibe edilerek in vitro transkripsiyon
gerceklestiriimigtir. In  vitro transkripsiyon drunleri, bir sonraki seleksiyon
basamaginda yalnis pozitif sonuclar alinmasini engellemek amaciyla reaksiyon
kaisiminda bulunan kalip DNA molekullerinin ortamdan uzaklastiriimasi icin DNaz
ile muamele edilmigstir (Cizelge 3.10.). Daha sonra RNA Clean & Concentrator™-
25 ile purifiye edilmistir. Purifikasyon sonunda hemen kullaniimayacak reaksiyon

tupleri -80°C’ye kaldiriimistir.

Cizelge 3.10. DNaz uygulamasi reaksiyon bilesenleri

Bilesen Miktar
In vitro transkripsiyon urtunu 50 i
DNase |, RNase free (1u/pl) 2 pl
EDTA (0,5mM) 2 pl
Toplam reaksiyon 54 ul

Cizelge 3.11. DNaz uygulamasi reaksiyon kosullari

Sicaklik Siire
37°C 15 dakika
65 °C 10 dakika

3.2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (“Polymerase Chain Reaction”, PCR)

PCR, dogal DNA sentezi ve replikasyon proseslerinin temel elemanlarini
kullanarak spesifik bir DNA fragmentinin in vitro olarak kopyalanmasidir. Basit

olarak, cift zinciri DNA molekllinin her bir zinciri komplementer zincirin
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uretilebilmesi i¢in kalip olarak gorev yapmaktadir. Bu kopyalama cok iyi bilinen
Watson-Crick kurallarina gore gerceklesen baz eslesmesine dayanmaktadir. DNA
polimeraz ile DNA sentezi i¢in “primer” olarak adlandirilan yaklasik 20 nikleotid
uzunlugunda sentetik olarak Uretilen komplementer DNA dizileri, ANTP molekulleri,

enzimin aktivite gosterecegi tampon ve MgCl, gerekmektedir.

Polimeraz zincir reaksiyonu, bir donglsu denaturasyon, primerin baglanmasi ve
uzama olmak Uzere U¢ basamaktan olusan, her basamak icin farkli sicakliklarin
kullanilmasina dayanan bir prosestir. Denatirasyon basamaginda DNA
sarmalindaki baz ciftleri arasindaki hidrojen baglari 94 - 95°C’ye sitilarak
kirllmaktadir. Kalip DNA moleklli denaturasyonunu takiben ileri ve geri olmak
Uzere iki adet dizi spesifik primer kalip DNA zincirindeki komplementer dizilerine
baglanmaktadir. Primerlerin baglanma sicakhg: (Ty) diziye 6zgul bir parametre
olmakla birlikte reaksiyonun yuksek 6zgulliginu saglamaktadir. Daha sonra DNA
Polimeraz, optimal aktivite gosterdigi 72°C’de, her iki primerin de 3’-OH gruplarina
normal baz eslesmesi kurallarina goére deoksinukleotidleri ekleyerek yeni cift
zincirli DNA molekullerini olusturmaktadir. Ardarda tekrarlanan PCR dongdleri ile
bir dongu sonunda sentezlenen urlinin bir sonraki dongude kalip olarak gorev

yapmasi sonucunda DNA pargalarinin miktari Ussel olarak artmaktadir.

3.2.2.3.1. Hot-Start PCR

PCR performansini ve Urun miktarini artirmak icin siklikla kullanilan bir
yaklasimdir. Oda sicakhginda veya daha altindaki sicakliklarda hazirlanan PCR
reaksiyonlari, PCR cihazina konulana kadar ve PCR cihazinda sicaklik 65-
70°C’ye c¢ikana kadar gecen slrede, spesifik olmayan primer/kalip zincir ve
primer/primer baglanmalari olabilmekte ve bu uUrinler DNA polimeraz igin substrat
olabilmektedir. Bu sekilde olusan Urlnler daha sonraki amplifikasyon
basamaklarinda kalip olarak kullanildiginda spesifik olmayan urlGnler vel/veya
primer/dimer ciftleri olusabilmektedir. Ancak, eger polimerizasyon baslamadan
Oonce reaksiyon 65- 70°C isitiirsa, primer baglanmasinin kesinligi artacak ve

istenmeyen PCR Urunlerinin sentezi engellenecektir.

“‘Hot-start”, PCR doéngusunun baslangi¢c denatlirasyon basamadgina kadar DNA
polimeraz enziminin inaktivasyonunu tanimlayan bir terimdir. Manuel olarak

gelistirilen Hot-start prosedurler, oda sicakliginda veya buz Uzerinde hazirlik
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asamasi gerceklestirilirken reaksiyon 65- 70°C’ye ¢ikana kadar kritik bir birlesenin
reaksiyon karigimina ilave edilmemesine dayanmaktadir. Bu amacla gelistirilen
cesitli ticari urunlerin galisma prensibinde ise DNA polimeraz inaktivasyonu igin,
kimyasal modifikasyon, fiziksel modifikasyon, antikor veya aptamer baglama gibi

cesitli yontemler kullaniimaktadir.

Calisma kapsaminda kullanilan Maxima® Hot Start Taq DNA Polymerase
enziminin aminoasit rezidulerine Isiya duyarli bloke edici gruplar eklenerek
kimyasal olarak modifiye edilmistir. Enzimin aktivasyonu 4 dakika 95°C’de

inkiibasyon ile gerceklesmektedir.

3.2.2.3.2. Touchdown PCR

Polimeraz zincir reaksiyonunda optimal primer baglanma derecesi gerekmektedir.
Normalde bu parametre primer/kalip zincirin Ty derecesine baghdir. Ancak Ty
degeri tampon birlesenleri, primer ve kalip zincir konsantrasyonuna bagl olarak
degiskenlik gosterebildigi icin hesaplanan deger tahmini bir deger olmaktadir. Bu

sebeple genellikle dogru primer baglanma derecesini saptamak zordur.

Touchdown (TD) PCR, 6zgullugu, hassashgi ve Grand artirmaya yarayan basit ve
hizli bir PCR optimizasyon yontemidir. Bu yontemle uzun suren optimizasyon
basamaklari ve primer dizayninin tekrari elimine edilmektedir. TD-PCR, primer
baglanma derecesi baslangigta primerlerin Ty degerinden daha yuksek bir
sicaklikta baslamakta ve her dongude baglanma derecesi kademeli olarak en
sonunda Ty derecesinin altinda bir degere kadar azaltiimaktadir. Boylece herhangi
bir spesifik olmayan baglanma olayi gerceklesmeden 6nce komplementer diziye
sadece spesifik primer bagdlanmasinin gerceklesmesi saglanmaktadir. ilk
dongulerde olusan drunler spesifik Urtinler olmakta ve daha sonraki dongulerde

kalip gorevi gorecek dogru dizilerin birikimi saglanmaktadir.

Calisma suresince istenilen DNA fragmanlarini ¢ogdaltmak ve optimizasyonunu
saglamak amaciyla Hot-start TD-PCR gergeklestiriimistir. Asagida belirtilen PCR
reaksiyon ve program kosullari uygulanmistir.
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Sekil 3.1. PCR cihazi

Cizelge 3.12. Calisma kapsaminda gercgeklestirilen HotStart TD PCR reaksiyon
birlesenleri

Bilesen Miktar
Kalip DNA (100pmol/ul) 2,5 ul
Reaksiyon tamponu (10X) 10 pl
MgCl, (25mM) 12 ul
dNTP karisimi (10mM) 2 ul
ileri primer (100pmol/pl) 1,2 ul
Geri Primer (100pmol/ul) 1,2 pl
Maxima® Hot Start Tag DNA Polymerase (5u/pl) 0,6 ul
Nukleaz icermeyen dH,O 70,5 pl
Toplam reaksiyon 100 pl

Cizelge 3.13. HotStart TD PCR reaksiyon kosullari

Sicaklik Sure

Baslangig 95 °C 4 dk
denaturasyonu .
Denaturasyon 95 °C 45 sn
Primer baglanmasi 55- 45 °C 45 sn - X16
Uzamq 72 °C 30 sn | siklus
Denaturasyon 95 °C 45 sn
Primer baglanmasi 45 °C 45 sn - X204
Uzama 72 °C 30 sn :

- J siklus
Final uzamasi 72 °C 5 dk
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3.2.2.4. Seleksiyon

Calisma kapsaminda  gergeklestirlien SELEX doéngulerinin  seleksiyon
basamaklarinda, hedef molekile baglanan RNA aptamer molekillerinin
baglanmayan aptamer molekullerinden ayrilmasi ve geri kazanilmasi amaciyla
pek ¢ok molekulun tani ve izolasyonu amaciyla siklikla kullanilan avidin/biyotin
etkilesimini temel alan ticari bir kit kullaniimistir (Sigma-Aldrich's Cleavable

Biotinylation Kit). Seleksiyon basamaklari (¢ temel asamada gergeklestiriimistir:
1. Hedef molekulin (GFP) biyotinilasyonu
2. Avidin agaroz kolon ile aptamer molekdullerinin seleksiyonu
3. Kolon materyaline baglanan hedef molekulin (GFP) geri kazaniimasi

Hedef molekilin (GFP) biyotinilasyon protokoli:

1. Fosfat tampon (PBS) iginde c¢ozulmus olarak temin edilen, 1mg/ml

konsantrasyonunda hedef protein molekull kullaniimigtir.

2. Biyotinilasyon reaktifi (Biotin disulfide N-Hydroxysuccinimide ester) 1 mg/ml
olacak sekilde 6 pl DMF (N,N’-Dimethylformamide) iginde ¢ozulmustar.
Hazirlanan bu c¢ozelti 4°C’de 24 saat kararli oldugundan, kullanilacagi

zaman taze olarak hazirlanmistir.

3. Hazirlanan biyotinilasyon ¢ozeltisi 100 ug protein ¢ozeltisinin igine yavasca

eklenmis ve pipetlenerek karigtiriimigtir.

4. 1 saat oda sicakliginda, orbital karistirici ile karistirildiktan sonra

biyotinilasyon islemi tamamlanmistir.

5. Sephadex-G25 kolonu 3 kolon hacmi (30ml) 1X DEPC-PBS (pH: 7,4) ile
dengeye getirilmistir.

6. Biyotinilasyon islemi bittikten sonra, biyotinilasyon karsimi Sephadex-G25

kolonuna alinmigtir.

7. Kolon 5000xg’de 1 dakika santrifuj edildikten sonra biyotinlenen GFP

molekulleri biyotinilasyon reaktifinden arindiriimistir.
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8. Kolona 1 ml 1X DEPC-PBS (pH: 7,4) ilave edilmigtir. 5000xg’de 1 dakika
santrifij edildikten sonra biyotinlenen GFP molekulleri DEPC-PBS iginde

toplanmisgtir.

Seleksiyon protokoli:

1. 1ml afinite matriksi (avidin agaroz) santriftj kolonunun (5 ml toplam hacim,

2 ml matriks yatagt) icine alinmigtir.
2. Matriks 3ml DEPC-PBS (pH:7,4) ¢ozeltisi ile yikanarak dengeye getirilmistir.

3. Biyotinlenmig protein karigimi kolona alinmig ve 30 dakika oda sicakliginda

karigtinlarak inkaibe edilmistir.
4. Kolon 5000xg’de 1 dakika santrifuj edilmigtir.
5. Matriks 3 kez 3ml 1X DEPC-PBS (pH:7,4) ¢ozeltisi ile yikanmistir.

6. Farkl tuplerde paralel olarak gergeklestirilen in vitro transkripsiyon urunu
olan RNA kutuphaneleri kendi aralarinda birlestirilerek, RNA purifikasyon
kiti ile purifiye edilmigtir. 50 yl nikleaz icermeyen su igerisinde toplanmistir.
Boylece RNA kutuphanesinin  yogunlugu artinimis ve transkripsiyon
reaksiyon bilesenlerinden arindiriimis olmaktadir. Purifikasyondan sonra
elde edilen RNA kutuphanesi 1X DEPC-PBS (pH:7,4) ¢ozeltisi ile 10 kat

sulandiriimistir.

7. Olusturulan RNA kutuphanesi kolona alindiktan sonra oda sicakhginda 30

dakika inkube edilmigtir.

8. Kolon 5000xg’de 1 dakika santrifij edilerek, hedef molekule (GFP)

baglanmayan RNA molekulleri baglananlardan ayiriimistir.
9. Matriks 3 kez 3ml 1X DEPC-PBS (pH:7,4) ¢ozeltisi ile yikanmistir.

10. Hedef molekile (GFP) baglanan RNA molekullerini toplamak igin kolona 1
ml toplama ¢ozeltisi (8 M ure, 5 mM EDTA) ilave edilmigtir.

11.Kolon 5000xg’de 1 dakika santrifuj edilerek, hedef molekule (GFP)

baglanan RNA molekulleri toplanmistir.
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12.Toplanan, hedef molekul ile baglanan aptamer molekulleri Sephadex G-25
kolonu kullanilarak toplama tamponundan arindiriimig ve 2 ml nukleaz

icermeyen su igerisinde tekrar ¢ozulmustur.

13.Toplanan RNA  molekullerinin ~ yogunlugunu artirmak amaciyla,
fenol/klorofom yontemi ile purifikasyon yapiimistir. Elde edilen RNA
molekulleri bir sonraki SELEX dongusunde kullaniimak tUzere RT-PCR ile

DNA komplementerlerine gevrilip ¢ogaltiimigtir.

Sephadex G-25 kolonunun rejenere edilmesi:

1. Kolon, 3 kolon hacmi kadar (30 ml) 0,5M NacCl ile yikanmistir.

2. Daha sonra 3 kolon hacmi (30ml) 1X DEPC-PBS (pH: 7,4) ile dengeye

getirilmistir.

Biyotinlenmis hedef molekiliin geri toplanmasi:

1. Avidin agaroz matriksine bagl kalan biyotinlenmis protein molekulleri 3ml

50mM DTT igeren PBS ile 1 saat karigtirilarak inktibe edilmistir.
2. Kolon 5000xg’de 1 dakika santriftij edilmistir.

3. 3mlI 50mM DTT iceren PBS ile yikama islemi gerceklestiriimis ve 5000xg’de

1 dakika santrifuj edilmistir.

4. Bu islem sonucunda biyotinilasyon ajaninin igcerdigi disulfit baglar kiriimis

ve serbest sulfidril gruplari iceren protein molekdulleri tekrar kazaniimistir.

5. Geri kazanilan protein molekilleri Sephadex G-25 kolonu ile DTT’den

arindiriimis ve PBS igerisinde tekrar toplanmistir.

3.2.2.5. Ters-Transkripsiyon (Reverse Transcription)

Ters-transkripsiyon, RNA- bagimli bir DNA polimeraz olan ters-transkriptaz enzimi
araciligiyla kalip olarak RNA molekalu kullanilarak komplementer DNA (cDNA)
dizisinin sentezlemesidir. Sentezlenen cDNA daha sonra PCR ile ¢ogaltilabilmekte
veya cDNA katiphanelerinin olusturuimasinda kullanilabilmektedir. Herhangi bir

RNA molekulu ile, RNA molekuilune hibridize olmusg tek zincirli DNA primerinin
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varliginda ters transkripsiyon reaksiyonu gergeklestirilebilmektedir. DNA primerinin
hibridizasyonundan sonra ters-transkriptaz (RT) enzimi primerin 3’ ucundan kalip
RNA molekulintd kullanarak komplementer diziyi sentezlemektedir. Ters-
transkripsiyonda kullanilan kalip RNA dizisine bagli olarak oligo-T primer, rastgele
primer (random primer) veya dizi spesifik primer olmak Uzere g farkli DNA primeri

kullanilabilmektedir.

Dogal ters-transkriptazlar, DNA polimeraz aktivitelerinin yaninda bazilarinda
endojen olarak RNaz H aktivitesi de gdsterebilen ¢ok fonksiyonlu enzimlerdir.
Endojen RNaz H aktivitesi ise RNA/DNA hibridini olugturan RNA molekdlinun
degredasyonuna neden olmaktadir. cDNA sentezi sirasinda RNA molekulinin
degrede olmasi Urun miktarini ve sentezlenen cDNA molekulinin uzamasini
engellerken, cDNA sentezinden sonra PCR yapilacaksa orjinal RNA molekulinin

ortamda olmasi kisitlayici bir faktorduir.

Calisma kapsaminda herhangi bir agsamada in vitro transkripsiyon ile elde edilen
RNA molekullerinin komplementer DNA molekullerinin sentezlenmesi amaciyla
ters-transkripsiyon reaksiyonu gercgeklestiriimistir. Asagida belirtilen reaksiyon ve

program kosullari gerceklestiriimigstir.

Cizelge 3.14.Ters transkripsiyon basamaginda kullanilan reaksiyon bilesenleri

Bilesen Miktar
Kalip RNA 1yl (~1 pg)
Reaksiyon tamponu (5X) 4 ul
Geri primer (100 pmol/ul) 1l
RiboLock RNaz inhibitort (40u/pl) 1 ul
dNTP karisimi (10mM) 2 ul
RevertAid Reverse Transcriptase (200 u/ul) 1l
Nukleaz icermeyen dH,O 10 pl
Toplam reaksiyon 20 pl
Cizelge 3.15. Ters transkripsiyon basamaginda gergeklestirilen reaksiyon kosullari
Sicakhk Zaman
Denatiurasyon 0
(Primer+kalip+ dH,0) 65°C 5 dk
Buz Uzerinde min. 3 dk
Sentezleme 42 °C 60 dk
Sonlanma 70 °C 10 dk

Reaksiyon sonrasinda olusan Urinler ile tercihnen hemen PCR gergeklestirilmistir.

Hemen kullaniimayacak drnekler -80°C’de saklanmistir.
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Ters transkripsiyon reaksiyonundan sonra gergeklestirilen PCR kosullari yukarida
anlatilmistir. Ancak bu asamada elde edilen cDNA dizileri dncelikle RNaz H ile
muamele edilmistir. 1Tu RNaz H reaksiyon karisimina eklendikten sonra 15°C’de 2
saat inklibe edilmistir. Reaksiyon, 0,1 M EDTA (pH:8) ilavesiyle sonlandiriimigstir.
Reaksiyon karisiminda bulunan RNA molekilleri ortamdan uzaklastirildiktan sonra
cDNA dizileri RT-primeri ile hibridize edilerek dizi uzamasi yapiimig, daha sonra

ileri ve geri primerler ile PCR gercgeklestirilmistir.

Cizelge 3.16. RNaz H uygulamasi reaksiyon bilesenleri

Bilesen Miktar
Ters transkripsiyon Urinu 20 pl
RNase H (5u/pl) 0,2 ul
EDTA (0,5 M, pH:8) 5 ul
Toplam reaksiyon 25

Cizelge 3.17. RT-PCR o0Oncesi gerceklestirilen primer uzamasi reaksiyonu
bilegenleri

Bilesen Miktar
Ters transkripsiyon urunu 20 pl
Reaksiyon tamponu (10X) 10 pl
MgCl, (25mM) 12 ul
dNTP karisimi (10mM) 2 ul
RT-primer (100pmol/ul) 1,2 pl
Maxima® Hot Start Taqg DNA Polymerase (5u/pl) 0,6 ul
Nukleaz icermeyen dH,O 51,8 ul
Toplam reaksiyon 97,6 ul

Cizelge 3.18. RT-PCR 6ncesi gergeklestirilen primer uzamasi reaksiyon kosullari

Sicakhk Zaman
Denatur_asyon+en2|m 95 °C 4 dk
aktivasyonu
Primer baglanmasi 50 °C 45 sn
Uzama 72 °C 5 dk

Primer uzamasi reaksiyonundan sonra reaksiyon karigiminin igerisine ileri ve geri
primerler, her birinin son konsantrasyonu 1,2 pmol olacak sekilde eklenerek

yukarida anlatiimis olan HS TD-PCR protokolu (Cizelge 3.13.) gergeklestiriimistir.
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3.2.2.6. Niikleik Asit Molekiillerinin Analizi
3.2.2.6.1. Spektral Yontem

Nukleik asit molekullerinin safligi ve konsantrasyonu NanoDrop 2000 ile
spektrofotometrik olarak tanimlanmigtir. DNA ve RNA molekullerinin safligini
belirlemek amaciyla 260 nm ve 280 nm dalga boylarindaki absorbsiyon oranina
(A260/A280) ve 260 nm ve 230 nm dalga boylarindaki absorbsiyon oranina
(A260/A230) bakilmigtir. A260/A280 absorbans orani, saf bir DNA ¢Ozeltisinde
yaklagik 1,8 iken saf bir RNA ¢ozeltisinde yaklasik degeri 2,0 olmaldir. Protein
kontaminasyonu varliginda bu oranin dismesi beklenmektedir. A260/A230
absorbans orani ise saflikla ilgili ikincil bir 6lgcimdur. Bu oran, saf bir nikleik asit
¢Ozeltisinde respektif olarak A260/A280 oranindan daha yuksek olmakla birlikte

2,0 ile 2,2 arasinda olmasi beklenmektedir.

Sekil 3.2. Spektrofotometrik dlgiimler igin kullanilan NanoDrop 2000 cihazi.

3.2.2.6.2. Agaroz Jel Elektroforezi

Elektroforez, bir karisimda ¢éziinmus halde bulunan molekdllerin bir elektrik alanin
etkisiyle destek materyali Uzerinde hareket etmeleri prensibiyle bu molekulleri
ayirmaya yarayan bir tekniktir. Molekullerin hareketi, molekullerin yukine,
boyutuna, bigimine, destek materyalinin konsantrasyonuna ve uygulanan
elektriksel alana baghdir. Elektroforez sistemini kati bir destek, elektrigi iletmeye
yarayan bir tampon c¢oOzelti ve gug¢ kaynagi olusturmaktadir. Nukleik asit
molekullerinin analizinde kullanilan standart yontem, destek ortami olarak

agarozun kullanildigi elektroforezdir. Ultraviyole 1sik altinda floresan etki gdsteren
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etidyum bromilr (EtBr) boyasinin kullanimi ile nikleik asit molekullerinin jelde

gorunur hale gelmesi analizin kolayca yapilabilmesine olanak vermektedir.

Sekil 3.3. Agaroz jel elektroforez sistemi

Calisma kapsaminda DNA molekullerinin analizi i¢in %1- 1,5; RNA molekullerinin
analizinde ise %2,5 konsantrasyonda hazirlanan agaroz jeller kullaniimistir.
Calisma suresince, DNA molekulleri, polimerizasyon, PCR ve ters-transkripsiyon
PCR  basamaklarindan  sonra; RNA  molekulleri ise  transkripsiyon

reaksiyonlarindan sonra dogal agaroz jel elektroforeziyle analiz edilmistir.

%1’lik agaroz jel hazirlanirken asagidaki protokol takip edilmistir:

1. 0,35 gram agaroz 35 ml 1X TBE tamponu icerisinde mikrodalga ile

kaynatilarak ¢ozulmustur.

2. Elle tutulabilecek sicakliga (50-55 °C) dusene kadar oda sicakliginda
bekletilmistir

3. Etidyum bromdir, jeldeki son konsantrasyonu 0,5 ug/ ml olacak sekilde ilave

edilip ve iyice kanigtiriimistir.
4. Jel, taraklar yerlestiriimis elektroforez tepsisine dokulmustur.

5. Jel iyice katilagtiktan sonra tarak dikkatlice c¢ikartiimis ve jel 1X TBE

tamponu ile dolu tankin igine alinmigtir.
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RNA jel elektroforezi igin kullanilan her malzeme RNaz zap ile silinmis ve DEPC-
sudan gecirilmistir. RNA agaroz jel elektroforezi icin kullanilan tampon ¢ozelti (5X

TBE) DEPC-su ile 1X konsantrasyona getirilmistir.

DNA, 6X DNA Loading Dye (10 mM Tris-HCI, pH 7.6, 0.03% bromophenol blue,
0.03% xylene cyanol FF, 60% glycerol, 60 mM EDTA) ile 5:1 oraninda
karistirildiktan sonra agaroz jel Uzerindeki kuyulara yuklenmigtir. Fragmentlerin
boy kontrolu igcin GeneRuler 100 bp DNA ladder plus (Sekil 3.4.) ve GeneRuler 50
bp DNA ladder (Sekil 3.4.) kullaniimigtir. Elektroforetik ayrim 5V/cm olacak sekilde

sabit akim uygulanarak gergeklestirilmistir.

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder GeneRuler™ 50bp DNA Ladder
0’GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder, 0’GeneRuler™ 50bp DNA Ladder,
ready-to-use ready-to-use
bpng/05pg % bp bp ng/0.5p9 %
1000 200 6.0
J00 0.0 6.0
—— Y
, 1000 jg-g 38 pu— ‘ﬂﬂ‘é §§
90( ¢ { o U N i
2z, 250 480 90 - 3;8000 n — 500 750 150
= — 700 450 9.0 — 800 2 400 200 6.0
g — 600 450 90 - 700 .z 00 60
3t 500 1150 23.0 600 % 250 75:0 15"0
g — 400 400 80 e E . o0 B0 70
2 — 300 400 80 3 150 350 70
= — 200 400 8.0 400 3 — 100 350 7.0
o Yy : i .
— 100 400 8.0 50 BOo 70
,%, — 300 é
g g
= £
™~ —~ 200 i
0.5 pgiane, 8 cm length gel, 0.5 pglane, 8 cm kngth gel,
1XTEE,5 Vem, 1 h S 1XTEE, 5 Vfem, 1 h 3
= — 100 'E)).
0.5 pafane, 20 cm length gel, 0.5 pg/lane, 20 em length gel,
1XTAE, 8 Vfem, 3 h 1X TAE, 8 Wem, 3 h

Sekil 3.4. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan DNA markerlari

RNA molekulleri, elektrik alandaki hareketlerini etkileyecek ikincil yapilarina
katlandiklari icin denatlre edilerek elektroforez isleminin gergeklestiriimesi
gerekmektedir. Bu amacgla denatlure edici agaroz jeller hazirlanmaktadir. Ancak
RNA molekulleri, jele yuklenmeden Once denature edilerek, denature edici
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olmayan agaroz jellerde de analiz edilebilmektedir. Formaldehit ve formamid RNA
molekulinu denature etmek amaciyla yaygin olarak kullaniimaktadir. Calisma
kapsaminda ise ticari olarak satilan 2X RNA Loading Dye (95% formamide,
0.025% SDS, 0.025% bromophenol blue, 0.025% xylene cyanol FF, 0.025%
ethidium bromide, 0.5 mM EDTA) ile RNA ornekleri denature edilerek, denature

edici olmayan agaroz jelde analiz edilmistir.

RiboRuler™ High Range RNA Ladder
ses5_ng/2 pl bases

120 - 6000
120 — 4000
120 — 3000

. g7 — 2000

= 23 - 1500

”a: - 1000

S 120

— 500

:iw_; 120 @

g S — 200

_ o &

= 120 *

a B

= -

[=% o

2 =

*® «©

= £

£ b

2 pl of SM1821/ane, 2 plof #SM1821/ane

8 cm length gel 8 cm length gel,

1XTAE, 5 Viem 1X MOPS, 5V/em

Sekil 3.5. Agaroz jel elektroforezinde kullanilan RNA markeri

RNA molekuillerinin denature edilerek agaroz jele vyuklenmesi asamasinda

asadidaki protokol takip edilmistir:

1. 4 pl 2X RNA ylUkleme boyasi, 4 pl RNA ile karisgtiriimigtir.

2. RNA fragmentlerinin boy kontrolu i¢in marker olarak RiboRuler RNA Ladder
(High Range) (Sekil 3.5.) kullaniimigtir.

3. Ornek karigimlari ve 4 pl kullanima hazir RNA markeri 70°C’de 10 dakika
inkibe edilerek denatlire edilmistir. Tupler hemen buz Uzerine alinarak
denature edilmis yapilarin korunmasi saglanmistir. TUpler buz Gzerinde en

az 3 dakika inkube edilmigtir.
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4. Hazirlanan 6rnek karigimlarinin hepsi agaroz jele yuklenmigtir.

5. Daha sonra elektroforetik ayrim 5V/cm olacak sekilde sabit akim

uygulanarak agaroz jel elektroforezi gerceklestirilmistir.

Tam jellerin analizi UV 1sik altinda jel goéruntileme Unitesi ile gerceklestirilmistir.

Sekil 3.6. Jel goruntuleme Unitesi

3.2.2.7. Nukleik Asit Molekiillerinin Saflagtiriimasi
3.2.2.7.1. Fenol/Kloroform Yontemi
3.2.2.7.1.1. Fenoliin Hazirlanmasi

Fenol, olduk¢a toksik bir kimyasal madde oldugu icin asagida belirtilen tim

asamalar geker ocak altinda gergeklestirilmistir. Gerekli tim onlemler alinmistir.

1. Isitici blok Uzerinde bir beher igerisindeki su 65°C’ye kadar isitilmistir.
Kristalize fenol sisesi kullaniilmadan dnce oda sicakligina getirilmigstir.

2. 100 gr fenol kristali tartilarak cam bir siseye alinmigtir.
3. Cam sise, 65°C’deki suyun icerisine alinarak fenol benmari usull eritilmigtir.

4. Fenol tamamen eridikten sonra gsise suyun igerisinden ¢ikariimis, Uzerine
100 ml 0,5M TrisClI (pH: 8) tamponu* ilave edilmigtir.
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5. Tampon ve fenol iyice karigtirildiktan sonra karisim 500 ml’lik ayirma hunisi

icine alinmigtir.
6. Fazlarin ayrimi igin bir gece oda sicakliginda bekletilmigtir.

7. Ust faz tamamen berraklastiktan sonra alt faz yeni bir sisede toplanmistir.

Ust fazin pH degeri, pH indikator kagitlariyla dlgtilmistir. Ust faz atilmistir.

8. Alt faz olarak toplanan fenolin Uzerine tekrar 100 ml 50mM TrisCl (pH: 8)

tamponu ilave edilmistir.

9. 5., 6. ve 7. basamaklar tekrar edilmigtir. Oda sicaklijinda bekletme suresi
fazlarin ayrisma suresi ile baglanti oldugundan, bu sire her tekrarda

farkhlik gdsterebilmektedir.
10.pH degeri tampon pH’i ile dengeye gelene kadar bu iglemler tekrarlanmistir.

11.Tampon ¢ozelti ile doyurulan fenol kullanima hazir hale gelmis ve 15’er ml

olmak Uzere santrif(j tiplerine bolinmustar.

12.Bir kisminin tzerine 1:1 oraninda 0,5M TrisCl (pH: 8), digerlerinin Gzerine

1:1 oraninda kloroform eklenmistir.
13.Hazirlanan fenol ¢ézeltileri dik konumda -20°C’de saklanmistir.

RNA saflastiriimasinda kullanilacak asit fenollin hazirlanmasi igin ise fenol, 50mM

sodyum asetat tamponu (pH: 4,5) ile doyurulmustur.

3.2.2.7.1.2. Fenol/Kloroform Yontemi ile RNA Saflastiriimasi

Bu yontemle RNA saflastiriimasinda asagidaki protokol takip edilmistir:

1. DNaz ile muamele edilen transkripsiyon Urunlerinin miktarlar olgulerek

nukleaz icermeyen su ile son hacimleri 135 pl'ye tamamlanmistir.
2. Her bir tupe 15 pl 3M sodyum asetat ilave edilmistir.
3. 150 ul asit-fenol ilave edilip, vortexlenmistir.

4. 12000xg’de 15 dk santrifuj edilmistir.
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Sekil 3.7. Ceker ocak

5. Supernatan yeni bir tlipe aktarilarak Gzerine 150 pl kloroform ilave edilip,

vortexlenmistir.
6. 12000xg’de 15 dk santriflj edilmistir.
7. 5. ve 6. basamaklar tekrar edilmistir.

8. Supernatan yeni bir tlpe aktarilarak Uzerine 300 pl soduk saf alkol

eklenmisgtir.
9. -80 °C’de 30 dk inkiibe edilmistir.
10.12000xg’de 10 dk santriflj edilmistir.
11.Supernatan atilmis, pelet Gzerine 400 ul %70 etanol ilave edilmigtir.
12.12000xg’de 5 dk santrifij edilmigstir.

13.Supernatan atildiktan sonra, tlpler biyolojik guvenlik kabini igerisine

alinarak kapaklari agik bir sekilde kurumaya birakilmigtir.
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14 Hafif kuruyan pelet 40 ul nukleaz icermeyen su igerisinde ¢ozulmusg ve -20
°C’ye kaldiriimigtir.

Bu yvontemle seleksiyon sonrasi RNA saflastirilmasinda asagidaki protokol takip

edilmistir:

1. Seleksiyon basamagindan sonra 2ml hacimle toplanan RNA molekullerinin
konsantrasyonunun artirilmasi ve purifiye edilmesi amaciyla fenol/kloroform

yonteminden faydalaniimistir.
2. Her bir tupe 225 ul 3M sodyum asetat ilave edilmistir.
3. 2250 pl asit-fenol ilave edilip, vortexlenmistir.
4. 12000xg’de 15 dk santrifuj edilmigtir.

5. Supernatan yeni bir tipe aktarilarak Gzerine 2250 pl kloroform ilave edilip,

vortexlenmistir.
6. 12000xg’de 15 dk santriflj edilmistir.
7. 5. ve 6. basamaklar tekrar edilmistir.

8. Supernatan yeni bir tipe aktarilarak Uzerine 4500 upl soguk saf alkol

eklenmistir.
9. -80 °C’de gece boyunca inkibe edilmistir.
10.12000xg’de 10 dk santriflj edilmistir.
11.Supernatan atilmis, pelet Gzerine 400 ul %70 etanol ilave edilmigstir.
12.12000xg’de 5 dk santrifuj edilmigstir.

13.Supernatan atildiktan sonra, tupler biyolojik guvenlik kabini icerisine

alinarak kapaklari agik bir sekilde kurumaya birakilmigtir.

14 Hafif kuruyan pelet 40 ul nukleaz igcermeyen su igerisinde ¢ozulmus ve -20
°C’ye kaldiriimigtir.
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3.2.2.7.2. Agaroz Jelden ve Reaksiyon Karigsimindan Saflagtirma

SELEX doéngulerinin basinda in vitro transkripsiyondan sonra seleksiyona girecek
RNA molekdillerinin saflastirimasi amaciyla Zymoclean™ Gel RNA Recovery Kit
veya RNA Clean & Concentrator™-25 ticari kiti kullaniimistir. Polimeraz zincir
reaksiyonundan sonra in vitro transkripsiyona girecek veya sekans analizi
yapilacak DNA molekdllerinin saflagtiriimasi amaciyla UltraClean® GelSpin® DNA

Extraction Kit ticari kiti kullaniimistir.

DNA molekullerinin agaroz jelden saflastiriimasi icin asagidaki protokol takip
edilmistir:

1. Saflastiriimak istenilen fragment(ler) steril bir bisturi ucu yardimiyla agaroz

jelden kesilmigtir.

2. Kesilen jel parcalari dnceden agirhigr alinmis steril mikrosantrifuj tuplerinin
icerisine alinip, tuplerin dolu adgirhklari alinmigtir. Bdylece kesilen jel

parcalarinin agirhklari hesaplanmistir.

3. Bu sekilde agirliklari belirlenen jel pargalarina 3:1 (hacim: agirlik) oraninda
kitin igerisindeki GelBind baglanma tamponu eklenmis ve 56 °C’de jel
parcalari eriyene kadar yaklasik 5 dakika inkibe edilmistir. Bu asamada jel
geri donusumsuz olarak oda sicakliginda tekrar katilagsmayacak sekilde

eritilmis olmaktadir.

4. Santrifij tupu kisaca vortekslendikten sonra igerigi kit igerisinde bulunan
SpinFilter kolona alinarak 10000xg’de 30 saniye santrifij edilmistir. Bu
asamda eriyen jel materyali ve istenmeyen c¢ozelti toplama tlUpunde

birikirken, DNA fragmentleri kolon membranina tutunmus olmaktadir.

5. Altta toplanan kisim atilarak toplama tlpU kolona tekrar yerlestiriimistir.
Kolon Gzerin 300 pl etanol iceren GelWash ylkama c¢oOzeltisi eklenerek
10000xg’de 30 saniye santriflj edilmistir. Bdylece kolon membraninda

kalmig olabilecek artiklar ortamdan uzaklastiriimis olmaktadir.

6. Altta toplanan kisim atilarak toplama tupu kolona tekrar yerlestiriimistir.

Tekrar 10000xg’de 1 dakika santrifuj edilerek fazla etanol uzaklastirilmistir.
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7. Kolon steril bir santrifij tipu icerisine yerlestirilerek 40 yl nikleaz igermeyen
su membran Uzerine ilave edilmistir. Oda sicakhdinda 1 dakika inkube
edildikten sonra 10000xg’de 30 saniye santrifuj edilmistir. Boylece DNA

molekulleri santriflj tiplnde toplanmistir.

RNA molekdullerinin reaksiyon karisimindan saflastiriimasi icin asagidaki protokol

takip edilmistir:

1. Saflastiriimak istenilen reaksiyon karisiminin tzerine reaksiyon hacminin 2
kati kadar kitin igerisinde bulunan RNA Binding baglanma tamponu ilave

edilmigtir.

2. Yeni olusan karisimin Uzerine karisimin hacmi kadar saf etanol ilave

edilmistir. Pipetlenerek iyice karigmasi saglanmigtir.

3. Hazirlanan karisim kitin igerisinde bulunan Zymo-Spin IIC kolonuna alinarak
12000xg’de 1 dakika santrifij edilmistir. Boylece RNA fragmentleri kolon
membranina badglanirken ve reaksiyon karisiminin igerigi alttaki tupte
toplanmis olmaktadir. Altta toplanan kisim atilarak kolon toplama tupu

icerisine tekrar yerlegtiriimistir.

4. Kolona kitin icerisinde bulunan RNA Prep tampon ¢ozeltisinden 400 pl ilave
edilerek 12000xg’de 30 saniye santriflj edilmistir. Altta toplanan kisim

atilarak kolon toplama tupu igerisine tekrar yerlestiriimistir.

5. Her 6rnek icin 10 u DNase I, RNase free (1u/ul), 10X enzimin reaksiyon
tamponu ve RNA Wash yikama tamponu son hacim 100 pl olacak sekilde

karigtirildiktan sonra kolona alinmistir.

6. Kolon 37°C’de 15 dakika inkiube edildikten sonra 12000xg’de 30 saniye
santriflj edilmigtir. Altta toplanan kisim atilarak kolon toplama tiipu igerisine
tekrar yerlestiriimigtir. BOylece reaksiyon karigsimindaki DNA molekullerinin

de ortamdan uzaklastiriimasi saglanmistir.

7. Kolona kitin icerisinde bulunan RNA Prep tampon ¢dzeltisinden 400 pl ilave
edilerek 12000xg’'de 1 dakika santrifij edilmistir. Altta toplanan kisim
atilarak kolon toplama tupu igerisine tekrar yerlestirilmistir.
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8. Kolona kitin igerisinde bulunan RNA Wash yikama ¢ozeltisinden 800 pl ilave
edilerek 12000xg’de 30 saniye santriflj edilmigtir. Altta toplanan kisim

atilarak kolon toplama tupu igerisine tekrar yerlestiriimistir.

9. Kolon bos olarak 12000xg'de 2 dakika santrifiij edilmistir. Kolon, toplama
tupunden ayrilarak, steril, RNaz icermeyen mikrosantriflj tUpu igerisine

alinmigtir.

10.50 ul niUkleaz icermeyen su membran Uzerine ilave edilmistir. Oda
sicakhginda 1 dakika inkibe edildikten sonra 10000xg’de 30 saniye
santrifij edilmistir. Boylece DNA molekulleri santrifij tUpinde toplanmistir.

Toplanan RNA molekulleri hemen kullanilmayacaksa -80°C’de saklanmistir.

3.2.2.8. DNA Dizi Analizi

Zincir sonlandirma yontemiyle DNA dizi analizi (Sanger et al., 1977) 2’, 3'-
dideoksinukleotid sonlandiricilarinin (ddNTP) uzayan DNA zincirinin yapisina
katilmasiyla gerceklesmektedir. Temel olarak DNA dizi analizi reaksiyonu, primer
molekult baglanmis tek zincirli kalip DNA molekulinden DNA polimeraz
araciligiyla yeni DNA zincirinin sentezlenmesidir. DNA dizi analizi reaksiyonlarinda
kullaniimakta olan cgesitli DNA polimerazlar bulunmaktadir. DNA polimeraz,
primerin 3’ ucundan uzamayi saglayarak DNA sentezi icin dNTP (dATP, dGTP,
dCTP, dTTP) molekillerini kullanmaktadir. Zincir sonlandirma yénteminde, her
birinde dNTP molekullerinin hepsi ve ddNTP molekullerinden sadece bir tanesi
bulunan doért adet reaksiyon gergeklestirilir. Boylece 3’-OH grubu icermedigi igin
fosfodiester baginin olusumunu engelleyen ddNTP molekili uzayan zincirin
yapisina katildigi zaman zincir uzamasi sonlanir. Sonugta birbirinden farkh
uzunlukta bir dizi DNA fragmani elde edilmekte ve ylksek ¢ozunurllikte bir jelde
veya kapiler elektroforez sisteminde fragmentlerin boylarina goére ayrim

yapiimakta, DNA dizisi saptanmaktadir.

Reaksiyon urunlerinin okunabilmesi amaciyla urunler genellikle radyoaktif veya
floresan ile etiketlenmektedir. Radyoaktif isaretleme manuel dizi analizi igin
kullaniimaktaysa da gunimuizde otomatize edilmis tani sistemleri ve floresan
boyalar yaygin olarak tercih edilmektedir. Bu amagla primer igaretleme veya daha

yaygin olarak ddNTP isaretleme olmak Uzere iki yaklasim bulunmaktadir. Floresan
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tani sistemi iceren DNA dizi analizi cihazlari levha jel veya kapiler elektroforez
sistemlerine dayanmaktadir. Kapiler sistemlerde DNA ayrimi polimerize olmamis
jel dolgu materyali ve lazer taniyici sistemi ile gercgeklestiriimektedir. Polimerin
kapilerde hareketi, 6rneklerin yuklenmesi, yuritilmesi ve fragment analizi
otomatize proseslerdir. Tek bir floresan etiketin kullaniimasi dort farkh reaksiyon
gerceklestiriimesini gerektirmektedir. Ancak ddNTP’ler dort farkl floresan etiket ile
isaretlendiginde tum reaksiyonlar tek bir tup icinde gergeklestirilebilmekte ve tek

bir jel kuyusunda veya kapilerde analiz edilebilmektedir.

Calismada, SELEX donguleri sonucunda elde edilen hedef moleklle baglanan

dizilerin tanimlanmasi amaciyla DNA dizi analizi gergeklestirilmistir.

1. DNA dizi analizi icin PCR gergeklestiriimistir. Bu asamada gergeklestirilen
PCR kosullari yukarida belirtilmistir.

2. Dizi analizi reaksiyonuna saf Urtnle baglamak blyuk bir 6nem tasimaktadir.
Bu sebeple, PCR drunleri yukarida belirtildigi sekilde agaroz jelden izole
edilmistir. Boylece analizi yapilacak DNA fragmentleri, diger
fragmentlerden, dizi analizini etkileyecek primer veya nukleotidler gibi diger

birlesenlerden arindiriimistir.

3. Direk DNA dizi analizi i¢in orjinal PCR primerlerinden bir tanesi

kullaniimistir.

4. Dogrusal (lineer) PCR ile dideoksi dizi analizinde kalip olarak kullanilacak
tek zincirli DNA molekulleri elde edilmigtir. Dongusel dizi analizi, dizi
sonlandiricilarinin (ddNTP) dogrusal PCR’a katiimasiyla gergeklesmektedir.
Sadece bir primer kullanilarak ve denatlrasyon, primer baglanmasi ve
uzama basamaklarini gergeklestiren PCR cihaziyla, dideoksinukleotidlerin
es zamanl olarak yapilya katilmasi sonucu lineer bir amplifikasyon
saglanmistir. DNA dizi analizi basamaginda hizmet alimi yapildig! igin
dogrusal PCR basamagi hizmet saglayicisi tarafindan gergeklestiriimistir

(Biyonesil Biyolojik Urtinler Ar-Ge, Turkiye).
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5. Dongusel dizi analizi reaksiyonu urunleri otomatize bir kapiler elektroforez
sistemi olan ABI 310 ile gergeklestirilmis, sonuglar Geneious R6 yazilimi ile

analiz edilmistir.

3.2.3. Yiizey immobilizasyon Deneyleri
3.2.3.1. Altin Yiizeylerin Hazirlanmasi

8mm x 8 mm boyutunda, 10 nm krom uzeri 30 nm altin kaph yuzeyler yurt iginden
temin edilmigtir (Nanovak, Ankara). Altin yuzeyler immobilizasyon deneylerinde
kullanilmadan once, yuzeyde var olabilecek organik kalintilarin uzaklagtiriimasi
amaci ile saf etanol kullanilarak temizlenmistir. Altin ylzeylerin kuruma esnasinda
kirlenmesi ve oksitlenmesini engellemek amaciyla, 1.5 bar basincindaki Argon

gazi akiminda kurutulmustur.

3.2.3.2. Avidin immobilizasyonu

1 mg ambalajinda temin edilen tiyollenmig avidin molekulleri, konsantrasyonu 5
mg/ml olacak sekilde PBS (pH:7.4) icinde c¢ozulmustar. Temizlenmis ve
kurutulmus altin yuzeyler Uzerine 5 pl damlatilarak oda sicakliginda 30 dakika
inkiibe edilmigtir. Daha sonra PBS (pH:7.4) icerisinde 1 dakika bekletilerek
yikanmistir. Yikama islemi tekrar edilmistir. Ylzeyler 1.5 bar basincindaki Argon

gazi akiminda kurutulmustur.

3.2.3.3. Fourier Transform infrared Spektroskopi (FTIR)

Avidin tutunmasinin dogrulanmasi amaciyla yuzeylerin kimyasal yapilari Fourier
transform infrared spektroskopisi (FTIR), Attenuated Total Reflectance (ATR)
aparati kullanilarak incelenmigtir (Perkin Elmer Spektrum 100 FTIR, ABD).
Sistemde dedektér olarak mercury cadmium telluride (MCT) dedektori
kullaniimistir. MCT dedektori olgcimlerden 6nce sivi azot ile sogutulmustur.
Spektrumlar 4 cm-1 ¢6zunurliginde, her bir drnek icin 128 adet tarama alinarak
elde edilmigtir. Altin ylzey, glgli yansitici 6zellikte oldugu igin negatif pikler
vermektedir. Dolayisiyla bu negatif pikler, avidin immobilize ylzeylerde olusan
kimyasal gruplara ait bantlari maskelemektedir. Bu nedenle avidinin yuzeydeki
varliginin dogrulanmasi igin fark spektrumundan faydalaniimistir. Fark spektrumu;
bos altin ylzeyinin, avidin immobilize edilmis altin ylizeyinden ¢ikartiimasi ile elde

edilmistir. Bu islem cihaza ait yazilim kullanilarak gergeklestirilmigtir.
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3.2.3.4. Aptamer immobilizasyonu

Okaryot mRNA molekiillerinin 3’ ucunda poli-(A) kuyrugu bulunmaktadir. mRNA
yapisindaki bu poli-(A) kuyrugu, mRNA molekulinin sekonder yapisinda ve
islevinde bir degisiklie yol agmamaktadir. Bu bilgilerden yola cikarak SELEX
prosesi sonucunda elde edilen aptamer molekullerinin 3’ ucuna poli-(A)
kuyrugunun eklenmesinin, aptamer molekllunin sekonder yapisinda bir
degisiklige yol agmayacagi ongorulmuastur. Bununla birlikte, dizisi bilinen aptamer
dizilerinin, poli-(A) kuyrugu eklenmis ve eklenmemis formlarinin Mfold programi ile
sekonder yapilarinin kestirimi yapimigtir. Sekil 3.8.°de goéruldagu gibi, poli-(A)
kuyrugunun aptamer molekulinun sekonder yapisinda bir degisiklige yol agmadigi
dogrulanmistir. Buradan yola c¢ikarak, altin ylzeye aptamer molekulleri

immobilizasyonunun poli-(A) dizileri ile yapilmasina karar verilmigtir.

Avidin immobilize edilmis altin yazeyler Gzerine 100 pmol/ul konsantrasyonundaki
nikleaz icermeyen su igerisinde ¢dzulmis olan 3’ ucu biyotinlenmis poli-(T)
¢ozeltisinden 50 uyl damlatilarak oda sicakhginda 30 dakika inkube edilmigtir. Daha
sonra PBS (pH:7.4) igerisinde 1 dakika bekletilerek yikanmigtir. Yikama iglemi
tekrar edilmistir. Yuzeyler 1.5 bar basincindaki Argon gazi akiminda

kurutulmustur.

Yukarida detayli olarak anlatildigi gibi son SELEX déngustinde elde edilen RNA
molekullerinin ilk olarak cDNA sentezi gerceklestiriimis, ardindan RT-PCR ile
amplifiye edilmistir. Daha sonra ¢ogaltilan DNA molekulleri UltraClean® GelSpin®
DNA Extraction Kit ile saflastiriimistir. Zenginlestirilmis aptamer molekdullerinin 3’
uclarinda poli-(A) gruplarinin olusturulmasi amaciyla primer uzamasi reaksiyonu
gerceklestiriimigtir. Bu asamada poli-(T) primer kullaniimigtir. Reaksiyon bilesen ve

kosullari asagida detayli olarak verilmistir.
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Sekil 3.8. Mfold programi ile sekonder yapilarinin kestirimi yapilan aptamer
molekulleri

Bu sekilde son SELEX doénglusu sonucunda elde edilen aptamer molekdllerinin
oncelikle DNA komplementerleri sentezlenmis, PCR ile ¢ogdaltiimistir. Daha sonra

elde edilen DNA dizilerinin 5’ uglarina primer uzamasi yontemiyle poli-(T) dizileri
eklenmistir.
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Cizelge 3.19. immobilizasyon éncesi gerceklestirilen primer uzamasi reaksiyonu
bilesenleri

Bilesen Miktar
RT-PCR drunu (purifiye edilmig) 40 pl
Reaksiyon tamponu (10X) 10 pl
MgCl, (25mM) 12 pl
dNTP karisimi (10mM) 2 ul
Poli-(T)-primer (100pmol/pl) 2,4 ul
Maxima® Hot Start Taq DNA Polymerase (5u/pl) 0,6 pl
Nukleaz icermeyen dH,O 33 i
Toplam reaksiyon 100 pl

Cizelge 3.20. Immobilizasyon 6ncesi gergeklestirilen primer uzamasi reaksiyon
kosullar

Sicakhik Zaman
Denatur_asyon+en2|m 95 °C 4 dk
aktivasyonu
Primer baglanmasi 50 °C 45 sn
Uzama 72 °C 5 dk

Elde edilen bu 5 ucu poli-(T) dizisi iceren DNA molekillerinden tekrar in vitro
transkripsiyon yapilarak 3’ ucunda poli-(A) dizisi iceren segilmis aptamer

molekulleri elde edilmigtir.

3.2.3.5. Hedef Molekiil (GFP) ile inkiibasyon

1 mg/ml konsantrasyonunda temin edilen PBS icinde ¢dzilmus GFP molekulleri,
aptamer immobilize edilmig altin ylzeyler Uzerine 25 pl damlatilarak oda
sicakhginda 30 dakika inkibe edilmistir. Daha sonra PBS (pH:7.4) igerisinde 1
dakika bekletilerek yikanmistir. Yikama iglemi tekrar edilmistir. Ylzeyler 1.5 bar

basincindaki Argon gazi akiminda kurutulmustur.

3.2.3.6. Floresan Mikroskop

Altin yuzey Uzerinde aptamer molekilleri ile hedef molekil (GFP) arasindaki
etkilesim durumunda yuzeyde olusan hedef molekul kaynakli floresan sinyallerin
floresan mikroskop kullanilarak gosterilmesi amaglanmistir. Floresan mikroskop ile
goruntileme islemi Nikon Eclipse E600 ile plan 1X ve plan 4X obijektifler
kullanilarak gergeklestirilmigtir. Floresan mikroskoptaki goruntuler Nikon DXM
1200 kamera sistemi ile dijital ortama aktarilmis ve NIS Elements yazilimi

kullanilarak analiz edilmigtir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR
4.1. RNA Kiituphanesinin Olusturulmasi

Yurt disindan temin edilen rastgele kalip DNA molekulleri otomatize bir prosedirle
sentezlenmektedir. Bu prosedurun kisitlamalari sebebiyle, sentezlenen rastgele
DNA moleklld miktarinin alabilecegi maksimum bir deger vardir. S6z konusu bu
miktarin SELEX deneylerinde kullaniimak Uzere yetersiz kalacagi éngoérulmastir.
Rastgele kalip DNA molekullerini sentezlemek icin kullanilan bu sistemin kolaylikla
erigilebilir bir konumda bulunmamasi ve dolayisiyla bu molekillerin istenildidi
zaman tekrar temin edilmesi olduk¢ga zaman alan ve maliyetli bir sure¢ haline
gelmektedir. Bu amagla, baslangic RNA kutuphanesinin kalip molekulleri olan tek
zincirli DNA (ssDNA) molekulleri ilk olarak, PCR ile amplifiye edilmistir. Boylece
kalip  DNA molekilleri istenilen miktarda ve olduk¢a duslik bir maliyetle
cogaltiimistir. Ayrica literatlirde, hasara ugramis ve PCR ile ¢ogaltilamayacak
ssDNA sentez drunlerini elimine edebilmek amaciyla rastgele kalip DNA
molekullerinin PCR ile amplifikasyonu tercih edilen bir basamak olarak belirtilmistir
(Marshall and Ellington, 2000). Baslangic PCR basamaginin bu avantajlari
yaninda bazi dezavantajlari da mevcuttur. Kimyasal olarak sentezlenmis DNA
molekullerinin  polimeraz ile amplifikasyonunun farkli etkinlikte oldugu
varsayllmaktadir. Bu nedenle her PCR dongusunde bazi diziler
kaybedilebilmektedir. Ancak tez c¢alismasinda kullanilan baslangic RNA
kitlphanesini olusturan ssDNA dizilerinin rastgele bodlge uzunluklarinin pratik
sinirlari asmasi sebebiyle, pratikte bu dizilerin bir kisminin SELEX dodngusine
baslamadan kaybedilmesi anlamli bir degisiklik yaratmayacaktir. Bunun yaninda,
¢alisma sirasinda PCR igin kullanilan Maxima Hot Start Tag DNA Polymerase
enziminin deoksinukleotidil transferaz aktivitesi sebebiyle siklikla PCR Urunlerinin
3’ ucuna fazladan adenin nukleotidlerini ekledigi belirtiimistir. Bu ise oligonlkleotid
dizilerinin degismesine sebep olmaktadir. Ancak bu durumda da, 3’ ucuna
takilacak adenin nikleotidleri T7 promotor dizisinin disinda kalacag igin eklenen

bu nukleotidlerin hi¢ bir zaman RNA komplementeri sentezlenmeyecektir.

Tum bu avantaj ve dezavantajlar goz onunde bulundurularak, rastgele ssDNA
dizileri ile polimeraz zincir reaksiyonu gergeklestiriimistir. PCR’dan énce ssDNA

molekulleri ile “fill-in” reaksiyonu gerceklestiriimistir. Boylece, ssDNA molekulleri
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Gift zincirli hale gelmis ve bu sgsekilde iki adet primer baglanma bdlgesi

olusturulmustur (Sekil 4.1.).

FILL IN REAKSIYONU

Geri primer T7 promotor lleri primer baglanma
komplementer dizisi bélgesi

ot e ERERE

‘ T7 promotor dizisi lleri primer |

T7 promotor primeri

5! Pg N (Rastgele bélge) T Pi' 3

3 Pg' N (Rastgele bélge) T7 Pi 5'

Sekil 4.1. Fill-in reaksiyonunun sematik goésterimi.

Bunun i¢in 5 pmol/ul kalip ssDNA ve 5 pmol/ul T7 primer dizisi, nikleaz igermeyen
su ve NEB Buffer 2 (10X) igerisinde 6nce 94°C’de 5 dakika inkube edilerek
denatlire edilmis, ardindan 50°C’de 5 dakika inklbe edilerek hibridizasyon
gerceklestiriimistir. Bu reaksiyon karisimina 1,5u DNA Polymerase 1, Large
(Klenow) Fragment ve 0,5 mM dNTP karigimi (10mM), son hacim 20 pl olacak
sekilde eklenmigtir. 25°C’de 15 dakika, ve enzim inaktivasyonu igin 75°C’de 20
dakika inklbe edilerek fill-in reaksiyonu tamamlanmistir. Daha sonra “fill-in”
reaksiyonu Urunleri kalip olarak kullanilarak, ileri ve geri primerler yardimiyla PCR

gerceklestiriimistir (Sekil 4.2.).

Polimeraz zincir reaksiyonunun etkinliginin artirlmasi ve reaksiyon kosullarinin
test edilmesi amaciyla optimizasyon deneyleri gergeklestiriimistir. Sicaklik
dongulerinin  optimizasyonu igin Hot-Start Touchdown PCR protokolinin
kullanilmasina karar verilmigtir. Reaksiyon kosullarinin optimizasyonu igin, kalip

DNA, MgCl, ve primer miktarlarinda degisiklik yapilmistir. PCR optimizasyon
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deneylerinde kullanilan parametreler Cizelge 4.1.de, deney sonuglari ise Sekil

4.1.’de verilmisgtir.

PCR

P - oot cEs >

3'| Pi I T I—{ N (Rastgele boige) I—{ Pg I 5 5‘| Pi [ T7 }—' N (Rastgele bolge) }—' Pg' | 3
5'| Pi I T7 |—| N (Rastgele bsige) }—! Pg' | 3 3'| Pi' | T }—'{ N (Rastgele bolge) H Pg l 5

Sekil 4.2. Polimeraz zincir reaksiyonunun sematik gosterimi.

Cizelge 4.1. PCR optimizasyon deneylerinde kullanilan parametreler

Kalip DNA (100 pmol/ ul) MgCl, (25mM) Primer (100 pmol/ yl)

RNA katuphanesi_1
RNA kutuphanesi_1
(1:1000 sulandirma)
RNA kutuphanesi_2
RNA katuphanesi_2
(1:1000 sulandirma)

2,5mM 0,8 pmol/ul

RNA kutuphanesi_1
RNA katiphanesi_1
(1:1000 sulandirma)
RNA kutuphanesi_2
RNA katuphanesi_2
(1:1000 sulandirma)

2,5mM 1,2 pmol/pl

RNA kutuphanesi_1
RNA kutuphanesi_1
(1:1000 sulandirma)
RNA kutuphanesi_2
RNA kutuphanesi_2
(1:1000 sulandirma)

3mM 0,8 pmol/ul

RNA kutuphanesi_1
RNA kutiphanesi_1
(1:1000 sulandirma)
RNA kutiphanesi_2
RNA kutuphanesi_2
(1:1000 sulandirma)

3mM 1,2 pmol/pl
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PCR amplifikasyon urlnleri, protokolu yukarida detayli bir sekilde anlatildigi

sekilde %1’lik agaroz jele yuklenmis ve elektroforez iglemi gergeklestirilmistir.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1011 12 1314 15 16

. . Nhae ' . .

Sekil 4.3. PCR optimizasyonu sonucu amplifikasyon. M: 50 bp DNA marker; 1, 5,
9, 13 nolu kuyular: RNA katuphanesi_1 (1:1000 sulandirma); 2, 6, 10, 14 nolu
kuyular: RNA katiphanesi_2 (1:1000 sulandirma); 3, 7, 11, 15 nolu kuyular: RNA
kUtiphanesi_1; 4, 8, 12, 16 nolu kuyular: RNA kutuphanesi_2. 1, 2, 3, 4 nolu
kuyular: A grubu; 5, 6, 7, 8 nolu kuyular: B grubu; 9, 10, 11, 12 nolu kuyular: C
grubu; 13, 14, 15, 16 nolu kuyular: D grubu.

M
=
—
=
-

Optimizasyon sonuglari yukarida gortlen (Sekil 4.3.) PCR amplifikasyon bantlari
boyut ve yogunluklarina gore degerlendirilmistir. M kuyusunda marker olarak 50
bp DNA ladder (Sekil 3.4.) kullanilmigtir. Buna gore tum fragmentlerin 150-200 bp
arasindaki bolgede dogru olarak amplifiye oldugu goértlmektedir. Bant yogunluklari
deney gruplari arasinda degerlendirildiginde en fazla amplifikasyonun D grubunda
oldugu gorilmektedir. Kalip DNA miktarlari arasindaki bant yoguluklar
degerlendirildiginde ise RNA kitiphanesi_1 amplifikasyonu hem 1:1000
sulandimada hem de sulandirilmamig orneklerde etkin bir sekilde gerceklesmistir.
RNA kitiphanesi_2 amplifikasyonu ise 1:1000 sulandiriimis drneklerde basarili
olmamig, ancak sulandiriimamis orneklerde ¢ok miktarda amplifiye olmustur. Buna
gore, en iyi amplifikasyon 13, 15 ve 16 nolu kuyularda gorulmektedir. Bu nedenle
bundan sonraki PCR basamaklarinda RNA kutiphanesi_1 kullanilirken 1:1000
sulandirniimasina, MgCI2 son konsantrasyonu 3mM ve primer son konsantrasyonu

1,2 pmol olacak sekilde kullanilmasina karar verilmistir.

Tek zincirli rastgele kalip DNA molekullerinden, baslangic RNA kutiphanesinin
sentezlenmesi amaciyla in vitro transkripsiyon gerceklestirilmigstir.
Transkripsiyondan 6nce ssDNA molekulleri T7 promotor primeri ile hibridize

edilmistir. Reaksiyondaki son konsantrasyonlari 5 pmol/ ul ssDNA (100 pmol/ pl)
76



ve 5 pmol/ pl T7 promotor primeri (100 pmol/ ul), 5X Reaksiyon tamponu (200 mM
Tris-HCI -pH 7.9, 25°C-, 30 mM MgCI2, 50 mM DTT, 50 mM NaCl, 10 mM
spermidine) ve nikleaz icermeyen su igerisinde son hacim 37,25 ul olacak sekilde,
94°C’de 5 dakika inklbe edilerek denatlire edilmis, ardindan 50°C’de 5 dakika
inkibe edilerek hibridize edilmistir. Hibridizasyondan hemen sonra 2 mM NTP
karigimi (10mM), 30u T7 RNA Polymerase (20u/ul) ve 50u RiboLock RNase
Inhibitor (40u/ul), son hacim 50 ul olacak sekilde reaksiyona eklenmistir.
Transkripsiyon reaksiyonu optimal sureyi belirlemek amaciyla tg farkh grup ve her

iki kalip DNA ile 37°C’de inkUbe edilerek gergeklestirilmistir.

Cizelge 4.2. Transkripsiyon suresi optimizasyonu i¢in kullanilan parametreler.

Kalip ssDNA Transkripsiyon slresi

2 saat
RNA kutuphanesi_1 4 saat
16 saat

2 saat
RNA katuphanesi_2 4 saat
16 saat

In vitro transkripsiyon Urunleri, yukarida detayl bir sekilde protokolunin anlatildigi
sekilde %2,5’lik agaroz jele denature edilerek yuklenmistir. Bunun igin 4 pl 2X RNA
Loading Dye (95% formamide, 0.025% SDS, 0.025% bromophenol blue, 0.025%
xylene cyanol FF, 0.025% ethidium bromide, 0.5 mM EDTA), 4 ul transkripsiyon
uriind ile karistirilmistir. Ornek karisimlari ve 4 pl kullanima hazir RiboRuler RNA
Ladder (High Range) 70°C’de 10 dakika inkube edilerek denattre edilmigtir. Tupler
hemen sonra buz Uzerine alinarak denatire edilmis yapilarin korunmasi

saglanmistir. Daha sonra agaroz jel elektroforezi gerceklestirilmistir.

Farkli slrelerde gerceklestirilen in vitro transkripsiyon urlnleri Sekil 4.4.de
goOrulmektedir.  Transkripsiyon bantlari  boyut ve yodunluklarina gore
degerlendirilmigtir. M kuyusunda marker olarak RiboRuler RNA Ladder (High
Range) (Sekil 3.5) kullaniimigtir. Buna goére tim fragmentlerin 200 bp bantinin
biraz asagisindaki bodlgede dogru olarak sentezlendigi gorulmektedir. Degisen
surelere gore bant yogunluklari degerlendirildiginde, en az sentez 2 saatlik grupta
gerceklesmistir. 4 saatlik ve 16 saatlik reaksiyon bantlarina bakildigi zaman iki

grup arasinda bir fark gorilmemektedir. Deney slresinin kisaltiimasi amaciyla
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bundan sonraki transkripsiyon reaksiyonlarinin 4 saat sure ile gergeklestirimesine
karar verilmigtir.

M 1 2 3 4 5 6

[

—,

1

Sekil 4.4. Farkli surelerde gergeklestirilen in vitro transkripsiyon udrunleri. M:
RiboRuler (High Range) RNA marker; 1, 3, 5 nolu kuyular: RNA kutiphanesi_1
(1:1000 sulandirma); 2, 4, 6 nolu kuyular: RNA kutiphanesi_2

Sekil 4.4.’de bazi kuyularda yogunlugu dusuk olan ikincil bantlar géralmektedir.
Tek zincirli DNA molekulleri ile T7 promotor primeri arasinda gergeklestirilen
hibridizasyon sirasinda, promotor primerinin dizi i¢erisinde herhangi bir bodlgeyle
yanhs olarak eslesmesi sonucu bu ikincil bantlarin olusabilecegi ongoriimustir.

Bu sebeple hibridizasyon kosullari degistirilerek ikinci bir optimizasyon deneyi
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yapiimistir. Literaturde, transkripsiyon reaksiyonunun hassasiyetini ve urln
kalitesini artirmak amaciyla, transkripsiyondan once “fill-in” reaksiyonu yapilmasi
onerilmektedir (Liu et al., 2008). Bunun igin bir grup 6rnekte “fill-in” reaksiyonu
gercgeklestirilirken diger grupta gergeklestiriimemistir. Ayrica, hibridizasyon
reaksiyonunu, ayri ayri her iki grup i¢in de PCR cihazi ve su banyosunda

gerceklestirilmigstir.

TRANSKRIPSIYON

3 Pi' il Pg 5' Kalip DNA

lleri primer baglanma T7 promotor
boigesi komplementer dizisi

T7 promotor primeri

—{ N (Rastgele bolge) I—I Pg' l 3

l N g o) I ’ Po | g in vitro transkripsiyon

arinleri (RNA)
—| N (Rastgele bolge) |—| Pg' I 3

Sekil 4.5. In vitro transkripsiyon reaksiyonunun sematik gosterimi

Fill-in yapilacak 6érnekler icin NEB Buffer 2 (10X) tamponu, diger ornekler igin
transkripsiyon reaksiyon tamponu (5x) kullanilarak hibridizasyon yapilmistir. PCR
cihazinda hibridizasyon, reaksiyondaki son konsantrasyonlari 5 pmol/ pyl ssDNA
(100 pmol/ pl) ve 5 pmol/ pl T7 promotor primeri (100 pmol/ ul), uygun tampon ve
nikleaz icermeyen su igerisinde, 94°C’de 5 dakika inklbe edilerek denattire edilip,
ardindan 50°C’de 5 dakika inkibe edilerek gergeklestiriimistir. Su banyosunda
hibridizasyon igin ayni reaksiyon kosullari kullaniimistir. Ornekler, 94°C’ye
cikarilan su banyosu igerisine alinmig, ardindan su banyosu kapatilarak sicaklik
50°C’ye disene kadar hibridizasyon gergeklestiriimistir. Hibridizasyondan sonra
fill-in reaksiyonu gergeklestirilecek orneklere 1,5u DNA Polymerase |, Large
(Klenow) Fragment (5u/pl) ve 0,5mM dNTP karigimi (10mM), son hacim 20 pl
olacak sekilde eklenmistir. 25°C’de 15 dakika, ve enzim inaktivasyonu igin 75°C’de
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20 dakika inkube edilerek fill-in reaksiyonu tamamlanmistir. Daha sonra tum

ornekler ile in vitro transkripsiyon yapilmistir.

Cizelge 4.3. Transkripsiyon optimizasyonu i¢in degistirilen parametreler.

Kalip ssDNA Hibridizasyon Fill-in
Su banyosu +
RNA kutuphanesi_1 +
PCR cihazi )
Su banyosu +
RNA kuUtuphanesi_2 +
PCR cihazi

in vitro transkripsiyon Uriinleri, yukarida detayl bir sekilde protokoliniin anlatildig
sekilde %2,5’lik agaroz jele denattre edilerek yuklenmistir. Bunun igin 4 pl 2X RNA
Loading Dye (95% formamide, 0.025% SDS, 0.025% bromophenol blue, 0.025%
xylene cyanol FF, 0.025% ethidium bromide, 0.5 mM EDTA), 4 pl transkripsiyon
urtind ile kanistinimistir. Ornek karigimlari ve 4 pl kullanima hazir RiboRuler RNA
Ladder (High Range) 70°C’de 10 dakika inkube edilerek denattre edilmigtir. Tupler
hemen sonra buz Uuzerine alinarak denature edilmis yapilarin korunmasi

saglanmistir. Daha sonra agaroz jel elektroforezi gergeklestirilmistir.

Sekil 4.65. Hibridizasyon kosullari degistirilerek gergeklestirilmis in  vitro
transkripsiyon uUrunleri. M: RiboRuler (High Range) RNA marker; 1, 3, 5, nolu
kuyular: RNA katuphanesi_1 (1:1000 sulandirma); 2, 4, 6, 8 nolu kuyular: RNA
kUtuphanesi_2
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Hibridizasyon kosullari degistirilen in vitro transkripsiyon UrUnleri Sekil 4.6.da
gorulmektedir.  Transkripsiyon bantlari boyut ve yogunluklarina gore
degerlendirilmigtir. M kuyusunda marker olarak RiboRuler RNA Ladder (High
Range) (Sekil 3.5.) kullaniimistir. Buna goére tum fragmentlerin 200 bp bantinin
biraz asagisindaki bodlgede dogru olarak sentezlendigi gortulmektedir. Ancak
hibridizasyondan sonra fill-in yapilan tim orneklerde silik ve spesifik olmayan
bantlar gorulmektedir. Fill-in yapiimayan orneklerde ise transkripsiyon daha etkin
olarak gerceklesmistir. Bunun nedeni, kalip DNA molekllinin boyutunun kisa
olmasi, ikincil yapisinin enzimin aktivitesini engellememesi ve enzimin
optimizasyon kosullarinda ylksek aktiviteyle g¢alisiyor olmasidir. Hibridizasyon igin
su banyosunun kullanildidi, fill-in yapilmayan érneklerde de, az da olsa spesifik
olmayan bantlar goéruldigu ve bu ydntem daha fazla zaman gerektirdigi icin,

bundan sonraki hibridizasyonlarin PCR cihazinda yapilmasina karar verilmigtir.

M 1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 4.7. Baslangic RNA kuttiphanesi M: RiboRuler (High Range) RNA marker; 1,
2, 3, 4, nolu kuyular: RNA kutiphanesi_1 (1:1000 sulandirma); 5, 6, 7, 8 nolu
kuyular: RNA kutuphanesi_2

Yukarida anlatildigi sekilde optimize edilen in vitro transkripsiyon reaksiyonu ile
rastgele ssDNA kalip molekullerinden baslangic RNA kitiphanesi sentezlenmistir
(Sekil 4.7). In vitro transkripsiyon, tek zincirli rastgele DNA kalip molekdillerinin T7
promotor primeri ile PCR cihazinda hibridizasyonu sonrasinda, 37°C'de 4 saat
inkiibe edilerek gergeklestirilmistir. Farkl tuplerde paralel olarak gergeklestirilen in

vitro transkripsiyon uriinu olan RNA katuphaneleri kendi aralarinda birlestirilerek,
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RNA Clean & Concentrator™-25 RNA pdurifikasyon kiti ile purifiye edilmigtir. 50 pl
nikleaz icermeyen su igerisinde toplanmistir. Bdylece RNA kutiphanesinin
yogunlugu artiriimig ve transkripsiyon reaksiyon bilesenlerinden arindiriimig

olmaktadir.

4.2. SELEX
4.2.1. RNA Kiitiiphanesinin Hedef Molekiil ile inkiibasyonu

Oncelikle hazirlanan avidin agaroz matrikse biyotinlenmis GFP molekuillerinin
baglanmasi saglanmistir (Sekil 4.8.). Her iki kitiphane i¢in kullaniimak Gzere iki
ayri kolon hazirlanmistir. Purifikasyondan sonra elde edilen, in vitro transkripsiyon
arind olan, RNA katiphaneleri 1X DEPC-PBS (pH:7,4) c¢ozeltisi ile 10 kat
sulandinimistir. Daha sonra olusturulan RNA kutuphaneleri, biyotinlenmis GFP
molekullerinin bagh oldugu avidin agaroz kolona alindiktan sonra oda sicakliginda
30 dakika inkube edilmistir.

—— Biyotinlenmis GFP

—— Avidin agaroz matriksi

Sekil 4.8. GFP molekullerinin avidin agaroz kolona baglanmasinin sematik
gosterimi

4.2.2. Hedef Molekiile Baglanan RNA Molekillerinin Seleksiyonu

Hedef moleklle baglanan aptamer molekullerinin segilmesi ve baglanmayan
molekullerin ortamdan uzaklagtirimasi amaciyla ticari olarak satilan bir
biyotinilasyon kiti kullaniimistir. Literatirde bu kitin, protein molekullerinin

biyotinlenmesi ve daha sonra geri kazanilmasi amaciyla kullanildigi cesitli
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calismalar mevcuttur. Ancak daha once SELEX prosedurinde kullanimina
rastlanmamistir. Her ne kadar SELEX prosediurunun seleksiyon basamaginin
afinite kolonlariyla gercgeklestirildigi mevcut calismalarda da benzer prensipler
kullanilmis olsa da, seleksiyon basamaginda biyotinilasyon kitinin kullaniimasi
yontemi oldukg¢a hizli, guvenilir ve basit bir hale getirmistir. Bu sayede ¢alisma
grubumuz igin ileriki SELEX calismalarinda kullaniimak Uzere yeni bir yontem
tanimlanmis olmaktadir. Bunun yaninda, kullanilan kit herhangi bir protein
molekuluntin biyotinilasyonuna olanak sagladigi igin, gelisgtirilen yontem her

molekdl i¢in uygulanabilir hale gelmektedir.

Hedef molekul olarak secilen GFP, daha Once de bahsedildigi gibi oldukca
kompakt bir yapiya sahiptir. Bu sayede GFP pek c¢ok alanda yaygin olarak
uygulama alani bulmustur. Dolayisiyla, bu proteinin yapisina biyotin eklenmesi
molekulin aktivitesini etkilememektedir. Aptamer molekullerinin baglanabilecegi
aktif bir alanin biyotin tarafindan kapatiimasi, GFP yapisina biyotin eklenmesinin
SELEX prosediri acisindan getirecegi tek dezavantaj olarak gorulmektedir.
Ancak, hedef molekllin immobilize edilerek gergeklestirildigi SELEX
calismalarinda seleksiyonun goérece daha basarili oldugu goérilmektedir. Bu
sebeple, bu dezavantaj goz ardi edilerek seleksiyon basamagi bu sekilde

gerceklestiriimistir.

Seleksiyon basamaginda ilk olarak inkibasyon sonucu baglanmayan
oligonukleotidler basit bir santrifij basamagiyla kolondan ayriimistir. Daha sonra
baglanan aptamer molekullerinin hedef molekulden ayrilarak toplanmasini
saglamak amaciyla denatire edici bir toplama tamponu (8 M tre and 5 mM EDTA)
kullaniimistir. Bu sayede aptamer molekullerinin ikincil yapilari bozulmus ve hedef
molekullerinden ayrilmistir. Toplanan aptamer molekulleri, Sephadex-G25 kolon
ile denature edici toplama tamponundan ayrilarak 2 ml nikleaz icermeyen su
icerisinde tekrar toplanmigtir. Elde edilen hedef molekile baglanan diziler
fenol/kloroform ydntemiyle saflastirilarak bir sonraki dongude kullaniimak Gzere
ters transkripsiyon ve PCR basamaklarina alinmistir. Her basamakta yikama
amaciyla kullanilan PBS (pH:7.4), RNA molekullerinin degredasyonunun

Oonlenmesi amaciyla DEPC-su ile hazirlanmigtir.
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Maddi imkanlar sebebiyle temin edilebilen GFP molekilu miktarinin her dongude
yeni kolon olusturmaya elverigli olmamasi sebebiyle, hazirlanan GFP’li avidin
agaroz kolonlar yikanarak, bir sonraki dongude tekrar kullaniimistir. Son SELEX
donguslu de gergeklestirildikten sonra GFP molekidlleri kitin icerisinde bulunan
50mM DTT iceren PBS ile 1 saat karisgtirilarak inkibe edildikten sonra, avidin
agaroz matriksinden geri toplanmistir. Bu iglem sonucunda biyotinilasyon ajaninin
icerdigi disulfit baglar kirllmis ve serbest sulfidril gruplari iceren protein molekdlleri
tekrar kazanilmistir. Bu iglemin sadece son dongude yapilmasi sayesinde,
biyotinin GFP’ye baglandigi noktada yeni sulfidril grubunun olugsmasi SELEX

prosedurunud etkilememistir.

Hedef molekile baglanan aptamer molekillerinin  segiminden sonra
spektrofotometrik olarak kalite tayini yapmak oldukga zor olmustur. Cunku
toplanan miktar oldukga kuguktir. Bu nedenle, bu asamada geri kazanilan
aptamer molekulleri ancak RT-PCR ile c¢ogaltildiktan sonra agaroz jelde
gorulebilmigtir. Jelde kalite tayini yapilabildiginden her dongude RT-PCR
artnlerinin  spektrofotometrik analizi  yapiimamigtir. Sadece son olarak

gerceklestirilen dongude spektrofotometrik dlgim alinmigtir.

4.2.3. RNA Kiituphanesinin Zenginlestirilmesi

Seleksiyon basamagindan sonra, toplanan RNA molekullerinin
konsantrasyonlarini artirabilmek amaciyla fenol/kloroform yontemiyle purifikasyon
yapilmistir. Purifiye edilen RNA molekdlleri ile baglangic RNA miktari ~1 pg olacak
sekilde ters transkripsiyon reaksiyonu ve hemen ardindan PCR reaksiyonu
gerceklestiriimistir. Boylece RNA molekullerinin oncelikle komplementer DNA

(cDNA) dizisi sentezlenmis, daha sonra gift zincirli DNA olarak sentezlenmistir.

Transkripsiyondan sonra, sentezlenen RNA molekllleri T7 promotor dizisini
icermemektedirler. Dolayisiyla, seleksiyondan sonra toplanan, hedef molekule
baglanan RNA molekulleri T7 promotor dizisini icermemektedir. RNA
molekullerinin bir sonraki SELEX doéngusunde baslangi¢c kitiphanesi olarak

kullanilabilmesi igin gogaltiimasi gerekmektedir.
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TERS TRANSKRIPSIYON

5' Kalip RNA

Geri primer baglanma
bolgesi

5| Pg ............ > 3'

5 | Pg ’—| N (Rasigele boige) |— Ters transkripsiyon

Urdnleri (c DNA)

Sekil 4.9. Ters transkripsiyon reaksiyonunun sematik gosterimi

Bu amacla RNA molekulleri dncelikle ters-transkripsiyon ile DNA komplementerine
sentezlenmis (cDNA), primer uzamasi ile T7 promotor dizisi eklenmis ardindan
PCR ile gogaltilmistir. Oncelikle transkripsiyon Griinti olan RNA molekdilleri ile ters
transkripsiyon gerceklestiriimistir. Son konsantrasyonu 5 pmol/ul olacak sekilde
geri primer (100 pmol/pl) ve 1 yg RNA son hacim 12 pl olacak sekilde nukleaz
icermeyen su igerisinde 94°C’de 3 dakika inkUibe edilerek denatlire edilmistir.
Daha sonra hemen buza alinan érnekler tizerine 5X Reaksiyon tamponu (250 mM
Tris-HCI -pH 8.3-, 250 mM KCI, 20 mM MgCI2, 50 mM DTT), 20u RiboLock RNase
Inhibitor (40u/pl), 1 mM dNTP karisimi (10mM), 200u RevertAid M-MuLV Reverse
Transcriptase eklenerek (200 u/ul) 25°C’de 10 dakika, 42°C’de 60 dakika, 70°C’de
5 dakika inkube edilerek; hibridizasyon, cDNA sentezi, enzim inaktivasyonu
gerceklestirilmistir. Bu reaksiyon sonucu olusan Urlinler hem RNA hem DNA
molekullerini icermektedir. Ortamdaki RNA molekullerinin  PCR etkinligini
digsurmemesi veya reaksiyonu etkilememesi icin Urunler, yukarida detayli olarak
anlatildigi sekilde RNaz H ile muamele edilmistir. Daha sonra T7 promotor

dizisinin komplementerini icermeyen cDNA molekullerine dizinin tekrar eklenmesi
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amaciyla, 5 ucunda fazladan T7 promotor dizisi iceren RT-primer ile cDNA

molekulleri hibridize edilmig, ardindan dizi uzamasi gergeklestirilmistir.

Dizi uzamasi yapildiktan sonra ileri ve geri primerler ile PCR gerceklestiriimistir.
Ters- transkripsiyon reaksiyonunun etkinligi ancak daha sonra gergeklestirilen
PCR ile test edilebilmektedir.

PRIMER UZAMASI

Pg 5 Ters transkripsiyon
artnti (c DNA)

RT primeri

3'| Pi' I 7 |—| N (Rastgele boige) H Pg | 5
S'I Pi I T7 Iv—-l N (Rastgele bolge) l——~| Pg' | 3

Sekil 4.10. Ters transkripsiyon reaksiyonundan sonra gergeklestiriien primer
uzamasi reaksiyonunun sematik gosterimi.

Ters-transkripsiyon PCR Urlnleri, yukarida detayh bir sekilde protokolinin
anlatildigi sekilde %1’lik agaroz jele yuklenmistir. Bunun igin 2 yl 6X DNA Loading
Dye (10 mM Tris-HCI, pH 7.6, 0.03% bromophenol blue, 0.03% xylene cyanol FF,
60% glycerol, 60 mM EDTA), 10 yl PCR uruna ile karistirilarak yukleme karigimlari
hazirlanmistir. Marker olarak GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Sekil 3.4.)

kullaniimistir. Daha sonra agaroz jel elektroforezi gergeklestiriimistir.

Sekil 4.11.’de ters-transkripsiyon PCR UrlUnlerinin agaroz jel fotografi
gorulmektedir. Yukarida anlatilan reaksiyon ilk seleksiyon donglsunden sonra
gerceklestiriimistir. Jeldeki bantla boyut ve yogunluklarina gore degerlendirilmistir.
Marker bantlarina gére PCR Urlnlerinin boyutlari degerlendirildiginde bantlarin
200bp bandinin biraz asagisindaki bélgede bulundugu, dolayisiyla PCR ile dogru
olarak amplifikasyonun gergeklestiriimis oldugu gorulmektedir. Bantlarin
yogunlugunun duguk olmasi ise gergeklestirilen reaksiyonun seleksiyon

dongusunden sonra segilen oligonukleotidlerle yapilmasindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.11. Ters-transkripsiyon PCR Urunleri. M: 50 bp DNA marker; 1 nolu kuyu:
RNA kutuphanesi_1 ; 2 nolu kuyu: RNA kiutuphanesi_2

Yani baslangigta kullanilan kalip oligonukleotid miktari seleksiyon basamagindan
sonra sadece segilmig oligonukleotidleri igerdigi igin baslangi¢c kutuphanesinin
amplifikasyonuna goére daha az olmustur.

Ters-transkripsiyon PCR Urlnlerinden in vitro transkripsiyon ile bir sonraki SELEX
doéngusunun baslangi¢ kiutiphanesini olugturacak RNA molekulleri sentezlenmisgtir.

PCR urUnleri ile transkripsiyon reaksiyonu gercgeklestirilirken ayni zamanda daha
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sonraki basamaklarda baglangigta kullanilacak uygun kalip PCR Grand miktarini
belirlemek amaciyla bir optimizasyon deneyi gergeklestiriimigtir. Kalip PCR artnu

miktari optimizasyon deney kosullari Cizelge 4.4.'de belirtiimektedir.

Cizelge 4.4. In vitro transkripsiyon igin gerekli kalip PCR Urinu miktari
optimizasyonu

Miktar Kalip PCR uruni

RNA katiphanesi_1

2o H RNA kiitiiphanesi_2
5 ul RNA katuphanesi_1
" RNA katiphanesi_2
7,5 ul RNA katuphanesi_1

RNA kutuphanesi 2

PCR drunlerinden transkripsiyon reaksiyonu gergeklestirilirken, PCR artnleri T7
promotor dizisini igcerdigi icin, promotor primeri ile hibridizasyon igleminin yapilmasi
gerekmemektedir. Farkh miktarlardaki PCR Urlnleri ile in vitro transkripsiyon, 5X
Reaksiyon tamponu (200 mM Tris-HCI -pH 7.9, 25°C-, 30 mM MgCI2, 50 mM DTT,
50 mM NaCl, 10 mM spermidine), 2 mM NTP karigimi (10mM), 30u T7 RNA
Polymerase ve 50u RiboLock RNase Inhibitor ve nikleaz icermeyen su igerisinde
son hacim 50 ul olacak sekilde 37°C’de 4 saat inkibe edilerek gergeklestirilmistir.
Optimizasyon transkripsiyon urunleri, yukarida detayli bir sekilde protokollnin
anlatildigi sekilde %2,5’lik agaroz jele denature edilerek yuklenmistir. Bunun igin 4
Ml 2X RNA Loading Dye (95% formamide, 0.025% SDS, 0.025% bromophenol
blue, 0.025% xylene cyanol FF, 0.025% ethidium bromide, 0.5 mM EDTA), 4 pl
transkripsiyon Uriind ile kanstirilmistir. Ornek karigimlari ve 4 pl kullanima hazir
RiboRuler RNA Ladder (High Range) (Sekil 3.5.) 70°C’'de 10 dakika inklbe
edilerek denature edilmigtir. TUpler hemen sonra buz Uzerine alinarak denatire
edilmis yapilarin korunmasi saglanmistir. Daha sonra agaroz jel elektroforezi

gercgeklestiriimistir.

Sekil 4.12°de farkli miktarlardaki ters-transkripsiyon PCR dGrunleri ile
gerceklestirilen in vitro transkripsiyon reaksiyonu drunlerinin agaroz jel fotografi
gorulmektedir. Bantlarin boyut ve yogunluklarina gore degerlendirme yapilmistir.
Buna gore RNA kutuphanesi_1 transkriptlerinin 200 bp bandinin biraz
asagisindaki bolgede oldugu ve dogru olarak sentezlendigi gorulmektedir. Bununla
birlikte ilk selekiyon basamagindan sonra RT-PCR ile elde edilen ve bir sonraki

dongu igin in vitro transkripsiyona sokulan RNA kutuphanesi_2’'de in vitro
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transkripsiyon oldukga basarisiz olmus, hi¢ bir reaksiyonda anlamli bir bant

gOrulmemistir.

M 1 2 3 4 5 6

e
e -
- -an

Sekil 4.12. Kalip olarak RT-PCR drdnlerinin kullanildidi in vitro transkripsiyon
optimizasyonu. M: RiboRuler (High Range) RNA marker; 1, 3, 5 nolu kuyular: RNA
kUtlphanesi_1; 2, 4, 6 nolu kuyular: RNA kutiphanesi_2

Bu sebeple, RNA kutuphanesi_2 icin ilk seleksiyon basamagindan sonra ikinci
SELEX doéngusu gergeklestirilememigstir. RNA kutlphanesi_1 transkriptlerinin bant

yogunluklari kargilastirildiginda ise en fazla transkripsiyonun 7,5 ul kalip PCR
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artnua kullanilan reaksiyonda gerceklestigi gorulmektedir. Bu sebeple, bundan
sonra gergeklestirilecek in vitro transkripsiyon reaksiyonlarinda 7,5 ul kalip PCR

aranu kullanilmasina karar verilmistir.

4.2.4. SELEX Dongulerinin Tekrarlanmasi

Tekrarlanmasi gereken SELEX dongu sayisina, her dongude uygulanan kosullarin
siddetine ve hedef molekdl ile aptamer molekilleri arasindaki etkilesimin
afinitesine bagh olarak karar verilmektedir. Hedef molekile yiksek afiniteyle
baglanan aptamer molekullerinin populasyon Uzerinde baskinlk kurabilmesi igin
genellikle 8-15 dongunun yeterli oldugu belirtiimektedir (Tombelli et al., 2005).
Yapilan ¢alismada maddi imkanlar ve slre ¢ok déongull bir SELEX prosedurinin
uygulanmasi 6niinde engel olusturmustur. Ayni zamanda, SELEX prosedurinin
daha az donguyle gergeklestiriimesi, prosedurin daha hizli olmasini saglayacaktir.
Bu da ileriki uygulamalar icin tercih edilen bir parametredir. Bu sebeple, tez
calismasi kapsaminda literatlirde yeterli olacagi soylenilen minimum SELEX
dongusl sayisinin gergeklestirimesine karar verilmistir. Calisma suresince sekiz

SELEX dongusu gergeklestirilmigtir.

4.2.5. Son SELEX Donglisu

Her SELEX doéngusitnde oldugu gibi, bir 6nceki dongu sonunda elde edilen RNA
molekullerinin  RT-PCR Urunleri ile transkripsiyon vyapilarak son SELEX
dongusunun baslangic RNA katiphanesi olusturulmustur. Ancak bu asamada
kalip molekullerin gittikce azalmasi beklendigi icin ve bir sonraki agsamada DNA
dizi analizi gerceklestirilecegi igin son dongudeki in vitro transkripsiyon

TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kit ile gerceklestirilmigtir.

In vitro transkripsiyon Urunleri, yukarida detayli bir sekilde protokolinin anlatildigi
sekilde %2,5’lik agaroz jele denattre edilerek yuklenmistir. Bunun igin 4 pl 2X RNA
Loading Dye (95% formamide, 0.025% SDS, 0.025% bromophenol blue, 0.025%
xylene cyanol FF, 0.025% ethidium bromide, 0.5 mM EDTA), 4 pul transkripsiyon
uriind ile kanstinimistir. Ornek karigimlari ve 4 pl kullanima hazir RiboRuler RNA
Ladder (High Range) (Sekil 3.5.) 70°C’de 10 dakika inkuibe edilerek denature

edilmistir. Tupler hemen sonra buz Uzerine alinarak denature edilmis yapilarin
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korunmasi saglanmistir. Daha sonra agaroz jel elektroforezi gergeklestirilmistir.

Elde edilen in vitro transkripsiyon Urunleri Sekil 4.13.’de gorulmektedir.

M 1 2

Sekil 4.13. Son SELEX doéngusu in vitro transkripsiyon Urlnleri. M: RiboRuler
(High Range) RNA marker; 1 ve 2 nolu kuyular: RNA kutuphanesi_1

Sekil 4.13."de son SELEX dongusu igin in vitro transkripsiyon ile elde edilen
baslangic RNA kdtiphanesi drunlerinin  agaroz jel fotografi gorulmektedir.
Bantlarin boyut ve yogunluklarina gore degerlendirme yapilmistir. Kutuphane
transkript bantlari 200b uzunlugundaki marker bandinin biraz asagisindaki
bdlgede dogru olarak sentezlenmigtir. Bantlarin yodun oldugu goruimus, bu
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yogunlugun TranscriptAid T7 High Yield Transcription Kit kullanimi nedeniyle

oldugu dugunulmustar.

Bu asamada olusturulan RNA katiphanesi RNA Clean & Concentrator™-25 kit ile
onceki dongulerde oldugu gibi pdarifiye edilmistir. Ancak son seleksiyon
basamagina gecilmeden once purifiye edilen bu kutiphanenin spektrofotometrik
Olcimu alinmig, konsantrasyonu 745 ng/ul, O.D.2e0280 degeri 2,05 ve O.D. 2501230

degeri 2,21 olarak kaydedilmigtir.

Daha sonra seleksiyon basamagina gecilmis, 1:10 oraninda DEPC-su ile
sulandinimig 500 pl transkripsiyon udrunu, biyotinlenmis GFP molekillerinin
immobilize edildigi avidin agaroz kolonuna alinmig ve 30 dakika oda sicakliginda
inkibe edilmistir. Yukarida detayl olarak verilmis protokolde anlatildigi sekilde
seleksiyon gercgeklestiriimis, hedef molekile baglanan RNA molekilleri
toplanmistir. RNA molekulleri geri kazanildiktan hemen sonra ters-transkripsiyon
ve ardindan PCR islemleri gergeklestiriimistir. Bu asamada ters-transkripsiyon
yapilirken, daha sonra transkripsiyon yapilmayacagi igin T7 promotor dizisinin
eklenmesine gerek yoktur. Bu nedenle, RT-PCR ileri ve geri PCR primerleri ile
yapilmigtir. Son SELEX dongusinde gerceklestirilen ters-transkripsiyon PCR
artnleri, yukarida detayli bir sekilde protokolunin anlatildigi sekilde %1’lik agaroz

jele yuklenmistir.

Agaroz jel elektroforezinden sonra PCR urinleri agaroz jelden izole edilmistir.
izolasyondan sonra Uriin miktarinin fazla olmasi amaciyla agaroz jele birkag defa
ve daha fazla hacimde 6rnek yuklenmigtir. Bunun igcin 5 pl 6X DNA Loading Dye
(10 mM Tris-HCI, pH 7.6, 0.03% bromophenol blue, 0.03% xylene cyanol FF, 60%
glycerol, 60 mM EDTA), 25 ul PCR drunu ile karistirilarak yukleme karisimlari
hazirlanmistir. Marker olarak GeneRuler 50 bp DNA Ladder (Sekil 3.4.)
kullaniimistir. Daha sonra agaroz jel elektroforezi gerceklestiriimistir. Agaroz jel
elektroforez fotografi Sekil 4.14.de gdrtulmektedir. Sekilde tim bantlar 150-200 bp
arasindaki bolgede, 200bp bandina daha yakin bir konumda ve parlak olarak
gorulmektedir. Son SELEX ddéngusinin ters-transkripsiyon PCR amplifikasyonu

oldukcga basarili olmustur.
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Sekil 4.14. Son SELEX dongusunde gercgeklestirilen ters-transkripsiyon PCR
artnleri. M: 50 bp DNA marker; 1, 2 ve 3 nolu kuyular: RNA katiphanesi_1

Sekil 4.14.’de gorulen agaroz jeldeki bantlar jelden kesilerek, UltraClean™
GelSpin™DNA Extraction Kit ile, yukarida detayli bir sekilde protokolinin
anlatildi§i sekilde purifiye edilmistir. Daha sonra purifiye edilen érnekler ile DNA

dizi analizi gergeklestirilmigtir.

4.3. SELEX Sonucu Segilen Aptamer Molekiillerinin DNA Dizi Analizi

DNA dizi analizi hizmet alimi yoluyla yapilmistir. Bu sebeple dizi analizi reaksiyonu
icin gergeklestirilen dogrusal PCR, araci firma blUnyesinde yapilmistir. Dogrusal
PCR’da kullaniimak tzere ileri primer 5 pmol/ul konsantrasyonunda sulandirilarak,
analizi yapilacak drneklerle birlikte araci firmaya teslim edilmistir. Dizi analizinde,
ABI 310 DNA dizi analiz cihazi kullanilmisgtir. DNA dizi analizi sonucu elde edilen

sonuglar Geneious R6 yazilimiyla analiz edilmistir.
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ilk SELEX déngiisii sonucu toplanan ve ters transkripsiyon PCR ile bir miktar
amplifiye edilen ancak bunu takip eden transkripsiyon dongusunde
sentezlenemedigi icin ikinci SELEX dongusine giremeyen RNA katliphanesi 2
icin de DNA dizi analizi gergeklestiriimistir. Burada sadece RT-PCR ile ¢ogaltilan
molekullerin RNA kitiphanesi_2’de olmasi gerektigi gibi rastgele dizileri icerip
icermedigi kontrol edilmigtir. Ik SELEX déngisi sonucunda toplanan RNA
kitiphanesi_2 molekullerinin DNA dizi analizi kromatogrami $ekil 4.15. ‘de
verilmistir. Sekilde de goéraldiga gibi ikinci donglye giremeyen bu RNA
molekullerinin dizileri tamamen rastgele ¢ikmigtir. Bu kiitUphanenin daha sonraki
SELEX dongulerinde kullanilamamasi sebebinin baslangic RNA katuphanesi
dizisinin tasarimindan kaynaklanabilecegi dugunulmuagtur. Bu ise buyuk olasilikla,
baglangicta pratik sinirlari asacak buyuklukte tasarlanmis bu kutuphanedeki
rastgele her molekulin, kutiphane igindeki miktarinin olduk¢a dusuk olmasindan

kaynaklanmaktadir.

Onceden tanimlanmis bir dizinin belirli bdlgelerinin kismi olarak randomize
edilmesiyle elde edilen RNA kutiphanesi_1 ile son SELEX dénglstne kadar
calisiimigtir. Son SELEX dongusi sonucunda elde edilen hedef molekile
baglanan RNA aptamer molekulleri, dncelikle DNA komplementerine sentezlenip
PCR ile amplifiye edilmistir. Amplifiye edilen ve daha sonra agaroz jelden purifiye
edilen PCR Urdnleri ile DNA dizi analizi gergeklestiriimistir. Analizi gerceklestirilen
DNA dizi analizi sonuglari asagida Sekil 4.16. ve Sekil 4.17. ‘de verilmistir. Sekil
4.16'deki dizi goruntusune ve Sekil 4.17 ‘deki kromatograma bakilarak, dizilerin
son SELEX dongusine kadar tim in vitro basamaklardan basariyla gectigi ve
secildigi gorulmektedir. Dizide olmasi gereken tum sabit bolgelerin olmasi gereken
konumlarda dogru dizi ile bulundugu goértlmektedir. T7 promotor dizisi de dizilerde
bulunmakta fakat dizi analizi sonuglarinda gorulmemektedir. Bunun nedeni,
promotor dizinin primer baglanma bodlgesinde bulunmasidir. DNA dizi analizi
sonuglarina bakilarak sabit bdlgelerde cihazin U¢ adet bazi kalip diziden farkli
okudugu gorulmektedir. Ancak kromatograma bakildiginda bunun yalnis okuma
olmadigi, sadece vyazilmin yalnig baz atamasindan kaynaklandigi
sOylenebilmektedir. Rastgele bdlgelerde ise cihaz tam olarak okuma

yapamamistir. Bu sonuglar, sekiz SELEX déngusi sonucunda tek bir diziye kadar
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inilemedigini, hala secgilen moleklller arasinda birbirinden farkh dizlerin

bulundugunu gostermektedir.

Alinan sonuglara dayanilarak bunun bir deney basarisizligi olmadigi acikca
sdylenebilmektedir. Aksine hedef molekile karsi daha o6nceden tanimlanmig
dizinin varyantlar olusturulmus ve SELEX ddnguleri sonucu bazilari segilmistir.
Ancak, tek bir dizi tanimlayabilmek icin gerceklestiriien SELEX dongusu sayisi
yetersiz  kalmigtir. Hedef molekile (GFP) baglanan belirli  bir dizi
tanimlanamamistir. Ancak, hedef molekile baglanan fakat dizisi tanimlanamayan,
birbirinden farkl bir ka¢ dizinin olusturdugu aptamer molekulleri segcilebilmistir.

Daha sonra bu molekullerin altin yuzey Uzerinde GFP ile etkilesimi gosterilmigtir.

4.4. Yiizey immobilizasyon Galigmalari

SELEX prosedurinin sonucunda elde edilen aptamer molekullerinin DNA dizi
analizi yapilmig ancak, SELEX dongu sayisinin yetersiz kalmasi sebebiyle spesifik
bir dizi tanimlanamamistir. Aptamer molekilleri ile hedef molekili (GFP)
arasindaki etkilesimin, biyosensor c¢alismalarinda model bir sistem olarak
Onerilebilirliginin arastirilmasi igin, altin ylzey uzerinde gosterilmesi amaclanmistir.
Bu dogrultuda, altin yuzeyler Uzerine tiyollenmis avidin molekilleri immobilize
edilmistir. Daha sonra biyotinlenmis poli-(T) dizisi ve ardindan poli-(A) dizisi iceren
secilmis aptamer dizileri yuzeye immobilize edilmigtir. Aptamer molekulleri bu
sekilde yuzeye immobilize edildikten sonra hedef molekiulu (GFP) ile arasindaki

etkilesim floresan mikroskop ile gosterilmigtir.

oo

Biyotinlenmis poli-(T)

poli-(A) iceren RNA aptameri

Biyotin "
N Avidin

Au I

Sekil 4.18. Calisma kapsaminda gergeklestirilen ylzey immobilizasyon
calismalarinin sematik gosterimi

95



Il I . I M. | P . A o ‘ ."“I Y N R
O T o O T o Tomue Y A L T P T
Lottt e om0 b M ket A S A B L

I :
\ ) wm MA W A " i [ ] A i wm
T R VR T P L Y Al I o () o
b A AN A bR s A Sl b A L

iy I A Ungl ARl LA i
0 L;M;U'wﬁﬁ}u‘}.u'mlmwﬂwn 1 b AL D

Sekil 4.15. RNA kuttphanesi_2’den ilk SELEX dongusu sonunda elde edilen aptamer molekulleri dizisi kromatogrami.
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Sekil 4.16. RNA kuttiphanesi_1'den SELEX sonucu elde edilen aptamer molekulleri dizisi.
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Sekil 4.17. RNA kutuphanesi_1'den SELEX sonucu elde edilen aptamer molekilleri dizisi kromatogrami.
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4.4.1. Avidin Molekiillerinin Altin Yiizeye immobilizasyonu

Tiyollenmis avidin molekulleri konsantrasyonu 1 ug/ul olacak sekilde PBS (pH: 7,4)
icinde ¢ozulmusgtur. Altin yuzeyler, yuzeyde var olabilecek organik kalintilarin
uzaklastirilmasi amaci ile saf etanol kullanilarak temizlenmistir. Altin ylzeylerin
kuruma esnasinda kirlenmesi ve oksitlenmesini engellemek amaciyla, 1.5 bar
basincindaki Argon gazi akiminda kurutulmustur. Altin yluzey Uuzerine 5 pl
tiyollenmis avidin ¢ozeltisi damlatilarak oda sicakliginda 30 dakika inkube
edilmistir. YUzeyler daha sonra PBS ile yikanmis ve 1.5 bar basincindaki Argon
gazi akiminda kurutulmustur. Altin yuzeye avidin molekullerinin baglandiginin

gOsterilmesi amaciyla FTIR olgumu alinmigtir.

4.4.2. FTIR ile Yiizey Karakterizasyonu

Avidin immobilize edilmis yuzeyin fark spektrumu Sekil 4.19.°de verilmistir. Buna
gore yaklasik 3277 cm™ dalga boyundaki pik protein ve polipeptitlerin yapisinda
yer alan NH gerilme vibrasyonuna aittir. Yaklasik 1634 ve 1525 cm™ dalga
boyundaki iki pik proteinler i¢in karakteristiktir. Bu pikler sirasiyla Amid | ve Amid Il
bantlaridir. Amid | bandi, protein yapisindaki C=0 gerilmesinin %80’ini
icermektedir ve N-H bukllmesi ve C-N gerilmesi vibrasyolarini da icermektedir.
Amid Il bandi (1600-1500 cm™), cogunlukla protein yapisindaki N-H biikiilme
(%60) ve C-N gerilme (%40) vibrasyonlarindan olugmaktadir. Yaklagik 1070 cm’
Ydeki pik ise C-C-N asimetrik geriime vibrasyonuna aittir. Bu pikler yiizeyde
protein yapisinin olduguna isaret etmektedir. FTIR-ATR sonuglarina gore avidinin

yuzeydeki varligi dogrulanmaktadir.

4.4.3. Aptamer Molekiillerinin Yiizeye immobilizasyonu

SELEX prosedirine baslamadan 6nce SELEX sonucunda tek bir dizi elde
edilmesi ve elde edilen dizinin ylizeye immobilizasyonu i¢in 3’ ucuna poli-(A) dizisi
eklenerek siparis edilmesi planlanmistir. Ancak, gergeklestirilen c¢alisma
sonucunda GFP molekuline baglanan tek bir dizi tanimlanamamistir. Bununla
birlikte, sekizinci SELEX dongusu sonucunda GFP’ye baglandigi bilinen farkli
dizilerin sec¢imi basariimistir. Elde edilen molekillerin dizisi Sanger yontemiyle
yapilan DNA dizi analizi ile tanimlanamadig! i¢cin tam olarak dizisi bilinmeyen
dizilerin 3’ ucuna primer uzamasi yontemiyle poli-(A) dizilerinin takilmasina karar

verilmigtir.

99



o

- 155491

So000. 0O S0o00 ZOoOo0 1500 1000 aso. 0
[== ==}

Sekil 4.19. Avidin immobilize edilen altin yuzeyin FTIR fark spektrumu.
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Bu amagla yeni bir primer dizisi tasarlanarak yurt digindan temin edilmistir (IDT,
A.B.D.). Primer  uzamasi icin kullanilacak ~ primerin  dizisi, 5'-
[TTTTTTTTTTTTTTTTTTTGGACCGAGTCCAGAA-3, olarak tasarlanmistir.

Sentezlenen bu primere poli-(T) primeri adi verilmigtir. Boylece son SELEX

dongusu sonucunda elde edilen RNA molekullerinin 3’ uglarina poli-(A) dizileri

eklenmisgtir.

Hedef molekile ylksek afinite ile baglanan, primer dizileri belirlenen aptamer
dizilerinin, 3’ uglarina 20 baz uzunlukta poli-(A) dizileri eklenmis formlari, primer
uzamasi yontemiyle sentezlendikten sonra, avidin immobilize edilmig altin ylzeyler
uzerine, 3’ ucunda biyotin igeren 20 baz uzunlugundaki poli-(T) dizisinin 100
pmol/ul konsantrasyondaki ¢ozeltisinden 10ul damlatilmistir. Oda sicakliginda 30
dakikallkk inklibasyon sonrasinda vyuzeyler PBS ile yikanmigs ve 1.5 bar
basincindaki Argon gazi akiminda kurutulmustur. Boylece, avidin-biyotin etkilesimi
ile poli-(T) dizileri yuzeye immobilize edilmistir. Aptamer molekulleri ile
gerceklestirilen primer uzamasi reaksiyonunun tamami yizeye damlatiimistir. Oda
sicakhginda 30 dakikalik inkiibasyon sonrasinda ytzeyler PBS ile yikanmis ve 1.5
bar basincindaki Argon gazi akiminda kurutulmustur. Boylece, poli-(T) ve poli-(A)

dizilerinin hibridizasyonu ile aptamer molekulleri yuzeye immobilize edilmigtir.

4.4.4. Aptamer ile Hedef Molekiul Arasindaki Etkilegsimin Gosterilmesi

1 mg/ml konsantrasyonunda temin edilen PBS icinde ¢dzilmus GFP molekulleri,
aptamer immobilize edilmis altin yUzeyler Uzerine 25 pl damlatilarak oda
sicakhginda 30 dakika inkibe edilmistir. Daha sonra DEPC-PBS (pH:7.4)
icerisinde 1 dakika bekletilerek yikanmistir. Yikama iglemi tekrar edilmigtir.
Yuzeyler 1.5 bar basincindaki Argon gazi akiminda kurutulmugtur. Altin yuzey
uzerinde aptamer molekulleri ile GFP arasindaki etkilesim sonucu hedef molekail
kaynakh floresan sinyaller floresan mikroskop ile goéruntilenmistir. Floresan

mikroskop goruntileri Sekil 4.21°de verilmistir.
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PRIMER UZAMASI
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Poli T primeri

5'| Poli T | Pg l—' N (Rastgele boige) I—{ ™ I Pi' |3'
5'| Poli T l Pg I—I N (Rastgele boige) l—' T l PI' |3'
5'| Poli T | Pg l—l N (Rastgele boige) |—| T | Pi' |3'

lieri primer baglanma T7 promotor Geri primer baglanma
bolgesi komplementer dizisi

{ R

L lleri primer T7 promotor dizisi |

T7 promotor primeri

—| N (Rastgele bolge) }—{ Pg' I Poli A |3‘

_' N i H = I — |3_ in vitro transkripsiyon

artinleri (RNA)
—{ N (Rastgele bolge) I'—-I Pg' l Poli A | 3

Sekil 4.20. Son SELEX donglsinde elde edilen aptamer molekullerine primer
uzamasi reaksiyonuyla poli-(A) dizilerinin eklenmesinin sematik gosterimi.

Sekil 4.21.’de goruldugu gibi aptamer immobilize edilmis altin ylzey tUzerinde GFP
molekilinden floresan sinyaller alinmistir. Bu da ylzey Uzerinde aptamer

molekullerine baglanmis olan GFP molekdillerinin varligini géstermektedir.
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Sekil 4.21. Altin ylzey Uzerine immobilize edilmis secilen aptamer molekilleri ile hedef molekil GFP etkilesiminin floresan
mikroskop géruntuleri. Bos altin ylzey (sol Ust), altin ylzey tGzerindeki etkilesim (1X objektif, 10 kat buyidtme) (sag Ust), altin ylizey
uzerindeki etkilesim (4X objektif, 40 kat buyutme) (alt).

103



5. TARTISMA

Pek c¢ok farkli molekile karsi secilen ¢ok sayida aptamer molekild bulunmasina
karsin, aptamer tabanl analitik uygulamalar Uzerinde yapilan ¢alismalar sadece
birkac aptamer etrafinda yogunlagmaktadir (Yin, 2012). Bunlar arasindan ise
kullanimi en ¢ok tercih edilen trombin aptameri olmustur (Baird, 2010). Biyolojik
tanima tabanh analitik uygulamalarda bugune kadar oldukga iyi tanimlanmig
model aptamer sistemlerinin kullanimi, uygulamalarin validasyonu agisindan
arastirmacilara kolaylik saglamaktadir. Ancak, biyolojik tanima tabanli analitik
uygulamalarda, bu amacla daha hizli, kolay ve yaygin olarak kullanilabilecek yeni
model aptamer sistemlerinin tanimlanmasi gerekmektedir. Bu dogrultuda,
uygulamada oldukga kolay ve hassas olan floresan tabanli optik biyosensor
uygulamalarinda, model bir sistem olarak kullanilabilecek bir hedef molekul-
aptamer kompleksinin tanimlanmasi icin, yesil floresan proteine (GFP) karsi
SELEX ydntemi ile aptamer Uretiimesi ve bu aptamer molekdillerinin optik tanima
tabanl biyosensor sistemlerine uygulanabilirliginin arastiriimasini hedef alan bu

calismada elde edilen kazanimlar asagida 6zetlenmistir.

GFP’ye kars! geligtirilecek aptamer molekullerinin SELEX prosediru ile segilmesi
icin ilk olarak baslangi¢c RNA kutiphaneleri tasarlanmistir. Bu amagla kullanilacak
oligonlUkleotid kutlphaneleri tasarlanirken rastgele ve sabit bolgelerin
olusturulmasi Uzerine g¢alisiimistir. Bunun icin yapilan literatlr arastirmasi sonucu
daha 6nceden tanimlanmig (Mallik et al.,, 2010) olan GFP aptamer dizisi baz
alinarak GFP’ye baglanmada aktif olmayan stem bdlgeleri arasina rastgele diziler
yerlestirilerek, kismi olarak randomize edilmis yeni bir oligonukleotid kutuphanesi
olusturulmustur. Boylece tanimlanan diziden kdken alan, daha fonksiyonel ikinci
bir dizinin tanimlanmasi amaglanmistir. Bunun yaninda, daha Onceden
tanimlanmis diziyle karsilastirlmak Uzere tamamen rastgele ikinci bir

oligonukleotid kutuphanesi olugturulmustur.

Kalip DNA molekdllerinin istenilen miktarda ve dugsuk bir maliyetle ¢ogaltilmasi
amaciyla baslangic RNA kutiphanesinin kalip molekulleri olan tek zincirli DNA
(ssDNA) molekdlleri ilk olarak, PCR ile amplifiye edilmistir. Maliyeti disurmek
amaciyla gerceklestirilen bu basamak, literatirde hasara ugramis ve PCR ile
cogaltilamayacak ssDNA sentez Urunlerini elimine edebilmek amaciyla da tercih
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edilmektedir (Marshall and Ellington, 2000). Bununla birlikte, kimyasal olarak
sentezlenmis DNA molekullerinin polimeraz ile amplifikasyonunun farkl etkinlikte
olmasi nedeniyle her PCR dongusiunde bazi dizilerin kaybedilebilecedi
varsayllmaktadir. Ancak tez galismasinda kullanilan baslangic RNA kutuphanesini
olusturan ssDNA dizilerinin rastgele bolge uzunluklarinin pratik sinirlari agsmasi
sebebiyle, pratikte bu dizilerin bir kisminin SELEX doéngusune baglamadan
kaybedilmesi anlamli bir degisiklik yaratmamistir. PCR’da kullanilan enzimin
deoksinukleotidil transferaz aktivitesi sebebiyle ssDNA dizilerinde meydana gelen

degisiklikler, T7 promotor dizisinin diginda kaldigi igin elimine edilmigtir.

PCR ile amplifikasyondan dnce ssDNA molekulleri, “fill-in” reaksiyonu ile gift zincirli
hale getirilerek iki adet primer baglanma bdlgesi olusturulmustur. PCR ve in vitro
transkripsiyon reaksiyonlarinin etkinliginin artirlmasi ve reaksiyon kosullarinin test
edilmesi amaciyla optimizasyon deneyleri gergeklestiriimigtir. Literaturde,
transkripsiyon reaksiyonunun hassasiyetini ve Urln kalitesini artirmak amaciyla,
transkripsiyondan 6nce de “fill-in” reaksiyonu yapilmasi 6nerilmektedir (Liu et al.,
2008). Ancak hibridizasyondan sonra fill-in yapilan tim orneklerde silik ve spesifik
olmayan bantlar goralmustar. Fill-in yapilmayan orneklerde ise transkripsiyon daha
etkin olarak gerceklesmistir. Bunun nedeni, kalip DNA molekllinin boyutunun
kisa olmasi, ikincil yapisinin enzimin aktivitesini engellememesi ve enzimin

optimizasyon kosullarinda yuksek aktiviteyle ¢aligiyor olmasidir.

Gerekli optimizasyonlar yapildiktan ve parametreler belirlendikten sonra, SELEX
prosedurd igin gerekli baslangic RNA kuatiphanesi in vitro transkripsiyon ile
olusturulmustur. Daha sonra SELEX proseduru gergeklestiriimis ve donguler tekrar

edilmistir.

in vitro segim prosedurinin oldukgca 6nemli seleksiyon basamaginda hedef
molekule baglanan aptamer molekdllerinin secilmesi ve baglanmayan molekullerin
ortamdan uzaklagtirimasi amaciyla ticari olarak satilan bir biyotinilasyon Kiti
kullaniimistir. Literaturde bu kitin, protein molekullerinin biyotinlenmesi ve daha
sonra geri kazanilmasi amaciyla kullanildigi ¢esitli calismalar mevcuttur (Aulisa et
al., 1998). Ancak daha donce SELEX prosedurinde kullanimina rastlanmamistir.
Her ne kadar SELEX prosedirunun seleksiyon basamaginin afinite kolonlariyla

gerceklestirildigi mevcut calismalarda da benzer prensipler kullaniimis olsa da
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(Gopinath, 2007) seleksiyon basamaginda biyotinilasyon Kkitinin kullaniimasi,
yontemi oldukg¢a hizli, guvenilir ve basit bir hale getirmistir. Bu sayede ¢alisma
grubumuz igin ileriki SELEX c¢alismalarinda kullaniimak Uzere yeni bir ydontem
tanimlanmis olmaktadir. Bunun yaninda, kullanilan kit herhangi bir protein
molekulinun biyotinilasyonuna olanak sagladigi igin, geligtirilen yontem her protein

molekulu i¢in uygulanabilir hale gelmektedir.

Hedef molekll olarak secilen GFP, daha 6nce de bahsedildigi gibi oldukga
kompakt bir yapiya sahiptir. Bu sayede GFP pek c¢ok alanda yaygin olarak
uygulama alani bulmustur. Dolayisiyla, bu proteinin yapisina biyotin eklenmesi
molekulin aktivitesini etkilememektedir. Aptamer molekullerinin baglanabilecegi
aktif bir alanin biyotin tarafindan kapatiimasi, GFP yapisina biyotin eklenmesinin
SELEX prosediri acgisindan getirecegi tek dezavantaj olarak gorulmektedir.
Ancak, hedef molekulin immobilize edilerek gercgeklestirildigi SELEX
calismalarinda seleksiyonun gorece daha basarili oldugu gorulmektedir (Gopinath,
2007). Bu sebeple, bu dezavantaj géz ardi edilerek seleksiyon basamagi bu

sekilde gergeklestirilmistir.

Son SELEX dongusu gerceklestirildikten sonra, biyotinilasyon ajaninin icerdidi
disulfit baglari kirilarak serbest sulfidril gruplari iceren protein molekulleri avidin
agaroz matriksinden tekrar kazanilmistir. Bu islemin sadece son dongude
yapilmasi sayesinde, biyotinin GFP’ye baglandigi noktada yeni sulfidril grubunun

olusmasi SELEX prosedurind etkilememistir.

Bir sonraki SELEX dongusinde baslangi¢ kutuphanesi olarak kullanilacak RNA
molekdlleri ¢ogaltimigtir. Bu amacgla RNA molekullerinin  oncelikle ters-
transkripsiyon ile DNA komplementeri sentezlenmis (cDNA), primer uzamasi ile T7

promotor dizisi eklenmis, ardindan PCR ile ¢ogaltiimistir.

ik seleksiyon déngusiinden sonra gerceklestirilen RT-PCR urlinlerinin agaroz jel
elektroforez bantlari, boyut ve yogunluklarina gére degerlendirildiginde seleksiyon
sonrasi geri kazanilan RNA molekillerinin PCR ile dogru olarak, disik yogunlukta
amplifiye oldugu gorulmagstur. RNA kutuphanesi_2'nin RNA kutuphanesi_1’e gore
¢ok daha az yogunlukta amplifikasyon bandina sahip olmasi dikkat ¢cekmistir.

Bunun sebebinin gergeklestirilen reaksiyonun seleksiyon doénglisunden sonra
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secilen oligonukleotidlerle yapilmasindan kaynaklandigi dusunulmagtir. Yani
baslangicta kullanilan kalip oligonUkleotid miktari seleksiyon basamagindan sonra
sadece segilmis oligonukleotidleri igerdigi icin baslangi¢ kutuphanesinin
amplifikasyonuna gére daha az olmustur. Bu drlnlerin bir sonraki SELEX
dongusunde baglangic RNA kutiphanesi olarak kullaniimasi igin in vitro
transkripsiyon gergeklestiriimistir. Bu asamada RNA kutuphanesi_1 dogru olarak
sentezlenirken, RNA kltlphanesi_2’de in vitro transkripsiyon olduk¢a basarisiz
olmus, hi¢ bir reaksiyonda anlamli bir bant gortlmemistir. Bu sebeple, RNA
kUitiphanesi_2 igin ilk seleksiyon basamagindan sonra ikinci SELEX ddngusu

gerceklestirilememistir.

Optimizasyonlar yapildiktan ve gerekli parametreler belirlendikten sonra sekiz
SELEX dongusl gerceklestiriimistir. Daha sonra SELEX sonucunda elde edilen
zenginlestirilmis aptamer molekullerinin primer dizilerinin belirlenmesi amaciyla

DNA dizi analizi gerceklestiriimistir.

ikinci SELEX déngiisiine giremeyen RNA kiitiiphanesi_2 icin de DNA dizi analizi
gerceklestiriimistir. Bu analiz sadece RT-PCR ile ¢ogaltilan molekillerin RNA
kGtiphanesi_2’de olmasi gerektigi gibi rastgele dizileri icerip icermedigini kontrol
etmek amaciyla yapilmigtir. ikinci déngiiye giremeyen bu RNA molekullerinin
dizileri tamamen rastgele c¢ikmistir. Bu katiphanenin daha sonraki SELEX
dongulerinde kullanilamamasi sebebinin baslangic RNA kutuphanesi dizisinin
tasarimindan kaynaklanabilecedi dusunulmastir. Bu ise buyuk olasilikla,
baslangigta pratik sinirlari asacak buyuklukte tasarlanmis bu kutiphanedeki
rastgele her molekulln, kutuphane igindeki miktarinin olduk¢a dusuk olmasindan
kaynaklanmaktadir. ikinci bir olasilik ise, bu kiitiiphaneyi olusturacak kalip ssDNA
molekdlleri tasarlanirken & ucuna sabit primer baglanma bdlgesinin

yerlestiriimemesi olabilir.

Onceden tanimlanmis bir dizinin belirli bolgelerinin kismi olarak randomize
edilmesiyle elde edilen RNA kutiphanesi_1 ile son SELEX déngusine kadar
calisiimistir. Dizi goruntistine ve kromatograma bakilarak, dizilerin son SELEX
dongusune kadar tim in vitro basamaklardan basariyla gectigi ve secildigi
gorulmagtur. Dizide olmasi gereken tum sabit bodlgeler, olmasi gereken

konumlarda dogru dizi ile bulunmaktadir. T7 promotor dizisi dizilerde bulundugu
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halde dizi analizi sonuglarinda gorilmemistir. Bunun nedeni, promotor dizinin
primer baglanma bolgesinde bulunmasidir. DNA dizi analizi sonuglarina bakilarak
sabit bolgelerde U¢ adet bazin kalip diziden farkli oldugu goértlmustir. Ancak
kromatograma bakildiginda bunun yalnig okuma olmadigi, sadece yazilimin yalnig
baz atamasindan kaynaklandigi sdylenebilmektedir. Rastgele bodlgelerde ise cihaz
tam olarak okuma yapamamistir. Bu sonuglar, sekiz SELEX dongusu sonucunda
tek bir diziye kadar inilemedigini, hala secilen molekdiller arasinda birbirinden farkl

dizlerin bulundugunu gostermistir.

Alinan sonuglara dayanilarak bunun bir deney basarisizligi olmadigi agikc¢a
sOylenebilir. Aksine hedef molekule karsi daha onceden tanimlanmig dizinin
varyantlari olusturulmus ve SELEX dénguleri sonucu bazilari secilmistir. Ancak,
tek bir dizi tanimlayabilmek icin gergeklestiriien SELEX dénguslu sayisi yetersiz
kalmistir. Hedef molekile (GFP) baglanan belirli bir dizi tanimlanamamistir.
Ancak, hedef molekule baglanan fakat dizisi tanimlanamayan, birbirinden farklh bir

kag dizinin olusturdugu aptamer molekulleri secilebilmigtir.

Hedef molekdl ile aptamer molekilleri arasindaki etkilesimin gosteriimesi
amaciyla, secgilen aptamer molekullerinin altin ylzeye immobilizasyonu
gerceklestiriimistir. Bu asamada tiyollenmis avidin molekulleri altin-tiyol arasinda
kendiliginden olugan bag ile altin yuzeyler Uzerine immobilize edilmistir. Avidin
molekullerinin altin ylzey uzerindeki varhigini dogrulamak amaciyla FTIR olgumu
alinmis, yaklasik 1634 ve 1525 cm™ dalga boyunda alinan iki pikin proteinler igin
karakteristik olan Amid | ve Amid Il bantlari oldugu belirlenmistir. BOylece avidin
molekdllerinin altin ylzey Uzerine immobilize oldugu gosterilmigtir. Bu agsamada
yuzeyde tiyol gruplari olusturulmayarak, tiyollenmis bir proteinin kullanimi

immobilizasyon prosedurunu oldukga kolay uygulanabilir hale getirmistir.

Daha sonra biyotinlenmig poli-(T) dizileri yizeye immobilize edilerek, ucunda poli-
(A) dizileri olusturulmus secilmis aptamer molekulleri havuzu poli-(A)-poli-(T)
etkilesimi ile ylzeye immobilize edilmigtir. Son olarak, modifiye edilmis altin
yuzeylerin hedef molekil (GFP) ile inkibasyonu sonucunda, aptamer ile hedef
molekulin baglanmasi floresan mikroskop ile gdsterilmistir. Grubumuzda daha
once gergeklestirilen immobilizasyon c¢alismalarinda yuzey Uzerine damlatma

yontemi kullanildidi igin (Selvi, 2009), bu c¢alismada da ayni ydntemle
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immobilizasyon gergeklestiriimistir. Floresan mikroskop fotograflarinda, yuzeye
damlatilarak uygulanmis oOrneklerin periferinde goérulen parlak floresan isimanin
yuzey geriliminden dolayi, damlanin periferinde yogunlasan GFP molekdullerinden
kaynaklandigi  dugunulmuastur. Yuzeye immobilize edilen 0Ornegin orta
kisimlarindan alinan floresan i1sima ise aptamer molekulleri ve GFP arasindaki

etkilesimi gostermek agisindan basarili olmustur.

Bu calisma sonucunda, SELEX prosedirianin basit laboratuar kosullarinda
gerceklestirilebildigi gosterilmigtir. Ayni zamanda, grubumuz igin ileriki SELEX
¢alismalarinda kullanilmak Gzere yeni bir yontem tanimlanmis olmaktadir. Calisma
kapsaminda seleksiyon basamagi icin, bilinen en guclu kovalent olmayan biyolojik
etkilesim olan avidin-biyotin baglanmasini (Marimuthu et al., 2012) temel alarak
ticarilestiriimis bir kitin kullaniimasi SELEX prosedirint kolay uygulanabilir ve

daha ucuz bir yontem haline getirmistir.

Bununla birlikte in vitro ortamda oligonukleotid molekulleri Uzerinde pek ¢ok
manipulasyonun dogru olarak yapilabildigi gosterilmis ve in vitro se¢im teknikleri
ile ilgili tecribe kazanilmistir. Grubumuz icerisinde ilk defa yapilan DNA dizi analizi
surecinde bazi gugcluklerle karsilasiimistir. Karsilasilan en buyuk guglik, SELEX
sonucu segcilen aptamer molekullerinin DNA dizi analizi sonucu spesifik bir dizinin

belirlenememis olmasidir.

Bulgularimiz  literatir ile karsilagtirildiginda ayni amagla gercgeklestirilen
calismalarda benzer gugluklerle kargilasildigi gorulmastir (Stanlis and Mcintosh,
2003). GFP molekull floresan olarak kolayca tespit edilebildigi igin tercih edilmigtir.
Ancak ¢ok kompakt bir yapiya sahip olmasi nedeniyle bu molekule karsi aptamer
gelistiriimesi oldukga zordur. Bu sebeple gerceklestirilien sekiz SELEX déngusu
GFP molekilliine kargi aptamer segiminde yetersiz kalmistir. Literatirde GFP
molekullerine kargi aptamer dizilerinin gelistirildigi bir ¢alismada 15 SELEX
dénglisii gerceklestirilerek basarili sonug alinmistir (Shui et al., 2011). ileriki

calismalarda dongu sayisi artirilarak bu problemin asilacagi dusunulmektedir.

Tdm bunlara ek olarak, en son SELEX dongusinden elde edilen farkh dizilere
sahip aptamer molekullerinin DNA dizi analizlerinin, lon Torrent veya Roche 454

gibi yeni nesil sekans cihazlariyla gerceklestirmesi mumkundur. Yeni nesil
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sekanslama yontemiyle farkli diziye sahip her aptamer molekulinin dizisi
belirlenebilir. Ancak, sahip olunan imkanlar dahilinde DNA dizi analizi Sanger
yontemini temel alan DNA dizi analizi ile gerceklestirilebilmistir. ileriki calismalarda
yeni nesil sekans cihazlarinin SELEX proseduriinde kullanilmasinin daha verimli

sonuglar elde etmek igin etkin olarak kullanilabilecegi dusunulmektedir.

Tez calismasinin sonucunda, calismanin temel amaci olan GFP molekulindn
biyosensor ve aptamer sistemlerinde uygulanabilirligi basariyla gosterilmigtir.
Yukarida bahsedilen gugluklerin asilmasi ile galismanin pratikte daha etkin olarak

kullanilmasinin mimkun olacagi dusunulmektedir.
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