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Aptamerler c¢esitli sayida nukleotitlerden olusan DNA, RNA oligonukleotitleridir.
Nukleotitler arasinda olusan hidrojen baglari, van der Waals baglari gibi kovalent
olmayan etkilesimler aptamerlerin t¢ boyutlu halini almasini saglamaktadir. Bu 6zel ti¢
boyutlu  konformasyonu sayesinde hedef molekile yiksek secicilikte
baglanmaktadirlar. Hedef molekille ylksek segicilikte baglanma 6zelligi bakimindan
antikorlara benzeyen aptamerler “kimyasal antikor” olarak adlandiriimaktadir. Son
yillarda g¢alisma kosullari ve oOzellikleri karsilastirildijinda, aptamerler antikorlardan
daha ¢ok tercih edilmekterdir. En onemli dstunligu in vitro olarak laboratuvar
ortaminda sentezlenebilmesidir. Calisma kosullarinin uygunlugu ve hedef molekule
yuksek ozgunlikte baglanma istendiginden dolayl saflastirma, hastalik tanisi,
biyoteknoloji ve biyosensor gibi birgok uygulama alani bulunmaktadir. Bu uygulama
alanlarinda en yaygin kullanim sekli aptamerin belirli bir ylizeye baglanmasi ile hedef

molekdille etkilestiriimesidir.

Aptamerler Ustln Ozellikleri sayesinde yanlizca ilaglar, peptitler gibi kiglk yapilara

degil proteinler, vitaminler ve bakteri sporlari gibi buyuk yapilara 6zgun olarak



baglanabilirler. Aptamerlerin bu ¢esitli hedef molekdilleri arasinda proteinle etkilesimi
oldukca dikkat gekicidir. Tez kapsaminda cesitli derisimlerde interferon-y (IFN-y) ve
Vaskuler Endotel Buyume Faktoru (VEGF) proteinlerinin kendilerine 6zgl aptamer
yapilari kullanilarak zenginlestirme calismalari yapiimistir. Oncelikle proteinler ve
aptamerler icin uygun MALDI matriksinin bulunmasi igin farkl matrikslerle MALDI-MS
analizleri yapilmistir. Aptamerin c¢apraz baglayiciya baglanmasinin kontrolinin
ardindan proteinin aptamerle etkilesiminin kontrol ¢alismalari yapilmigtir. Proteinlerin
¢cozelti formlarina ait ve zenginlestirme sonrasina ait analizleri yapilarak aptamer etkisi
kargilastinimistir. Elde edilen sonuglardan IFN-y proteini igin 0.007 pmol/uL, VEGF
proteinii¢in 0.002 pmol/uL derigimlerinde zenginlestirme ¢alismalarinin basarili oldugu
gorulmustar. Polimerik yuzey miktarinin etkisi, ortamda kullanilan tampon ¢ozeltinin
etkisi, yluzeyde peptit varhigl kontroli gibi zenginlestirmenin daha iyi olmasini
amagclayan optimizasyon deneyleri de gergeklestiriimistir. Daha sonra farkli proteinlerin
bulundugu ortamda aptamer yapilarinin 6zgunlukleri kontrol edilerek aptamerlerin
karmasik ortamda hedef proteinlerin zenginlestirmesinde basarili oldugu gértlmustur.
Aptamerin sadece protein ortamlarinda degil buyuk-kuguk birgok molekulin oldugu
ticari olarak satin alinan gergcek kan plazmasinda hedef yapiya 6zgunlugu
incelenmigtir. Ayrica yapilan ¢alismalarda kanda miktari disuk olan VEGF proteini igin
ek olarak ziptip islemi (enzimatik parcalama sonrasi ortamdaki DTT, IAA, tuz gibi
kimyasallarin uzaklastirilmasini saglayan islem )uygulanmis ve bu islemin peptit sinyal
siddetlerine etkisi incelenmistir. MALDI-MS ile yapilan analizlerin sonuglarina gore tez
kapsaminda kullanilan yontem sayesinde IFN-y ve VEGF proteinlerinin dusuk
derisimlerde zenginlegtiriimesi basarimis ve c¢ozelti ortaminda ayni derigimlerde

gozlemlenemeyen peptit sinyalleri gozlemlenmistir.

Anahtar kelimeler: Aptamer, Kitle Spektrometrisi, MALDI, interferon-y, VEGF,

protein zenginlegtirmesi
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Aptamers are DNA, RNA oligonucleotides that consist of various numbers of
nucleotides. Non-covalent interactions of nucleotides such as hydrogen bond and van
der Waals bond enable to consist three dimensional structure of aptamers. Thus, these
special three dimensional structure of aptamers interact with target molecules with high
specific selectivity. Aptamers are similar to antibodies in terms of their ability to interact
high selectivity with the target molecules so aptamers are called “chemical antibodies”.
When working conditions and features are compared, aptamers are much prefer than
antibodies. The most important superior of aptamers can be synthesis in the laboratory
as “in vitro”. Bonding their target molecules with high specifity in respect to suitable
working conditions, aptamers have many applications fields such as purifications,
diagnosis, treatment, biotechnology, and biosensor. The most common method of
application is that aptamers are immobilized on a surface for intreaction with target

molecule.

Aptamers show specifity not only to small molecules such as drugs, peptides but also

to large molecules such as proteins, virus, vitamin, and bacteria spores. Although



aptamer interact with many molecules, aptamer and protein interactions are very
noteworthy in these interactions. In the scope of this thesis, enrichment of various
concentration of IFN-y and VEGF were studied owing to aptamer structures. Firstly,
aptamers and proteins in various matrix were analyzed by MALDI-MS, because
suitable matrix choice is most important factor in MALDI-MS for aptamers and proteins.
To examine whether aptamer bind on the surface or not, it was checked and then
control studies carried out for aptamer-protein interactions. Before enrichment and
after enrichment, analyses of proteins in the solutions were done. Analysis results
show that lowest concentration of IFN-y was succeed to be enriched and detected for
0.007 pmol/uL and this was found to be 0.002 pmol/uL for VEGF. It was noticed that
study of enrichment are sucessful in this study for IFN-y and VEGF. Optimization
studies such as effect of polymeric surface area, effect of buffer solution using in the
experiments and peptide presence on the surface were tested for the purpose of the
best enrichment. Then specifity of aptamers to target protein was checked in the
presence of other proteins and it was noticed that aptamers show high specificty to
target protein that aptamers only interacted with target protein even if other proteins
were exist in the mixture solutuions. Specifity of aptamers was investigated in the real
World sample that have large or small molecule together such as commerical human
blood plasma. In addition to these studies, ziptip procedure (this procedure enable to
get rid of the chemicals used in protein digestion such as DTT, IAA or salt) was applied
to very diluted VEGF solution and the procedure effect on peptide signal intensity was
examined. According to MALDI-MS analysis results, using the method proposed in this
thesis, enrichments of low concentration of IFN-y and VEGF proteins were successfully
done. Also undetectable peptide signals in rutin procedure could be observed very
clearly compared to the signal of those peptide at the same concentration in the

solution without preconcentration using MALDI-MS.

Keywords: Aptamer, Mass Spectrometry, MALDI, Interferon-y, VEGF, protein

enrichment
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1. GIRiS

Canli hicrelerde hticre ¢ekirdeginde bulunan DNA ve RNA’ nin yapisinin tekrar eden
birimlerinde 5 karbonlu seker, azotlu bir baz ve fosfat grubu bulunmaktadir. Bu UGgla
tekrar eden birime “ nukleotit “ adi verilmistir. Bir nukleotit birimindeki fosfat grubunun
bir alt veya bir Ustteki nukleotit birimi ile fosfodiester bagi olusturarak tek zincir formu
olusturmaktadir. Protein sentezi isleminde bu tek zincir formununa sahip mRNA ve
tRNA yapilarindaki t¢ adet nikleotit “kodon” olusturmaktadir ve bu kodonla ribozomda
aminoasit olusumu saglanmaktadir. Protein birincil yapisindaki aminoasitler ile tek
zincirli nukleik asit yapilari arasindaki bu 6zel iligki birgok arastirma grubunun ilgisini
cekmistir. Yapilan birgok ¢alismada; bu 6zel iligkinin tek zincirli nukleik asit sahip
oldugu ucguncul yapidaki nukleotitler ile proteinlerin aminoasitlerin hidrojen bagi, van
der Waals, elektrostatik etkilesim gibi ikincil etkilesimler sayesinde oldugu bulunmustur
[1]. Ancak 1990 yilina kadar nukleik asitlerin laboratuvar ortaminda sentezlenip
saflastirlmasi tam olarak basarilamamistir. 1990 yilinda ug¢ farkli grubun geligtirdigi
yontem sayesinde tek zincirli DNA, RNA oligonukleotitleri istenen dizilime gore
sentezlenip saflastinlabilmistir. SELEX adi verilen bu yontem sonucu hedef yapiya
gore sentezlenen oligonukleotitlere eski dil de “uygun, adapte olmus” anlamina gelen
“aptamer” terimi kullanilimistir [2]. Baslangigta gelisiguzel dizilimlerde olusturulan
milyonlarca oligonukleotitin hedef yapi ile etkilesimi ve baglanmayan oligonukleotitlerin
ortamdan uzaklastiriima basamagi; en iyi etkilesen dizilim belirleninceye kadar ardi
ardina tekrar edilmektedir. Bu tekrar eden dongulerin ardindan belirlenen en iyi dizilim
Polimer Zincir Reaksiyonlari (PRC) gibi cesitli teknikler ile ¢ogaltiimaktadir. Bu
cogaltim isleminin ardindan sekanslama ile hedef yapi i¢in en uygun, en iyi etkilesen

dizilim belirlenmig olmaktadir.

Aptamer ile hedef yapi arasindaki etkilesim; kovalent olmayan baglara dayanmaktadir.
Aptamerin G¢ boyutlu yapisinda nukleotitler hedef yapilarin sahip oldugu cesitli
kimyasal gruplarla (-OH, -SH, -COOH...) uygun ikincil etkilesime girmektedir. Ayni
antikor-antijen etkilesimi gibi kovalent bagdan daha zayif bircok kovalent olmayan

bagin bir araya gelmesi ile aptamer —hedef yapi arasinda ¢ok gugli ve 6zgin bir
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etkilesim olmaktadir. Aptamer ile hedef yapi arasinda; aptamerlerin ve hedef yapilarin
uc¢ boyutlu formunun farkh olmasinin getirdigi avantajla olduk¢a yuksek 6zgunlik
saglanmis olmaktadir. Bu 6zgunlik o kadar yuksektir ki; kimyasal formulleri agisindan
aralarinda bir metil grubu fark olan kafein ve teofilin molekullerinin bir metil grubu
yuzinden ug¢ boyutlu yapilari farkli olmakta ve teofilin igin sentezlenen aptamer yapisi

kafeine baglanmamaktadir [3].

Hedef yapi ile etkilesim mekanizmasi antikorlarla benzer olan aptamerler birgok
bakimdan antikorlardan Ustlndir. Laboratuvar ortaminda sentezlenebilmesi, kolay
temin edilebilmesi, sicaklik gibi parametrelerden etkilenmeyerek kolay denatlrasyona
ugramamasi, modifiye edilebilmesi ve raf dmrinin uzun olmasi gibi birgok bakimdan

avantajli oldugu igin antikorlarin yerine kullanimi son yillarda oldukga yayginlagmistir.

Aptamerlerin, ¢alisma kosullarinin uygunlugu ve hedef molekile ylksek 6zglnlikte
baglanma 6zelliklerinden dolayi birgok uygulama alani vardir. Hedef molekulin dogal
formuna uygun olarak belirlenen diziliminden dolayl;; hedef molekllde olan
mutasyonlari belirlemek, mutasyonlu yapilari dogal yapilardan ayirt etmek igin
saflastirma islemlerinde kullaniimaktadirlar. Bunun yani sira c¢esitli boyalar ve
floresans 0Ozelligi olan yapilarla kompleks haline getirilerek tanisal uygulamalarda
kullanilirlar. Belirli bir yuzeye tutturularak biyosensor olarak kullanimlari ise uygulama
alanlari icinde en yaygin olanidir. Altin, silika ya da polimer gibi gesitli yuzeylere degisik
yontemlerle baglanip immobilize edildikten sonra hedef moleklll yakalayici ylzey

olusturulabilmektedir.

Aptamerlerin teshis, tedavi, biyosensor prob uygulamalarina ek olarak ilag, ilag taginim
sistemleri gibi birgok alanda da uygulamalari mevcuttur. Aptamer-hedef yapi
arasindaki etkilesim sebebiyle kanser, viral hastaliklar gibi ¢esitli hastaliklar icin
aptamer kullanimi birgok ¢alismanin temelinde yatmaktadir. Bu alanda c¢aligmalar o
kadar énem kazanmistir ki; 2004 yilinda gida ve ilag Yonetimi (Food and Drug
Administration, FDA) Neovaskiler yasa bagl dejenerasyon hastaligini tedavi etmek
icin bu hastalikta dnemli rol oynayan VEGF proteinin inaktif etmek igin “Macugen” adi

verilen aptamer yapisini ilag olarak kabul etmistir [4].



Tez kapsaminda aptamer-protein etkilegimleri sayesinde zenginlestirilecek
proteinler olarak interferon-y (IFN-y) ve Vaskiler Endotel Blylime Faktérii (VEGF)

secilmistir.

Interferon (IFN), viicut hiicrelerinin birgogu tarafindan sentezlenen ve bakterilere,
parazitlere, virtslere ve tumdre karsi etki gosteren bir proteindir. Glikoprotein sinifina
giren bu yapilar, vicudun en hizli Uretilen ve yabanci organizmalara kargi en énemli
olan savunma ajanlaridir. interferon-o., interferon-p, interferon-y olmak lzere (i¢ cesit

interferon bulunmaktadir.

interferon-y (IFN-y)’ nin en énemli 6zelligi ortamda yabanci madde varliginda makrofaj
denilen bagisiklik sisteminin htcrelerini aktif hale getirmesidir. Ayrica yine ortamda
bulunan yabanci madde varliginda c¢evredeki normal hulcreleri uyararak patojenin

saglkh hicre icine girmesini engellemektedir [5].

Vaskuler endotel buyume faktérli (VEGF) ise endotel hiicre denilen yassi ve diz
kenarli hdcrelerin blyumesinden sorumlu protein olarak bilinmektedir. VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, plasental buyume faktori seklinde alti Gyesi
bulunmaktadir. Literatirde VEGF olarak belirtilen protein genellikle VEGF-A
proteinidir. Kemik olusumu ve kemik hucresi olusumunda etkin gorev aldigi deneysel
olarak kanitlanan VEGF’ in tumor buyumesinde ve kanserli hicrelerin buyumesinde

etkili oldugu c¢esitli galismalar sonucunda ortaya koyulmustur [6].

Bu iki proteinin biyolojik aktivitesinden dolayl tayini oldukga o6nemlidir. Ancak
biyolojik ortamin karmasikligindan ve miktarlarinin azligindan dolayi tayin iglemleri
ELISA gibi klasik yontemler ile oldukgca zorlasmaktadir. Hedef molekile 6zgin
baglanma 0zelligi ve uygun c¢alisma kosullari olan aptamer yapilari sayesinde
proteinlerin bulunduklari ortamdan secimli olarak ayrilmasi ve zenginlestiriimesi
amaclanmaktadir. Bu amagla; cesitli derisimlerdeki IFN-y ve VEGF proteinlerinin
polimerik mikrokureler Uzerine baglanan aptamer yapilari sayesinde zenginlestirmesi
yapilmistir. Bu zenginlestirme sayesinde cihazin tayin sinirinin altinda olan ¢ok dusuk
derisimlerdeki proteinler (IFN-y proteini igin 0.007 pmol/uL ve VEGF protein igin 0.002
pmol/uL derisimindeki) analiz edilebilmistir. Analiz edilebilme araligina ¢ekilen
proteinler daha iyi gozlenme saglanabilmesi igin enzimatik pargalamaya ugratilarak
peptit fragmentleri analiz edilmistir. Zenginlestirmenin daha iyi olmasini amacglayan

optimizasyon deneylerinin ardindan aptamerin sec¢imliligini kontol amagli Lizozim ve
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sitokrom C gibi bagka proteinlerin ve kan plazmasinda IFN-y ve VEGF proteinlerinin

zenginlestiriimesi yapilmistir.

MALDI-TOF-MS cihazinin biyomolekdllerin analizinde oldukg¢a genis uygulama alani
vardir. Yuksek kutle ¢ozunurlGgu, yuksek hassasiyet ve ylksek hiz ve basitlik cihaz
icin tercih sebebi olmaktadir [7]. Ayrica MALDI-TOF-MS sistemi ELISA gibi klasik
protein analiz yontemlerine gore ustun Ozellikler gostermektedir. Bu ustunlukler
siralanirsa; MS ve MS/MS analizleri sayesinde antijenler bulunabilir, antijenik protein
bdlgelerinin gesitli izoformlari ve post transasyonel modifikasyonlart MALDI-TOF-MS
ile ayirt edilebilir, MS cihazi ¢oklu deney imkani ve yUksek veri imkani sayesinde

yuzlerce molekulli ayni anda simule edilebilir.

MALDI-TOF-MS cihazinin yukarida bahsedilen bir¢ok avantaji gz énline alinarak tez
kapsaminda MALDI-TOF-MS cihazi kullaniimistir.

Gergeklestirilen bu tez calismasi ile aptamer yapilarinin proteinlerle olan 6zgun
etkilesiminden faydalanilarak cihazin tayin sinirinin oldukga altinda olan derisimlerde
protein analizi gergeklestiriimistir. Bu sayede hastaliklarin teghisinde onemli rol
oynayan proteinlerin birgok farkli yapinin bulundugu karmasik ortamda analizinin
yapilabilmesi ve aptamer yapilarinin proteinlerin denatlrasyona ugramis haline
baglanmadiklari icin proteinin denatlrasyona ugradiginin kontrolinun yapilabilmesi

gibi bircok onemli alana katki saglanmasi planlanmigtir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Nikleik asitler

NUkleik asitler canli organizmalar icin hayati dneme sahip olup RNA'nin tasinimi ve
doénusumu, DNA’nin paketlenmesi, genetik rekombinasyon, replikasyon ve DNA tamiri

gibi biyolojik iglemler i¢in oldukga 6nemlidir [8].

Azotlu bir baz, bes karbonlu bir seker ve fosfat grubundan olusan nukleotit

monomerlerinin ardi ardina birlesmesiyle nukleik asit yapilari olugur.

Nukleik asit yapilari, barindirdiklari riboz ya da deoksiriboz seker gruplarina bagl
olarak DNA ya da RNA ismini alir. Translasyon, transkripsiyon gibi birgcok onemli
islemde yer alan DNA ve RNA, nikleotit yapisinda bulunan fosfat gruplarinin
fosfodiester bagi yaparak zincir olusturmasi ile meydana gelirler. Nukleik asit
yapilarinda 5 gesit baz mevcuttur; adenin, guanin, sitozin, timin(DNA) ve urasil(RNA).

Bu temel bazlarin gesitli dizilimleri sonucunda ¢ok gesitli ikincil yapilar meydana gelir

[9]
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Sekil 2.1. Nukleik asitlerin yapitagslari.



NUkleik asitlerin kesiflerinden beri bu yapilarin sadece proteinleri olusturmak igin
genetik bilgi tasidigr dusunuliyordu. Ancak nukleik asit dizileri hemen hemen batin
canlilarda bulundugundan dolayi bu yapilarin farkl fonksiyonlari yerine getirebilecegi
bilinmiyordu. Genetigin molekliler mekanizma alani kesfedildikten sonra nikleik

asitlerin ilave fonksiyonlari olabilecegi intimali Gzerine arastirmalar yogunlastirildi [10].

1980’li yillarin baginda RNA yapilarinin sadece genetik bilgiyi tagiyan pasif bir yapi
olmadigl ayni zamanda yasayan hucrelerin direk katalizine katilan bir yapi oldugu
anlasiimistir [11]. Arastirmalar sonucunda RNA'nin interaktif bir molekul oldugu ve
Ozellikleri sayesinde hucre sistemi icindeki diger yapilarla ¢ok yuzeyli etkilesime
girebildigi gosterilmigtir. RNA’ nin fonksiyonel cesitliligine katkida bulunacak cesitli
molekullerle etkilesebilmek icin modifiye edilebilir farkli yapilara sahip olmasinin yani
sira RNA yapilarinin farkl kosullara kolaylikla adapte olabildikleri gesitli ¢calismalar

sonucunda ortaya konmustur [12].
2.2. Aptamerler

Nukleik asit yapilarinin birgok fonksiyona sahip oldugunun anlasiimasinin ardindan bu
alanda yapilan ¢aligsmalar yogunlagmistir. 1990 yilinda birbirinden bagimsiz G¢ grubun
yaptigi calismalar ile bu alanda farkh bir dénem baslamistir. Tuerk ve Gold
yayinlarinda T4 DNA polimeraz dizisi gereksinimlerini belirlemek icin in vitro secilim
islemini tanimlamiglardir ki bu isleme daha sonra SELEX (Systematic Evolution of
Ligands by Exponential Enrichment) adi verilmistir [13]. T4 DNA polimerazla etkilesen
RNA’nin sekiz adet baz boélgesi secilmistir. 65536 adet farkl tirtin oldugu havuzdan iki
farkl diziim olacak sekilde segilim islemi yapilmistir. Bu dizilimden birisi
bakteriyofajlarin mRNA’sinda bulunan dizilimdir, diger dizilim ise bu dogal dizilimden
SELEX yodntemi ile tdretilmistir. SELEX ydntemi sayesinde tarlendirilen yapilarin
polimeraz enzimine baglanma afinitesi mMRNA yapilarinnin polimer enzimine baglanma

afinitesine oldukga benzemektedir [13].

Kisa sure sonra Ellington and Szostak 6zgu ligand baglama oOzellikleri olan nikleik
asitleri izole etmek igin in vitro se¢iminde kullanilacak ezber bozan deneyler
yayinlamiglardir. Rastgele dizilime sahip 100 nukleotit birimi iceren molekuller
olusturulmaya baglaninca nukleik asit kituphaneleri de olugsmaya baglamigtir.

Afinite kromatografisi kullanilarak RNA’nin izole edilmesiyle daha dnceden nukleik

asitlere baglandigi bilinmeyen organik boyalarin RNA’ya yuksek afiniteyle baglandigi
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gosterilmistir. Yaklasik 101° adet RNA molekdiliiniin 6zgiin boya ile etkilesen baglanma
bdlgeleri olusturmak igin katlanip Ug¢ boyutlu yapi olusturdugu fark edilmistir. Ellington
ve Szostak, nukleik asit temelli bu yapilar igin ‘aptamer’ terimini kullanmigtir. Eski
Yunanca’'da ‘uygun’ ve ‘ adapte olmusg’ anlamina gelen aptamer kelimesi, modern bilim
dinyasinda hedef molekile yiksek 6zgunlikte baglanma igin in vitro seleksiyon
yontemiyle secilen DNA, RNA oligonuklotitleri anlamina gelmektedir [2]. Genellikle 15-
40 nukleotit birimi uzunlugunda olan bu yapilar DNA, RNA ya da kimyasal modifiye ile

seker baglanmis (2'-fluoro, 2'-O-metil, fosforotiyol gibi gruplar) nikleotitlerden olusur.

Yapisindaki nikleotitlerin kisa heliks yapisinda kollar ve tek sarmal looplar denilen
uzaysal bosluklar olusturmasi ile aptamerin ikincil yapisi olusur. Kararli tersiyer yapi
bu ikincil yapinin kombinasyonlari ile olugur. Olusan bu tersiyer yapli, aptamerlerin van
der Waals, hidrojen bagi ve elektrostatik etkilesimler yolu ile hedef yapiya
baglanmasina izin verir. U¢ boyutlu yapilari sayesinde aptamerler hedeflerine yiiksek
segicilik ve ozgunlikte baglanabilmektedirler [14]. Aptamerler metal iyonlarini,
peptitleri, proteinleri, kofaktorleri, nukleotitleri ve tdrevlerini, aminoasitleri,
karbonhidratlari, antibiyotikleri ylksek segcicilikte hedef yapi olarak baglayabilmektedir
[15].

2.2.1. Aptamerlerin Sentezi
Genel olarak bakildiginda SELEX yonteminin 4 genel adimi vardir;

1) Hedef molekilin uygun kosullar altinda baglanabilmesi icin nikleik asit

kUtuphanesinde inkubasyonu,

2) Segici molekule yuksek afiniteyle baglanamayan nukleik asitlerin ortamdan

uzaklastiriimasi,
3) Segcici molekille baglanan nukleik asidin secici molektilden ayriimasi,

4) Hedef molekul igin uygun oldugu belirlenen nukleik asit diziliminin gogaltiimasi [16].
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Sekil 2.2. SELEX islem basamaklari [136].

SELEX yontemi, yaklasik 103ile 10%° adet farkli dizilime ve modifikasyona sahip DNA
kutiphanesinin kimyasal olarak sentezlenerek hazirlanmasi ile baglamaktadir. Eger
amac DNA aptameri elde etmek ise, olusturulan bu kutuphane higbir degisime gerek
kalmadan kullanilabilir ancak amag¢ RNA aptameri elde etmek ise, olusturulan DNA
kutiphanesi RNA kutiphanesine donusturulmelidir [17]. Bu basamakta hedef yapiya
uygun olan ug¢boyutlu dizlimler hedefe baglanirken uygun olmayanlar baglanamayacak
ya da zayif baglanacaktir. Hedefe baglanan oligonikleotitler baglanmayan
nukleotitlerden ayrilip gogaltiima iglemine tabi tutulmaktadir. Bu islem, DNA aptameri
icin PCR yontemi ile RNA aptameri icin ise RT-PCR yontemi ile yurutulmektedir [17].
Hedefe ylksek afinitede baglanan yapilari bulmak ic¢in ard arda yapilan segilim ve
cogaltma iglemleri ile baglangigtaki zengin kutuphanenin icerigi sadelestiriimektedir.
PCR teknigi ile olusturulan bu klonlar tek tek sekanslanir ve dizilimler; en uygun

aptamer dizilimini bulmak i¢in analiz edilir [14].
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Ancak yeni sekanslama teknolojileri ile klonlama basamaklari ortadan kaldirilabilir ve
0zgun aptamer kullanilarak havuz igeriginden dogrudan sekanslama yapilabilir. Son
olarak secilen aptamere, immobilizasyon, kararlligi arttirma, baglanmay arttirma gibi
cesitli 6zellikler icin bazi post-SELEX modifikasyonlari gergeklestirilebilir (Cizelge 2.1.).
Ornegin Toggle SELEX ydntemi gesitli protein hedefleri igin aptamer secgiminde
kullaniimaktadir. Tailored-SELEX yodntemi ise amplifikasyon asamasi Oncesi ve
sonrasi birincil bolgelerde baglanma ve bolinmeye izin verdidi igin kimyasal olarak
sentezlenen kisa aptamer dizilerinin izolasyonunda kullaniimaktadir. Photo-SELEX
yonteminde UV-igeren gapraz baglayicili aptamerler icin kullanildigindan dolayi i1siga

duyarl nukleotitler hedeflerine yliksek baglanma afinitesi gostermektedirler [18].

SELEX Yéntemi Yontemin Ozellikleri Uygulamalan

Genomic SELEX Temel geneomiks dizilim kitdphaneleri | Farkh molekkiller tarafindan dogal
kullanir, dizilim tanima calismalaninda

Tailored SELEX Serbest kanzik dizilim kitdphaneleri Aptamer boyutunu kigiitme
kullanir, galizmalaninda

Mirror-image SELEX Dogal bilesenlerin enantiyomerleri Miikleaz ataklanina karsl direncli aptamer
segilimde kullanilir hazirlznmasinda

Covalent SELEX Protein hedefi ile kovalent capraz bagh | Fotoaptamer olusumunda ve mikrogip
oligonikleotit segimlerinde kullamir alizmalarinda

Toggle SELEX Segilim basamaginda gesitli protein Cesitli seviyelerde aptamer dzglnl ig0
hedef degisiminde olusturma calizmalannda

Blended SELEX Protein hedeflerinin belirli ligandlanna Protein hedeflerinin belirli bir bdlgeden
kovalent olarak baglanan oligonikleotit | secilimi calismalannda
kitdphaneleri kullanilir

Conditional SELEX Diizenleyici molekil variginda secilimde | hedefe baglanan sinyal aptamerlerinin
kullanir, diizenleyici molekiillere bagl olarak

baglznma dzelliginin dizenlenmesi

Cizelge 2.1. Cesitli SELEX ydntemlerin Ozellikleri ve Uygulamalari.



2.2.2. Aptamerin Avantajlari

Molekuler tanimlama o6zelliklerinden dolayl aptamerler ‘kimyasal antikorlar’ olarak

adlandirihirlar [19]. Antikorlarin molekuiler tanimlamada genis araliktaki uygulama

alanlarina birgok katkisi mevcuttur. Antikor kullanimi oldukga pratik oldugundan dolayi,

monoklonal antikor (sadece bir tek antijen belirleme fonsiyonel grubu bulunduran

antikor) teknolojisi, ilk kesiften sonra, oldukga populer olmustur ve dinyanin her

kosesinden arastirmacilar tarafindan ilgilenilen bir konu haline gelmistir. Monoklonal

antikorlarin birgok avantaji olmasina ragmen c¢aligmalardaki bazi sinirlandirmalari su

sekilde siralanabilir [20]:

Antikor belirleme islemi hayvanlarla baslayan bir islem zinciridir. Hayvanlar
Uzerindeki toksik etkileri nedeniyle uretim iglemleri olduk¢a zor basamaklardan

olugmaktadir.

Ozellikle antikorlara baglanma afinitesi diisik olan antijen yapilarinin

monoklonal antikor yapilari ile belirlenmesi zorlagsmaktadir.

Genel olarak ‘hibridoma’ olarak bilinen antikor olusturan hicrelerin Gretiminin
siganlar ve farelerle sinirli olmasi, tedavi uygulamalarinda antikor kullaniminda

sinirlamalar getirir.

Monoklonal antikorlarin laboratuvar ortaminda tretilmesi ve belirlenmesi hem ig

gucu agisindan hem de maliyet agisindan oldukga gugtr.

Antikor Ureten hucrelerin kazara kayiplarinin ve hucre 6lumlerinin Ustesinden

gelmek icin ¢oklu olarak saklanmalari gerekmektedir.

Ayni antikorun performansi ¢esitlilik gosterebilir. Her bir yeni antikor bagisiklik

denemeleri (immunoassay) ile yeniden optimize edilmelidir.

Antikor dretiminde hucre igi (in vivo) gesitlilikler olmasina ragmen, antikorun
belirlenmesi in vivo parametreler yiztunden sinirlanmaktadir. Diger bir deyisle,
antikorlarin belirli hedefler icin belirli fizyolojik kosullar diginda belirlenebilmesi
¢ok mumkun degildir.

Antikor-hedef etkilesiminin kinetik parametreleri, talebe gére
degistirilememektedir.
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Antikorlar sicakliga karsi hassas olup, yuksek sicaklikta tersinmez

denaturasyona ugramaktadirlar.

Antikorlarin raf Omra sinirhidir.

Antikorlarin  bu sinirlandirmalarini engellemek igin g¢esitli yaklagimlar Uzerinde

calisiimaktadir. Bu galismalarda fazlarda peptit kitiphanesi olusturmak [21], ribozom

[22], antikor mUhendisligi [23], in vitro immobilizasyon yaklasimlari yaratalmektedir.

Antikorlara alternatif olarak aptamerlerin kullaniimasiyla bu sinirlamalarin Gstesinden

gelinebilmektedir. Aptamer kullaniminin avantajlari incelenecek olursa;

Aptamerler herhangi bir in vivo ortama gerek kalmadan in vitro islemlerle

belirlenip sentezlenebilir.

Secim kosullari, in vitro teshisi igin arzu edilen 6zelliklere sahip aptamer elde
etmek icin manipile edilebilir. Ornegdin aptamerler hedef yapilarina fizyolojik
olmayan tamponlarda baglanabilir ve fizyolojik olmayan sicakliklarda

kullanilabilir.

Hayvanlarda veya hucrelerde toksit etkisi olmadigi igin guzel immun cevabi

olmayan molekkullerin belirlenmesi i¢in kullaniimaktadir

Aptamerler yluksek kesinlik ve yeniden Uretilebilirlikde kolaylik gibi 6zellikleri ile
istenilen dizilimde kimyasal olarak Uretilirler [19]. YUksek saflikta ve kimyasal
olarak sentezlenebildikleri igin antikorlardaki gibi performans degisikligi

gozlenmemektedir.

Biotin, floresein gibi raporcu molekuller aptamere baglanarak, aptamerler pratik
olarak tani ajani olarak kullanilabilir. Fonksiyonel gruplar ya da raporcu
molekuller aptamer Uretimi sirasinda ya da sonrasinda yapiya

baglanabilmektedirler.

Aptamerler de denatlrasyona maruz kalirlar ancak bu denaturasyon tersinirdir.
Denatire olduktan sonra fonksiyonel gruplar yapiya kolaylikla tekrar

takilabilmektedirler.

Aptamerler uzun raf émurlerine sahiptirler ve istenilen sicaklikta taginabilirler
[19].
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e Aptamerler sicaklik, pH, organik c¢ozuculer gibi fiziksel faktorlere daha
dayanikhdirlar.

e Aptamerler dogal oligonukleotit yapisinda olduklarindan fazla miktarda alinsa

bile toksik etki yaratmamaktadirlar [24].

Aptamerin Ustln 6zelliklerine ve antikorlara kargi UstlnlUklerine 6rnek olarak Teofilin
yapisi ile etkilesimleri incelenebilir. Dogal bir alkaloit olan teofilinin akut ve kronik astim
semptomlari i¢in potansiyel tedavi edici ajan olabilecedi dusunulmektedir. Ancak
yuksek derigimlerdeki teofilinin canllarda ciddi toksik etkileri oldugu icin serumdaki
derisimini 6grenmek oldukga 6énemlidir. Bunun yani sira teofilin alkaloit sinifindaki
kafein ve teobromin’e yapica olduk¢ca benzemektedir ve bu yapilarinda serumda
bulunmasi teofilin tayinini zorlastirmaktadir. Hassas bir teofilin teghisi igin, kullanilan
ajanlarin teofiline hasssasiyet gostermesi ancak diger iki yapiya gostermemesi
gerekmektedir. Teshis amagh kullanilan monoklonal antikorlar teofiline 6zgunlik
gostermenin yaninda kafeine ve teobromine de 6zgunlik goésterdigi icin teofilin
sinyallerini % 0.2-0.3 arasinda arttirmaktadir. SELEX iglemi uygulanarak teofiline 6zgu
sentezlenen RNA aptameri kullanildiginda ise teofilin baglayan RNA yapsinin kafeini
10* kat daha az bagladidi deneylerle kanitlanmistir ve deney sonuglari teofilin hedef

yapisl i¢in aptamerlerin antikorlardan daha 6zgin calistigini géstermektedir [25].
2.2.3. Aptamerin Yapisal Ozellikleri

Aptamerlerin diger cift sarmal nukleik asit yapilarindan farkl olmasini saglayan temel
Ozellik; hedef yapiya tam anlamiyla baglayici olmak icin sahip olduklari ézgin g
boyutlu yapilari ve bu yapilarda bulunan ‘stem loop’ adi verilen cep’lerdir [20]. Stem
looplar; tek sarmal yapinin uzaysal yonlenmesi ile ug¢ kisminin tek sarmalin kargisina
gelmesi ve sarmalda bulunan bazlarin karsina gelen baz ile eslesmesi sonucu
meydana gelen cifte sarmal ve bu sarmalin ucunda eslesmemis bir ilmikten olusur.
Aptamerler bu 6zgun u¢ boyutlu yapilarini sulu ¢ozeltilerde korumaktadirlar ve hairpin,
pseudoknot ya da G-quadruplex gibi ¢esitli aptamer motifleri [10] genel olarak ya X
Isinlari kromatografisi [26] ya da NMR’ da [27] belilenmektedir. Aptamerin bu Ug¢
boyutlu yapisi ve ligand iceren konformasyonel degisiklikleri divalent katyonlara

baghdir.
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Sekil 2.3. Aptamer ikincil yapilarinin sematik gosterimi. (A) Hairpin, (B) Pseudoknot,
(C) g-quadruplex ve (D) aptamer-hedef yapi etkilesiminin tg¢boyutlu gosterimi [10].

Aptamerlerin genel olarak sahip olduklari yapisal motifler agagida belirlenmistir;

1) Hairpinler: RNA ve DNA aptamerlerinde en yaygin olarak gorulen ikincil
yapilardan birisidir. NUkleik asit dizilimi uzun bir yol izleyip bir bolgede bogum
olusturduktan sonra tekrar ¢izgi halinde bir yapi aldiginda t¢ boyutlu gorunim

olarak sa¢ tokasina benzedigi igin bu sekilde isimlendirilmistir (Sekil 2.3.A)

2) Pseudoknotlar: Bu yapi hairpin loop dizilimi ile sad ya da sol taraftaki hairpinlerin
birlesmesi ile olusmaktadir. (Sekil 2.3.B) Bu yapi RNA aptamerlerinde oldukca
sik karsimiza c¢ikmasina ragmen DNA aptamerlerinde c¢ok fazla

gorulmemektedir [28].

3) Dort zincirli yapi (Kuadrupleks, quadruplexes): Kural gereg@i bu yapi guanin
nukleotitlerinin karsilikli gelerek ayni duzlemde bulunmasi ile olusan yapidir
(Sekil 2.3.C). G-quadrupleks’ deki herbir guanin bazi komsusu olan iki bazla
hidrojen bagdi yapmaktadir. Genellikle bu yapi 2 ya da 3 guanin bazinin ayni
dizlemde olmasi ile basarili olmaktadir. Bu yapi basit yapisal motiflerle
kargilastinidiginda oldukga kararlidir. Buna ek olarak iki guadrupleks yapisi
arasina konan K* iyonu yapiya ekstra kararlilik katmaktadir. Kuadrupleks yapisi
genel olarak DNA aptamerlerinde gdzlenmesine ragmen bazen RNA ligandi
olarak da godzlenebilmektedir [29]. Bu durumlar kuadrupleks yapisinin

aptamerin temel motiflerinden biri oldugunu gostermektedir.
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Aptamerlerin bu yapisal motiflerinin hedef yapi ile van der Waals, hidrojen bagi,
elektrostatik etkilesim gibi ikincil etkilesimlerine bagli olarak hedef molekul ile aptamer
arasindaki ayrisma sabitleri pikomolar seviyeden nanomolar seviyelere kadar hedef
proteine bagli degismektedir. Kigluk organik yapilarin ayrisma sabiti genellikle
mikromolar seviyelerine kadar ¢ikabilmektedir. Hedef yapi protein gibi makromolekuler

yap1 oldugunda bile ayrisma sabiti 2.0 nM gibi ¢ok dusuk miktarlardir [13].
2.2.3.1. Aptamer Modifikasyonu

Aptamerler hucre digi segim iglemi ile Uretilmelerine ragmen, canl hucrelerdeki
proteinleri yiksek afinite ile baglamada oldukg¢a basarilidirlar. Bu yapilarin hicre igi
kararhligini saglamak igin ayna goéruntisu analogu, seker fosfat yapilarinda
modifikasyonlar ve ug¢ grup modifikasyonlari uygulanmaktadir. Ug¢ grup
modifikasyonunda aptamerlerin biyolojik sivilar icerisinde daha uzun bozunmadan
kalmasi igin 2’-NHz ve 2’-F foksiyonel gruplarla pridin modifiyesi yapilmaktadir [20].
Ornegin aptamer ug gruplarinin 2'-aminopyrimidine modifikasyonuna ugratilip vaskuler
endotel buyume faktoria (VEGF) olan proteine baglanmasina dair c¢alismalar
yapilmistir. Yapilan calismada; Purin yapilarinda 2’-OH yapilarina rastlandigi igin
cesitli kimyasal yontemlerle plrin yapisinin 2’ ucu metoksi grubu ile modifiye edildikten
sonra modifiye edilen yapilarin VEGF in baglanmasini arttirdigi gézlemlenmistir [30].
Bagka bir modifikasyon g¢esidi olan 2" metoksi gruplari aptameri alkali hidrolizine karsi
korumaktadir. Yapilan bagka bir ¢alismada ise 24 oligomerli aptamer yapisinin 13
oligomeri modifiye edilmistir. Bu modifiye edilen birimlerden 4 oligomer
degismemesine ragmen 9 birimde gerceklesen degisimin purin yapisinin baglanma
afinitesinde degisiklige sebep oldugu goézlenmistir. Calismadaki sonuclar modifiye
edilmis aptamerin afinitesinin ayrisma sabiti 0.14 nM civarinda oldugunu ve ayrisma
sabiti oldukga dusik olan bu aptamerin VEGF proteinine oldukca ylksek miktarda
baglandigini ve bunun sonucunda 6zellikle insan gobek bagi vaskuler endotel buylime

faktoranin reseptorlere baglanmasini bloke ettigini gostermistir [31].

Bagka bir calismada ise biyokararlihgl saglamak igcin T7 RNA polimeraz 2’amino

modifiye ve 2’ floro modifiye edilen primidin ile birlestirilmistir [32]. Cok yakin gegmiste

yapilan bir bagka calismada 2’metil-primidin baglanan RNA polimeraz yapisinin daha

etkili oldugu bulunup sonuglarda biyokararliigin arttigi gézlemlenmigtir [33]. 4’-tiyol

primidinler de RNA nukleotit yapilarin kararhdini arttirmak icin kullanmaktadirlar [34].

Aptamer yapilarin u¢ grup modifikasyonunun yani sira yapisindaki seker gruplarinin
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L- ve D- formunu kullanarak daha 6zgun bir ayirma saglamaktir. Bu c¢alismalar
arasindaki en basarili yaklagsimlardan biri de L-riboz bazli nukleotitler kullanilarak
olusturulan “Spiegelmers” adli biyokararli yapilardir. Bu yapilar biyolojik hedefi
enantiyomerine karsi olusturulan D-riboz dizilimleridir [18]. Ayrica yaygin olarak henlz
kullanilamamasina ragmen; 3’-3’- dinukleotit yapilar, dairelestirme ve disulfit capraz
baglayicida aptamer stabilitesini arttirmak igin  kullanilan yapilar arasinda

gosterilebilmektedirler.
2.2.4. Aptamerin uygulamalari

Aptamerin hedef molekilu ile yiksek 6zgunlikte etkilesmesinde rol oynayan yapisinin
dikkat ¢ekmesinin ardindan nukleik asit aptamerlerinin, teshis ve tedavi edici
potansiyel biyoteknolojik uygulamalarda kullanilabilecek essiz yapilar olabilecegini

gOsteren calismalarin gelistiriimesi hiz kazanmigtir.
= Saflastirma ve biyoteknoloji;

Yuksek oOzgunlige sahip, yeniden kullanilabilir molekullerin en yaygin kullanim
alanlarindan biri afinite saflastirma basamagidir. Aptamerlerin avantajlarindan biri de
kati ylzey Uzerinde tlretilebilmeleri sayesinde hedef proteini birkac adimda
saflastirmay1 saglamaktir. Bu o6zellikleri sayesinde biribirine benzeyen ligandlar
birbirinden ayrilabilmektedir. Bu yaklasimin drneklerinden birisi, anti-selektin
aptamerinin bir yuzeye tutturulmasi ile Cin hamsterinin yumurtalik hlcrelerindeki
selektin-reseptdr globulinin saflastinimasi calismasidir [35]. Bu flizyon proteininin
saflastirimasinda 15000 kat saflastirima saglanmis olup tek basamakta %85 geri

donusum rapor edilmistir.

Aptamerler saflastirma uygulamalari olarak o kadar basarilidir ki; molekdl formalleri
ayni olan kiral molekullerin farkli fiziksel 6zellikteki enantiyomerlerinin birbirinden
ayrilarak saflasmasini saglamaktadirlar [36]. Yapilan bir¢ok yayinda D-aminoasitlerin
protein temelli bozunma islemi ile birlikte potansiyel ila¢ olarak kullanilabilecegi
saptanmigtir. Oligopeptitlerin kiral yapilarinin birbirinden ayrilmasinin son derece
onemli oldugunu dustinen Michaoud ve arkadaslari aptamer yapilari kullanarak bir
antididretik hormon olan vasopress hormonunun D enantiyomerini yiksek saflikta L

enantiyomerinden ayirmayi basarmiglardir [36].
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Aptamerler ayni zamanda ‘kapiler elektroforez’ yonteminde durgun faz olarak
kullanilmaktadirlar [37]. Aptamer yapilarinin bu alanda kullaniimasiyla Tirozin ve

Triptofan amino asitlerinin ayrilmasi saglanmistir.

Aptamerler hedef molekllerin ¢ boyutlu yapilari ile etkilestikleri icin proteinlerin dogal
yapilarini denatire yapilarindan ayirmayi da saglamaktadirlar. Denatire olan proteinin
kapal U¢ boyutlu yapisi bozulup fonksiyonunu yerine getiremez hale gelmektedir.
Proteinin temel fonksiyonlarini yerine getirmesi igin; denatlire olan proteinlerin
denature olamamig proteinlerden ayrilmasi dnemlidir. Aptamerler bu noktada dogal
proteini denatlre proteinden ayirma c¢aligsmalarinda basaril bir sekilde kullaniimigtir.
Bircok kanser calismalarinda hucrelerin anormal oldugunu isaret eden belirteg
molekuller proteinlerdir. Bu galigmalar sirasinda proteinlerin dogal formunun degistigi
ve mutasyona ugrayarak fonksiyonunu kaybettigi gorlimistir. Fonksiyonlarini
kaybeden protein vyapilarini belirlemek ve ayirmak icin aptamer yapilari
kullaniimaktadir [38].

= Teshis ve biyosensor;

Yuksek afinite ve 6zgunlukteki aptamerler ideal teshis araglaridir. Aptamerlerin teshis
amacl olan birgok uygulamasi; ligand baglandiginda aptamerde olusan
konformasyonel degigiklere dayanmaktadir. Bu konformasyonel degisiklikler,
aptamere baglanan c¢esitli boyalar, floresans, fosforesans 06zelligi olan yapilar
sayesinde belirlenebilir. Birgok alanda ‘aptamer beacons’ olarak adlandirilan bu yapilar
cevre Kkirliligi belirlemeden kandaki ilag seviyesini belirlemeye kadar birgok alanda
kullanilirlar [18].

Bircok arastirma grubu molekdulleri veya hucreleri daha ucuz, daha hizl, daha hassas
yontemlerle tayin edebilmenin yolunu aramiglardir. Medikal uygulamalar igin
mukemmel bir biyosensor yuksek 6zgunlukte, yuksek hassaslikta, tekrarlayabilen, hizli
ve kolay okunabilen 6zelliklere sahip olmalidir. Aptamer yapilari da bu gerekliliklerin
birgcogunu saglamaktadir. Vicut sivisindaki birgok toksin, ilag ve metabolit ¢ok dugstk
derisimlerde olmamak sartiyla aptamerin hedef gesitliliginin olduk¢a genis bir aralikta
olmasi sayesinde analiz edilebilmektedir. Nicel degerlendirmenin diginda bazi timor
hacrelerinin goruntilenmesi igin kullanilan aptamer temelli problar sayesinde kanser

tedavisinde umut vadeden galigmalar mevcuttur [10].
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Cok cesitli DNA aptamerleri Uretilmesi ile kigUk hicreli akciger kanseri, kiigik olmayan
hacreli akciger kanseri (NSCLC), akut miyeloid 16semi (AML), karaciger ve kolon
kanseri, ayni zamanda, virUs ile enfekte olmus hucreler gibi gok sayida kanser hicresi
rapor edilmistir [38][40,41]. Benzer stratejiler kullanilarak; mezenkimal kok hicreleri
adi verilen hlcrelerin bag dokularinda bulunan, erigkin haldeki kok htcreleri [42] ve
canl bakteri hucreleri [43] calismalarinda kullanilan aptamerler son vyillarda rapor
edilmistir. Ustiin hedef yakalama performansi ile bu yapilar, anti-enfektif maddeler [44],
antikoagulasyon, anti-inflamatuar [45], anti-anjiyogenez [46], anti-cogalma [47] ve
bagisiklik tedavisi [48] gibi alanlarda temel molekiler tanimlama araci olarak

kullaniimaktadirlar.

Aptamerin teshis alanindaki uygulamalarina 6rnek olan bagka ilging bir galisma,
aptamerin altin  nanopargaciklara baglanmasi ve ligandlariyla etkilegsiminin
incelenmesidir [49]. incelenilen bu calismada altin yiizey tizerindeki aptamere ligandin
baglanmasi ile aptamerde konformasyonel degisiklikler meydana gelir ve bu durum
aptamerin altin ylUzeyinden kopmasina ve altin yluzeyin agrage olmasina sebep
olmaktadir. Bu kopma etkisi nanoparcgacigin absorbans 6zelligidir ve bunu sonucunda
yapida renk degisimi olur. Bu renk degdisimi sayesinde aptamerin hedef yapiyla

etkilestigi anlasilir ve dolayisi ile hedef yapinin teshisi saglanmaktadir.

Zelada-Guillen ve arkadasglari ise biyoreseptor olarak aptamer ve iletken olarak karbon
nanotlp kullanmiglardir. Bu sayede ‘Salmonella Typhi’ adi verilen bakteriyi tespit
edebilecek bir biyosensor gelistirmislerdir [50]. Arastirmacilar gelistirdikleri biyosensor
ile 5 mL' lik sivi igerisindeki yasayan bakteriyi yuksek duyarllikta ve 6zgunlikte tespit
edebilmislerdir. Kantitatif dlgim de yapabilme kapasitesine sahip bu biyosensor;
aptamer ve Dbakteri arasindaki baglanmayr 60 saniyeden Kkisa slrede
gOsterebilmektedir. Diger bir calismada; serumda Hepatit C virtstinin (HCV) NS5 kor
antijenini, RNA aptameri ile yliksek 6zgullukte tespit edilebilmistir [51].

= Terapi (Tedavi) ;

NUkleik asitleri tedavi ajani olarak kullanma fikri yeni degildir. 1990 yilinda yapilan
calismada ‘RNA  decoys’ adi verilen yapilar kullanilarak  HIV’in
(Human Immunodeficiency Virus /insan Bagisiklik Yetmezlik Virlisi) ¢ogalmasini

onlemeyi basarmislardir [52].
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Buna ragmen aptamer teknolojisi ancak 15 yil sonra klinik uygulamalarda
kullaniimigtir. Teshis amacgh birgok calismada kullanilan aptamer, tedavi amacli

kullanimda da yUksek potansiyele sahiptir.

Potansiyel tedavi hedefleri iki sinifa ayrilmaktadir; traskripsiyon faktéri gibi
intraselller hedefler, virUsler gibi ekstraselller hedefler. Ekstraselller hedeflere karsi
aptamerler damar igi ya da deri altindan uygulanabilirler. insanlardaki farmokokinetik
¢alismalarda bu yolla uygulanan RNA'nin vicut boyunca kolayca dagildigi ve hucreler
tarafindan kolayca alindigi1 goértimastir [53]. Bu basit yaklagimin bir¢ok avantaji vardir.
En buylk avantaji; aptamerlerin kolayca fonksiyonel durumunun hazirlanip hastaya
direk enjekte edilebilir olmasidir. Buna ragmen; RNA’'nin bozunmasi ve bdlinmesi
kacinilmaz oldugu icin tedavi tamamlanana kadar tekrarlanan uygulama devam

etmelidir.

Aptamerlerin intraselller hedeflere ulasimi; intamer denilen hicre icinde de aktif olan
aptamer kompleksleri ile saglanmaktadir. Bu tarz ‘intramer’ ler aptamerin donusturici
hicreler ile kodlanmasi ile olusturulur. Hicrelerin transfekte (Okaryotik hiicrelere
genetik materyalin viral olmayan yontemlerle aktariimasi iglemi) olmasinin ardindan
aptamer olusumu olur. Bu da teoride uzun zamanli tedavi saglar. intramer denilen
yapilari olusturmak i¢in en genel yaklasim; aptamer ve lipoprotein ya da polietilen-
glikol [54,55], kolestrol, biyotin-streptavidin [56] gibi buyuk yapilari aptamere
tutturmaktir. Bu yapilar 3' ya da 5 ucundan aptamere takilmaktadir. Yapilan
calismalarin sonucunda bu yapilarin aptamerin bobrekler yoluyla atilmasini azalttigi
ve bu sayede plazmadaki yari émrini attirdigi gérilmustir. intramer yapilarinin
yaninda aptamer yapilarinin ug gruplarinin modifikasyonu ile biyokararllik saglanarak

aptamerlerin in vitro hedeflerde kullanilabilmesi saglanmaktadir.

Bilinen en UnlU tedavi edici aptamer olan Macugen ya da Pegaptanib, vaskuler endotel
blylme faktoriine (VEGF) baglanmaktadir. 2004 yilinda ilag ve Gida birligi; aptamer
uygulamalarinda bir dénim noktasi olan, yasa bagli makula dejenerasyonu (gdzdeki
sari noktadaki bir alanin bozulmasi) igin tedavi amagh kullanilan Eyetech/Pfizer's
aptamer (Macugen)’ i onaylamistir. VEGF seviyesi, yasa bagli olarak gergeklesen
makula dejenerasyonu ve diabetik retinopatri ile degiserek duzensiz hale gelir.

Hastalarda yasa bagli makula dejenerasyonu (Age-related Degeneration Macular -
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ADM) ya da diabetik retinoparti gérme kaybina neden olur. Bu nedenle VEGF’ i inhibe
ederek hucresel ya da dokusal dejenerasyonu engellemek gerekir. Macugen yapisi
hacre icindeki VEGF’ e baglanarak bu proteinin aktifligini yok eder ve hucrenin

blylUmesini engeller [24].

Macugen’ in ilag olarak kabul edilmesinden sonra aptamerin tedavi amagh kullanimi
blylk bir arastirma konusu olmustur. Ornegin; cesitli gruplar Alzheimer hastalig ile
iligkisi olan AB-peptid gibi amyloidogenik proteinlerine kargi aptamerlerle tedaviyi

amagclayan c¢alismalar yurttmektedirler [57].
= Enfeksiyonlarla savasan ajanlar;

Aptamerler ayni zamanda anti-enfeksiyon ajanlaridir. Eger dnemli bakteriyel proteinler
ya da bozuk hicre membran formlari hedef yapi olarak segilirlerse DNA’ lar da
antibiyotik fonksiyonlari gdsterebilirler. Aptamerler ayni zamanda &zellikle patojenler
icin antibiyotik ajanlarin baglanmasi ve tasinimi konusunda ‘ hedefleme sistemi’ olarak
kullanihirlar. Aptamerlerin enfeksiyonlar alanindan inhibitor olarak kullaniimasina 6rnek
olarak kronik viral HIV virisine baglanan aptamer ¢alismasi gosterilebilir [58]. Bu
calismada aptamer yapilari HIV varastunuan ylzeyindeki protein yapilarina baglanarak
6zgun tanima saglanmaktadir. Birden fazla aptamer bu protein yapilarina baglanarak

virasu etkisiz hale getirmektedir
2.2.5. Aptamer —Hedef Ligand etkilegimi

Bu glne kadar yuksek afiniteli aptamerlerin belirleyebildigi hedef c¢esidinde bir
sinirlama olmamistir. Metal iyonlari, organik boyalar, ilaglar, aminoasitler, kofaktorler,
amino glikozitler, antibiyotikler, nukleotit baz analoglari, nikleotitler, peptitler bunlardan
sadece birkacgidir. Aptamerler kiigik molekuler hedeflere baglanabilmesinin yaninda;
proteinler, enzimler, buyume faktoérleri, antikorlar, gen dizenleme faktoérleri, hicre
adezyon molekdlleri, lektinler, batin haldeki viral partikller ve patojenik bakteriler ile

de yuksek afinitede kompleks olusturabilmektedirler.

Aptamer kompleksinde hedef ligandin nikleik asit tarafindan 6zgin olarak taninmasi;
ligandin blyUk bir boéliminin sariimasi ile olur. Ligandin etrafindaki katlanmig
yapidaki nukleik asit; intramolekuler etkilesimler sayesinde ylksek derecede ayirma
saglamaktadir. Liganda bagli olarak ayirma cegitli sekillerde olabilir. Bir 6rnek olarak
Amonyum mono fosfat (AMP) ile aptamerine bakilacak olursa AMP molekudlu ile

aptameri arasinda 6zgun hidrojen bagi olusarak segici baglanma olur [59]. Aminoasit-
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aptamer komplekslerinde de hidrojen baglari etkin rol oynar [60]. Aminoglikozid
antibiyotikleri ile aptamerleri arasindaki elektrostatik ve hidrojen baglari gibi ikincil
etkilesimler sayesinde baglanmada U¢ boyutlu batinltk saglanir [61]. Ligandlar daha
karmasik oldugu zaman, yani peptit-aptamer ve protein-aptamer gibi komplekslerde;
katlanma tamamlanmasi, elektrostatik etkilesimler, hidrojen bagi gibi belirleyici

karsilikh etkilesimler sayesinde 6zgun taninma saglanir [62].
2.2.5.1. Aptamerlerin kiiglik yapilara baglanmasi

ilk olarak aptamerlerin hiicre yiizeyindeki oligosakkaritlere baglanmasina bakilacak
olursa, Yang ve arkadaglari selulozun tekrarlanan birimi olan dissakkarite selobioz
yapilarini aptamer sayesinde belirlemeyi basarmiglardir [63]. Bu yontem oldukg¢a basit
ama bir o kadarda etklidir. DNA havuzu selobioz yapisi ile inkube edilip baglanmayan
dizilimler yikama islemi ile uzaklastirilir. Baglanmis aptamer yapisi selobioz ile tekrar
inkiibe edilerek en iyi baglanan aptamer bulunmaya calisiimistir. Dikkate deger bir
sekilde, aptamerler, selobiyoz, yapilarini ayrisma sabiti Kd degeri 0,1 ile 10 yM
arasinda olacak sekilde baglanarak tanimaktadirlar ve ayni ¢dzelti igindeki bu yapiya

benzeyen laktoz, maltoz gibi yapilarina baglanmamaktadirlar.
2.2.5.2. Aptamerlerin antibiyotikleri tanimasi

RNA molekulinin birgok biyolojik aktivitesi aminoasit, peptit, pseudoantibiyotik gibi
cesitli kuguk kimyasal molekullerle etkilesim icinde oldugunu gdstermektedir [64]. Bu
etkilesim; ribozom yarilma reaksiyonlarina ve ribozomal protein sentezinin inhibe
olmasi gibi RNA fonksiyonlarinin engellenmesine sebep olabilir. Bu antibiyotiklerin
bircogu RNA fonksiyonlarini inhibe etmesinin yaninda belirli kosullar altinda RNA

fonksiyonlarini simule edebilirler.

Antibiyotik baglayan aptamerlerin hlcre disi (in vitro) sentezi RNA’ nin bu yapilarla
etkilesimini anlamak agisindan oldukg¢a onemlidir. Wallis ve arkadaslari bir antibiyotik
turd olan viomicin yapisini baglayan RNA vyapisinin 74 nukleotit iceren RNA
kUtiphanesinden hicre digi secim yontemi ile izole etmeyi basarmiglardir [65]. Wilson
ve arkadaslari yaptiklari calismalarda aptamerlerin yuksek ayiriciligi ile énemli bir
antibiyotik turu olan streptomisini turevlerinden ayirmayi basarmiglardir [66]. Yadav ve
arkadaslari ise bir baska antibiyotik tliri olan kloramfenicol yapisini aptamer-polimer

temelli elektrosensoér sayesinde belirlemeye galismislardir [67].
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2.2.5.3. Aptamerlerin aminoasitleri tanimasi

Aptamerler hedef yapi olarak aminoasit yapilar segildiginde de olduk¢a ylksek
6zglnliik ile baglanmaktadir. Oyle ki, in vitro ortamda, hedef yapisi aminoasit olan
aptamerler ortamda hedef yapiya oldukga benzeyen baska aminoasit yapilarinin
olmasina ragmen sadece hedef aminoaside badlandi§i cesitli deneylerle
kanitlanmistir. Ornegin Arjinin yapisi; kendisine gok benzeyen L- Sitriilin yapisindan
aptamer yapilari sayesinde ayrilabilmektedir. Sitralin yapisi arjinindeki bir amino grubu
yerine bir keto grubuna sahiptir. Bu durumda Arginindeki ‘guanidine’ adi verilen Gglu
amino grubu yapisini pozitif yikli olmasina ragmen sitrlin yapisindaki tre grubu
notraldir ve bu elektrostatik fark dolayisi ile aptamer yapisi L- Sitrulin yerine Arjinine
baglanmaktadir. Arjinin baglanmakta kullanilan RNA maotifleri genellikle 6-10 nukleotit
icerir. Butun Uyeler benzer ikincil yapiya sahip olup eslesmemis yapilarinda iki stem
loop bulunur. Bu yapilarin Kd degeri L- sitrulin yapisi igin 65 uM olup arjinin igin bu
deger 56 uM’ dir . Bu deger aptamer yapilarinin arjinine daha ylksek segicilikle
baglandigini gostermektedir. Yapilan galismalar arjinin aptamerinin L- sitrtlin yapisinin

enantiyomeri olan D- sitrllin yapisina disuk afinite gosterdigini ortaya koymustur [25].

Bazi oligonukleotit-protein etkilesimlerinde hidrofobik yan zincirler Gnemli bir etkendir.
Bu tarz hidrofobik etkilesimlerde oligonukleotit yapisinin hedef yapiyi taniyabilmesi igin
metil grubuna sahip timin yapilarina ihtiya¢ vardir. Bu sebepten dolayr modifiye
edilmemis RNA yapisi kullanilamaz. Yarus and Majerfeld valin baglayabilmek icin RNA
yapisi segmislerdir [25]. RNA yapisinin agaroz iginde L-valinamide yapisi ile ayrismasi
gerekmektedir. YUksek afinitede baglanan valin i¢in sentezlenen RNA yapilarin tahmin
edilen ikincil yapilan iki G-U cifti iceren burgulu looplar bulunduran yapilardir. Bu
yapilar D-valin yapisi kargisinda L-valin yapisina 15 kat daha fazla secicilik olmasini
saglamaktadir. Ayrica bu yapi valindeki metil grubu yerine oksijen bulunduran treonin
yapisina da yapisal benzerlik gostermesine ragmen baglanmamaktadir. Bu yapi
hidrofobik yan zincirleri olan losin ve izolosinin gibi yapilardan ve kendinden daha

klguk boyutta olan alenin gibi yapilardan kolaylikla ayrilmasini saglamaktadir.
2.25.4. Aptamerlerin oligosakkaritleri tanimasi

Oligosakkaritler gesitli pozitif ylikli amonyum gruplari sayesinde bakterilerin ribozomal
RNA’sina 6zgun olarak baglanirlar. Hepatit delta viris, hammerhead ribozim, gibi bazi

katalitik RNAs yapilari hedef aminoglikozitlere baglanirlar. Aminoglikozid aptamerleri
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hicre ici fonksiyon gésterirler. Okaryotik mesajci RNAs ‘lar ¢evirim/ déniisiim olmayan
ucuna ila¢ baglanarak gen ifade kontrolinde kullanilir. Aminoglikosakkarit
aptamerlerinin ikincil yapilar farkli olmasina ragmen ligand-RNA etkilesimi temelde
aynidir. RNA aptamerinin kath yapisindaki negatif yutkler bir baglanma bdlgesi
olustururlar. Oblr taraftan da oligonikleotitin u¢ boyutlu yapisindaki pozitif yikli
amonyum gruplari aptamerin baglanma bolgesindeki negatif yuklerle elektrostatik

etkilesime girerek baglanma saglarlar [60].
2.25.5. Aptamerlerin peptit ve proteinleri tanimasi

Aptamerlerin proteinleri tanimasindaki Ustunluk aslinda bu makromolekullerin dogal
yapisindan kaynaklanmaktadir. Proteinlerdeki 20 farkli aminoasit ve bunlarin farkli
siralarda dizilimi baglanma bdlgesinde ¢oklu etkilesime neden olarak ¢ boyutlu yapi
batinligu saglamaktadir. Nikleotit iceren aptamerler yapisal olarak daha Uniform
olduklari igin rastgele ligand baglanma olasiligini dugururler. Molekuller arasi hidrojen
baglari ve genel asit-baz etkilesimleri proteinler ile aptamerler arasinda olurken
protein-aptamer etkilesimi esas aptamerin kendi i¢indeki nukleotit dizlimine bagli

olarak olusan katlanmalara ve bikulmelere baghdir [60].

Peptit RNA aptamerinin stem loop denilen bosluguna yerleserek baz ciftleri arasinda
etkilesime girmektedir. Buna ilaveten peptitteki arjinin aminoasidindeki guanidinium
gruplari ile RNA’ daki fosfat gruplari arasinda intermolekuler etkilesim olarak aptamer-
peptit kompleksi stabilize olur. Aptamerdeki ‘stem loop’ denilen uzaysal bosluk guanin
bazi ile peptitteki arjininin guanidinium gruplari arasinda hidrojen bagi olugarak 6zgun
baglanma saglanir. DNA aptamerinin ¢ozelti igerisinde ve insan trombin proteinine
baglanmis U¢ boyutlu hali galismalarla agiklanmigtir [2]. HIV-1 protein ifadesini
dizenleyen 17 peptitli proteine (HIV-1 rev) baglanan 2 farkli RNA aptameri
bulunmustur [68]. insan T hiicresi I6semi viriisiin tekrarlanmasinda gorev alan TAX ve
REX ad1 verilen 16 birimlik peptite baglanarak virus uretimini engelleyen RNA aptameri
calismalari da oldukga dikkat gcekmistir [69]. Bir baska 6rnek olarak; Rev proteininin
alfa heliks yapisi ile aptamerdeki stem looplar arasindaki non-kovanlent etkilesimler
sayesinde baglanma oldugunu gosteren galismalar gosterilebilir [70].

Bircok protein-RNA kompleksinde; baz giftleri protein tanimada 6nemli rol oynar.
Bazlarin bir kisminin yan yana gelmesi ile aptamerin stem looplarinin liganda

baglanacagi essiz hidrojen bagi bdlgeleri olusur. Rev peptiti ile bakteriofaj yapisinda
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da triptofan amino asidi ile primidin bazlari arasinda stem looplar sayesinde 6zgin
hidrojen baglari olusur. Buna ilaveten RRE peptit yapisindaki asparjin ile purin baz
ciftleri arasinda ve triptofan aminoasidi ile primidin baz ¢ifti arasinda da yine bir 6zgin
etkilesim s6z konusudur [60]. Ayrica aptamerdeki sitozin bazlari triozin aminoasitlerle
etkilesime girerler. Bu intermolekuler etkilesim eglesmemis bazlarin loop digi
konformasyonundaki degisikliklere sebep olmaktadir. Aptamer yapisinin kompleks
olusumu ile konformasyonel degisiklige ugramasina ornek olarak; peptit kompleksleri
ve proteinle kapli MS2 bakteriofajlarinin aptamere baglanmasinin incelendigi
calismada kompleks formunun uyumunda carpici farklar ortaya ¢cikmaktadir [71]. Rev
peptidinden farkli olarak protein kapli MS2 bakteriofajin RNA’ ya baglanmasi icin
‘dogal’ baglanma bdlgeleri mevcuttur. Aslinda proteinin baglanmasi ile aptamerin
konformasyonunda degisiklikler olmaktadir ve kompleks yapisina gegildiginde

aptamer- protein arasinda uyum saglandigi gorulmektedir.

22551 IFN-y ve VEGF ‘in Biyofonksiyonlari ve biyolojik ortamdaki islevleri

Aptamerin hassiyet ve ayiriciliktaki basarisi sayesinde aptamer- protein g¢alismalari
son yillarda oldukga popller olmustur. Ozellikle birgok hastalik icin belirte¢ olan
proteinlerin aptamer yapilari ile daha hizli ve hassas sekilde analiz edilebilme imkani

bulunmustur.

Tez kapsaminda, aptamer yapilari sayesinde analiz edilecek iki dnemli protein;

interferon-gama (IFN-y) ve vaskuler endotel blylime faktéradar (VEGF).

Viriis bagl interferonlar (IFN-o/R, tip 1 interferonlar) 1957 yilinda ilk defa Isaacs ve
Lindenmann tarafindan gozlenmiglerdir [72]. Wheelock ve arkadaglari insan
I0kositlerinde interferon aktivitelerine benzer aktivite gosteren yapilar belirlemislerdir.
Ancak bu yaplilar, ne genetik olarak ne de protein seviyesi olarak tip 1 interferonlarina
benzememektedir. Ayrica bu yapi virlslere bagl degildir ve dusik pH’' larda aktif
degildir. 30 yii asan calismalar sonunda Tip |l Interferonun ¢ok ©nemli bir
immunoregulatdr oldugu anlasiimistir [72]. Tip Il interferon, gama interferon veya
immun IFN diye de anilir. Molekdl agirhdi 20000-25000 olan tek aktif IFN-y turt vardir.
IFN-y tek bir gene bagl olarak sentezlenir ve diger interferonlar ile benzerlik

gostermemektedir [73].
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IFN-y proteini antiviral (virus enfeksiyonlarina kargi), antiprolaktive (prolaktin hormonu
engelleyici), immuno-dizenleyici 6zelliklere sahip édnemli bir sitokindir. Bu sitokin T-
helper (CD4) ve sitotoksik T hicreleri olan immun htcreleri tarafindan Uretilirler. IFN-y
miktarinin belirlenmesi ve tayin edilmesi; hucrelerin immun cevabin neresinde yer

aldiginin belirlenmesi ve nasil cevap verdiginin acgiklanmasi i¢in oldukga onemlidir [74].

IFN-y'nin  immunoduzenleyici (immunoregulatér) mekanizmadaki goérevieri soyle

sayllabilir:
1. Antijen sunumunun arttiriimasi,

2. Fagositlerdeki reaktif oksidan Uretiminde kullanilan gesitli enzimlerin sentezini

artirarak hicre icindeki yabanci maddelerin dlduriimesi,
3. Infektif ajanlarin (hastalik yapici ajanlar) yok edilme kapasitesinin artiriimasi,

4. Makrofaj aktivitesinin artirilmasi ve intraselller antimikrobiyal (hlcre i¢i mikroplari

oldurtcul ajanlar) derisiminin artiriimasi,

5. Antijen sunan hucrelerin Gzerindeki Klas-1 ve 2 MHC molekulerinin sunumunun

arttirlimasi,
6. T hdcrelerinin farkl hicrelere déntserek hiicre gogalmasini engellemesi,

7. Notrofillerin aktive edilmesi ve dogal élduricu (Natural Killer, NK) adi verilen immun

sistemdeki dldurltcu hucrelerin sitolitik aktivitesininin arttirilmasi seklinde siralanabilir.

IFN-y salgilanmasi ile sonuglanan T hicre yanitinin tiberkiloz enfeksiyonu igin 6zgun
belirte¢ olabilecedi dusunulmustlr ve son yillarda antijen 6zgun T hicre yanitini dlgen
iki test kullanima girmigtir. Hizli “Laboratuvar kosullarinda 'Enzim bagh immuno
absorbent 6lgiim (In Vitro Enzyme-Linked Immunospot” (ELISpot)), 1990’li yillarin
sonuna dogru Lalvani ve ark. tarafindan geligtirilmistir. Bu test antijen 6zgin T
hdcrelerinin sayllmasi esasina dayanmaktadir. Mikrobakteri tuberkuloz infeksiyonuna
sahip bireylerin T hucreleri ESAT-6 ve CFP-10 antijenlerine karsi in vivo olarak
duyarhlik kazanmaktadir. ELISpot testinde, periferik kan mononukleer hicreleri tam
kandan ayristirildiktan sonra, in vitro ortamda bu antijenlerle bir gece inkibe
edilmektedir. Bdylece 06zgln antijenlerle tekrar karsilasan T hucreleri IFN-y
salgilamaktadirlar. Ertesi sabah koyu spot veren IFN-y salgilayan T hdcreleri buyaticu

lens ya da otomatik okuyucuyla sayilip test degerlendiriimektedir [73].
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Diger bir yontem, tam kan 'Enzim bagli immuno absorbent dlgim (enzyme-linked
immunabsorbent assay” (ELISA))’ dir. Bu testin ilk versiyonu Quantiferon-TB testinde
tam kan in vitro olarak inkube edilmekteyken, daha sonra geligtirilen Quantiferon-TB
Gold testinde, 6zgin antijenler olan ESAT-6 ve CFP-10 ile inklbe edilen tam kan
supernatantinda, 24 saat sonra, T hucrelerinin salgiladigi IFN-y derigimi olguimektedir
[73].

Ancak uretimleri, kararhliklari, modifikasyon olanaklari ve fiyatlari bu sistemlerin
kullanimini kisitlamaktadir [75]. Ayrica ¢ogaltma teknigine dayall olan bu sistemler
ornekteki protein miktarini tam olarak vermeyip ¢ogaltiima sonucu olugan miktari

hakkinda yardimci olmaktadir. Yani direk bir analiz s6z konusu dedgildir.

Ancak kullanilan yontemin etkinligine bagh olarak aptamer yapilari Ustun ozellikleri
sayesinde bu dezavantajlari elimine ederek daha hassas olgum saglamaktadir.
Ornegin DNA yapisi kullanilarak zeptomolar konsatrasyonundaki protein dedekte
edilerek ELISA ydnteminden 1000 kat daha hassas bir Olgim yapilmistir [76].
Aptamerin, IFN-y yapisina 74.5 nM gibi ¢cok distk ayrilma sabiti olan kompeksler
olusturarak ylksek secicilik ile baglandidi ¢esitli calismalar sonucunda kanitlanmigtir
[77].

Trombosit kaynakli blytme faktorleri sinifinin bir birimi olan Vaskuler Endotel Buylime
Faktoru ailesi, endotel hucreleri igcin 6zgundur ve onemli etkileri vardir. Vlcutta hem
fizyolojik olaylarda, hem de tUmor buylimesi ve yayilmasini da igeren patolojik birgok
hastaligin etiyolojisinde yer almaktadir. Bu yuzden 1980’lerde kesfedildigi
zamanlardan gunumuze kadar gittikge artan bir ilgiyle arastiriimaktadir. VEGF-A,
VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve Plasenta buylme faktori olmak Uzere alti
cesidi vardir. VEGF-A lyesi en yaygin olanidir ve insan-VEGF'i olarak da isimlendirilir.
Hatta bazi yayinlarda VEGF olarak da adlandiriimaktadir. VEGF, endotel hicrelerinin
¢ogalmasini saglamaktadir ve kan damarlarinin gegirgenligini arttirmaktadir. VEGF,
disi yumurtalik (ovaryum follikllleri), akciger alveolar, bobregin bir bolimindeki (renal
glomerul visseral epitel hicreleri ve bébrek proksimal tibul hicreleri), adrenal korteks
aktive makrofaj arteriolleri gevreleyen fibroblast, akcigerlerin bir kismindaki (bronsiyal
ve koroid pleksus epitel hiicreleri), hepatosit hiicrelerinde sentezlenir. VEGF, 6zellikle
endotel hicreleri igin 6zgul etkilere sahip olan multifonksiyonel bir bliyume faktori
ailesidir [78]. VEGF endotel hlcreleri igin dnemli rol oynayan heparin baglayan
anjiyogenik buylume faktoru olarak karakterize edilmigtir [79]. Bu buyume faktord,
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Ozellikle damar olusumunda kritik rol oynarken, endotel hicrelerinin yaptidi birgcok
fonksiyonda da yer aldigi gorulmustur. Fizyolojik ve fizyopatolojik birgok olaylarda
(Embriyogenez, yara iyilesmesi, tumor buyumesi, miyokardial iskemi, okuler
neovaskuler hastaliklar ve romatoid artrit gibi kronik inflamatuar hastaliklar vb.) VEGF’
in etkin rol oynadi§i belirlenmistir. Faredeki gen bozukluklarini hedefleme
c¢alismalarinda yeni kan damarlari olusumunda merkezi rol almasi VEGF’ in dnemini
ortaya koymustur. Hayvanlarda iki VEGF esinden birisinin eksikligi kardiyovaskuler
sistemin gelismemesinden dolayi 6lime sebep olmaktadir [80]. Bu ¢calismalar vaskuler
sistemin VEGF’ in konsantrasyonundaki hassas degisimlere bagli oldugunu
gOstermektedir. Embriyo gelisimi sirasinda azalan VEGF miktari fatal donemde
anyogenezin azalmasina sebep olabilir. Hicrenin VEGF sentezini kontrol edememesi
bircok anjiyogenesis hastalia sebep olabilir [79]. Premature bebeklerde g6z
bozukluklari olugsmasinin sebebi olarak gelisimi saglayan VEGF yapisinin yeterli
salgilanmadigi ortaya ¢cikmistir. Genel olarak yaygin olan anjiyogenezin bir parcasi
olmayan normal retinal gelisimde ortaya ¢ikan bu yaygin anjiyogenezin sonucu olarak
asirt VEGF dretimi olmaktadir. Bu asin Uretim sonucu kandaki VEGF seviyesinin
degismesi ile bebeklerde bazi hastaliklar goériimektedir. Retinanin belirli bélgelerinde
olan retinopatrinin diger tlrlerinde de benzer sekilde gorulen asiri VEGF korluge sebep
olabilir. VEGF kanser basta olmak Uzere romatoid artrit, sedef, proliperaktif retinopati
gibi bircok insan hastaliginin serumda teshisi icin dnemli bir biyobelirtegtir. Ornegin
timor 0,2-2 mm arasinda bir boyuta ulastiginda buyumek ve metaztaz icin asir
miktarda besini ve oksijeni kandan alir ki bu da VEGF’ in agiri olusumu anlamina gelir
ve bu durumda asiri buyuk bir vaskuler buyime agi olusur. Bu nedenle, hastanin tam
kani ya da serumu icinde VEGF’ in hizli, segici ve hassas bir sekilde algilanmasi,

hastalik teshis ve sonrasindaki tedavi kontroll i¢in 6zellikle 6nemlidir [81].

Bu kadar 6nemli bir proteini hassas olarak dedekte edebilmek icin hedef yapiya 6zgun
baglanan aptamer yapilari kullanimina dair birgok ¢aligma mevcuttur. Bu ¢aligsmalarin
en onemlisi macugen adi verilen aptamerdir. Macugen adi verilen aptamer kandaki
VEGF proteinini yakalayarak bu proteinin aktif olarak fonksiyon gostermesini
engellemektedir. 2004 yilhinin aralik ayinda Ulusal Gida Denetleme Orgiitli pegantanip
sodyumu (macugen), anti-vaskuler buyime faktori RNA aptamerini, yasa bagl
macugen dejenerasyonlarinin (age related dejeneration-AMD) batan tipleri igin tedavi

edici ajan olarak kabul etmigstir [24]. Penagtanip’ i Ureten Ruckman ve arkadaglari

26



SELEX iglemi sonrasi olusan aptamer yapisinin 46. nukleotitini 2’-F, 2’-NH2 yada 2’-
OH modifikasyonuna ugratarak aptamer yapilarinin in vitro ortamda daha kararli

olmalarini saglamislardir [24].

2.3. Kitle Spektrometrisi

Katle spektrometrisi (MS) en genel tanimiyla atomlarin ve molekullerin kutlelerini
belirlemek icin kullanilan analitik tekniktir. Kitle spektometresi yapilarin tam olarak
kutleleri hakkinda bilgi verdigi igin ¢ok c¢esitli alanlarda bilgiye olanak saglamaktadir.

Tipik bir MS cihazinda temel ¢alisma prensibi su sekildedir [82];

1) Verilecek 6rnegin iyonlagsmadan once gaz fazina gegmesi icin gerekli bdlmeye

alinir.

2) Gaz fazina gegen ornek cesitli yontemler (elektron bombardimani, MALDI, ESI,

kimyasal iyonlastirma gibi iyon kaynaklari) ile iyonlastirilir.

3) lyon haline gelen 6érnekler belirli bir vakum ortaminda elektrik ya da manyetik

alan altinda hizlandirilir.

4) Bu hizlandirma sirasinda; elektrik ya da manyetik alandan ylklerine ve

kitlelerine gore etkilenen iyonlar katle/yuk oranlarina gére ayrisirlar.

5) Kutle/yuk oranlarina gore ayrilan iyonlar detektore ¢arparak sinyal olustururlar
ve kalibrasyon sonucunda matematiksel bir hesaplama ile bu detektore ¢arpan

yapilarin kutleleri belirlenmis olurlar.
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Sekil 2.4. Kitle Spektrometrisinin sematik gésterimi.

ilk olarak 1899 yilinda Wilhelm Wien’in paralel isinlarin elektrik ve manyetik alanda
saptirilabililecegini bulmasiyla baslayan suregte Joseph J. Tomson 1912 yilinda katot
Isinlarini ve pozitif 1sinlar kullanarak ilk kiutle spektrometrisini yapmistir [83]. Daha
sonra bu sisteme parabol spektrograf adi verilmistir. Bu cihaz sayesinde ilk defa Oz,
N2, NO, CO2 ve COCI2 molekillerinin kutle spektrumu alinmistir. 1919 yilinda F. W.
Aston; hiz odakh kitle spektrometresini gelistirerek Nobel 6dulu kazanmis ve yaptigi
calismalarla kutle spektrometresinin gelismesini saglamistir [84]. 1912 yilindan beri
bircok bilim adaminin katkilari ile gelisen kitle sepktrometrisi guinimuzde birgok
alanda kullanilan en genig uygulama alanina sahip cihazlardan bir tanesidir. Biyokimya
[85], organik [84], polimer [86], saglik ve tip [87], ¢cevre ve adli bilimler [88] gibi birgok
alanda uygulamasi olan kutle spektrometrisinin iki dnemli bileseni vardir; bunlar

iyonlasticilar ve kutle analizorleridir.
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Ornek Girisi; iyon Kaynaklars; Kiitle Analizorleri;  Dedektdr;
+  Direkgiris * Elektron iyonlagtirma  * Kuadropol * Elektron Cogaltici
+ Gaz kromatografi (E1) * lyontrap * Faraday Kafesi
v SwiKromatografi * Kimyasal iyonlastirma (orbitrap,ICR) ~ * Fotogogaltici
(HPLC, LC) (1) * Time of flight donistirici diyod
*  Kapiler Elektroforez*  Yumugak iyonlagtirma  (TOF) *  Endiiktif dedektor
(CE) (ESI, APCI, APPI) *  Manyetik secici
. Direk iyonizagygn * Yumusak lazer *  FElektrik SE(;'ICi/
+  Direk giris probu desorpsiyon (MALDI, Cift odaklama
SELDI, DIOS) * Tandem/ hibrit:
* FAB QqQ, TOF/TQF,
+ SIMS Q-TOF, QqLIT,
* Ambient iyonizasyon QIT-orbitrap

(DART, DESI, EESI)
* Enduktif Eglesmig Plazma
(IcP)

Sekil 2.5. Kutle Spektrometrisinin genel bilesenleri ve bu bilesenlerin gesitli ornekleri
[89].

2.3.1. lyonlastirma Teknikleri

Ornek girisinde gesitli sistemlerle getirilen drnek iyon kaynaklari sayesinde iyon
formuna dénustiriimektedir. fyon kaynaklar caligilacak érnegin tiriine ve analiz
amacina gore degismektedir. Molekulleri gaz iyonlarina donusturen ¢ok sayida yontem
vardir. Kutle spektrometresinde uygulanan bazi iyonlastirma kaynaklar ise ornegin

ugucu 6zelligine gore su sekilde siniflandiriimaktadir;
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Ucucu bilesikler icin:
e Elektron Bombardimanli iyonlastirici (E)

e Kimyasal Iyonlastirici (Cl): Pozitif kimyasal iyonlastirici (PCl), ve Negatif kimyasal
iyonlastirici (NCI) kaynaklar

Ucucu olmayan bilesikler igin:

e Hizl Atom Bombardimani (FAB); Atmosferik Basing iyonlastiricisi (API); MALDI

(Matriks destekli Lazer desorpsiyon/iyonizasyon), ESI ( elektrosprey iyonlagtirmali)

Baska bir gruplandirma teknigi olarak iyon kaynaklarinin 6rnegi parcalayarak sert bir
iyonlastirma ya da butin halde yumusak bir iyonlastirma yapmasina dayanmaktadir.
Sert iyonlagtirma teknigine dahil olan iyonlastiricilar genellikle 6rnegi kuguk
fragmentlerine kadar parcalarken, yumusak iyonlastirma teknigine dahil olan
iyonlastiricilar molekuli ya pargalamadan ya da ¢ok az pargalanmaya ugratarak

iyonlastiririar.
Bazi iyonlagtirma teknikleri incelenecek olursa;

Sert bir iyonizasyon teknigi olan Elektron bombardimanl iyonlastirma tekniginde
genellikle 107 torr gibi bir vakum degerinde calisilir. iyonlasma islemi 7-15 eV civari

elektron demeti enerjisi ile baslamaktadir.
M+e-—— M+ 2e
M molekult, M* 'da "molekuler iyon"u veya "ana iyon"u gosterir.

Elektron bombardimanli iyonlastirma tekniginde 7-70 eV arasi enerjide olanlar elektron
demetleri gaz fazinda olan érneklere ¢arparak onlardan elektron kopartarak ornekleri
iyon haline getirmektedir. iyon haline gelen érnek belirli bir elektrik alan altinda
hizlandirilarak kutle analizoriine dogru yonlendirilir. 7-70 eV arasindaki enerjiye sahip
elektron demetlerinin enerjisinin fazla olmasi 6rnek molekulleri ile elektronlarin
carpisma olasiliginin artmasi nedeniyle, daha fazla pargalanma iyonu olugsmaktadir
[90].

Kimyasal iyonlastirma (Cl) tekniginde ise; iki karsilikli delikte elektronlar ¢carpistirilir ve
carpisan bu elektronlar reaktif gazin da varliinda o6rnekle karsilasarak ornegi
iyonlastir. Bu yontemle iyonlastirma bolmesinde reaktif gazlar ile ylUksek enerijili

elektronlar karsilastinlir. Bu karsilasma sonucunda reaktif gaz iyonlarinin olusmasi
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saglanir. iyon haline gelen reaktif gazlarin érnek molekiilleri ile garpismasi sonucu
ornek molekuller iyonlasgtirilirlar. Bu yontemde molekulin dogrudan yuksek enerijili
elektronlar ile carpistirimasi yerine daha dusuk enerjili bir tur ile etkinlestirilerek

genelde az pargalanmaya ugrayan molekdler iyonlarin olusturulmasi saglanir [91].

Bu iki sert iyonlastirma teknigi gibi Alan iyonlagtirma, Hizli atom bombardimani ve
ikincil iyon teknigi gibi teknikler genel olarak 1000 Da’ dan daha dusuk molekul

agirhgina sahip gaz fazina bozunmadan gegebilen 6rnekler igin uygundur.

1000 Da’ dan blytk gaz fazinda isisal olarak kararsiz ve yeterli buhar basincina sahip
olmayan yapllar igin sert iyonlastirma teknigi; bu teknikte fragmentlerine ayrilip bitin
halde iyonlastiriima guc¢luginden dolayr uygun dedgildir. Biyomolekll gibi 6zellikle
blyuk yapilar igin daha yumusak, daha az enerjili, iyonlastirma teknikleri gelistiriimistir.
Bu iyonlagtirma  tekniklerinden en yaygin  olani Matriks  Yardimh
desorpsiyon/iyonizasyon (MALDI) teknidi ve Elektrosprey iyonlastirma (ESI) teknigidir.
K. Tanaka ve F. Hillencamp 1987 yilinda MALDI'yi kesfetmislerdir ve 2002 yilinda bu
kesif Koichi Tanaka’ya Nobel odulunt kazandirmigtir. Ayni sekilde 1980 lerde

“elektrosprey iyonlastirma teknigi’ni gelistirdigi icin 2002 yilinda John Bennett Fenn

Nobel bilim éduline layik gértlmustar.
2.3.1.1. Matriks Yardimli Lazer Desorpsiyon/iyonlastirma

Ucucu olmayan ve termal agidan kararh olan; protein, oligonukleotit, sentetik polimer
ve inorganik yapilarin analizi igin oldukga onemli olan MALDI sisteminde hem
desorpsiyon hem de iyonlastirma basamagi mevcuttur [92]. Matriks olarak adlandirilan
zayIf asidik Ozellikte olan klguk organik molekll ¢ozeltileri lazer enerjisini gugli
absorplama yetenegine sahiptir. Matriks ¢ozeltileri 6rnekle matriks orani fazla olacak
sekilde belirli oranlarda karigtirilir ve bu karisim ‘plate’ adi verilen metal bir 6rnek tutucu
Uzerinde karisim hacmi 1-3 uL olacak sekilde uygulanir [93]. Bu islem sonrasinda
analiz edilecek 6rnek matriks molekulleri arasinda dagilmis ve birbirinden uzaklasmig
olmaktadirlar [92].
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Sekil 2.6. MALDI cihazinin genel gérunumu ve iyonlastirma basamaginin
sematik gosterimi.

Kuruyan ornek-matriks karigsimina belirli bir vakum ortaminda lazer pulslari
yollanmaktadir. Lazer pulslarinin sahip olduklar enerjinin bir kismi 6rnegin
iyonlagmasi icin kullanilirken kalan enerji matriks tarafindan absorplanmaktadir [93].
iyonlasma basamagi tam olarak agiklanamamakla birlikte matriksin zayif asit dzelligi
sayesinde H* kazanan analitin lazer pulslarinin enerjisi ile kati fazindan gaz fazina
gectigi varsayllmaktadir [94]. Gaz fazinda iyon haline gelen analit, 6rnek tutucunun
voltaji ile grid adi verilen kapilarin voltajinin farkindan dolayr vakum altinda kuitle

analizorune transfer edilir.

MALDI sisteminde analit matriks ile belirli oranlarda karistirildigr igin analitin

Obeklesmesi engellenerek butun ve tek halinde iyonlasmasi saglanir.
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Ayrica matriksin lazer enerjisinin bir kismini absorplamasi sayesinde analit asiri
miktarda enerjiyle pargalanmadan butun halinde iyonlagsmasi saglanmaktadir. Analitin
etkili bir sekilde iyonlagsmasi agisindan matriks segimi olduk¢a 6nemlidir [95]. Genel
olarak bir MALDI matriksi lazer enerjisine karsi kuvvetli absorbans, analite uygun
¢ozuculerde ¢ozuUnebilme ve analitle kimyasal reaksiyona girmeden sadece
iyonlastirma gibi 6zelliklere sahip olmalidir. MALDI ¢ok ¢esitli molekdller igin gok uygun
bir yontem olmakla birlikte analit turlerinin uygun iyonlagmasi icin ¢esitli matriksler
belirlenmistir. Genel hatlariyla gesitli analitler icin uygun matriksler Cizelge 2.2. de
siniflandiriimis olup peptitler ve proteinler icin en yaygin olarak bilinen 2,5-
dihidroksibenzoik asit [96], a-siyano-4-hidroksisinamik asit [97] ve sinapinik asit [98]

matriksleridir.

2.3.1.2. Elektrosprey iyonlastirma

Bir diger yumusak iyonlastirma teknigi olan Elektosprey iyonlastirma tekniginde
protein, polimer, biyopolimer gibi blyuk makromolekillerin pargalanmadan batin
halinde iyonlagsmasi saglanmaktadir. Molekullerin ¢ozelti igcinde sahip olduklari ¢oklu
iyonik formlarini gérmemizi saglayan bu sistem genel olarak; yukli damlacik
olusturma, c¢ozeltinin uzaklastiriimasi, érneklerin iyonik formda gaz haline gegmesi

olarak basamaklara ayrilabilir [99].

33



Analit Matriks Kisaltma

Peptitler/Proteinler a-Siyano-4-hidroksisinamik asit CHCA
2,5-Dihidroksibenzoik asit DHB
Sinapinik asit SA

Oligonukleotitler Trihidroksiasetofenon THAP
3-Hidroksipikolinik asit HPA

Karbonhidratlar 2,5-Dihidroksibenzoik asit DHB

a-Siyano-4-hidroksisinamik asit CHCA

Sentetik Polimerler Trans-3-indolakrilik asit IAA
Ditranol DIT
2,5-Dihidroksibenzoik asit DHB

Organik Molekdiller 2,5-Dihidroksibenzoik asit DHB

inorganik Molekiiller Trans-2-(3-(4-ter-butilfenil)-2- DCTB

metil-2-propeniliden) malononitril

Lipitler Ditranol DIT

Cizelge 2.2. Farkl analitler igin kullanilan gesitli MALDI matriksleri ve bu matrikslerin
kisaltmalari [100].
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Sekil 2.7. Elektrosprey iyonlastiricisinda analitin iyonlastiriimasinin sematik gosterimi
[101].

Sivi halde bulunan érnek akis hizi 1-10 yL olacak sekilde pompalanir. “Nebulizer” adi
verilen igne uclu bir kapiler yardimiyla puskurtultr. Bu kapilerin u¢ kismina uygulanan
3-5 kV arasindaki elektrik alan etkisiyle 6rnek puskurtilme sirasinda yUkli hale
getiriimektedir [102]. PUskurtilme sonucunda 6rnek ve ¢ozelti damlaciklari olusur.
Cozelti damlaciklarinin uzaklagmasi icin ya kurutucu gaz génderilmektedir ya da i1sitma
islemi uygulanmaktadir. Kurutucu gazlarla karsilasan ¢ozelti damlaciklari kururken
orneginde iginde bulundugu damlaciklarda bu gazin etkisiyle kugulmektedir. Bu
ki¢culmeyle yUkli halde olan 6rnek molekulleri birbirini iterek “Kolombik patlama”
denilen etkiye sebep olmaktadirlar [103]. Bu patlama ile sivi halde iyonik formda olan
molekulller gaz fazina ge¢mis olmaktadirlar. Gaz fazina gegen iyonlar ise vakum

altinda kutle analizorine dogru ilerletiimektedir.

Orneklerin goklu yUklerini koruyarak bitin halinde iyonlasmasi ESI'nin en blylk
avantajidir. Bu 6zelligi sayesinde 0zellikle biyomolekullerin yapilari hakkinda birgok

aydinlatici calismada kullanilaniimaktadir [78] [80].
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2.3.2. Kiitle ayiricilari

Katle ayiricilari olusan iyonlarin kutlelerine gore ayirimasi agisindan oldukga 6nemlidir.
Bir kitle ayiricisinin; katle arahgi limiti, analiz hizi, gegirgenligi, katle dogrulugu ve
birbiri arasinda ¢ok klguk kutle/ylk (m/z) orani olan iki iyon ayirarak fakli sinyaller
verme gucl yuksek olmasi beklenir. Molekillerin kutle/yik oranlarina goére
ayrilmasinda temel ilke iyonlarin yUklerine gore elektik alandan veya manyetik alandan
etkilenerek kutlelerinin de etkisiyle hizlanmasi ya da yavaglamasidir. 1953 yilinda ilk
kUtle spektrometresi olan kuadropol iyon trap (QIT) kesfedildikten 40 yil sonra
kullanilmaya baslanmis ve katkilarindan dolayr 1984 yilinda Wolfgang Paul, Nobel
0duld kazanmistir. Kuadrapol iyon trap’in kullanimiyla birlikte gesitli kitle analizorleri
gelismeye baslamistir. GinUmuzde ayirma prensibi farkli olan Manyetik alan, Elektrik

alan, dort kutuplu ve ugus zamanli gibi birgok kutle analizori mevcuttur.

En eski kutle ayiricilarindan olan Elektriksel alanli ayiricilar ve Manyetik alanli
ayiricilarda; iyon kaynaginda iyonlagsan 6rnek molekulleri yaklagik ayni hizda kutle
analizérine girmektedirler. Kutle analizérinin sahip oldugu elektrik alanli ya da
manyetik alanli dairesel yolda merkezka¢ kuvvetine maruz kalirlar. Bu yoldaki
merkezkag kuvveti iyon yonine dik olacak sekilde uygulanan manyetik ya da elektrik
alanla dengelenmektedir. Bu denge sayesinde dairesel yolun sonunda iyonlar
kutle/yUk oranlarina gore ayriimisg olmaktadir. Ancak bu ayirma buyuk yapilar igin

yuksek hassasiyette bir ayirma olmamaktadir [91].

iyon tuzakh kiitle ayiricisinda ise temel mantik; iyonlari tuzakli bir bélmede tutarak
zamana gore ayirim saglamaktir. Bu ayiricida Ug adet elektrot tarafindan olusturulan
bir elektrik alan vardir. Bu elektrik alan zamanla degismektedir. Bu degisime bagli
olarak iyonlarin da hareketi degismektedir. iyonlar radyo frekansinin degismesi ile
farkli zamanlarda bu degisen elektik alan bélmesinden cikmaktadirlar. Kuatle/yik
oranlarina gore farkli zamanlarda bu alandan ¢ikan iyonlar detektore farkli zamanlarda

vardiklari igin ayrim saglanmig olmaktadir.

Elektrik alanli, iyon tuzakh kutle ayiricilari hala kullaniimakla birlikte daha hassas daha
iyi ayiricilik saglayan kuadrapol ve ugus zamanl kutle ayiricilari daha ¢ok tercih

edilmektedir.
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2.3.2.1. Kuadrupol Kiitle ayiricisi (Q)

1953 yilinda Bonn Universitesinde Paul ve Steinwegen [91] tarafindan temel
prensipleri agiklanan Kuadrupol kutle ayiricisi dairesel ya da hiperbolik dort metal
cubuktan olusmaktadir [104]. Bu metal gubuklar birbirine paralel halde konumlandirilip
bu konumlanma sayesinde olusturulan elektriksel alan sayesinde iyonlarin ayrimi
saglanmaktadir. lyon kaynaginda olusturulan iyonlar kuadrapol ayiricisinin metal
cubuklari arasindaki bosluga girdigi zaman; bu dort metal gubuda uygulanan
potansiyelin zamana bagl olarak degismesi ile iyonlar salinim hareketi yaparak bu
boslukta ilerlemektedir. Belirli bir vakum degerinde; kutle/yik oranlarina gére bu
dedisen potansiyelden fakli oranda etkilenen iyonlarin bu sayede ayrimi
saglanmaktadir. Metal cubuklara uygulanan voltaj farki degistirilerek istenmeyen

iyonlarin dairesel bosluktan c¢ikarak detektdre ulasmasi engellenebilmektedir [105].

/ Rezonans oIan\

’ iyonlar

\
K
lyon halindeki Rezonans
molekiiller olamayan
Anlik olarak pozitif ve negatif iyonlar

voltaj uygulanan roddlar

- y

Sekil 2.8. Kuadrupol kitle ayiricisinin sematik gésterimi.

2.3.2.2. Ugus Zamanh Kutle Ayiricisi (TOF)

1946 yilinda Stephens tarafindan acgiklanan ardindan 1955 yilinda dogrusal olarak
dizayn edilen TOF kitle analizéri; vakum ortaminda iyonlarin sahip olduklari kinetik
eneji ile uzun bir yol boyunca ktle/yiik oranina gére ayriimasi saglanmaktadir. iyon
kaynaginda olusturulan iyonlarin ugus zamanh kutle ayiricisina (Time of flight)

gelmeden hemen once ¢esitli kapilarda uygulanan yaklasik 30 ev degerindeki voltajlar
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ve elektrik alan yardimiyla ayni kinetik enerjiye sahip olmasi saglanmaktadir. Ayni
kinetik enerjiye sahip olan iyonlar temel kinetik enerji formuline gore kutleleri farkh

olanlar farkli hizda olmaktadir.

E=1/, mv? =zeV Esitlik 3.1
v=1L/ Esitlik 3.2
2

mo Esitlik 3.3

z L
m= jyonun kditlesi v = jyonun hizi
Z= jyonun ylkui V= elektrik alanin gerilimi
L= tdpdn igindeki serbest yol uzunlugu t= ugus zamani

Esitlik 3.1. deki v Esitlik 3.2. de yerine yazilirsa Esitlik 3.3. elde edilir. Bu esitlikte de

kutle/yUk oraninin ugus suresinin karesiyle dogru orantili oldugu gértulmektedir.

Esitlik 3.1. deki temel kinetik enerji formuline gére ayni enerjiye sahip olan kigik
molekiller buyiuk molekillere gore daha fazla hiz kazanmaktadir. Esitlik 3.2. ye gore
ayni mesafede daha hizli iyonlar daha az ugus zamanina sahip olmaktadir. Bu teorik
verilere gore de daha kuguk kutle/ylk oranina sahip olan iyonlar buyuk iyonlara gore

daha ¢abuk detektore varmaktadirlar.

( Hizlandiricialan \

/
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R TR T e v
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\ cemberi /

Sekil 2.9. Ugus zamanl kitle ayiricisinin sematik goésterimi (time
of flight )
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Teorik olarak ugus zamanl kutle analizérleri; MALDI gibi uygun yumusak iyonlastirma
teknikleri ile birlikte kullanildiginda kutle siniri olmamaktadir. MALDI-TOF ile 66 kDa
kitlede analiz érnekleri mevcut oldugu gibi 200 kDa kutlede de analiz o6rnekleri
literatiirde mevcuttur [106,107]. Katle sinirinin olmamasinin yaninda; verileri gok hizli
kaydedebilmesi, duyarhligi ylksek olmasi gibi avantajlari sayesinde birgok alanda

calisma icin oldukca kullanislidir.

2.3.3. Biyomolekiil galigmalarinda Kiitle spektrometrisi

Yapinin molekul agirhdr hakkinda kesin bilgi veren nadir sistemlerden olan kutle
spektrometrisi sayesinde Ornegin yapisal analizinde oldukg¢a kolaylik sagladigi igin
glinumuzde biyolojik 6érnek analizlerinde en ¢ok kullanilan cihazlardan biri olmustur.
Sert iyonlagsma teknikleri olan elektron bombardimanli, kimyasal iyonlagsmali gibi eski
teknikler biyolojik ornekler gibi buyuk molekullerin gaz fazina gecirilemedigi ve
ornekleri butun halinde iyonlastiramadigi igin kullanim alani oldukga kisithdir [108].
Ucgucu olmayan biyomolekullerin analizi 1974 yilinda plazma desorpsiyonu ve 1984
yilinda lazer desorpsiyonu yontemlerinin gelismesi ile hiz kazanmistir [109]. Ancak
yuksek katleli tek yuUklG iyon olusturma zorlugu bu iyonlastirma teknikleri ile de
asilamadigi icin ¢cok fazla ilerleme saglanamamigtir. Elektosprey iyonlasma teknigi
(ESI) ve Matriks destekli lazer desorpsiyon/iyonlasma teknikleri ile biyolojik érnekler

icin kutle spektrometrisi oldukga yaygin bir sekilde kullaniimaya baglanmistir.

Bugun lipitler ve fosfolipitler [110], peptitler ve proteinler [111], karbonhidratlar [112],
oligonukleatitler [113] icin kilometre tasi olan birgok bilgi kitle spektrometresi ile elde

edilmigtir.

Tampon ya da tuz c¢ozeltilerinden gelen ylksek derisimdeki kirlenmeleri giderme
konusunda da Ustunlukleri sayesinde biyolojik érneklerin molekul agirliklarinin tayini
disinda cesitli dnemli c¢alismalarda da kutle spektrometrisinden faydalaniimistir.
Proteomiks gibi olduk¢ca ses getiren calismalarda kullanilan katle spektrometrisi;
proteinlerin dizilim c¢alismalarinda [85], proteinlerin U¢ boyutlu yapilari hakkinda ve
proteinlerin aktiflesmek i¢in ugradiklan glikolizasyon, karboksilasyon, asetilasyon, gibi
kovalent bagdlarla ilgili calismalarin [114] yaninda kovalent olmayan etkilesim

¢alismalarinda da kullanilir [115]. Yukarida agiklanan ve daha baska birgok ¢alisma
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icin MALDI ve ESI yontemi sayesinde femtomol ile pikomol gibi ¢gok digsuk miktarlarda

nicel analiz imkani bulunmaktadir [116].

Ozellikle MALDI-TOF-MS cihazinin yiiksek kitle ayiriciigi, yiiksek hassasiyet ve
yuksek hiz ve kolay kullanimi gibi avantajlari protein ve peptit hedeflerinin analizinde
yeni bir yaklasim olugsmustur [7]. MALDI-TOF-MS sistemi klasik protein belirleme
yontemlerinden ELISA gibi bircok yonteme gore Ustun ozellikler gostermektedir. Bu

ustunlukler asagidaki gibi verilmektedir;
1) MS ve MS/MS analizleri sayesinde antijenler bulunabilir.

2) Antijenin protein bolgelerin gesitli izoformlari ve post transasyonel modifikasyonlari
MALDI-TOF-MS ile ayirt edilebilir.

3) MS cihazi ¢oklu deney imkani ve yuksek veri imkani sayesinde yuzlerce molekulu

ayni anda simule edilebilir.

4) ELISA yénteminde yakalanan hedef protein ile birlikte onu yakalayan antikor da bir
0zgun enzimle pargalanmaya ugratilarak peptit hedeflerinin analizi ve epitop igceren
peptitlerin analizleri olduk¢a zordur [117]. Bazi gruplar hedef proteini belirlemek ve
miktar 6lgmek icin klasik yontemlerle c¢esitli calismalar yapmiglardi. Gruplarin analizleri
dogru cikmasina ragmen uygulama oldukc¢a limitli olmustur. Ancak peptit analizi
MALDI-TOF-MS ile yuksek ayiricilik kullanimi sayesinde daha hassas elde
edilebilmektedir [7].

Aptamerlerin yapi analizleri igin ¢ok cesitli yontemler mevcuttur. X isinlari, NUkleer
Manyetik Rezonans (NMR) gibi ¢ok yaygin tekniklerin yaninda Ylzey Plazmon
Rezonans (SPR), Kuarts Kristal Mikroteraziler (QCM) gibi yontemlerde aptamer
yapilarinin analizleri ve aptamer protein etkilesimi c¢alismalarinda kullanilan
yontemlerdir. Ancak bu ydntemlerin de bazi sakincilari vardir. Ornegin; X iginlari
kromatografisi bazi aptamer-protein etkilesimini agiklama konusunda oldukga basaril
sonuglar vermektedir. Ancak bu basari sadece saf ve homojen kristal olusturabilen
yaplilarla sinirhdir [15]. Nukleer Manyetik Rezonans cihazi da aptamer-protein yapilari
hakkinda detayl bilgi saglamaktadir, ancak ¢ok fazla malzeme, uzun 6lgiim stresi bu
yontemin dezavantajidir [118]. Bu yuzden aptamer-protein etkilesiminde MALDI-MS,
ESI-MS gibi isaretlemesiz, hassas, glvenilir bir metot oldukga degerlidir. Yumusak
iyonlagtirma teknigi ile proteini ve aptameri pargalamadan analiz etme imkani

saglanirken uygun kosullar altinda aptamer-protein kompleksinin analizi de mumkuin
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olmaktadir. Ozellikle ESI sayesinde molekiillerin ¢dzelti fazinda sahip oldukar! yiikleri
belirleme imkani ile biyolojik ortamda aptamer yapisinin konformasyonuna ve

aptamer-protein yapisinin konformasyonuna dayali ¢alismalar mevcuttur [15].

MALDI-TOF-MS tekniginin yumusak iyonlastirma &6zelligi, saf kristal yapiya ihtiyag
duymadan analiz imkani diger bir deyisle matriks tolere avantaji ve yaklagik olarak 5
ML gibi ¢ok dlsuk numune ihtiyaci da MALDI-TOF-MS’in aptamer-IFN-y ve aptamer-
VEGEF etkilesim ¢alismalarinda diger tekniklerin dntine gegirmigtir. Bu avantajlarin yani
sira analiz suresinin oldukga kisa olmasi da MALDI-TOF-MS’in diger bir tercih
sebebidir. Bu nedenle, bircok hastalik icin belirtegc gorevi goren IFN-y ve VEGF
proteinlerinin aptamer gibi 6zel bir yapi ile zenginlestiriimesinin ardindan MALDI-MS in
diger yontemlere gore avantajlarindan faydalanilarak yeni bir zenginlestirme yontemi
olusturulmustur. Bu calisma ile aptamerler ile gergeklestirilen IFN-y ve VEGF gibi
biyolojik fonksiyonu olduk¢ga énemli olan biyomolekull yapilari ve onlarin kovalent
olmayan komplekslerinin belirlenmesi etkilesim tur, yer ve sitokiyometrelerinin
belirlenmesi ve bunlara dayanilarak 6zgunlik ve zenginlestirme c¢alismalarinda

MALDI-TOF-MS kullaniimis ve elde edilen sonuglar degerlendirilmistir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Kimyasallar

Deneylerde kullanilan IFN-y proteini ve Vaskuler Endotel Bliyume faktorla proteini
Sigma  Aldrich (Amerika) den  alinmistir. IFN-y  aptameri  5'-
[ThiC6]JAAAAAAGGGGTTGGTTGTGTTGGGTGTTGTGTCCAACCCC-3  dizilimine
sahip olup Sigma Aldrich (Amerika)'den satin alinmistir. VEGF aptameri 5-[ThiC6]
AAAAAACCG GUA GUC GCA UGG CCC AUC GCG CCC GGA AAA AAAA-3
diziliminde olup Sigma Aldrich (Amerika) den satin alinmistir. Kati yuzey olarak
kullanilan Hekzametilendiamin (HMDA)’ in epoksi gruplari Gzerinden kovalent olarak
bagh bulundugu poli(glisidilmetakrilat-ko-etilen glikol dimetakrilat),
(poly(GMA/EGDMA)) mikrokureleri Gazi Universitesi Ogretim Uyesi Prof. Dr. M. Yakup
Arica’dan hediye olarak alinmistir. Capraz baglayici olarak kullanilan Siksinimidil-4-
(N-maleimidometil) siklohekzan-1-karboksilat (Sulfo-SMCC) Thermo Scientific

(Amerika) dan temin edilmistir.

Karigim deneylerinde kullanilan lizozim, sitokrom C proteinleri ve enzimatik parcalama
islemi sirasinda kullanilan tripsin (sidir pankreasindan), ditiyotreitol (DTT),
iyodoasetamid (IAA) Sigma Aldrich (Amerika) den satin alinmistir. Deneylerde ¢ozucu
olarak kullanilan asetonitril (ACN), triflorasetikasit (TFA),
Tris(hidroksimetil)aminometan (Tris-HCI), hidroklorik asit (HCI)  Sigma Aldrich
(Amerika) ten temin edilmistir. Deneylerde 18.2 M.Q.cm direncine sahip deiyonize su
kullaniimigtir (Puris Expe-Ultrapure Water System, Mirae St co. Ltd. Kore). Kan plazma
deneylerinde ticari olarak satillan insan plazmasi kullaniimistir ve Sigma Aldrich

(Amerika) ten temin edilmistir.

MALDI kutle spektrometresi 6rnek hazirlama sirasinda kullanilan a-siyano-4-
hidroksisinamik asit (CHCA), 2-5 dihidroksibenzoik asit (DHB), sinapinik asit (SA), 6-
aza-2-tiyotiyamin (ATT), 2'4'.6'-Trihidroksiasetofenon monohidrat (THAP), 3-
hidroksipikolinik asit (3HPA) matriksleri Fluka (Buchs, isvigre) den temin edilmistir.
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3.2. Kullanilan Cihazlar

Deneyler sirasinda deney ortami olan ependorflara uygun mikro pH metre olan Metter
Toledo-Seven Multi pH metre (Metter Toledo, Isveg) cihazi ile pH kontrolu

saglanmigtir.

Polimer yluzeye capraz baglayici, aptamer ve protein ilaveleri sirasinda karistirma

islemlerinde vorteks cihazi olarak Heidolph-reax Cotrol Vortex (Almanya) kullaniimistir.

Baglanmayan aptamerin ve proteinin uzaklastiriima iglemleri sirasinda MPW Yuksek

Hizli Firgasiz Santrifij (MPW Medical Instruments, Cin) cihazi kullaniimistir.

Seyreltik ortamdan zenginlestirilen proteinlerin enzimatik parcalama sonrasi olusan
peptitlerine Voyager-DE™ PRO MALDI-ugus zamanl kiitle Spektrometresi (Applied
Biosystems, Amerika) cihazi ile analiz edilmistir. MALDI de kullanilan azot lazeri dalga
boyu 337 nm de olup lazer siddeti analiz sirasinda manuel olarak degistirilmistir. Lazer
etkisi ile olusan iyonlar 5x10® torr vakum ortaminda yaklasik 20 kV hizlandirma
potansiyeline maruz kalmaktadirlar. Kutle spektrumlari 100-150 lazer vurusu
sonucunda toplanmis ve lineer mod da alinmistir. Anjiotensin peptidi kullanilarak gesitli

kalibrasyon islemleri ile kutle kalibrasyonu yapilimigtir.
3.3. MALDI matrikslerinin hazirlanigi

Analiz edilecek ornekler gesitli matrikslerle, matriks orani fazla olacak sekilde,1:5, 1:10
veya ‘onspot’ (6rnegin eklendigi yuzey olan ‘plate’ adi verilen érnek tutucu Uzerinde
1:1 oraninda birbiri Uzerine uygulanmasi) karistirimistir. Hazirlanan matriksler

deneylere 6zgu taze olarak hazirlanmigtir.

e DHB matriksi; Derisimi 10 mg/mL DHB olacak sekilde % 50 asetonitril (ACN),

% 50 su, % 0.1 TFA ¢ozuculeri ile hazirlanmigtir.

e DHB 2 matriksi; Derisimi 10 mg/mL DHB olacak sekilde deiyonize su ile

hazirlanmistir.

e 3HPA matriksi; Derigsimi 50 mg/mL 3HPA olacak sekilde % 50 asetonitril
(ACN), % 50 su c¢ozuculeri ile hazirlanan ¢ozelti ile derisimi 50 mg/mL di
amonyum sitrat olacak sekilde hazirlanan ¢ozeltinin  9:1  oraninda

karigtinimasi ile hazirlanmigtir.
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e THAP matriksi; Derisimi 10 mg/mL THAP olacak sekilde % 50 asetonitril
(ACN), % 50 su c¢ozicluleri ile hazirlanan ¢ozelti ile derisimi 50 mg/mL di
amonyum sitrat olacak sekilde hazirlanan ¢ozeltinin  9:1 oraninda

karigtiriimasi ile hazirlanmigtir.

e ATT matriksi; Derigsimi 10 mg/mL 6-azo-2-tiyotimin olacak sekilde % 50

asetonitril (ACN), % 50 amonyum sitrat ¢ozeltisi (20 mM lik) ile hazirlanmigtir.

e CHCA matriksi; Derisimi 10 mg/mL CHCA olacak sekilde % 50 asetonitril
(ACN), % 50 su, % 0,1 TFA ¢dzlculeri ile hazirlanmistir.

3.4. IFN-y proteini, IFN-y aptameri, VEGF proteini ve VEGF aptamerinin
MALDI-MS ile analizleri

IFN-y aptameri ve VEGF aptamer ¢odzeltileri derisimi 70 pmol/uL olacak sekilde
hazirlanmistir. IFN-y proteini stok c¢ozelti derisimi 262 pmol/uL olacak sekilde
hazirlanirken VEGF proteini stok c¢ozeltisi derisimi 2 pmol/yL olacak sekilde
hazirlanmistir. Aptamerler ve proteinlerin en iyi kutle spektrumunu almak igin stok

cozeltilerden ornekler alinarak gesitli matrikslerle karistiriimigtir.
3.5. Deney ortami ve pH ayarlanmasi

Aptamerler ilgili literatlr bilgilerinde aptamer yapisinin fizyolojik pH olan 7 civarinda
optimum calisma gosterdigi mevcuttur [119]. Bu pH kosulunu saglamak igin ¢capraz
baglayici ekleme sirasinda hazirlanan 1 mM lik tris-HCI tamponu eklenmistir. Ortamin
pH’ siI ¢apraz baglayicinin da optimum ¢alisma pH’ si olan 7 civarinda tutulmasi
saglanmistir. Fazla ¢apraz baglayici, aptamer, proteini uzaklastirmak igin yapilan
yikama islemleri sirasinda da 100 mM lik Tris-HCI tamponu kullaniimistir. Deney
sirasinda surekli olarak pH kontrolu yapilip deney ortaminin pH’ inin degismemesi

saglanmistir.
3.6. Polimerik yuzeye ¢apraz baglayici baglanmasi

Aptamerin baglanacagi uygun ortami olusturmak igin oncelikle hekzametilen diamin

fonksiyonel gruplu polmerik kireler 10 mg kadar tartiip pH 7.2-7.7 arasinda olan 1M

tris-HCI tamponundan 100 pL kadar eklenerek Sulfo-SMCC c¢apraz baglayicisinin

baglanmasi igin uygun ortam olusturulmustur. Daha sonra 2 mg/ yL Suilfo-SMCC

capraz bagdlayicisindan 200 pL eklenerek 2 saat boyunca oda kosullarinda
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karistirilarak amin yapilarinin gapraz baglayici ile kovalent bag yapmasi saglanmistir
(Sekil 3.1.).

SULFO-SMCC
(o] =
NH : N
O
@)
SH—+4— APTAMER
S——4— APTAMER

COryoX

Sekil 3.1. Capraz baglayici ve aptamerin polimerik ylizeye baglanmasinin
sematik gosterimi.

3.7. Aptamerin ¢apraz baglayiciya baglanmasi

Baglanmayan fazla ¢apraz baglayicinin 100 mM lk tris-HCI tamponu ile birka¢ defa
yikama yapilarak uzaklastirilmasinin ardindan ytzeye 7.0 pmol/ yL 100 yL aptamer
eklenmektedir. Bu sayede bir ucundaki stlfat grubu ile polimerik ylizeye kovalent
baglanan capraz baglayici, diger ucundaki pirol yapisindaki ¢ift bag acgilarak aptamer
yapisinin ucundaki tiyol (-SH) grubu ile kovalent bag yaparak aptamerin polimerik

yuzeye baglanmasi saglanmaktadir (Sekil 3.1.).

45



Eklenen aptamer oda kosullarinda iki saat boyunca dusik hizdaki vorteks yardimiyla
kanigtirllarak kovalent bag olusturacak fonksiyonel gruplarin uygun yonlenmesi

amaglanmistir.

3.8. Proteinlerin aptamer bagh polimerik ylizeyler yardimi ile

zenginlestirilmesi

Aptamerin karigtirma sonunda kovalent olarak c¢apraz baglayiciya baglanmasinin
ardindan baglanmayan fazla aptamer 100 mM Ilik tris-HCI tamponu ile birka¢ defa
yikama yapilarak uzaklastirilmistir. Yikama iglemlerinin ardindan aptamerin 6zgun
olarak baglanacagi protein g¢ozeltileri yuzeye eklenerek aptamer-protein etkilesimi
sayesinde proteinin tutulmasi amaglanmistir. Yuzeye eklenen cesitli derigsimlerdeki
yaklasik 100 uL civarindaki protein ¢ozeltisi uygun etkilesimi olabilmesi i¢in yaklagik
olarak 2 saat boyunca dusuk hizdaki vorteks yardimiyla karistirilmistir. Aptamerlerle
O0zgun etkilesen proteinlerin kovalent olmayan ikincil etkilesimlerle baglanmasinin
ardindan ortamdaki var olabilecek baglanmayan proteinleri uzaklastirmak i¢cin 100 mM
lik tris-HCI tamponu ile birka¢ defa yikama yapilmistir. Bu islem ile ¢ézelti ortaminda

analiz imkani zor olan proteinlerin daha derisik bir ortama alinmasi saglanmistir.

Tez kapsaminda zenginlestirilen IFN-y protein derisimleri; 7.0 pmol/ pL, 0.7 pmol/ L,
0.07 pmol/ uL, 0.007 pmol/ uL olup VEGF protein derisimleri 1.0 pmol/ uL, 0.2 pmol/
ML, 0.02 pmol/ pL, 0.002 pmol/ uL olarak secilmistir.

3.9. Baglanan proteinlerin enzimatik pargalanmasi

Gerekli yikamalarin ardindan ortama eklenen 10 yL 9 mM DTT (20 mM amonyum
bikarbonat ¢ozeltisinde) ¢ozeltisi ile 60°C de yarim saat su banyosunda bekletilerek
baglanan proteinin di sulfit baglarinin azaltiimasi amacglanmigtir [120]. Yarim saatlik
beklemenin ardindan 10 pL 20 mM IAA ¢ozeltisi (20 mM amonyum bikarbonat
¢Ozeltisinde) eklenerek yarim saat karanlik bir ortamda bekletilerek protein yapisindaki
histidin ve sistein aminoasitlerinin alkillenmesi saglanmistir [121]. Bekleme suresinin
ardindan proteinin lizin ve arginin aminoasitlerini karboksil uglarindan pargalamak igin
1mg/uL tripsin ¢ozeltisiden 3 uL eklenerek 37°C de su banyosunda enzimatik
parcalanma baglatilmistir. iki saat sonunda enzimatik parcalanma islemi 2 pL derigik
trifloroasetikasit (TFA) ile durdurulmustur. Protein parcalanmasi ile olusan peptit

parcalari uygun matrikslerle MALDI-MS cihazinda analiz edilmigtir.
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0.07 pmol/ L, 0.007 pmol/ uL, 0.02 pmol/ uL, 0.002 pmol/ pL, gibi ¢ok duslk protein

derigimleri igin DTT, iyodoasetamid, tripsin hacimleri yariya dusurtlmuastur.

3.10. Proteinlerin ¢6zelti ortaminda enzimatik pargalanmasi

Zenginlestirmenin sonuglarinin karsilastirilmasi igin tez kapsaminda calisilan IFN-y ve
VEGF proteinlerinin ¢esitli derisimlerinin oldugu c¢o6zeltiler higbir zenginlestirme
yapmadan enzimatik pargalanmaya ugratilmistir. Bu parcalama isleminde c¢aligilan
cesitli derigsimlerdeki 100 uL protein ¢ozeltilerine 10 yL 9 mM DTT (20 mM amonyum
bikarbonat ¢ozeltisinde) ¢ozeltisi ile 60°C de yarim saat su banyosunda bekletilmistir.
Yarim saatlik beklemenin ardindan 10 uyL 20 mM IAA ¢ozeltisi (20 mM amonyum
bikarbonat ¢dzeltisinde) eklenerek yarim saat karanlik bir ortamda bekletilmigtir.
Bekleme suresinin ardindan 1mg/uL tripsin ¢ozeltisinden 3 pL eklenerek 37°C de su
banyosunda enzimatik pargalanma baslatimistir. iki saat sonunda enzimatik
parcalanma islemi 2 uL TFA ile durdurulmustur. Protein par¢calanmasi ile olugsan peptit

parcalari uygun matrikslerle MALDI-MS cihazinda analiz edilmisgtir.
3.11. Karisim ortaminda IFN-y ve VEGF proteinlerinin zenginlestiriimesi

Karisim ortaminda aptamerin hedef protein ile 6zgln olarak etkilestigini incelemek
acisindan yapilan deneylerde, polimerik yuzeye baglanan c¢apraz baglayici ve 7.0
pmol/uL derisimdeki aptamer c¢ozeltisinden 100 pL eklendikten sonra 50 yL 7.0
pmol/uL Lizozim, 50 pyL 7.0 pmol/uL Sitokrom C, 200 yL 7.0 pmol/uL IFN-y" nin
karistirlimasi ile olusturulan ¢ozelti ylizeye eklenmistir. Bekleme suresinin ardindan
100 pL 100 mM tris-HCI tamponu ile ylkama yapilip enzimatik parcalama
gerceklestiriimigtir. Ayni protein ¢ozeltisi higbir zenginlestirme igslemi yapmadan
enzimatik parcalamaya ugratilmistir. Ardindan daha dusik derisimlerdeki etkisi
incelenmek igin ayni deney islemi proteinlerin hacim miktarlari sirasi ile 25 uL, 25 L

ve 50 uL olacak sekilde kanigtirilip tekrarlanmistir.

VEGF proteinin karisim ortamindan 6zgun bir sekilde segilip analiz edilmesi igin
aptamer polimerik ylizeye baglandiktan sonra 5 yL 1.0 pmol/pL sitokrom C, 5 uL 1.0
pmol/uL lizozim, 10 yL 1.0 pmol/uL VEGF karistirilarak ylzeye eklenmistir. Ayni
protein ¢ozeltisi higbir zenginlestirme iglemi yapmadan enzimatik pargcalamaya

ugratilmistir. Ardindan daha dusuk derigimlerdeki etkisini incelemek igin ayni deney
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islemi proteinlerin hacim miktarlari sirasiile 10 yL, 10 uL, 2 pL olacak sekilde karistirilip

tekrarlanmigtir.
3.12. Kan plazma orneginde IFN-y ve VEGF protein zenginlestirmesi

Birgcok uygulama alani olan aptamerin insan kan érneginde hedef proteini ylksek
Ozgunlukte ayirt edebilme gucunu incelemek igin ticari olarak satin alinan insan kan
plazmasi ortaminda IFN-y ve VEGF proteinleri gesitli dersimlerde aptamer bagh
yuzeyle eklenerek zenginlestirme c¢aligmalari yapilmigtir. Bu ticari kan plazmasi 1 uL
de 70 nug toplam protein icermektedir. IFN-y deneyleri sirasinda bu kan plazmasindan
100 uL alinarak 7 mg’ lik protein karisimi elde edilmistir. Zenginlestirme isleminde 6nce
ticari olarak alinan kan plazmasinda BSA proteini 6zel bir kit yardimiyla
uzaklastirilmigtir. Ardindan, IFN-y aptameri baglanan yuzeye derigimi 20 pmol/uL IFN
olacak sekilde 100 uL kan plazmasi hazirlanmis ve eklenmistir. Bekleme suresinin
ardindan yikama islemleri ve enzimatik parcalama iglemleri yapilarak peptitler MALDI-
MS cihazinda analiz edilmistir. VEGF aptameri baglanan yuzeyde ise derisimi 1.0
pmol/uL VEGF olacak sekilde hazirlanan 50 uL kan plazmasinda zenginlestirme islemi

yapimigtir.
3.13. Peptit sinyallerinin artmasi igin ziptip islemi uygulanmasi

VEGEF protein ¢ozeltisinin hacminin az olmasi nedeni ile hacimler IFN-y proteinin deney
hacimlerinin yarisi kadar kullaniimistir. Ziptip isleminde enzimatik pargalama sonrasi
ortamda bulunan DTT, IAA ya da gesitli tuzlarin ortamdan uzaklagmasini saglayan c-
18 recinesinden olusan bir kit kullanilir. Bu kit sayesinde ortamdaki bu cesgitli
kimyasallar uzaklagacagi icin peptit sinyallerinin daha belirgin gozlenebilme ihtimali
vardir. Bu amacla VEGF peptitlerinin bulundugu ¢ozeltiye ziptip islemi uygulanmistir.
Bu igslemde hidratlama, yikama ve elisyon c¢ozeltisi olmak Uzere ug¢ g¢oOzelti
bulunmaktadir. Hidratlama ¢ozeltisi % 50 ACN, % 50 su, % 0,1 TFA dan olusurken;
yilkama ¢ozeltisi % 0,1 TFA sulu ¢dzeltisinden olusmaktadir. Elisyon ¢ozeltisi ise %
80 ACN, % 20 su, % 0.1 TFA dan olugsmaktadir. C18 ziptip ucu mikropipetlere takiimisg,
uc¢ kez 3 pL yikama ¢ozeltisinden gegirilmistir. Ardindan iki kez baglanma ¢ozeltisi
alinip ve ziptip uygulanacak ¢ézeltiden 10 puL alinmistir. Alp birakma iglemi birkag defa
tekrar edilmistir. Ardindan U¢ kez elusyon c¢oOzeltisi ile baglanan peptitler 3 uL ye
derigtirilir. Daha derigik ve tuzundan arindirildidi igin ¢dzeltide var olan peptit

sinyallerinde artis gdézlemlenmistir.
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4. SONUGLAR VE TARTISMA

4.1. IFN-y proteinin analizleri
4.1.1. IFN-y proteini ve IFN-y aptamerinin MALDI-MS ile analizleri

IFN-y proteini ve aptamerinin kutle spektrumlarini en iyi sekilde almak icin gesgitli MALDI
matriksleri ile analizler yapilmistir. iki mavi gizgi arasinda olan 17,000 Da civarinda

IFN-y proteinine ait ‘+1’ yUkli molekuler iyon sinyalinin([I+H]*) gelmesi beklenmektedir.

IFN-y proteini 3HPA, ATT, DHB, SA, THAP, DHB 2 matriksleri ile ince tabaka 6rnek
hazirlama metodu uygulanarak analiz edilmigstir (Sekil 4.1.). Analizler sonunda yaklasik
17 kDa molekul agirliginda olan IFN-y proteinin 3HPA matriksi ile uygun spektrumlar
alinamamasina ragmen, ATT, SA, DHB, THAP, DHB 2 matriksleri ile uygun
spektrumlar alinmistir. SA ile alinan spektrumda IFN-y proteinine ait ‘+1’ yUklG
molekdiler iyon sinyalinin yani sira dimer yapisi i¢in 34 kDa civarinda sinyali ([21+H]*)
ve IFN-y proteininin ‘+2 ‘ yUklG yani gift protonlanmis molekdler iyon sinyali ([I+2H]?*)
8.5 kDa civarinda gozlemlenmistir. DHB ve DHB 2 matrikslerinde de sinyallerin daha
yayllmis halde olmasina ragmen molekdler iyon sinyalinin ve ¢ift protonlanmis iyon

sinyalleri gdzlemlenebilmektedir.

IFN-y proteinine 6zel olarak sentezlenen aptamer ise DHB, ATT, SA, THAP, 3HPA
matriksleri ile ince tabaka 6rnek hazirlama metodu uygulanarak analiz edilmistir (Sekil
4.2.). Analizler sonucunda aptamer igin iki mavi ¢izgi arasinda goézlemlenmesi gereken
‘+1’ yUkl molekul iyon sinyalin([IA+H]*) degeri 12,638 Da olup SA matriksi ile alinan
kltle spekrumununda molekuler iyon sinyali gozlemlenmemesine ragmen, DHB, ATT,
SA, THAP matrikleri ile aptamere ait molekiler iyon sinyali 12.6 kDa civarinda
g6zlemlenmistir. THAP matriksi ile alinan kutle spektrumunda 6.3 kDa civarinda
molekiile ait ¢ift protonlanmig iyon sinyali ([IA+2H]?*) belirgin bir sekilde gozlenirken,
3HPA ve ATT matriksinde bu sinyalin siddeti zayiflamistir. Ayrica aptamerin dimerine
ait olan 25 kDa civarinda bulunan sinyal ([2IA+H]*) THAP, ATT, DHB gibi matriksler
yardimiyla gozlemlenebilirken aptamerin hem ¢ift protonlanmis hem de dimerinin

gozlenebildigi matriks THAP tir.
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Sekil 4.1. IFN-y protein ¢Ozeltisinin ¢esitli matrikslerde elde edilen pozitif modundaki
MALDI-TOF-MS spektrumlari. (A) SA matriksiile, (B) ATT matriksiile, (C) DHB matriksi
ile, (D) 3HPA matriksi ile, (E) THAP matriksi ile ve (F) DHB 2 matriksi ile IFN-y proteinin
MALDI-TOF-MS analizi.
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Sekil 4.2. IFN-y aptamer ¢ozeltisinin gesitli matrikslerde elde edilen pozitif modundaki
MALDI-TOF-MS spektrumlari. (A) THAP matriksi ile, (B) ATT matriksi ile, (C) SA
matriksi ile, (D) DHB matriksi ile ve (E) 3HPA matriksi ile IFN aptamerinin MALDI-TOF-

MS analizi.
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4.1.2. IFN-y aptamerinin ¢gapraz baglayiciya baglanmasi

Polimerik ylzeye ¢apraz baglayicinin baglanmasinin ve gerekli yikamalarin ardindan
eklenecek olan 100 yL 7.0 pmol/uL aptamer ¢ozeltisinin analizi yapilmistir. Aptamerin
yuzeye eklenmesinin ve bekleme suresinin ardindan polimerik kati ylizey Ustundeki
¢cozeltide aptamer varligi analiz edilmistir. Daha sonra yikama yapilarak var ise fazla
aptamerin uzaklastiriimasi saglanmistir. Yikama islemi 3 defa 1000 yL 100 mM tris-
HCI tamponu ile yapilmigtir. Son yikamanin ardindan yikama ¢ozeltisi ylzeyden
aptamer ayrilisinin kontroli amacgh analiz edilmigtir. Alinan kutle spektrumlari
incelendiginde; vyaklasik 12 kDa molekil agiriginda olan aptamerin ylzeye
eklenmeden onceki ¢oOzeltisinde aptamer varhgi belirgin oldugu tespit edilmigtir.
Yuzeye eklenen aptamer c¢oOzeltisinin bekleme suresinin sonundaki analizinde
aptamere ait molekuler iyon sinyalin buyik oranda siddetinin azaldigi gdzlemlenmisgtir.
Baglanma oOncesi ve sonrasi spektrumlar karsilastirildiginda ¢ozeltide aptamerin
yuzeye baglanmasi ile derigiminin buyuk miktarda azaldigini gdézlemlenmistir. Yikama
¢Ozeltisinin analizinde ise ortamda baglanmayan ya da ylkama tamponu ile gelen

aptamer varligi tespit edilememigtir. (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. (A) 7.0 pmol/uL IFN-y aptamer ¢ozeltisinin DHB matriksi ile elde edilen pozitif
iyon modundaki MALDI-TOF-MS spektrumu, (B) Aptamer ¢ozeltisi capraz baglayicili
yuzeye eklenip uygun bekleme suresinin ardindan ortamdaki ¢ozelti formunun DHB
matriksi ile elde edilen pozitif iyon modundaki MALDI-TOF-MS spektrumu ve (C)
Yikamalar sonrasi yikama c¢ozeltisinin DHB matriksi ile elde edilen pozitif iyon
modundaki MALDI-TOF-MS spektrumu.
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4.1.3. IFN-y proteinin ylizeye baglanan aptamerle etkilesimi

Polimerik yuzeydeki ¢capraz baglayiciya aptamer yapisinin baglanmasinin ve gerekli
yikamalarin ardindan eklenecek olan 100 pL ve 7.0 pmol/uL IFEN-y ¢ozeltisinin analizi
yapilmistir. YUzeye eklenen proteinin ¢ozeltisinin bekleme suresinin ardindan
polimerik kati yuzey ustundeki ¢ozeltide protein varligi analiz edilmigtir. Daha sonra
yikama yapilarak var ise fazla protein uzaklagsmasi saglanmistir. Yikama iglemi 3 defa
1000 pL 100 mM tris-HCI tamponu ile yapilmigtir. Son yikamanin ardindan yikama
¢cOzeltisi yuzeyden protein ayriliginin kontroli amacl analiz edilmigtir. Alinan kutle
spektrumlar incelendiginde yaklasik 17 kDa molekil agirliginda olan proteine ait
molekuler iyon sinyali ([I+H]*) ve 8,5 kDa civarinda olan cift protonlanmig molekuler
iyon sinyali ([I+2H]?*) ylzeye eklenmeden onceki cozeltisinde protein varligini
gOstermektedir. Bekleme suresinin sonunda yuzeyin Ustundeki ¢ozeltiye ait kutle
spektrumunda proteine ait olan sinyalin ¢ok buylk oranda siddetinin azaldigi
gozlemlenmistir. Baglanma 6ncesi ve sonrasi spektrumlar karsilastirildiginda
¢cOzeltideki protein yapisinin buylk oranda yuzeydeki aptamerle ikincil etkilesime
girdigi gorulmektedir. Yikama ¢ozeltisinin analizinde ise ortamda baglanmayan ya da

yikama tamponu ile gelen protein varli§i gézlemlenememistir (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. (A) 7.0 pmol/uL IFN-y protein ¢ozeltisinin DHB matriksi ile elde edilen pozitif
iyon modundaki MALDI-TOF-MS spektrumu, (B) IFN-y ¢ozeltisinin aptamer bagli
yuzeye eklenip beklemesinin ardindan ortamdaki ¢ozelti formunun DHB matriksi ile
elde edilen pozitif iyon modundaki MALDI-TOF-MS spektrumu ve (C) Yikamalar
sonrasl yikama ¢6zeltisinin DHB matriksi ile elde edilen pozitif iyon modundaki MALDI-

TOF-MS spektrumu.
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4.1.4. IFN-y -aptamer kompleksinin MALDI-MS ile analizi

Literatirde aptamer-protein kompleksinin MALDI-MS ile analizi igin genellikle asidik
olmayan pH 7 civarinda olan ATT gibi matriksler kullanilmaktadir [122, 123]. Aptamer-
IFN-y kompleksini analiz etmek i¢in 7.0 pmol/uL derisimindeki aptamer ¢ozeltisinden
50 pL eklenip 7.0 pmol/uL ¢ozeltisindeki IFN proteininden 50 L eklenmistir. Kompleks
olusumu igin 20 mM lik tris-HCI tamponu ortama eklenerek ortamin pH nin 7.4
civarinda olmasi saglanmigtir. Belirli bekleme suresinin ardindan literature uygun
olarak ATT matriksi kullanilarak yapilan analizlerde kompleks olusumu
gozlemlenememistir (Sekil 4.5.). IFN-y-aptamer kompleksi 30 kDa civarinda
gozlemlenmesi gerekmektedir. Ancak sadece ikincil etkilesimlerle birbirine bagl olan
aptamer ve protein, lazerin enerjisi ile ikincil etkilesimleri zayiflayarak gaz fazinda
ayrilmaktadir. Gaz fazina gegen aptamerin ‘+1’ yUklG sinyali ([IA+H]*) yaklasik 12.6
kDa gozlenirken ‘+2’ yUkla sinyali ([IA+2H]?*) ise 6,300 Da civarinda gézlemlenmistir.

Sekil 4.5.” de IFN aptamer-protein kompleksi civarinda gézlemlenememistir.

Literatirde yapilan kovalent olmayan etkilesimine dair ¢aligmalarda etkilesimi en iyi
sekilde gozlemlemek icin uM gibi ylksek derisimlerde calisiimistir [122, 123]. Tez
kapsamindaki gibi disuk derisimlerde aptamer- IFN- kompleksinin gézlemlenememesi

baglanan proteinin tripsin ile pargalanarak peptit fragmentlerinin analizine yoneltmistir.
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Sekil 4.5. IFN-y - aptamer kompleksinin pozitif iyon modunda alinmis MALDI-TOF-MS
ile analizi.
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4.1.5. Farkh derigimlerde IFN-y protein ¢ozeltilerinin enzimatik pargalanmasi ve

aptamer bagh yuzeylerde farkli derigsimlerde IFN-y proteini zenginlestirmesi

Sinyal siddetlerinde azalma olmasi ve ayiriciligin dusuk olmasi gibi birgcok zorluklar
proteinlerin batan halde analizinin yapilmasinda guglik ¢ikarmaktadir. Bu sorunlardan

kurtulmak igin zenginlestirme sonrasi enzimatik pargcalama ile olugan peptit sinyalleri

[

ile analizler ve yorumlamalar yapilmistir. Tez kapsaminda IFN-y ait peptitler* +
isareti ile tripsine ait otokataliz Griinleri © ® “ gosterilmis olup peptit fragmentlerinin

kutleleri Cizelge 4.1. de tablo halinde verilmistir.

7.0 pmol/uL, 0.7 pmol/uL, 0.07pmol/uL derisimlerine sahip olan IFN-y protein ¢ozeltileri
higbir zenginlestirme yapilmadan enzimatik pargcalamaya ugratilarak olugan peptitler
MALDI-MS ile analiz edilmistir (Sekil 4.6.). Alinan kutle spektrumlarinda var olan
peptitlerin ¢ozelti ortaminda ¢ok iyi gdzlenemedigi, 7.0 pmol/uL derigimin altindaki
derisimlerde peptilere ait sinyallerin gdézlenemedigi gérilmustir. Daha sonra aptamer
yaplilari ile 7.0 pmol/uL, 0.7 pmol/uL, 0.07 pmol/uL, 0.007 pmol/uL derisimlerindeki
IFN-y proteinlerin zenginlestiriimesi deneyleri yapilmistir (Sekil 4.7.). Bu deneyler
sonucu zenginlegtirmenin basaril bir sekilde gergeklestigi ve peptit sinyal siddetlerinin
cozeltideki peptit sinyal siddetlerine oranla arttiy1 gézlemlenmistir. Cozelti ortaminda
0.07 pmol/pL derisimindeki protein ¢gozeltisine ait peptit sinyalleri gdzlemlenemezken
bu derisimden 10 kat daha az derisime sahip olan 0.007 pmol/uL derisimindeki protein

peptitlerinin zenginlestirme sayesinde analiz edilebildigi gértlmustar( Sekil 4.8.).

IFN-y Tripsin
994.52 1063.48 1066.21 1077.56
1151.38 1169.38 1278.72 1478.73
1306.72 1307.57 1392.71 1611.80
1473.67 1490.76 1491.80 2163.05
1522.78 1611.84 1650.88 2273.15

Cizelge 4.1. IFN-y proteinine ait peptit fragment katleleri (Da) ve tripsin enzimine ait
otokataliz Granlerin katleleri.
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Sekil 4.6. (A) 7.0 pmol/uL, (B) 0.7 pmol/uL ve (C) 0.07 pmol/uL derisimlerine sahip olan
IFN-y protein ¢Ozeltilerinin hi¢bir zenginlestirme yapilmadan enzimatik parcalamaya

ugratilarak olusan peptitlerin pozitif iyon modundaki MALDI-TOF-MS spektrumlari.
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Sekil 4.7. Aptamer bagl yuzeyde IFN-y proteinin zenginlestirmesi. (A) 7.0 pmol/uL, (B)
0.7 pmol/uL, (C) 0.07 pmol/uL ve (D) 0.007 pmol/uL derisimlerine sahip olan IFN-y
proteinlerinin zenginlestirimesi sonucu elde edilen pozitif iyon modundaki MALDI-
TOF-MS spektrumlari.
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Sekil 4.8. (A) 0.07 pmol/pL derisimlerine sahip olan IFN-y protein ¢ozeltilerinin higbir
zenginlestirme yapilmadan enzimatik pargalamaya ugratilarak olugan peptitlerin pozitif
iyon modundaki MALDI-TOF-MS spektrumlari, ( B) 0.07 pmol/uL ve (C) 0.007 pmol/uL

derigsimlerine sahip olan IFN-y proteinlerinin zenginlegtiriimesi sonucu elde edilen

pozitif iyon modu

ndaki MALDI-TOF-MS spektrumlari.
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4.1.6. IFN-y proteinin yuzeyle ve ¢apraz baglayici ile etkilesiminin incelenmesi

IFN-y proteinin ylUzeyle etkilesimini incelemek amagcli polimerik ylzeye capraz
baglayici ve aptamer olmadan 100 yL ve 7.0 pmol/uL IFN-y protein ¢ozeltisi eklenmis
ve gerekli bekleme suresinin ardindan ylkama yapilarak baglanmayan protein
uzaklagsmasi saglanmistir. Yikamanin ardindan normal deney islemlerindeki enzimatik
parcalama islemi gerceklestirilerek var olan peptitlerin analizi yapiimistir. Yuzeyde
capraz baglayici ve aptamer varligindaki ve yoklugundaki protein baglanmasina ait
kitle spektrumlari karsilastirildiginda (Sekil 4.9.); aptamer ve c¢apraz baglayici
yoklugunda polimerik ylzey ile IFN-y proteinin etkilesiminin yok denecek kadar az
oldugu capraz baglayici ve aptamer varliginda ise zenginlestirmenin oldukga basarili

oldugu gozlemlenmektedir.
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Sekil 4.9. Polimerik yluzeye c¢apraz baglayici ve aptamer yoklugunda eklenen 7.0
pmol/uL protein ¢ozeltisi yikamalar ve enzimatik pargalama sonrasi elde edilen pozitif
modundaki MALDI-TOF-MS spektrumu ve (B) Polimerik ylizeyde ¢apraz baglayici ve
7.0 pmol/uL interferon aptamer varliginda yuzeye eklenen 7.0 pmol/uL IFN-y proteinin
yilkamalar ve enzimatik pargalama sonrasi elde edilen pozitif iyon modundaki MALDI-
TOF-MS spektrumu.
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IFN-y proteinin gapraz baglayici ile etkilesimini incelemek icin ise polimerik yuzeye
capraz baglayici baglandiktan sonra aptamer baglanmadan 7.0 pmol/uL ve 100 uL
IFN-y proteini eklenmis ve gerekli bekleme suresi ve yikamalardan sonra enzimatik
parcalamaya ugratilarak olusan peptitlere ait kutle spektrumlari alinmistir. Alinan kutle
spektrumlarinda aptamer yoklugunda proteinin g¢apraz baglayiciyla etkilesime
girmedigi gozlemlenmistir. Aptamer varliginda yapilan deneyden elde edilen sonug
kiyaslandiginda (Sekil 4.10.), IFN-y’ nin aptamer varliginda peptit sinyallerinin
gozlemlendigi, aptamer yoklugunda ise peptit sinyalleri gozlemlenmedigi tespit

edilmigtir.
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Sekil 4.10. Polimerik ylzeyde g¢apraz baglayici ekledikten sonra aptamer olmadan
eklenen 7.0 pmol/uL protein ¢dzeltisinin yikamalar ve enzimatik parcalama sonrasi
elde edilen pozitif iyon modundaki MALDI-TOF-MS spektrumu ve (B) Polimerik ylizeye
baglanan ¢apraz baglayici ve 7.0 pmol/uL IFN-y aptameri ardindan ylzeye baglanan
7.0 pmol/uL IFN-y proteinin enzimatik pargalanma sonrasi pozitif iyon modundaki

MALDI-TOF-MS spektrumu.
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4.1.7. Enzimatik pargalama sonrasi yuzeyde peptit varliginin kontrol

Aptamer ile etkilesen proteinin yikamalar ve enzimatik pargalamaya ugratiimasi
sonucu olugan peptitlerinin ¢ozelti formuna gegmek yerine yuzeyle ikincil etkilesime
girip girmediginin kontroli amaclanmistir. Enzimatik pargalama sonrasi polimerik
yuzeyin Uzerindeki ¢dzelti uzaklastirildiktan sonra % 50 ACN, % 50 SU,% 0.5 TFA dan
olsan elusyon ¢ozeltisi ile yuzey muamele edilmistir. Elisyon ¢ozeltisinin var olan
peptitleri ¢ozelti ortamina almasi igin yaklagsik 1 saat bekletilmistir. Daha sonra bu
elisyon c¢ozeltisi (Sekil 4.11.) ve polimerik ylzey (Sekil 4.12.) MALDI-MS ile analiz
edilmigtir. Alinan kutle spektrumlarinda peptitlere ait sinyaller olduk¢a dusuk
g6zlemlenmistir. Analiz sonuglarina dayali olarak enzimatik pargalanma sonucu olusan
peptitlerin ylzeyle etkilesime girmedigini, olusan peptitlerin ¢ogunun parcalama

sonrasi ¢ozelti fazina gectigi belirlenmisgtir.
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Sekil 4.11. 7.0 pmol/uL IFN-y proteini eklenen ylzeyde pargalanma islemi bittikten
sonra elusyon ¢ozeltisi (% 50 ACN, % 50 SU ve % 0.5 TFA) ile muamele edilen ylzeyin
¢cOzelti formuna ait pozitif iyon MALDI-TOF-MS spektrumu.
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Sekil 4.12. 7.0 pmol/uL IFN-y proteini eklenen ylzeyde pargalama iglemi bittikten sonra
elisyon ¢ozeltisi (% 50 ACN, % 50 SU ve % 0.5 TFA) ile muamele edilen ylzey
formuna ait pozitif iyon MALDI-TOF-MS spektrumu.

4.1.8. Enzimatik parcalamayi asit ile sonlandirmanin peptit sinyallerine etkisi

Aptamer ile etkilesen 7.0 pmol/uL derisimindeki proteinin; DTT, iyodoasetamid ve
tripsin ile enzimatik pargalama islemi yaklasik 3 saat surdurtlmastur. Bu stre sonunda
genel olarak enzimatik pargcalama 2 yL TFA ile sonlandiriimigtir. Bu sonlandirma
isleminin elde edilen peptit sinyallerine etkisini incelemek ic¢in zenginlestirme iglemi
sonrasi polimerik yuzeyin Uzerindeki ¢ozelti 3 esit hacime ayrilarak analiz edilmigtir.
Esit hacimdeki ¢ozeltilerden biri higbir durdumaya ugratiimamis, biri seyreltik asit ile
sonlandiriimis digeri ise normal TFA ile sonlandiriimistir. Daha sonra bu ¢ozeltilerin
MALDI-TOF-MS ile analizi yapiimistir (Sekil 4.13.). Elde edilen kitle spektrumlari
incelendiginde peptit sinyal siddetlerinde ¢ok fark goézlemlenmemistir. Bu durum
protein yapisinin peptitlerine ayrilmasi icin 1 mg/uL tripsin ¢ézeltisinden 3 uL eklenerek
37°C de su banyosunda 2 saat bekletiime isleminin yeterli oldugu ve bu durum
sonunda yeterince peptit olustugu icin tripsinin aktivitesinin durdurulmasinin peptit

olusumuna 6nemli bir etkisinin olmadigini gostermistir.
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Sekil 4.13. 7.0 pmol/uL IFN-y proteinin zenginlestirme sonrasi (A) Durdurulmayan
Enzimatik parcalanma c¢ozeltisinin, (B) seyreltik TFA ile durudurulan enzimatik
parcalanmanin ¢dzeltinin ve (C) 1 uL derigik TFA ile durdurulan enzimatik pargalama

¢Ozeltisinin elde edilen pozitif iyon modundaki MALDI-TOF-MS spektrumlari.
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4.1.9. Baglanma ve enzimatik pargalama surelerinin peptit sinyallerine etkisi

Aptamerin c¢apraz baglayiciya ve proteine baglanma etkinliginin artmasi amaci ile
baglanma sureleri iki katina g¢ikarilarak deney tekrar gergeklestirilmistir. Aptamerin
baglanmasi i¢in 4 saat, proteinin baglanmasi i¢in 4 saat beklendikten sonra baglanma
sonrasi proteinlerin peptitlere daha iyi pargalanmasini saglamak igin enzimatik
parcalanma suresi de iki katina gikarilmistir. Baglanma ve pargalanma surelerinin iki
katina cikarildigi deneyden elde edilen sonuglarda (Sekil 4.14.) peptit sinyal
siddetlerinde onemli bir degisme olmadigi gozlemlenmistir. Bu deneysel sonuglara
dayanarak aptamer ve protein igin yaklasik 2 saat olan baglanma surelerinin ideal

oldugu sonucuna variimigtir.
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Sekil 4.14. Baglanma ve bekleme surelerinin iki katina g¢ikarildigi 7.0 pmol/pL IFN-y
proteinin zenginlestirme sonrasi enzimatik pargcalanma drunlerinin  pozitif iyon
modunda alinan MALDI-MS spektrumu. (B) Baglanma surelerinin basta belirlenen
kosullara gore oldugunda IFN-y proteinin zenginlestirme sonrasi enzimatik pargalanma

artnlerinin pozitif iyon modunda alinan MALDI-TOF-MS spektrumu.
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4.1.10. Deney ortamina tampon ¢o6zeltinin etkisi

Deneysel iglemlerde 1M Tris-HCI tamponunundan 100 uL eklenerek gapraz baglayici
igin uygun ortam saglanmistir. Capraz baglayicinin polimerik ylizeye kovalent olarak
baglanmasinin ardindan 100 mM Ik Tris-HCI tamponu ile yikamalar yapilmigtir.
Yikamalarin ardindan tampon ¢ozelti olmadan aptamer yuzeye eklenmis ve g¢apraz
baglayici ile kovalent baglanmasi saglanmistir. Aptamerin baglanmasinin ardindan
tekrar 100 mM hk Tris-HCI tamponu ile yikamalar yapilarak baglanmayan aptamer
uzaklastiriimigtir. Yikama igleminin ardindan tampon ¢ozelti olmadan protein ¢ozeltisi
eklenerek baglanma saglanmistir. Protein baglanmasinin ardindan yikama iglemi
yapilmistir. Butin deney boyunca tampon ¢ozelti yilkama iglemi esnasinda goérev
almakta olup deneyin tum asamalari tampon ¢ozelti icerisinde gergeklestiriimemistir.
Ancak tampon ¢ozeltinin baglanmaya etkisini incelemek i¢in deney tamamen 100 mM
ik Tris-HCI tamponu igerisinde tekrarlanmistir. Ayrica literatlirde aptamerlerin uygun
calisma kosullari genellikle 7.0-7.5 pH araliginda olan tris-HCI tamponu ya da fosfat
tamponu ile olusturulmaktadir [124-127]. Fosfat tamponun zenginlestirmeye etkisini
incelemek Uzere deney fosfat tamponu ile tekrar edilmigtir. Elde edilen kutle
spektrumlar incelendiginde ( Sekil 4.15.) tampon ¢o6zeltinin batin deney islemleri
sirasinda aptamerin ve proteinin baglanmasinda engelleyici rol oynadigi ve bu
durumun da peptit sinyallerinin siddetlerinde belirgin bir dugsise neden oldugu
g6zlemlenmistir. Ayrica literatlirde kullanilan fosfat tamponun bu zenginlestirme islemi
icin uygun olmadigi bu tez kapsamindaki sartlarda tespit edilmistir. Bu U¢ durum
arasinda peptit sinyalleri sadece yikamalar sirasinda tampon ¢ozelti kullaniminda en

iyi gozlemlenebilmigtir.
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Sekil 4.15. (A) 100 mM Ik tris-HCI tamponunun sadece ylkama esnanasinda
kullanildidi1 deney islemlerine ait kiitle spektrumu, (B) Deneyin tamaminin 100 mM lik
tris-HCI tamponun iginde gergeklestirildigi deney islemlerine ait ve (C) Deneyin
tamaminin 100 mM lik fosfat tamponunun iginde gergeklestirildigi deney islemlerine ait

pozitif iyon modunda alinan MALDI-TOF-MS spektrumlari.
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4.1.11. Polimerik kati1 yuizey kitlesinin IFN-y proteinin zenginlestirmesine

etkisi

Capraz baglayicinin polimerik ylzey Uzerine kovalent olarak baglanmasi igin gerekli
olan —NH2 gruplarininin sayisini degistirmek Uzere 10 mg tartilan ve kullanilan
polimerik kurelerin yerine kitleleri 5 mg ve 20 mg olacak sekilde deney tekrarlanmigstir
(Sekil 4.16.). Capraz baglayicinin 200 pL, 7.0 pmol/uL derigsimine sahip aptamer ve
protein ¢ozeltilerinden 100 pL eklenerek yapilan zenginlestirme c¢alismalarinda
yanlizca polimerik yuzey miktari degistirerek elde edilen spektrumlar karsilastiriimigtir
ve analiz edildiginde en uygun kitlenin 10 mg oldugu belirlenmistir. Bunun sebebinin
yuzeye baglanan aptamer ve proteinin uzaysal yonlenmesi oldugu dusunulmektedir.
Yirmi mg olarak tartilip yapilan deney sonuglarinda elde edilen peptit sinyallerinin 10
mg olarak tartilip yapilan deney sonuglarinda elde edilen peptit sinyallerine gére daha
dusuk oldugu tespit edilmistir. Bunun sebebi 20 mg lik ylzeyde diger ylzeylere oranla
daha fazla -NH2 grubu oldudu igin capraz baglayici ve dolayisi ile devaminda eklenen
aptamer ve protein daha sik istiffenmeden ziyade daha seyrek bir istiflenme
gostermektedir. Bu seyrek istiflenmenin bir sonucu olarak enzimatik pargalama iglemi
sirasinda tripsin ile baglanan protein yapilari daha az karsilastidi igin tripsinin etki ettigi
protein miktari azalmaktadir. Bu durum da elde edilen peptit sinyallerinin siddetinde
disuse sebep olmaktadir (Sekil 4.16.A ve B karsilastinildiginda). Ayrica gerekli
islemlerin ardindan basglatilan enzimatik parcalama islemi sirasinda eklenen DTT,
iyodoasetamid ve tripsin yapilari bu proteinleri uzaysal olarak daha az karsilastiklari
icin daha zor parcalamaktadir. Dolayisi ile 20 mg tartilarak baglatilan deney
sonuglarina ait kutle spektrumunda peptit sinyalleri ¢ok iyi gozlenememektedir. Bes
mg ve 2 mg tartilarak baslatilan deneylerde ise 10 mg’lik ylzeylerden daha sik bir
istiflenme olmasina ragmen baglanma bolgesinin ve buna bagli olarak protein
miktarinin azalmasi ile peptit sinyallerinde diugsme gozlemlenmektedir. Ayni deney
islemi 0.7 pmol/uL IFN-y c¢ozeltisi eklenerek tekrarlandiginda benzer sonuglara
ulasiimistir (Sekil 4.17.). 0.7 pmol/pL IFN-y ¢Ozeltisi eklenerek tekrarlanan deneylerde

de en uygun miktarin 10 mg oldugu belirlenmistir.

Ayrica 7.0 pmol/uL derigsiminde IFN-y proteini zenginlestirmek igin 2 mg tartilarak
deney tekrarlandigi zaman 5 mg tartilarak yapilan deney sonuglarina benzer sonuglar

elde edilmis olup yukarida bahsedilen sik istiffenme sayesinde miktar olarak oldukga
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dusuk olan 0.007 pmol/uL derisimindeki protein analizi yapilabilmigstir (Sekil 4.18.).
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Sekil 4.16. 7.0 pmol/pL derisiminde IFN-y proteinin (A) 20 mg tartilan polimerik ylzey
ile, (B) 10 mg tartilan polimerik ylzey ile ve (C) 5 mg tartilan polimerik yuzey ile
zenginlestirmesi islemi sonucu elde edilen pozitif iyon modu MALDI-TOF-MS

spektrumilari.
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Sekil 4.17. 0.7 pmol/uL derigsiminde IFN-y proteinin (A) 20 mg tartilan polimerik ylizey
ile, (B) 10 mg tartilan polimerik yuzey ile ve (C) 5 mg tartilan polimerik ylzey ile
zenginlestirmesi sonucu elde edilen pozitif iyon modu MALDI-TOF-MS spektrumlari
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Sekil 4.18. (A) 2 mg tartilan polimerik yuzey ile yapilan 7.0 pmol/uL derigsiminde ve
(B) 2 mg tartilan polimerik ytzey ile yapilan 0.007 pmol/uL derisiminde IFN-y proteini

zenginlestirmesi sonucu elde edilen pozitif iyon modu MALDI-TOF-MS spektrumlari.

4.1.12. Protein ve onun o6zgiin aptamerinin dis ortamda etkilestiriimesi

sonrasi ylizeye eklenmesi

Daha etkin zenginlestirme yapmak amaci ile aptamer-protein kompleksi dis ortamda
olusturulduktan sonra yuzeye ekleme galismalari yapiimistir. 7.0 pmol/uL derisiminde
aptamer ¢ozeltisi ile 7.0 pmol/uL derisiminde IFN-y protein ¢ozeltisi mol orani olarak
1:1 olacak sekilde karnigtinimistir. Diger taraftan ise ¢apraz baglayicinin yuzeye
kovalent olarak baglanmasi saglanmistir. Polimerik ylizeye baglanmayan fazla ¢capraz
baglayicinin yikamalarla uzaklagsmasinin ardindan aptamer-protein kompleksi yuzeye
eklenmigtir. Baglanma suresinin ardindan gerekli yikamalar ve enzimatik pargalama

sonucu olusan peptit fragmentleri MALDI-MS ile analiz edilmistir (Sekil 4.19.).
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Analiz sonucu elde edilen kutle spektrumunda IFN-y proteinine ait peptit fragmentleri
gorulmis ancak 1490 ile 1850 Da kuitle araligindaki aptamer baglanmayan capraz
bagdlayiciya ait sinyallerde ve gurultulerde yukselme gozlemlenmigtir. Bunun sebebinin
aptamer-protein kompleksi olusurken iki molekilde de olusan konformasyonel
degisiklikler sebebiyle konformasyonu degisen aptamerin ¢apraz baglayiciya
baglanma olasiliginin azalmasi olarak dusunulmektedir. Bu sebeple aptamer

baglanmayan ¢apraz baglayicilarin sinyallerinde de yukselme gozlemlenmektedir.
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Sekil 4.19. Aptamer ve IFN-y proteinin kompleksi digsarida olusturulup yuzeye
eklenmesinin ardindan baglanan proteinin enzimatik pargalamasindan sonra pozitif
iyon modunda elde edilen MALDI-TOF-MS spektrumu.
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4.1.13. Lizozim ve Sitokrom C proteinleri varhginda IFN-y proteinin

zenginlestiriimesi

Aptamerler yapi itibari ile hedef moleklle 6zgu sentezlendigi icin ortamdaki diger
yapilardan etkilenmeden hedef molekule ylksek segicilikle baglanma saglamaktadirlar
[128]. IFN-y proteinine 6zgu sentezlenen aptamer yapisinin baska proteinler varliginda
O0zgunligunun kontroli amagh vyapilan c¢alismada buatin peptit sinyallerini
g6zlemleyebilmek i¢in dncelikle 7.0 pmol/pL derisimlerindeki 25 uL Lizozim, 25 uL
Sitokrom C ve 142 pL IFN-y ¢ozeltileri karistirilarak bit protein karisim ¢ozeltisi elde
edilmistir. Elde edilen bu ¢dzelti hicbir zenginlestirmeye ugratilmadan enzimatik
parcalama islemine tabi tutulmus ardindan MALDI-MS analizi yapilmistir (Sekil
4.20.A). Bu analiz sonucu elde edilen spektrumda ¢ozelti icerisinde en yuksek derisime
sahip protein IFN-y olmasina ragmen lizozim ve Sitokrom C peptit fragment
sinyallerinin baskinligi gézlemlenmektedir. Yapilan bu deneyin ardindan aptamerin
6zgunligunin kontroll igin benzer derisimlerdeki proteinler karistirilarak (7 pmol/uL
derigimlerindeki 50 pL Lizozim, 50 pL, Sitokrom C, 200 pL IFN-y karigtirilarak) deney
tekrarlanmistir (Sekil 4.20.B). Bu deneyden elde edilen analizler sonucunda IFN-y
aptamerinin IFN-y proteinine yuksek 6zgunlukte baglandigi gézlemlenmigtir. Elde
edilen kutle spektrumlarinda IFN-y proteinine ait peptit sinyallerinin diger protein
sinyallerine gore olduk¢a yuksek oldugu goérulmektedir. Ardindan 7.0 pmol/uL
derigsimlerindeki 25 pL Lizozim, 25 pL Sitokrom C ve 50 uL IFN-y c¢ozeltileri
karistirilarak IFN’nin derigimi daha dusuk olan yeni bir protein karisim ¢ozeltisi
hazirlanmistir. Polimerik yuzeye baglanan capraz baglayici ve aptamerin ardindan
yuzeye bu protein karisimi yuklenmistir. Gerekli yikamalar ve enzimatik par¢galamanin
ardindan analiz edilmigtir (Sekil 4.20.C). Analiz sonucunda karigim ¢ozeltisindeki
derisimi 3.5 pmol/yL olan IFN-y proteininin zenginlestigi gozlemlenmistir. 1FN-y
aptamerinin IFN-y proteinine segicilik gosterdigini, IFN-y peptitlerinin baskinligindan
anlasiimaktadir. Elde edilen kutle spektrumlarinda IFN-y ‘ya ait peptit sinyallerinin
lizozim ve sitokrom C protein peptitlerine goére daha siddetli oldugu goérulmektedir.
Proteinlerin birincil yapilarinin 20 g¢esit aminoasitten olustugu g6z 6nune alinirsa;
aptamer yapilarinin aminoasitler ayni olsa bile dizilim farkindan dolayi yuksek
O6zglnlikte hedef yapiya baglanma goésterdigi bu durum literatir ile uyusmaktadir
[18][129].
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Proteinlerin higbir zenginlestirme olmadan enzimatik pargalamasina ait spektrum ile
zenginlestirmelere ait spektrum kargilastirildiginda (Sekil 4.20. A-Sekil 4.20. B-Sekil
4.20. C) spektrum siddetleri genel olarak dusmesine ragmen aptamer ile
zenginlegtirme sonrasi spektrumlarda IFN-y peptit fragment sinyallerinin baskinhgi
dikkat cekmektedir.

Yine ayni sekilde spektrum siddetleri de g6z 6ntne alinirsa; Lizozim ve Sitokrom C
peptit sinyalleri ise aptamer ile zenginlestirme sonunda oldukga azalmis olup bdylece
aptamer-IFN-y  O0zgunlugunun baska proteinlerin  varhginda da olustugu

gozlemlenmigtir.

Spektrumlarda Lizozime ait peptit sinyalleri % ” isareti ile, sitokrom C proteinine ait

peptit sinyalleri “ © “isaretiile, IFN-y ait peptitler + “isareti ile, tripsine ait otokataliz
dranleri © @ “ile gosterilmistir. Lizozim ve sitokrom C ye ait peptit fragmentleri Cizelge
4.2. de verilmistir. IFN-y peptit fragmentlerine ait sinyaller ve tripsinin otokataliz

urunlerine ait sinyaller Cizelge 4.1. de verilmistir.

Lizozim Sitokrom C
993.39 806.47
1045.54 1168.62
1110.48 1237.64
1428.65 1632.35
1675.80 1763.14
1753.83

Cizelge 4.2. Tripsin ile pargalanan Lizozim ve Sitokrom C proteinine ait peptit fragment

kutleleri.
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Sekil 4.20. (A) Ayni ¢dzelti ortaminda bulunan Lizozim, sitokrom C ve IFN-y
proteinlerinin higbir zenginlestirme yapilmadan enzimatik parcalamaya ugratilarak
olusan peptitlerin pozitif iyon modundaki MALDI-TOF-MS spektrumu, (B) Lizozim ve
sitokrom C varliginda 5 pmol/uL derigsimindeki IFN-y proteinin zenginlestiriimesi sonucu
pozitif iyon modunda elde edilen MALDI-TOF-MS spektrumu ve (C) Lizozim ve

sitokrom C varliginda 3,5 pmol/uL derigsimindeki IFN-y proteinin zenginlegtiriimesi

sonucu pozitif iyon modunda elde edilen MALDI-TOF-MS spektrumu
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4.1.14. Kan plazmasinda IFN-y zenginlestirilmesi

IFN-y proteini herhangi bir tehlike varliginda belirli miktarda artarak immun sistemi
uyarmaktadir [130]. Bu sebeple saglikl insan viucut sivisinda IFN-y proteinin derigimi
8x10°7 pmol/uL olup tiberkiiloz gibi hastaliklarda aninda akciger plevial sivisinda bu
miktar 3.65x10 pmol/uL e kadar ylkselmektedir [131, 132]. Bu derisimler calisma
araligimizin disinda olmasina ragmen kan plazmasi gibi birgok ¢esitli 6rnek barindiran
ornek icinde IFN-y aptamerinin segiciligini incelemek i¢in gcapraz baglayici ve aptamer
bagli yizeye IFN-y eklenmis 100 pL kan plazma 6rnegi yuzeye eklenmistir. Gerekli
yikama ve enzimatik pargalama sonucu elde edilen spektrumlarda IFN-y proteinine ait
peptit fragmentleri gdézlemlenmistir (Sekil 4.21.). Bu spektrumlardan IFN-y aptamerinin
birgok protein, molekul ve gesitli yapilarin oldugu ortamdan IFN-y proteinine yuksek
secicilikle ile bagladigi sonucuna ulasilabilir. Ayrica bu spektrum uygulanan bu
zenginlestirme yonteminin IFN-y teshisinde bir dngalisma niteliginde olabilecegini

gOstermigtir.
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Sekil 4.21. Kan plazmasinda IFN-y proteini zenginlestiriimesi sonucu elde edilen pozitif
iyon modundaki MALDI-TOF-MS spektrumu.
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4.2. VEGF proteinin analizleri
4.2.1. VEGF ve VEGF aptamerinin MALDI-MS ile analizi

VEGF proteini 3HPA, ATT, DHB, SA, THAP, DHB 2 matkisleri ile ince tabaka 6rnek
hazirlama metodu uygulanarak analiz edilmistir (Sekil 4.22). Analizler sonunda 38,200
Da molekul agirliginda olan VEGF proteinin ‘“+1’ yikli molekiler iyon sinyali turuncu
ile belirtilen sinirlar arasinda beklenmektedir. VEGF proteininin 3HPA matriksi ile
molekuler iyon sinyali gdzlemlenememesine ragmen, ATT, SA, DHB, THAP, DHB 2
matriksleri ile 38.2 kDa civarinda molekuler iyon sinyalinin ([V+H]*) goéruldiagd uygun
spektrumlar alinmigtir. Ayrica bu matriksler sayesinde VEGF proteininin ‘+2° yakla yani
cift protonlanmis molekiiler iyon sinyali ([V+2H]?*) 19 kDa civarinda gozlemlenmistir.
THAP matriksi sayesinde proteine ait ‘+3’ yuklu ve ‘+4’ yukli molekuler iyon sinyalleri

de gozlemlenebilmektedir.

VEGF proteinine 6zel olarak sentezlenen aptamer ise DHB, 3HPA, ATT, THAP
matriksleri ile makriks orani fazla olacak sekilde onspot (6rnek Gzerine matriks ekleme
seklinde), 1:5 ve 1:10 6rnek hazirlama yontemleri uygulanarak analiz edilmistir (Sekil
4.23.). Analizler sonucunda molekul agirhgr 13,977 Da olan aptamer turuncu ile
belirtilen sinirlar arasinda ‘+1’ yukli molekuler iyon sinyali ([VA+H]*) beklenmektedir.
VEGF apatmeri i¢cin ATT matriksi ile alinan kitle spektrumunda 14 kDa civarinda
g6zlenen molekuler iyon sinyal siddeti oldukga diusuk olmasina ragmen, 3HPA ve
THAP matrikleri ile aptamere ait molekdiler iyon sinyali gézlemlenmigstir. THAP matriksi
ile alinan kutle spektrumunda 7 kDa civarinda molekiile ait ¢ift protonlanmis iyon sinyali
([VA+2H]?*) belirgin bir sekilde gozlenirken, 3HPA matriksinde bu sinyalin belirginligi
zayiflamigtir. Ayrica aptamerin dimerine ait olan 27.9 kDa civarinda bulunan sinyal
([2VA+H]*) THAP ve 3HPA matriksleri yardimiyla siddeti disiuk de olsa

gozlenebilmigtir.
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Sekil 4.22. VEGF proteinin gesitli matrikslerde pozitif iyon modunda elde edilen MALDI-
TOF-MS spektrumlari. (A) 3HPA matriksi ile, (B) ATT matriksi ile, (C) DHB matriksi ile,
(D) SA matriksi ile, (E) THAP matriksi ile ve (F)DHB 2 matriksi ile VEGF proteinin
MALDI-MS analizleri.
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Sekil 4.23. VEGF aptamerinin ¢esitli matrikslerde pozitif iyon modunda elde edilen
MALDI-TOF-MS spektrumlari. (A) DHB matriksi ile, (B) 3HPA matriksi ile (C) ATT
matriksi ile (D) THAP matriksi ile VEGF aptamerinin MALDI-TOF-MS analizleri.
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4.2.2. VEGF-aptamer kompleksinin MALDI-MS ile analizi

Aptamer-VEGF kompleksini analiz etmek i¢in 7.0 pmol/uL derisimindeki aptamer
¢cozeltisinden 2 pL eklenip 2 pmol/yL ¢ozeltisindeki VEGF proteininden 7 pL
eklenmistir. Kompleks olusumu i¢in 20 mM lik tris-HCI tamponu ortama eklenerek
ortamin pH nin 7.4 civarinda olmasi saglanmistir. Belirli bekleme suresinin ardindan
ATT matriksi ile vyapilan analizlerde kompleks olusumu ¢ok belirgin
gozlemlenememigtir (Sekil 4.24.). VEGF aptamer-protein komplekse ait sinyal 52.1
kDa civarinda oldukga az siddete olup VEGF proteinine ait 38,2kDa civarinda bulunan
sinyal ([V+H]*) ve 13.9 kDa civarindaki aptamere ait sinyal ([VA+H]") oldukga
siddetlidir. Spektrumdaki sinyaller dogrultusunda, VEGF-aptamer kompleksi 52,177
Da civarindaki kompleks de bulunan ikincil etkilesimler lazerin enerjisi ile zayiflayarak

gaz fazinda aptamer ve proteine ayrilarak sinyal olusturdugu disunidimektedir.

IFN-y-aptamer kompleksinin MALDI-TOF-MS analizi gibi, aptamer-VEGF kompleksinin
butin halinde analizinin dusuk derisimlerde oldukga zor oldugunun anlagilmasinin
ardindan aptamere baglanan proteinin enzimatik pargalama sonrasi peptit

fragmentlerinin analizine yonelinmigtir.
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Sekil 4.24. VEGF-aptamer kompleksinin pozitif iyon modunda alinmig MALDI-TOF-MS

ile analizi.

81



4.2.3. Farkh derigsimlerde VEGF protein ¢ozeltilerinin enzimatik pargalanmasi ve

aptamer bagl yuzeylerde farkh derisimlerde VEGF proteini zenginlestiriimesi

Proteinin higbir yizeye baglanmadan ¢d6zelti ortaminda enzimatik pargalama sonucu
olusan peptit fragmentlerini gdézlemlemek i¢in hazirlanan 1.0 pmol/uL, 0.2 pmol/uL,
0.02 pmol/uL, 0.002 pmol/uL lik derisimlere sahip ¢ozeltilerden 25 uL lik hacimde
ornekler alinip enzimatik pargcalamaya ugratilmistir. Alinan ¢ozeltiler, 3 yL 9 mM DTT
(20 mM amonyum bikarbonat ¢ozeltisinde) ¢ozeltisi ile 60°C de yarim saat su
banyosunda bekletiimigtir.  Yarim saatlik beklemenin ardindan 3 pL 20 mM
iyodoasetamid ¢ozeltisi (20 mM amonyum bikarbonat ¢ozeltisinde) eklenerek yarim
saat karanlik bir ortamda bekletiimigtir. Bekleme suresinin ardindan proteini
parcalamak i¢in 1 mg/uL tripsin ¢ozeltisinden 1 pL eklenerek 37°C de su banyosunda
enzimatik parcalanma baglatiimigtir. 2 saat sonunda enzimatik pargalanma iglemi 1 pL
derisik TFA ile durdurulmustur. Enzimatik parcalanma sonunda elde edilen peptit
fragmentleri MALDI-MS ile analiz edilmigtir (Sekil 4.25.). Ardindan ayni miktarlarda
cOzeltiler kullanilarak yuzeyde zenginlestirme islemi uygulanmistir. Zenginlestirmenin
ardindan ayni enzimatik parcalama kosullari ile peptit fragmentleri elde edilip kutle
spektrometrisi ile analiz edilmistir (Sekil 4.26.). Analiz sonuglari karsilastirildiginda 1.0
pmol/uL derisimine ait ¢ozelti 6rneginin kutle spektrumunda yeterince peptit sinyalleri
g6zlemlenirken derigsim azaldik¢a peptitlere ait sinyaller gézle gorulemeyecek kadar
zayiflamaktadirlar. 0.002 pmol/yL derisimine sahip c¢ozelti 6rneginin  kitle
spektrumunda peptit sinyalleri gézlemlenemeyecek kadar kuguktir (Sekil 4.25.D).
Ancak yuzeyde zenginlestirme sonucu elde edilen kutle spektrumlari incelendiginde
1.0 pmol/puL derisimine sahip drnekte peptit fragmentlerinin gézlemlenmesinin yani sira
dusuk derisimlerde de peptit fragmentleri yiksek sinyallerde gézlemlenebilmistir (Sekil
4.26.).

0.002 pmol/uL gibi ¢ok dusik derigimlere sahip orneklerin ¢ozelti formuna ait ve
zenginlestirme sonrasina ait kitle spektrumlari karsilastirildiginda zenginlestirmenin
peptit sinyalleri gozlemleme konusunda olumlu sonuglar olusturdugu gorulmektedir
(Sekil 4.27.).

VEGF proteinine ait peptitler spektrumlarda “§ “ ile belirtiimis olup bu fragmentlerin

kitleleri Cizelge 4.3. de verilmigtir.
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Sekil 4.25. (A) 1.0 pmol/uL, (B) 0.2 pmol/uL, (C) 0.02 pmol/uL ve (D) 0.002 pmol/uL
derisimlerine sahip olan VEGF protein ¢ozeltilerinin higbir zenginlestirme yapiimadan
enzimatik pargalamaya ugratilarak olugsan peptitlerin pozitif iyon modunda elde edilen
MALDI-TOF-MS spektrumlari.
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Sekil 4.26. Aptamer bagl yuzeyde, (A) 1.0 pmol/uL, (B) 0.2 pmol/uL, (C) 0.02 pmol/uL
ve (D) 0.002 pmol/uL derigimlerine sahip olan VEGF proteinlerinin zenginlestiriimesi
sonucu elde edilen peptit fragmentlerine ait pozitif mod MALDI-TOF-MS spektrumlari.
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Sekil 4.27. (A) 0.002 pmol/uL derisimlerine sahip olan VEGF protein ¢dzeltilerinin
hi¢bir zenginlestirme yapilmadan enzimatik pargalamaya ugratilarak olusan peptitlerin
pozitif iyon modu MALDI-TOF-MS spektrumu ve (B) 0.002 pmol/uL derigimlerine sahip
olan VEGF proteinlerinin zenginlestiriimesi sonucu elde edilen peptitlerin pozitif iyon
modu MALDI-TOF-MS spektrumu.

VEGF
863.42 901.47 958.44 979.43 1315.67
1373.65 1477.69 1489.70 1529.66 1558.81
1588.79 1719.87 1794.79 1912.18

Cizelge 4.3. Tripsin ile pargalanan VEGF proteinine ait peptit fragmentlerinin
kutleleri.
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4.2.4. Zenginlestirme sonrasi elde edilen farkli derisimlerde VEGF peptitlerine

ziptip igleminin uygulanmasi

VEGF ¢ozeltisinin ve zenginlestirme ¢dzeltisinin miktar olarak azligindan dolay:i ziptip
islemi ile elde edilen peptit sinyallerinin arttirllmasi amaglanmistir. Bu amagla yizeyde
aptamer sayesinde zenginlesen proteinlere ait peptitlere ziptip protokolt uygulanmistir.
Ziptip yontemi sayesinde ortamdaki tuzlarin uzaklagmasi ve peptitlerin daha derisik
olmasi saglanmigtir. Yuzeyde zenginlegtirme yapilan farkh derisimlerdeki VEGF
cOzeltilerine enzimatik pargalanma sonrasi ziptip uygulanmistir (Sekil 4.28.). Ziptip
uygulanmayan ve ziptip uygulanmis zenginlestiriimis farkli derisimlerdeki VEGF
proteinine ait peptit fragmentlerinin katle spektrumlari karsilastirildiginda peptit
sinyallerinde beklenildigi Uzere ¢ok fazla bir artis gdzlemlenememistir (Sekil 4.26. ile
Sekil 4.28. karsilastirildiginda).
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Sekil 4.28. Aptamer baglh yluzeyde (A) 1.0 pmol/uL, (B) 0.2 pmol/L, (C) 0.02 pmol/uL
ve (D) 0.002 pmol/uL derisimlerine sahip olan VEGF proteinlerinin zenginlestiriimesinin
ardindan ziptip uygulanmasi ile elde edilen peptitlerin pozitif iyon modunda alinmis
MALDI-TOF-MS spektrumu.
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4.2.5. Lizozim ve Sitokrom C proteinleri varliginda VEGF proteinin

zenginlestirilmesi

VEGF proteinine 6zgu sentezlenen aptamer yapisinin baska proteinler varliginda
6zgunligunun kontroli amacgh yapilan ¢alismada 1.0 pmol/uL derisimlerindeki 5 L
Lizozim, 5 uL Sitokrom C, ve 2 pmol/pL derisimindeki VEGF ¢ozeltisinden 10 uL
alinarak bir protein karisim ¢ozeltisi hazirlanmigtir. Bu protein ¢ozeltisi  higbir
zenginlestirme yapmadan dogrudan enzimatik parcalamaya ugratiimistir (Sekil
4.29.A). Elde edilen kitle spektrumuna bakildiginda 3 farkli proteinden gelen peptit
fragmentlerinin yogunlugu ve sitokrom C ve lizozim peptit fragmentlerinin baskinlgi
g0ze carpmaktadir. Ayri bir deney olarak, protein miktarlarina bagh olarak polimerik
yuzey, baglanan c¢apraz baglayici ve aptamer miktarlar yariya indirilerek ylzeye
yuklenmistir. Gerekli yikamalar ve bekleme surelerinin ardindan derigsimleri ilk protein
karisim ¢ozeltisi ile ayni olan es protein karisimi ylizeye yuklenmigtir. VEGF aptameri
ile proteini igin uygun etkisim saglamak i¢in 2 saat kadar bekletildikten sonra enzimatik
parcalama yapilip analiz edilmistir (Sekil 4.29.B). Analiz sonucunda karisim
cozeltisindeki derisimi 1.0 pmol/uL olan VEGF proteini zenginlestigi gdézlemlenmistir.
Sekil 4.29.A ve Sekil 4.29.B karsilastinldiginda VEGF sinyallerinin dikkate deger
sekilde siddetlendigi ve lizozim ve sitokrom C proteinlerine ait peptit fragmentlerinin
sinyal siddetlerinin dusmesi VEGF aptamerinin VEGF proteinine segicilik gosterdigini
isaret etmektedir. Yapilan bu deneyde VEGF’ e 6zgl sentezlenen aptamerin diger
proteinler varliginda bile VEGF proteinine baglandigi soylenebilmektedir. Daha
seyreltik ortamda aptamerin 6zgunlugunun kontrold igin dersimler azaltilarak (1
pmol/uL derisimlerindeki 10 pL Lizozim, 10 uL sitokrom C ve 0.02 pmol/ uL
derisimindeki VEGF c¢ozeltisinden 2 uL karistirilarak) deney tekrarlanmistir (Sekil
4.29.C). Bu deneyden elde edilen analizler sonucunda da VEGF aptamerinin VEGF
proteinine yuksek o6zgunlikte baglandigi gozlemlenmigtir. Elde edilen kutle
spektrumlarinda ortamdaki VEGF protein derisimi disuk olmasina ragmen VEGF’e ait

peptit sinyallerinin diger protein sinyallerine gore oldukga siddetli oldugu gorulmektedir.

Spektrumlarda Lizozime ait peptit sinyalleri “ % " igareti ile sitokrom C proteinine ait
peptit sinyalleri * © “isareti ile, VEGF’ e ait peptit sinyalleri 3 « isareti ile, tripsine ait
otokataliz Grinleri © ®  “ile gosterilmistir. Lizozim ve sitokrom C ye ait peptit
fragmentleri Cizelge 4.2. de, tripsine ait otokataliz Grunleri Cizelge 4.1 de, VEGF peptit
fragmentlerine ait sinyaller Cizelge 4.3. de verilmistir.
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Sekil 4.29. (A) Ayni ¢oOzelti ortaminda bulunan Lizozim, sitokrom C ve VEGF
proteinlerinin higbir zenginlestirme yapilmadan enzimatik pargalamaya ugratilarak
olusan peptitlerin pozitif iyon modundaki MALDI-TOF-MS spektrumlari, (B) Lizozim ve
sitokrom C varhidinda 1.0 pmol/uL derigsimindeki VEGF proteinin zenginlegstiriimesi
sonucu elde edilen pozitif iyon modunda alinmigs MALDI-TOF-MS spektrumu ve (C)
Lizozim ve sitokrom C proteinleri varliginda 0.002 pmol/uL derisimindeki VEGF

proteinin zenginlestiriimesi sonucu elde edilen pozitif iyon modunda elde edilmis

MALDI-TOF-MS spektrumu.

89




4.2.6. Lizozim ve Sitokrom C proteinleri varliginda zenginlestirilen VEGF

proteininin peptitlerine ziptip igleminin uygulanmasi

Yuzeye kovalent bag ile baglanan VEGF aptameri sayesinde zenginlesen VEGF
proteinine ait peptitlere ziptip protokolli uygulanmistir. Ziptip yontemi sayesinde
ortamdaki tuzlarin uzaklagmasi ve peptitlerin daha derisik olmasi amaclanmistir.
Karisim ortamindaki derigimi 1.0 pmol/pL ve 0.002 pmol/uL olan VEGF proteinlerine
zenginlegtirme iglemi uygulandiktan sonra ziptip uygulanmigtir. Ziptip iglemi sonrasi
yapilan analizler sonucu elde edilen kutle spektrumlari incelendiginde bu islem
sayesinde VEGF ait peptit sinyallerinde artis goézlemlenmekle beraber Lizozim ve

sitokrom C proteinlerine ait peptitlerin sinyallerinde de artis gdzlemlenmistir (Sekil 4.29.

ve Sekil 4.30. karsilastirildiginda). Spektrumlarda Lizozime ait peptit sinyalleri “ g_;k
isareti ile sitokrom C proteinine ait peptit sinyalleri “ © *“isareti ile, VEGF’ e ait peptit
sinyalleri“ “isareti ile, tripsine ait otokataliz Grlinleri “ ® “ile gosterilmistir. Lizozim ve
sitokrom C ya ait peptit fragmentleri Cizelge 4.2. de, tripsine ait otokataliz Grtnleri

Cizelge 4.1 de, VEGF peptit fragmentlerine ait sinyaller Cizelge 4.3. de verilmistir.

90



10Q
90|
80|
7O
60|
50;
40]
3
20y

% Intensity

et

I

®
&

i

TR
‘MMWMWWWW Wik

w"

J

||
|lﬁ' I]\'#'l HJ’J 'lh‘\w M%ﬂ

1800

1140

1480

1820

2160

500

Mass (m/z)

100Q

20|

80

70

6

5 1
/

%MWMWWM\WNMW‘M

-

% Intensity

@ 1o
' | ! i || 5|
vvﬁwwkumww'w Y ~J "MW In‘awtml wa

2
1

1140 2160 2500

Sekil 4.30. (A) Lizozim ve sitokrom C varhginda 0.002 pmol/uL derisimindeki VEGF
proteinin zenginlestiriimesi ve ziptip uygulanmasinin ardindan elde edien pozitif iyon
modunda alinmis MALDI-TOF-MS spektrumu ve (B) Lizozim ve sitokrom C varhidinda
1.0 pmol/pL derisimindeki VEGF proteinin zenginlestiriimesi ve ziptip uygulanmasinin

ardindan elde edien pozitif iyon modunda alinmis MALDI-TOF-MS spektrumu.

4.2.7. Kan plazmasindan VEGF zenginlestirilmesi

VEGF basta kan damarlari olmak Uzere vaskliler sistemin bliylimesinde aktif rol alan
onemli bir proteindir. Son dénemde yapilan cesitli arastirmalarda kanserli bélgede
VEGEF protein miktarinin asiri miktarda artis gosterdigi bulunmustur [120]. Aptamer ve
VEGF proteini ile ilgili en dnemli galisma macugen olmustur. 2004 yilinin aralik ayinda
Ulusal Gida Denetleme Orgltli penagtanip sodyumu (macugen), anti-vaskuler
baylime faktéri RNA aptameri, yasa bagli macugen dejenerasyonlarinin (age related
dejeneration-AMD) butun tipleri igin tedavi edici ajan olarak kabul etmistir. Penagtanip
aptamerlerin insanlarin hastaliklarini tedavi amach kullanilabilecegini goéstermek

acisindan donim noktasi olmustur. Macugen vicut igerisinde bulunan VEGF yapisina
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baglanarak proteinin fonksiyonunu yerine getirmesini engellemektedir. Bu sayede
fonksiyonunu yerine getiremeyen protein hicrelerin gogalmasini saglayamayarak asiri

blyUmenin onune gegilmistir.

Saglikh insan serumunda VEGF proteinin derisimi 2.44x10% pmol/uL olup karaciger
hastalarinin serumunda bu miktar 2.90x10-® pmol/uL e ylikselmektedir [133]. Akciger
kanseri hastalarda bu deger 1.38x10-° pmol/uL o6lglilmustiir [134]. En yiiksek seviye
akciger hastalarinda bulunmasina ragmen, solunum yollarini strekli daraltan akciger
hastaligi (COPD) ile akciger kanserinin birbirini tetikledigini dusinen bir grup
arastirmacinin yaptigi calismada VEGF seviyesi 2.65x10*% pmol/uL e kadar
yukselmektedir [135]. Bu derisimler galisma araligimizin disinda olmasina ragmen kan
plazmasi gibi birgok ¢esitli drnek barindiran érnek iginde VEGF aptamerinin segiciligini
incelemek icin capraz baglayici ve aptamer bagh yizeye derisimi 1.0 pmol/uL olacak
VEGF eklenmis 100 uL kan plazma o6rnegi yizeye eklenmigstir. Gerekli yikama ve
enzimatik parcalama sonucu elde edilen sepktrumlarda VEGF proteinine ait peptit
fragmentleri gozlemlenmektedir (Sekil 4.31.). Bu spektrumlardan VEGF aptamerinin
blyUk kigUk bir¢cok protein, vitamin, molekul ve cgesitli yapilarin oldugu ortamdan
VEGF proteinin yuksek secicilik ile bagladigi ve uygulanan zenginlestirme yonteminin
VEGF proteinin insan kan plazmasinda teshisi alaninda bir dngalisma niteliginde

olabilecegi dustnulmektedir.
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Sekil 4.31. Kan plazmasinda 1.0 pmol/uL derisiminde VEGF proteini zenginlestiriimesi
sonucu elde edilen pozitif iyon modunda alinmig MALDI-TOF-MS spektrumu.
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5. SONUGLAR

IFN-y protein ¢oOzeltisinin c¢esitli matrikslerde elde edilen pozitif modundaki
MALDI-TOF-MS spektrumlari incelenmis olup gerek proteinin ‘+1’ yuklu
sinyalinin gerek dimerinin “+1’ yukla sinyalinin gézlemlenmesi agisindan en
uygun matriksin SA oldugu tespit edilmistir.

IFN-y protein aptamerinin gesitli matrikslerde elde edilen pozitif iyon modundaki
MALDI-TOF-MS spektrumlari incelenmis olup IFN-y protein igin uygun olan SA
matriksinin aptamerin iyonlagsmasi igin uygun olmadigi gorulmuastir. IFN-y
aptamerin hem cift protonlanmis molekdler iyon sinyalinin hem de dimerinin ‘+1’
yukll molekuler iyon sinyalinin gozlenebildigi matriks THAP oldugu igin aptamer
icin THAP ‘ 1n en uygun matriks oldugu dusunutlmektedir.

Zenginlegtirme igleminde sirasi ile dnce polimerik ylzeye c¢apraz baglayici,
aptamer, protein eklenmektedir. Eklenen vyapinin ortamdaki baglanmasi
gereken yaplya baglanip baglanmadiginin kontrola igin MALDI-TOF-MS
spektrumlari incelenmigtir. Polimerik yluzeye eklenen c¢apraz baglayicinin
ardindan |IFN-y proteinine ait aptamerin eklenmeden onceki ve sonraki
spektrumlari  karsilastirildiginda aptamerin  blyuk bir kisminin ¢apraz
baglayiciya baglandigi gozlemlenmistir.

Yuzeye capraz baglayici ile baglanan aptamerin ardindan eklenen IFN-
y proteininin baglihginin kontrolt, eklenme déncesinde ve sonrasinda alinan
spektrumlarla saglanmigtir. Spektrumlar karsilastirildiginda IFN-y proteininin
yuzeydeki aptamere bluyuk oranda baglandigi goézlemlenmisgtir.

Olusan IFN-y proteini-aptamer kompleksinin butin halde gdzlenebilmesinin
kontrolU icin cesitli matrikslerle MALDI-TOF-MS spektrumlari incelenmistir.
Literatirde uygun gosterilen ATT matriksinde bile gobzlemlenemeyen bu
kompleksin derigimin dusuk olmasi ve lazerin kompleksteki kovalent olmayan
etkilesimleri bozmasi nedeniyle kompleks gozlenememistir.

Kompleksin butun halinde gozlemlenememesi, calismalari baglanan |FN-
v proteinini enzimatik pargcalama islemine tabi tutmaya yoneltmistir.

Calisma araligi olarak secilen 0.007-7 pmol/uL derisimlerindeki IFN-y protein

cOzeltileri higbir zenginlestirmeye ugratiimadan enzimatik pargalama iglemi
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sonras! elde edilen MALDI-TOF-MS spektrumlarindaki IFN-y proteinine ait
peptit fragmentlerinin iyon sinyallerinin ¢ok siddetli olmadigi 0.07 pmol/uL
derigimine ait spektrumda ise iyon sinyalleri neredeyse hi¢ gdzlemlenememistir.
Calisma araligindaki derisimlerdeki protein ¢dzeltileri zenginlestirme islemine
ugratilarak spektrumlar karsilagtiriimigtir.  Zenginlestirme sonrasi alinan
spektrumlarda peptit fragmentlerine ait sinyallerin yuksek siddette oldugu
gozlemlenmistir. Zenginlestirme olmadan ve zenginlestirme sonrasi
spektrumlar kargilasgtinildiginda aptamer yapisinin IFN-y proteinine yuksek
Ozgunlukte baglanarak zenginlestirme sagladigi tespit edilmistir.
Zenginlestirme olmadan alinan spektrumunda 0.07 pmol/uL derigsimindeki IFN-
v proteinine ait peptit fragmentleri goézlemlenemezken aptamer vyapilari
sayesinde 10 kat seyreltik olan 0.007 pmol/uL derisimindeki IFN-y proteinine ait
peptit fragmentlerinin analiz edilebildigi gorulmuagtar.

Zenginlestirme icin ylzeye eklenen IFN-y proteinin ortamda bulunan aptamer
disindaki diger yapilar ile kovalent olmayan etkilesimini kontrol etmek igin
MALDI-TOF-MS spektrumlari incelenmigtir. Spektrumlarda IFN-y proteinin ne
yuzeye ne de gapraz baglayiciya baglandigina dair siddetli peptit fragmentlerine
rastlanmamistir.

Enzimatik parcalanma sonrasi butin peptit fragmentlerinin ¢ozelti formuna
gectigi dusunilmektedir. Enzimatik parcalama sonrasi kati formuna bagli olan
peptitlerin kontroll i¢in pargcalama sonrasi ¢ozelti formu uzaklastirilip ellisyon
¢Ozeltisi ile muamele edilen yluzeye ait spektrumlar incelenmis ylzeyde dikkate
deger miktarda peptit fragmenti olmadigi tespit edilmistir.

Zenginlestirme islemine bekleme ve enzimatik pargcalama surelerinin etkisini
kontrol etmek igin belirlenen bekleme ve enzimatik pargalama sureleri iki katina
cikarildiginda  alinan  spektrumlara  bakilarak  sudreleri  arttirmanin
zenginlestirmeye carpici bir etkisinin olmadigi gozlemlenmisgtir.

Literatlirde kullanilan cgesitli tampon c¢ozeltilerinin tasarlanan zenginlestirme
islemindeki etkisine bakilan spektrumlarda 100 mM lik tris-HCI tamponunun
sadece yikamalar sirasinda kullanildiginda en iyi sonug verdigi tespit edilmigtir.
Zenginlestirme igleminde kullanilan polimerik ylzeyin miktarinin  bu
zenginlestirme islemine olumlu/ olumsuz etkileri 7.0 pmol/uL ve 0.7 pmol/uL

IFN-y protein ¢ozeltilerde kati polimerik yuzeyin miktari degistirilerek kontrol
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edilmis ve MALDI-TOF-MS spektrumlari alinmistir. Alinan spektrumlar
incelendiginde optimum miktarin hem yuksek hem dusuk derisim igin yaklasik
10 mg oldugu tespit edilmigtir.

Aptamer ve IFN-y proteini digarida kompleks olusturulup yizeye eklenmesinin
ardindan baglanan proteinin enzimatik pargcalamasindan sonra pozitif iyon
modunda elde edilen MALDI-MS kitle spektrumu incelenmis ve kompleks
olusum sirasinda aptamer ve IFN-y proteininde meydana gelen konformasyonel
degisikliklerin ylzeydeki capraz baglayiciya baglanmada negatif etki gosterdigi
tespit edilmigtir.

IFN-y proteini aptamerinin bagka proteinler varliginda hedef molekili olan IFN-
y proteinine baglanmasini kontrol etmek amagli lizozim ve sitokrom C
proteinlerinin de oldugu protein karisimi yuzeye eklenerek zenginlestirme iglemi
uygulanmig ve elde edilen spektrum higbir zenginlestirme yapilmamis
spektrumla karsilastirlmistir.  IFN-y proteini aptamerinin bagka proteinler
varliginda bile hedef molekille etkilesime girdigi peptit fragmentlerine ait
sinyallerden anlasiimigtir.

Canli sistem icin oldukga 6nemli olan IFN-y proteinin BSA uzaklastiriimis kan
plazma ortaminda aptamer ile zenginlestiriimesi sonucu elde edilen spektrumda
ortamda ¢ok fazla biyolojik madde olmasina ragmen IFN-y protein peptit
fragment sinyalleri tespit edilmistir. Bu spektrumdaki sinyaller IFN-y proteininin
teshis uygulamalarinda tez kapsaminda kullanilan zenginlegtirme igleminin
kullanilmasi i¢in kaguk bir 6n ¢alisma niteliginde oldugu goérulebilmektedir.
VEGF protein ¢ozeltisinin cesitli matrikslerde elde edilen pozitif modundaki
MALDI-TOF-MS spektrumlari incelenmis olup proteinin ‘+1’ yukli molekuler
iyon sinyaline gore 3HPA matriksi disinda diger matrikslerin uygun oldugu tespit
edilmigtir.

VEGF proteinine 6zgu aptamer ¢ozeltisinin ¢esitli matrikslerde elde edilen
pozitif modundaki MALDI-TOF-MS spektrumlari incelenmis olup VEGF
proteinin aksine 3HPA ve THAP matriksinin bu aptamer igin uygun oldugu tespit
edilmistir.

Literatire uygun olarak ATT matriksinde VEGF-aptamer kompleksine ait
MALDI-TOF-MS spektrumunda az da olsa bu komplekse ait sinyal

gozlenebilmigtir. Bu sinyalin ¢gok dusuk olmasi bunun yaninda aptamere ve
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proteine ait sinyallerin ayri ayri gdézlemlenmesi yapinin lazerin siddetiyle gaz
fazinda ayrildigini gostermektedir.

VEGF-aptamer kompleksinin belirgin sekilde gézlemlenememesinin ardindan
zenginlestirme sonucu aptamere baglanan proteinler enzimatik pargalanmaya
ugratilarak elde edilen peptit fragmentleri analiz edilmistir.

VEGF proteini igin secilen 0.002 -1 pmol/uL derisimlerine sahip protein
¢Ozeltileri higbir zenginlestirmeye ugramadan enzimatik pargalama iglemine tabi
tutuldugunda peptit fragment sinyallerinin siddetlerinin ayirma icin oldukga
disuk oldugu goézlemlenip 0.002 pmol/uL derisimine sahip VEGF protein
¢cOzeltisinin  parcalama sonrasi spektrumunda fragmentlere ait sinyal
g6zlemlenememistir.

VEGF’'e 06zgu aptamer yapisi kullanilarak c¢alisma aralidindaki protein
¢cozeltilerine zenginlestirme islemi uygulanmigtir. Zenginlestirme olan ve
olmayan spektrumlar karsilastirildiginda peptit sinyallerinin siddetlerindeki artig
gbze carpmaktadir. Bu durum zenginlesmenin basarii  oldugunu
gOstermektedir.

Cok dusuk derigimlerde (0.002 pmol/uL) VEGF proteinine ait peptit sinyalleri
aptamer yaplilan ile zenginlestirme sayesinde MALDI-TOF-MS spektrumunda
gozlemlenmistir.

Var olan VEGF hacminin ¢ok az olmasi sebebi ile ziptip yontemi ile peptit
sinyallerinin artis kontolu yapilmig, elde edilen spektrumlar sonucu sinyallerde
belirgin bir artis gdzlemlenememistir.

VEGF proteini aptamerinin baska proteinler varliginda hedef molekuli olan
VEGF proteinine baglanmasini kontrol etmek amacli lizozim ve sitokrom C
proteinlerinin de oldugu protein karigimi yuzeye eklenerek zenginlestirme islemi
uygulanmis ve elde edilen spektrum higbir zenginlestirme yapiimamis
spektrumla karsilastiriimistir.  VEGF proteini aptamerinin baska proteinler
varliginda bile hedef molekille etkilesime girdigi peptit fragmentlerine ait
sinyallerden anlagiimigtir.

Lizozim, sitokrom C ve VEGF’in bulundugu protein karisimina zenginlestirme
uyguladiktan sonra sinyal arttirnmi i¢in ziptip islemi uygulanmistir. Elde edilen

spektrumlar ile ziptip isleminin VEGF’e ait peptit sinyallerinin yani sira lizozim
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ve sitokrom C proteinlerine ait peptit fragment sinyallerini arttirdigi tespit
edilmistir.

Canli sistem igin oldukga 6nemli bir diger protein olan VEGF’in BSA uzaklasmig
kan plazma ortaminda iken aptamer ile zenginlestirimesi sonucu elde edilen
spektrumda ortamda ¢ok fazla yabanci madde olmasina ragmen VEGF protein
peptit fragment sinyalleri tespit edilmistir. Bu spektrumdaki sinyaller birgok
hastaligin belirteci olan VEGF proteininin teshis uygulamalarinda tez
kapsaminda kullanilan zenginlestirme igleminin kullanilmasi i¢in ki¢uk bir on

calisma niteliginde oldugu gorulebilmektedir.

97



[1]

[2]
[3]
[4]
[5]

[6]
[7]

[8]
[9]
[10]
[11]
[12]

[13]

[14]

[15]

6. KAYNAKLAR

Luscombe, N.M., Laskowski, R.A., Thornton J.M., Amino acid-base
interactions: a three-dimensional analysis of protein-DNA interactions at an
atomic level, Nucleic Acids Research., 29, 2860-2874, 2001.

Feigon, J., Dieckmann, T., Smith, F.W., Aptamer structures from A to (,
Chemistry and Biology, 3, 611-617, 1996.

Cho, E.J., Lee, J.W., Ellington, A.D., Applications of aptamers as sensors,
Annual Review of Analytical Chemistry, 2, 241-264, 20009.

Bunka, D.H.J., Platonova, O., Stockley, P.G., Development of aptamer
therapeutics, Current Opinion in Pharmacology, 10, 557-562, 2010.

Chen, Y., Pui, T.S., Kongsuphol, P., Tang, K.C., Arya, S.K., Aptamer-based
array electrodes for quantitative interferon-y detection, Biosensors and
Bioelectronics, 53, 257-562, 2014.

Ferrara, N., Molecular and biological properties of vascular endothelial growth
factor, Journal of Molecular Medicine, 77, 527-543, 1999.

Zhang, X., Zhu, S., Xiong, Y., Deng, C., Zhang, X., Development of a MALDI-
TOF MS strategy for the high-throughput analysis of biomarkers: on-target
aptamer immobilization and laser-accelerated proteolysis, Angewandte
Chemie International Edition, 52, 6055-6058, 2013.

Forterre, P., The origin of DNA genomes and DNA replication proteins, Current
Opinion in Microbiology, 5, 525-532, 2002.

Huang Z., Szostak, J.W., Evolution of aptamers with a new specificity and new
secondary structures from an ATP aptamer, RNA, 9,1456-1463, 2003.

Radom,F., Jurek, P.M., Mazurek, M.P., Otlewski, J. Jelen, F., Aptamers:
molecules of great potential, Biotechnology Advances 31, 1260-1274, 2013.

Lin,Y., Isolation and Characterization of DNA Aptamers for Zinc Finger
Proteins, Doktora Tezi, Berlin Universitesi, Berlin, 2009.

Patel, D.J., Structural analysis of nucleic acid aptamers, Current opinion in
Chemical Biology, 1, 32-46, 1997.

Pendergrast, P.S., Marsh, H.N., Grate, D., Healy, J.M., Stanton, M., Nucleic
Acid Aptamers for Target Validation and Therapeutic Applications, Journal of
Biomolecular Techniques, 16, 224-234, 2005.

Bayrac, A.T., Sefah, K., Parekh, P., Bayrac, C., Gulbakan, B., Oktem, H. A,,
Tan, W., In vitro selection of DNA aptamers to glioblastoma multiforme, ACS
Chemical Neuroscience, 2, 175-181, 2011.

Leung, K., He, B., Yang, C., Leung, C., Wang, D., Ma, D., Development of an
Aptamer-based sensing platform for Metal lons, Proteins, and Small Molecules
through Terminal Deoxynucleotidyl Transferase Induced G-Quadruplex
Formation, The American Chemical Society: Applied Material and Interfaces,
7, 24046-24052, 2015.

98



[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

Cerchia, L., Hamm, J., Libri, D., Tavitian, B., Franciscis, V., Nucleic acid
aptamers in cancer medicine, Federation of European Biochemical Societies,
528, 12-16, 2002.

Bayrac, A.T., In Vitro Selection of DNA Aptamers To Glioblastoma Multiforme,
Doktora Tezi, Orta Dogu Teknik Universitesi Fen Bilimleri Enstitust, Ankara,
2011.

Bunka D.H.J., Stockley, P.G., Aptamers come of age - at last, Nature Reviews:
Microbiology, 4, 588-596, 2006.

Chen, T., Shukoor, M.l., Chen, Y., Yuan, Q., Zhu, Z., Zhao, Z., Aptamer-
conjugated nanomaterials for bioanalysis and biotechnology applications,
Royal Society of Chemistry: Nanoscale, 3, 546-556, 2011.

Jayasena, S.D., Aptamers: an emerging class of molecules that rival
antibodies in diagnostics, Clinical Chemistry, 45, 1628-1650, 1999.

Cwirla, S.E., Peters, E.A, Barrett, R.W., Dower, W.J., Peptides on phage: a
vast library of peptides for identifying ligands, Proceedings of the National
Academy of Sciences of the United States of America, 87, 6378-6382, 1990.

He, M., Taussig, M.J., Antibody-ribosome-mRNA (ARM) complexes as
efficient selection particles for in vitro display and evolution of antibody
combining sites, Nucleic Acids Research, 25, 5132-5134, 1997.

Kirkham, P.M., Neri, D., Winter, G., Towards the design of an antibody that
recognises a given protein epitope, Journal of Molecular Biology, 285, 909—
15, 1999.

Ng, E.W.M., Shima, D.T., Calias, P., Cunningham E.T., Guyer D.R., Adamis,
A. P., Pegaptanib, a targeted anti-VEGF aptamer for ocular vascular disease,
Nature Review: Drug Discovery, 5, 123-132, 2006.

Gold, L., Polisky, B., Uhlenbeck, O., Yarus, M., Diversity of oligonucleotide
functions, Annual Review Biochemistry, 64, 763—797, 1995.

Padmanabhan, K., Padmanabhan, K.P., Ferrara, J.D., Sadler, J.E., Tulinsky,
A., The structure of alpha-thrombin inhibited by a 15-mer single-stranded DNA
aptamer, The Journal of Biological Chemistry, 268, 17651-17654, 1993.

Schultze, P., Macaya, R.F., Feigon, J., Three-dimensional solution structure of
the thrombin-binding DNA aptamer d(GGTTGGTGTGGTTGG), Journal of
Molecular Biology, 235,1532-1547, 1994.

Tuerk, C., MacDougal, S., Gold, L., RNA pseudoknots that inhibit human
immunodeficiency virus type 1 reverse transcriptase, Proceedings of the
National Academy of Sciences of the United States of America 89, 6988—6992,
1992.

Pileur, F., Andreola, M., Dausse, E., Michel, J., Selective inhibitory DNA
aptamers of the human RNase H1, Nucleic Acids Research, 31, 19, 5776—
5788, 2003.

Green, L. S., Jellinek, D., Bell, C., Beebe, L .,Feistner, B.D., Gill, S.C., Jucker,
F.M., Janji¢, N., Nuclease-resistant nucleic acid ligands to vascular
permeability factor/vascular endothelial growth factor, Chemistry & biology, 2,
683-95, 1995.

Famulok, M., Mayer, G., Blind, M., Nucleic acid aptamers-from selection in
99



[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

vitro to applications in vivo, Accounts of chemical research, 33, 591-599,
2000.

Beigelman, L., McSwiggen, J., Draper, K., Gonzalez, C., Jensen, K,
Karpeisky, A., Chemical Modification of Hammerhead Ribozymes, Journal of
Biological Chemistry, 270, 25702—-25708, 1995.

Chelliserrykattil, J., Ellington, A.D., Evolution of a T7 RNA polymerase variant
that transcribes 2’-O-methyl RNA, Nature Biotechnology, 22, 1155-1160,
2004.

Kato, Y., Minakawa, N., Komatsu, Y., Kamiya, H., Ogawa, N., Harashima, H.,
Matsuda, A., New NTP analogs: The synthesis of 4’-thioUTP and 4’-thioCTP
and their utility for SELEX, Nucleic Acids Research., 33, 2942—-2951, 2005.

Romig, T.S., Bell, C., Drolet, D.W., Aptamer affinity chromatography:
combinatorial chemistry applied to protein purification, Journal of
Chromatography B: Biomedical Sciences and Applications, 731, 275-284,
1999.

Michaud, M., Jourdan, E., Villet, A., Ravel, A., Grosset, C., Peyrin, E., A DNA
aptamer as a new target-specific chiral selector for HPLC, Journal of the
American Chemical Society, 125, 8672-8679, 2003.

Kotia, R.B., Li, L., McGown, L.B., Separation of nontarget compounds by DNA
aptamers, Analytical Chemistry, 72, 827—-831, 2000.

Cerchia, L., Hamm, J., Libri, D., Tavitian, B., Franciscis, V., Nucleic acid
aptamers in cancer medicine, Federation of European Biochemical Societies,
528, 12-16, 2002.

Sefah, K., Tang, Z.W., Shangguan, D.H., Chen, H., Lopez-Colon, D., Li, Y.,
Parekh, P., Martin, J., Meng, L., Phillips, J.A., Kim, Y.M., Tan, W.H., Molecular
recognition of acute myeloid leukemia using aptamers, Leukemia: official
journal of the Leukemia Society of America, 23, 235-244, 20009.

Tang, Z., Parekh, P., Turner, P., Moyer, RW., Tan, W., Generating aptamers
for recognition of virus-infected cells, Clinical Chemistry, 55, 813—-822, 2009.

Zhao, Z., Xu, L., Shi, X., Tan, W., Fang, X., Shangguan, D., Recognition of
subtype non-small cell lung cancer by DNA aptamers selected from living cells,
Royal society of Chemistry: Analyst, 134, 1808—-1814, 2009.

Guo, K.T., SchAfer, R., Paul, A., Gerber, A., Ziemer, G., Wendel, H.P., A new
technique for the isolation and surface immobilization of mesenchymal stem
cells from whole bone marrow using high-specific DNA aptamers, Stem Cells,
24, 2220-2231, 2006.

Hamula, C.L.A., Zhang, H., Guan, L.L., Li, X.F., Le, X.C., Selection of aptamers
against live bacterial cells, Analytical Chemistry, 80, 7812—7819, 2008.

Ulrich, H., Magdesian, M.H., Alves, M.J.M., Colli, W., In vitro selection of RNA
aptamers that bind to cell adhesion receptors of Trypanosoma cruzi and inhibit
cell invasion, The Journal Of Biological Chemistry, 277, 20756-20762, 2002.

Joeng, C.B., Niazi, J.H., Lee, S.J., Gu, M.B., ssDNA aptamers that recognize
diclofenac and 2-anilinophenylacetic acid, Bioorganic & Medicinal Chemistry,
17, 5380-5387, 2009.

Nonaka, Y., Sode, K., Ikebukuro, K., Screening and Improvement of an Anti-
100



[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

[58]

[59]

VEGF DNA Aptamer, Molecules, 15, 215-225, 2010.

Choi, J.H., Chen, K.H., Han, J.H., Chaffee, A.M., Strano, M. S., DNA aptamer-
passivated nanocrystal synthesis: A facile approach for nanoparticle-based
cancer cell growth inhibition, Small, 5, 672-675, 2009.

Dollins, C.M., Nair, S., Sullenger, B.A., Aptamers in immunotherapy, Human
Gene Therapy, 19, 443-450, 2008.

Larson, N.Li, T., Nguyen, H.H., Sokolov, K.V., Ellington, A.D., Directed
evolution of gold nanoparticle delivery to cells, Royal society of chemistry:
Chemical Communications, 46, 392—-394, 2010.

Zelada-Guillen, G.A., Riu, J., Duzgun, A., Rius, F.X., Immediate detection of
living bacteria at ultralow concentrations using a carbon nanotube based
potentiometrie aptasensor, Angewandte Chemie - International Edition, 48,
7334-7337, 20009.

Lee, S., Kim, Y.S., Jo, M., Jin, M., Lee, D., Kim, S., Chip-based detection of
hepatitis C virus using RNA aptamers that specifically bind to HCV core
antigen, Biochemical and biophysical research communications, 358, 47-52,
2007.

Sullenger, B.A., Gallardo, H.F., Ungers, G.E., Gilboa, E., Overexpression of
TAR sequences renders cells resistant to human immunodeficiency virus
replication, Cell, 63, 601-608, 1990.

Sandberg, J.A., Parker, V.P., Blanchard, K.S., Sweedler, D., Powell, J.A.,
Kachensky, A., Bellon, L., Usman, N., Rossing, T., Borden, E., Blatt, L.M.,
Pharmacokinetics and tolerability of an antiangiogenic ribozyme
(ANGIOZYME) in healthy volunteers, Journal of clinical pharmacology,
40,1462-1469, 2000.

Willis, M.C., Collins, B., Zhang, T., Green, L.S., Sebesta, D.P., Bell, C.,
Kellogg, E., Gill, S.C., Magallanez, A., Knauer, S., Bendele, R.A., Gill, P.S.,
Janjic, N., Liposome anchored vascular endothelial growth factor aptamers,
Bioconjugate Chemistry, 9, 573-582, 1998.

Ruckman, J., Green, L.S., Beeson, J., Waugh, S., Gillette, W.L., Henninger,
D.D., Claesson-Welsh, L., Janji¢, N., 2’-Fluoropyrimidine RNA-based
Aptamers to the 165-Amino Acid Form of Vascular Endothelial Growth Factor
(VEGF165), The Journal of Biological Chemistry, 273, 20556—20567, 1998.

Dougan, H., Lyster, D.M., Vo, C.V., Stafford, A., Weitz, J.l., Hobbs, J.B.,
Extending the lifetime of anticoagulant oligodeoxynucleotide aptamers in
blood, Nuclear Medicine and Biology, 27, 289—-297, 2000.

Takahashi, T., Tada, K., Mihara, H., RNA aptamers selected against amyloid
beta-peptide (Abeta) inhibit the aggregation of Abeta, Molecular bioSystems,
5, 986991, 20009.

Duclair, S., Gautam, A., Ellington, A., Prasad, V.R., High-affinity RNA
Aptamers Against the HIV-1 Protease Inhibit Both In Vitro Protease Activity
and Late Events of Viral Replication, Molecular Therapy—Nucleic Acids, 4,
228, 2015.

Dieckmann, T., Suzuki, E., Nakamura, G. K., Feigon, J., Solution structure of
an ATP-binding RNA aptamer reveals a novel fold, RNA, 2, 628-640, 1996.

101



[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]
[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

Hermann, T., Patel, D.J., Adaptive recognition by nucleic acid aptamers,
Science, 287, 820-825, 2000.

Jiang, L., Suri, A.K., Fiala, R., Patel, D.J., Saccharide-RNA recognition in an
aminoglycoside antibiotic-RNA aptamer complex, Chemistry & Biology, 4, 35—
50, 1997.

Campisi, D.M., Calabro, V., Frankel, A.D., Structure-based design of a dimeric
RNA + peptide complex, the EMBO Journal, 20, 178-186, 2001.

Yang, Q., Goldstein, I.J., Mei, H.Y., Engelke, D.R., DNA ligands that bind
tightly and selectively to cellobiose, Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America, 95, 5462-5467, 1998.

Walter, F., Vicens, Q., Westhof, E., Aminoglycoside—RNA interactions, Current
Opinion in Chemical Biology, 3, 694—704, 1999.

Wallis, M.G., Streicher, B., Wank, H., Ahsen, U., Clodi, E., Wallace, S.T.,
Famulok, M., Schroeder, R., In vitro selection of a viomycin-binding RNA
pseudoknot, Chemistry & Biology , 4, 357-366, 1997.

Wilson, S.D., Szostak, W.J., In Vitro Selection of Functional Nucleic Acids,
Annual Review of Biochemistry, 51, 611-647, 2000.

Yadav, S.K., Agrawal, B., Chandra, P., Goyal, R.N., In vitro chloramphenicol
detection in a Haemophilus influenza model using an aptamer-polymer based
electrochemical biosensor, Biosensors & bioelectronics, 55, 337-342, 2014.

Xu, W., Ellington, A.D., Anti-peptide aptamers recognize amino acid sequence
and bind a protein epitope, Proceedings of the National Academy of Sciences
of the United States of America, 93, 7475-7480, 1996.

Baskerville, S., Zapp, M., Ellington, A.D., Anti-Rex aptamers as mimics of the
Rex-binding element, Journal of virology, 73, 4962—-4971, 1999.

Tan, R., Chen, L., Buettner, J. A., Hudson, D., Frankel, A. D., RNA recognition
by an isolated a helix, Cell, 73, 1031-1040, 1993.

Horn, W.T., Tars, K., Grahn, E., Helgstrand, C., Baron, A.J., Lago, H., Adams,
C.J. Peabody, D.S., Phillips, S.E.V., Stonehouse, N.J., Liljas, L., Stockley,
P.G., Structural basis of RNA binding discrimination between bacteriophages
Qbeta and MS2, Structure, 14, 487-495, 2006.

Hooker, A., James, D., Glycosylation Heterogeneity of Recombinant Human
IFN-y, Journal Of Interferon And Cytokine Research, 295, 287-295, 1998.

Tagbakan, M.S., Sayiner, A., Tiberkilloz Hastaliyi ve Infeksiyonunda
Interferon Gamma Testlerinin Yeri, Turkish Journal of Infection, 22, 179-184,
2008.

Liu, Y., Tuleouva, N., Ramanculov, E., Revzin, A., Aptamer-based
electrochemical biosensor for interferon gamma detection, Analytical
chemistry, 82, 8131-8136, 2010.

Yan, G., Wang, Y., He, X., Wang, K., Liu, J., Du, Y., A highly sensitive label-
free electrochemical aptasensor for interferon-gamma detection based on
graphene controlled assembly and nuclease cleavage-assisted target
recycling amplification, Biosensors & bioelectronics, 44, 57-63, 2013.

102



[76]

[77]

[78]

[79]

[80]

[81]

[82]

[83]

[84]

[85]

[86]

[87]

[88]

[89]

Proske, D., Blank, M., Buhmann, R., Resch, A., Aptamers - Basic research,
drug development, and clinical applications, Applied Microbiology and
Biotechnology, 69, 367-374, 2005.

Cao, B., Hu, Y., Duan, J., Ma, J., Xu, D., Yang X.D., Selection of a novel DNA
aptamer for assay of intracellular interferon-gamma, Plos one, 9, 1-9, 2014.

Data, C., Serum Level of Vascular Endothelial Growth Factor in Patients with
Different Clinical SubtypeS of Oral Lichen Planus,/ranian Journal of Medical
sciences, 27, 157-160, 2007.

Neufeld, G., Cohen, T., Gengrinovitch, S., Poltorak, Z., Vascular endothelial
growth factor (VEGF) and its receptors, the FASEB Journal, 13, 9-22, 1999.

Carmeliet, P., Ferreira, V., Breier, G., Pollefeyt, S., Kieckens, L., Gertsenstein,
M., Fahrig, M., Vandenhoeck, A., Harpal, K., Eberhardt, C., Declercq, C.,
Pawling, J., Moons, L., Collen, D., Risau, W., Nagy, A., Abnormal blood vessel
development and lethality in embryos lacking a single VEGF allele, Nature,
380, 435-439, 1996.

Zhao S., Yang W., Lai, R. Y., A folding-based electrochemical aptasensor for
detection of vascular endothelial growth factor in human whole blood,”
Biosensors & bioelectronics, 26, 2442—7, 2011.

Price, P., Standard definitions of terms relating to mass spectrometry, Journal
of the American Society for Mass Spectrometry, 2, 336—48, 1991.

McNeal, J.C., Macfarlane, D.R., Observation of a Fully Protected
Oligonucleotide Dimer at m/z 12637 by Cf-Plasma Desorption Mass
spectrometry, Journal of the American Society for Mass Spectrometry,103,
1609-1610, 1981.

Griffiths, J., A brief history of mass spectrometry, Analytical Chemistry, 80,
5678-5683, 2008.

Yates, J.R., Ruse, C.I., Nakorchevsky, A., Proteomics by mass spectrometry:
approaches, advances, and applications, Annual review of biomedical
engineering, 11, 49-79, 2009.

Tanaka, K., Waki, H., Ido, Y., Akita, S., Yoshida, Y., Protein and Polymer
Analyses up to miz 100 000 by Laser lonization Time-of-flight Mass
Spectrometry, Rapid Communications in Mass Spectrometry, 2, 151-153,
1988.

Rosu, F., Pauw, E., Gabelica, V., Electrospray mass spectrometry to study
drug-nucleic acids interactions, Biochimie, 90, 1074-87, 2008.

Pihlainen, K., Grigoras, K., Franssila, S., Ketola, R., Kotiaho, T., Kostiainen,
R., Analysis of amphetamines and fentanyls by atmospheric pressure
desorption/ionization on silicon mass spectrometry and matrix-assisted laser
desorption/ionization mass spectrometry and its application to forensic
analysis of drug seizures, Journal of Mass Spectrometry, 40, 539-545, 2005.

Tavsanli, B. Siyalik asit iceren glikopeptitlerin hizli ve etkin kitle spektrometrik
analizleri icin gecis metal oksitleri kullanilarak secimli olarak zenginlestiriimesi,
Yuksek Lisans Tezi, Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitlist, Ankara,
2014.

103



[90]

[91]

[92]

[93]
[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]
[104]

[105]

Bleakney, W., A new method of positive ray analysis and its application to the
measurement of ionization potentials in mercury vapor, Physical Review, 34,
157-160, 1929.

Hoffmann, E., Stroobant, V., Mass Spectrometry - Priniples and Applications,
3. Baski, Wiley, 2007.

Zaluzec E.J., Gage, D.A., Watson, J.T., Matrix-assisted laser desorption
lonization mass spectrometry: applications in peptide and protein
characterization, Protein expression and purification, 6, 109-23, 1995.

Karas, M., Kruger, R., lon formation in MALDI: The cluster ionization
mechanism, Chemical Reviews, 103, 427-439, 2003.

Dreisewerd K., The desorption process in MALDI, Chemical Reviews 103,
395-425,2003.

Vorm , O., Roepstorff, P., Mann, M., Improved Resolution and Very High
Sensitivity in MALDI TOF of Matrix Surfaces Made by Fast Evaporation,
Analytical Chemistry, 66, 3281-3287, 1994.

Strupat, K., Karas, M., Hillenkamp, F., 2,5-Dihydroxybenzoic acid: a new
matrix for laser desorption—ionization mass spectrometry, International
Journal of Mass Spectrometry and lon Processes, 111, 89-102, 1991.

Beavis, R., Chaudhary, T., Chaid, B., a-Cyano-4-hydroxycinnamic Acid as a
Matrix for Matrix- assisted Laser Desorption Mass-Spectrometry, Organic
Mass spectrometry, 27, 156—-158, 1992.

Brown, R.S., Lennon, J.J., Sequence-specific fragmentation of matrix-
assisted laser-desorbed protein/peptide ions, Analytical Chemistry, 67, 3990—
3999, 1995.

Manisali, 1., Chen, D.D.Y., Schneider, B.B., Electrospray ionization source
geometry for mass spectrometry: past, present, and future, Trends in
Analytical Chemistry, 25, 243-256, 2006.

Gller, U., Trombin ve lizozimin 6zgiin aptamer kullanilarak zenginlestirilmeleri
ve kutle spektrometresi ile tayinleri, Yuksek Lisans Tezi, Hacettepe
Universitesi Fen Bilimleri Ensititisu, Ankara, 2012.

Theel, E.S., Matrix-Assisted Laser Desorption lonization-Time of Flight Mass
Spectrometry for the Identification of Bacterial and Yeast Isolates, Mayo
medical laboratories, 38,1-8, 2013.

Banerjee, S., Mazumdar, S., Electrospray lonization Mass Spectrometry: A
Technique to Access the Information beyond the Molecular Weight of the
Analyte, International Journal of Analytical Chemistry, 2012, 1-40, 2012.

Cole, R.B., Some tenets pertaining to electrospray ionization mass
spectrometry, Journal of Mass Spectrometry, 35, 763—772, 2000.

Dawson, P.H., Quadrupole mass analyzers: Performance, design and some
recent applications, Mass Spectrometry Reviews, 5, 1-37, 1986.

Douglas, D.J., Applications of collision dynamics in quadrupole mass
spectrometry, Journal of the American Society for Mass Spectrometry, 9, 101—
113, 1998.

104



[106]

[107]

[108]
[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

[117]

[118]

[119]

Imrie, D.C., Pentney, J.M., Cottrell, J.S., A Faraday Cup Detector for High-
mass lons in Matrix-assisted Laser Desorption/lonization Time-of-flight Mass
spectrometry, Rapid Communications in Mass Spectrometry, 9,1293-1296,
1995.

Moniatte, M., Van der Goot, F.G., Buckley, J.T., Pattus, F., Van Dorsselaer,
A., Characterisation of the heptameric pore-forming complex of the
Aeromonas toxin aerolysin using MALDI-TOF mass spectrometry, The FEBS
Journal, 384, 269-272, 1996.

Morris H.R., Biomolecular mass spectrometry, International Journal of Mass
Spectrometry and lon Physics, 45, 331-342, 1982.

Cotter, R.J., Lasers and mass spectrometry, Analytical Chemistry, 56, 485-
504, 1984.

Schiller, J., Suss, R., Arnhold, J., Fuchs, B., Lessig, J., Muller, M., Petkovic,
M., Spalteholz, H., Zschornig, O., Arnold, K., Matrix-assisted laser desorption
and ionization time-of-flight (MALDI-TOF) mass spectrometry in lipid and
phospholipid research, Progress in lipid research, 43, 449-488, 2004.

Wysocki, V.H., Resing, K.A., Zhang, Q., Cheng, G., Mass spectrometry of
peptides and proteins, Methods, 35, 211-222, 2005.

Sassaki, G.L., Souza L.M., Mass Spectrometry Strategies for Structural
Analysis of Carbohydrates and Glycoconjugates, Intech, 4. bélim, 81-115,
2013.

Crain, P.F., McCloskey, J.A., Applications of mass spectrometry to the
characterization of oligonucleotides and nucleic acids,Current Opinion in
Biotechnology, 9, 25-34, 1998.

Witze E., Old, W., Resing, K., Ahn, N., Mapping Protein Post-Translational
Modifcications With Mass Spectrometry, Nature methods, 4, 798-806, 2007.

Daniel, M.J., Friess, S.D., Rajagopalan, S., Wendt, S., Zenobi, R., Quantitative
determination of noncovalent binding interactions using soft ionization mass
spectrometry, International Journal of Mass Spectrometry, 216, 1-27, 2002.

Martin, S.E., Shabanowitz, J., Hunt, D.F., Marto, J.A., Subfemtomole MS and
MS / MS Peptide Sequence Analysis Using Nano-HPLC Micro-ESI Fourier
Transform lon Cyclotron Resonance Mass Spectrometry, Analytical
Chemistry, 72, 4266—-4274, 2000.

Warren E.N., Elms, P.J., Parker, C.E., Borchers, C.H., Development of a
protein chip: A MS-based method for quantitation of protein expression and
modification levels using an immunoaffinity approach, Analytical Chemistry,
76, 4082-4092, 2004.

Latham, M.P., Zimmermann G.R., Pardi, A., NMR Chemical Exchange as a
Probe for Ligand-Binding Kinetics in a Theophylline-Binding RNA Aptamer,
JACS, 131, 5052-5053, 2009.

Hianik, T., Ostatna, V., Sonlajtnerova, M., Grman, I., Influence of ionic
strength, pH and aptamer configuration for binding affinity to thrombin,
Bioelectrochemistry, 70, 127-133, 2007.

105



[120]

[121]

[122]

[123]

[124]

[125]

[126]

[127]

[128]

[129]

[130]

[131]

[132]

[133]

Braakman, I., Helenius, J., Helenius, A., Manipulating disulfide bond formation
and protein folding in the endoplasmic reticulum, the EMBO Journal, 11, 1717—
1722, 1992.

Anfinsen, C.B., Haber, E., Studies on the reduction and re-formation of protein
disulfide bonds, The Journal of biological chemistry, 236, 1361-1363, 1961.

Lin, S., Cotter, R.J., Woods, A.S., Detection of non-covalent interaction of
single and double stranded DNA with peptides by MALDI-TOF, Proteins:
Structure, Function and Genetics, 33, 12—-21, 1998.

Chen, F., Gllbakan, B., Zenobi, R., Direct access to aptamer—protein
complexes via MALDI-MS, The Royal society of Chemistry: Chemical Science,
4,4071-4078, 2013.

Dick, L.W., McGown, L.B., Aptamer-enhanced laser desorption/ionization for
affinity mass spectrometry, Analytical Chemistry, 76, 3037-3041, 2004.

Vasilescu, A., Gaspar, S., Mihai, I., Tache, A,, Litescu, S.C., Development of
a label-free aptasensor for monitoring the self-association of lysozyme, The
Royal society of Chemistry: Analyst, 138, 3530-3537, 2013.

Treitz, G., Gronewold, T.M.A., Quandt, E., Zabe-Kihn, M., Combination of a
SAW-biosensor with MALDI mass spectrometric analysis, Biosensors &
bioelectronics, 23, 1496-502, 2008.

Gronewold, T.M.A., Baumgartner, A., Hierer, J., Sierra, S., Blind, M., Blu, J.,
Tillmann, T., Kiwitz, A., Kaiser, R., Zabe-kihn, M., Quandt, E., Famulok, M.,
Kinetic Binding Analysis of Aptamers Targeting HIV-1 Proteins by a
Combination of a Microbalance Array and Mass Spectrometry ( MAMS ), The
Journal of proteome research, 8, 3568—-3577, 2009.

Mairal, T., Ozalp, V.C., Sanchez, P. L., Mir, M., Katakis, ., O’Sullivan, C.K.,
Aptamers: Molecular Tools For Analytical Applications, Analytical and
Bioanalytical Chemistry, 390, 989-1007, 2008.

Nimjee, S.M., Rusconi, C.P., Sullenger, B. A., Aptamers to Proteins, The
aptamer handbook, 6.bolim,Wiley,131-166, 2006.

Tuleuova, N., Jones, C.N., Yan, J., Ramanculov, E., Yokobayashi, Y., Revzin,
A., Development of an aptamer beacon for detection of interferon-gamma,
Analytical Chemistry, 82, 1851-1857, 2010.

Kdksal, D., Unsal, E., Poyraz, B., Kaya, A., Savas, H., Sipit, T., Gonduillt, U.,
The value of serum interferon-gamma level in the differential diagnosis of
active and inactive pulmonary tuberculosis, Tiberkiloz ve Toraks, 54, 17-21,
2006.

Aoe, K., Hiraki, A., Murakami, T., Eda, R., Maeda, T., Sugi, K., Takeyama, H.,
Diagnostic significance of interferon-gamma in tuberculous pleural effusions,
Chest, 123, 740-744, 2003.

Demirci, U., Karaciger hastaliklarinda Vaskuler Endotel Buyume Faktor
(Vascular Endothelial Growth Factor,VEGF) Duzeyleri, Uzmanlik Tezi, Haseki
Egitim ve Arastima Hastanesi 3. I¢ hastaliklari Klinigi, 2006.

106



[134]

[135]

[136]

Salven, P., Ruotsalainen, T., Mattson, K., Joensuu, H., High pre-treatment
serum level of vascular endothelial growth factor (VEGF) is associated with
poor outcome in small-cell lung cancer, International Journal of Cancer, 79,
144-146, 1998.

Balla, M.M.S., Desai, S., Purwar, P., Kumar, A., Bhandarkar, P., Shejul, Y.K,,
Pramesh, C.S., Laskar, S., Pandey, B.N., Differential diagnosis of lung cancer,
its metastasis and chronic obstructive pulmonary disease based on serum
Vegf, 1I-8 and MMP-9, Science Reports, 6, 1-7, 2016.

Otlu, B., Biyosensorler: Biyoreseptor Molekdller, 6th International Advanced
Technologies Symposium (IATS’11), 16-18 Mayis, Elazig, Turkey,
Biyosensorler: 16-18, 2011.

107



FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

HACETTEPE UNIVERSITESI
F? YUKSEK LISANS/DOKTORA TEZ CALISMASI ORJINALLIK RAPORU

HACETTEPE UNIVERSITESI
FEN BILIMLER ENSTiTUSU
KiMYA ANABILIiM DALI BASKANLIGI'NA

Tarih:12/01/2017

Tez Bashgi / Konusu: APTAMER BAGLI YUZEYLERDE VEGF VE INTERFERON-y PROTEINLERINIiN
ZENGINLESTIiRILMESI VE MALDI-MS iLE TAYiNLERI

Yukarida baghgi/konusu gésterilen tez ¢alismamin a) Kapak sayfas, b) Giris, c) Ana boliimler d) Sonug ve e)Kaynakga
kisimlarindan olugan toplam 107 sayfahik kismina iliskin, 12/01/2017 tarihinde sahsim/tez danismanim tarafindan
Turnitin adl intihal tespit programindan asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan orijinallik raporuna
gore, tezimin benzerlik oran % 3 ‘tiir.

Uygulanan filtrelemeler:
1- Kaynakga harig
2- Alntilar harig
3- 5 kelimeden daha az drtiisme igeren metin kisimlari harig

Hacettepe Universitesi Fen Bilimleri Enstitiisii Tez Caligmasi Orjinallik Raporu Alinmasi ve Kullanilmasi Uygulama
Esaslari'm inceledim ve bu Uygulama Esaslari’'nda belirtilen azami benzerlik oranlarina gore tez ¢calismamin herhangi
bir intihal igermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki sorumlulugu kabul
etti§imi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu beyan ederim.

Geregini saygilarimla arz ederim.

Tarih ve imza
Adi Soyadi: CANAN HOCUK

Ogrenci No: N13220544 .ol ooty
Anabilim Dali: KIMYA
Programi: YUKSEK LISANS

Statiisii: [X] Y.Lisans [] Doktora [] Biitiinlesik Dr. /

DANISMAN ONAYI

UYGUNDUR.

{

Posce Llen

Prof. Dr. Bekir SALIH




OZGEGMIS

Kimlik bilgileri

Adi Soyadi : Canan HOCUK

Dogum Yeri : Gorum

Medeni Hali : Bekar

E-posta : hocukcanan@gmail.com

Adresi : Bayraktar mah. Akhisar sok. No16/16 Cankaya/ANKARA
Egitim

Lisans . Hacettepe Universitesi Kimya Boliumu (3.79/4.00- Bolim

Birinciligi-Fakdlte ikinciligi)

Yuksek Lisans . Hacettepe Universitesi, Kimya Bolimu, Fizikokimya Anabilim
Dali (4.00/4.00)

Doktora -

Yabanci Dil ve Duzeyi
ingilizce :YDS 76.25 (C) /IELTS 5.5/ ODTU IYS 67

is Deneyimi

Orta Dogu Teknik Universitesi Kimya Bolimi Arastirma Gérevlisi ( Subat 2015-...)

Deneyim Alanlari
MALDI-TOF-MS, GC-MS, LC-MS cihazlari, proteomiks, biyomolekdller.

Tezden uretilmis Projeler ve Biitgesi
Katle Spektrometrik Proteomiks analizleri icin Yuksek Segicilie Sahip Aptamer ile
Modifiye Edilmis Ylzeylerin Gelistiriimesi ve Optimizasyonu / TUbitak 112T784

Tezden Uretilmis Yayinlar

108



Tezden Uretilmis Teblig ve/veya Poster Sunumu ile Katildigi Toplantilar

Hogiik C., Giler Tokat U., Salih B.,” Aptamer Bagli Yuzeylerde VEGF ve interferon
—y proteinlerinin Zenginlestiriimesi ve Kutle Spektrometrisi ile Tayini” (poster bildiri-
Poster ikinciligi Oduilii), 16. Ulusal Spektroskopi Kongresi , Elazi§, 29-31 Mayis
2015.

Hoglik C., Gliler Tokat U., Salih B.,” Enrichment Of Vegf Protein On The Aptamer Bind
Surfaces And Detection via Mass Spectrometry” (poster bildirimi), 10th Agean
Analytical Chemistry Days, Canakkale, 29 Eyliul- Ekim 2016.

109





