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ONSOZ

Son yillarda dizi (array) platformlar1 molekiiller tan1 alaninda olduk¢a 6nem kazanmaya
baslamistir. Projemiz kapsaminda niikleik asit (DNA), protein ve hiicre olmak iizere farkl
molekiillerin tayininde kullanilabilecek dizi (array) platformlarinin gelistirilmesi konusunda

arastirmalar gergeklestirilmistir.

Calismalarin tiimii TUBITAK tarafindan saglanan desteklerle, ODTU, Biyolojik Bilimler
Boliimii, Nanobiyoteknoloji Ar-Ge Laboratuvarlarinda gergeklestirilmistir. Ayrica ODTU
Merkezi Labaratuvari Molekiiler Biyoloji ve Biyoteknoloji Biriminden de hizmet alimlari

gerceklestirilmistir.

Calismalar sonucunda DNA ve aptamer tabanli dizi platformlar1 konularinda 6nemli seviyede
bilgi birikimi olusturulmustur. Bahsi gecen dizi platformlarina yonelik kavram dogrulama
calismalar1 da basari ile tamamlanmistir. Gergeklestirilen ¢aligmalar baz alinarak bir¢ok yeni
Ar-Ge projesi ve tez ¢alismasi tetiklenmis olup bazilari projenin sonuglanmasini takiben

ivedilikle baglatilmistir.

Projede emegi gegen tiim arastiricilar adina TUBITAK a saglamis oldugu destekten dolayi

tesekkiir ederiz.

Saygilarimla,

Prof. Dr. Hiiseyin Avni Oktem
ODTU Biyolojik Bilimler Boliimii Ogretim Uyesi

Kasim 2010, Ankara
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OZET

Projemiz kapsaminda niikleik asit (DNA), protein ve hiicre olmak iizere farkli molekiillerin
tayininde kullanilabilecek dizi (array) platformlarinin = gelistirilmesi  amaglanmustir.
Gelistirilmesi hedeflenen platformlarin sandivi¢ hibridizasyon esasina dayali olmasi ve farkli

goriintiileme yontemleri ile ¢alistirilmast hedeflenmistir.

Sandivi¢ hibridizasyon esasina dayali DNA dizi platformunun gelistirilmesi esnasinda cam
ylizeylerin kaplanmasi, problarin yiizeye tutturulmasi, adaptér DNA’nin baglanma
kosullarinin optimizasyonu, goriintilleme probunun hibridizasyon ve yikama kosularinin
optimizasyonu ve florasan, quantum noktacik ve altin nanopargacik olmak iizere ii¢ farkl
goriintlileme yonteminin gelistirilmesi konusunda arastirmalar yiiriitiilmistiir. Gergeklestirilen
deneyler sonucunda florasan prob ve kuantum noktaciklari ile goriintiilenebilen, diisiik arka
plan sinyal seviyesine sahip ve oldukca verilmi ¢alisan bir dizi platformuna ulasilmistir.
Projemizin diger boliimlerinde aptamer tabanli dizi platformlarinda protein ve hiicrelerin
algilanabilmesi ile ilgili arastirmalar gergeklestirilmistir. Bu calismalarda da aptamerlerin
yiizeye baglanmasi, protein ve hiicrelerin baglanma kosullarinin optimizasyonu ve florasan
ve/veya kuantum noktaciklari kullanilarak gorlinti alma konusunda arastirmalar
yirltilmistir. Bu calismalar sonucunda yilizeyde olusturulan aptamer dizilere trombin
proteinin O6zgiin olarak baglandigi ve baglanan proteinlerin kuantum noktaciklart ile
goriintlilenebildigi gosterilmistir. Hiicre caligsmalarinda da olusturulan aptamer dizilerine
16semi kanser hiicre hatlarinin segici olarak baglandigi ve florasan isaretli ikincil aptamerler
ile isaretlenebildigi gosterilmistir. Ulasilan bu sonuglar protein ve hiicre tanisinda
kullanilabilecek aptamer dizilerinin gelistirilebilmesi agisindan konsept dogrulama niteligi

tasimaktadir.

Projemiz kapsaminda iki yiiksek lisans tez ¢calismasi tamamlanmais, iki doktora tezinin de bazi
boliimleri gereklestirilmistir. Proje faaliyetleri sonucunda grubumuz biinyesinde bir¢ok yeni

Ar-Ge projesi tetiklenmis ve bunlara bagli muhtelif tez calismalar1 baglatilmigtir.

Anahtar Kelimeler: biyosensor, niikleik asit, aptamer, hibridizasyon, cam yiizey,

immobilizasyon, floresans, kuantum noktaciklari, altin nanopargaciklari



ABSTRACT

Within the scope of our project the development of array platforms is proposed for the
detection of nucleic acid (DNA), proteins and cells. Platforms thought to be developed by the

project are aimed to be based on sandwich hybridization and different screening techniques.

During the development of DNA array platform which is based on sandwich hybridization,
researches are conducted for the coating of glass surface, attachment of probes to surface,
optimization of binding conditions for adapter DNA, optimization of hybridization and
washing conditions for imaging probe and the development of three different imaging
methods (fluorescence, quantum dot and gold nanoparticle). As a result of the experiments,
array platform which is imaged with fluorescent probes and quantum dots, has a low level of

background signal and works efficiently has been reached.

In other parts of the project, aptamer based array platforms are used for the detection of
proteins and cells. These studies are composed of optimization of binding of aptamers to
surface, optimization of binding conditions of proteins and cells to immobilized aptamers, and
detection of signals by quantum dots or fluorescent dyes. As a result of these studies, specific
binding of trombin protein to its aptamer immobilized on the surface and imaging of this
specific biding with quatum dots are indicated. Also, in cell studies it is shown that aptamer
sequences specifically binds to leukemia cancer cell line and this binding is imaged with
fluorescence labeled secondary aptamer. Obtained results can be used as concept validation
tool for newly developed aptamer sequences for different proteins and cells.

Within the scope of our project two master's thesis are completed and certain parts of two
doctoral thesis are performed. As a result of project activities many new R & D project are

triggered within group and many different thesisi studies are initiated.

Keywords: Biosensor, nucleic acid, aptamer, hybridization, glass surface, immobilization,

fluorescence, quantum dots, gold nanoparticles



GIRIS

Biyosensdrler, biyolojik kokenli tan1 6gelerini kimyasal, optik, elektrik veya mekanik sinyal
iletim mekanizmalariyla birlestiren cihazlardir. Giinlimiizde gelistirilme asamasindaki
biyosensorlerin ileride hastaliklara tani konmasi, patojen tayini ve ¢evre kirliligi yaratan
maddelerin tespiti gibi amaglara hizmet etmesi planlanmaktadir. Biyosensorlerin en ilgi ¢ekici
ozellikleri hizl1 sonug verebilmeleri, uygulamadaki kolayliklari, yliksek hassasiyetleri ve ucuz

maliyetleridir.

Tamamlamis oldugumuz projenin konusu giliniimiizde kullanilan tan1 metodlarina ucuz ve
pratik alternatif olusturabilecek biyosensor cihazlarinda kullanilacak verimli bir platformun
gelistirilmesidir. Bu platform bir sandvig¢ tasarimi olan cam bir ylizeye sabitlenmis prob (P2),
bu probun tanimay1 hedefledigi hedef (adaptor) ve hedefe spesifik isaretli bir sinyal probuna
(P1) dayanmaktadir (Sekil A).

Prob 1 (Sinyal)
|

v/

o |

| Ylzey |

Sekil A. Sandvig platform dizayna.

Projenin birinci asamasinda oligonukleotid problar ve adaptor kullanilarak oligonukleotid
bazli bir biyosensor platformu gelistirilmis ve bu asamada elde edilen tecriibe 1s181nda ikinci

asamaya gegcilerek aptamer prob tabanli bir hiicre tani sistemi olusturulmustur. Platformun
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optimizasyonu farkli ylizey kaplama ve aktivasyon kimyasallarinin, yontem bdliimiinde

detaylandirilan gesitli parametrelerle beraber denenmesiyle gerceklestirilmistir.

GENEL BIiLGILER

Biyosensorler, kimyasal, optik, elektrik veya mekanik gibi farkli ¢calisma presinplerine sahip
olabilen tani cihazlaridir (Jeronimo, 2007; Koncki, 2007; Nakamura, 2007). Giiniimiizde
gelistirilmeye calisilan biyosensorlerin ileride; hastaliklara tan1 konmasi, patojen tayini, ¢cevre
kirliligi yaratan maddelerin tespiti, kandaki seker ve iire miktarinin tespiti gibi amaglara
hizmet etmesi diislinlilmektedir. Biosensorlerin en ilgi ¢ekici 6zellikleri hizli sonug
verebilmeleri, uygulamadaki kolayliklari, yiiksek hassasiyetleri ve ucuz maliyetleridir. Ornek
olarak, gida sektdriinde zararli bakterilerin tayininde en sik kullanilan yontemler PCR, koloni
sayimi ve ELISA’dir (Lzacka, 2007). En eski yontemlerden biri olan koloni sayma
metodunda, 16 giine varan siirelerde inkiibasyonlar gerekmektedir. PCR yonteminde ise
DNA kullanildig1 i¢in hiicrelerin canli olup olmadigi anlasilamamaktadir. ELISA pahali
olmast ve duyarliliginin fazla olmamasi nedeni ile diger iki yonteme gore giiniimiizde pek
tercih edilmemektedir. Gelistirilecek bir biyosensor ile, ayni anda, hem patojenin DNA’si,
hem herhangi bir yiizey proteini veya toksini ve hatta hiicre tespit edilerek bu zorluklarin

Oniine gegilebilir.

Projemiz kapsaminda biyosensor cihazlarinda kullanilacak verimli bir platformunun
gelistirilmesi amacglanmistir. Yaptigimiz platform gelistirme ¢aligmalarinda bir ¢ok parametre
denenmistir. Yiizey olarak literatiirde kullanilan cam mikroskop slaytlar1 ve poly-L-lysine
modifiyeli slaytlar kullanilmistir. Yiizeye oligoniikleotid problarin baglanabilmesi i¢in
slaytlarin silanizasyonunda farkli kimyasallar denenmistir (Halliwell, 2001). Literetiirde
silanizasyon = sonrast  problarin  baglanabilmesi  i¢in  kullanilabilecek  birgok
heterobifonksiyonel c¢apraz baglayici ajan bulunmaktadir fakat bunlar cam yiizeyde
karsilastirilmamistir (Chrisey, 1996). Calismamiz kapsaminda farkli capraz baglayicilar
karsilastirilmistir. Literatiirde bulunan sandvi¢ yontemi ile hedef oligoniikleotid dizisi
(adaptor) yakalanabilmektedir (Rautio, 2003; Nugen, 2007). Sandvi¢ sisteminde hedef
adaptore eslenik iki prob dizisi tasarlanir, problardan biri adaptdriin bir yarisina, digeri de

adaptoriin diger yarisina esleniktir.
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Platform gelistirme ¢aligmalar1 sirasinda,sinyal eldesinde ve optimizasyonda 3 farkli yontem
kullanilmistir. Bunlar kuantum noktaciklari, florasanli oligolar ve altin nanoparcaciklar. Cok
farkl1 nanometre boyunda florasans yapabilen boyalar vardir. Bu boyalar i¢inde FAM ucuz
oldugu i¢n sikca tercih edilen bir boyadir. Fakat uzun vadede, organik boyalarin ve
florasanlarin foto-fiziksel ozellikleri dolayisiyla uzun siireli goriintiilemede ve ayni anda
coklu sinyal belirlemede verimli olarak kullanilamamalari, bu boyalarin ileride tercih

edilmemelerine neden olacaktir (Xiao, 2005).

Bu yiizden giiniimiizde biyolojik yap1 igine yerlestirilebilen ve daha saglam foto-fiziksel
Ozelliklere sahip olan kolloidal yapida, yar1 iletken nanokristaller kullanilmaktadir. Bu yapilar
kuantum noktaciklar1 olarak adlandirilmaktadir. Kuantum noktaciklarinin genis bantli foton
emme spektrumlari vardir. Dar, simetrik ve ayarlanabilir emisyon bantlari sayesinde de
yiiksek oranda floresans yayabilme kapasitesine sahiptirler (Bang, 2005). Bu 6zelliklerinden
dolay1 geleneksel floforlara gore daha avantajlidirlar. Kuantum noktaciklar1 ¢ok ¢esitli
biyomolekiiller i¢in prob olarak kullanilabilirler (Ikebukuro, 2005). Bilim adamlar1 kuantum
noktaciklarin1 kapladiktan sonra antikor, oligoniikleotid veya aptamer gibi hedef ajani
eklerler, bu islem kuantum noktaciklarinin ilgili biyomolekiile sikica baglanmasini saglar

(Rodriguez, 2005).

Bunun disinda, calismalar altin nanoparcaciklarinin da (AuNP) DNA, protein ve metal
iyonlar1 gibi biyolojik agidan 6nemli maddelerin isaretlenmesinde yeni ve kullanigh bir arag¢
oldugunu ortaya koymustur (Demers, 2000; Liu 2004; Huang, 2005). Bu nanoparcaciklar
kullanim kolaylig1, pahali ve karisik deney malzeme gereksinimleri olmamasi ve stabil halde
bulunmalar1 nedeniyle diger isaretleyicilere gore avantaj teskil etmektedirler (Zhao, 2007).
Bu nanopargaciklara, giimiis uygulandiginda ve bdylece glimilis nanoparcaciklari ile

kaplandiginda 151k mikroskobu ile bile goriintii tespit edilebilmektedir (Xie, 2006).

Projenin ikinci kisminda hedef olarak protein ve hiicre kullanilmis ve bu hedeflerin
algilanmasi i¢cin DNA aptamerler tabanli platform ve sistemler gerceklestirilmistir. Protein
hedeflerin algilanmasi igin ¢aligilan sistemde hedef olarak trombin ve Taq polymeraz hiicre
olarak ise akut lenfoid 16semi hiicreleri kullanilmistir. Sistemlerde daha 6nceden bulunmus

aptamerler kullanilmistir.
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Aptamerler farkli hedeflere yiiksek etkin ve Ozgilinlikte baglanabilen DNA ve RNA
molekiilleridir. ‘Aptamer’ sozciigii Latince kdkenli olup ‘uygun olmak’ anlamina gelmektedir
(Famulok, 1994). Bu spesifik oligoniikleotidlerin hedeflerine yiiksek etkinlikte baglanmasinin
sebebi yapilarindaki bazlarin birbirlerini tamamlayic1 olmasi degil, farkli dizilerin olusturdugu
farkli ii¢ boyutlu yapilaridir (Proske, 2005). Literatiirdeki yiliksek c¢oziiniirliikteki yapisal
verilere gore aptamer ve hedef molekiilii arasindaki etkilesimin yiizey alaninin genis
olmasindan dolay1 hedef molekiildeki en kii¢iik degisiklikler bile aptamerin hedef molekiiliine
baglanmasinm1 engeller. Aptamerler bu o6zellikleri sayesinde, bir protein ailesindeki benzer
proteinleri ya da ayni proteinin farkli bi¢imsel ve islevsel durumlarini bile birbirlerinden
ayrilabilirler (Burmeister, 2005). Ayni zamanda aptamerler zeptomolar (102%) gibi ¢ok diisiik
konsantrasyonlardaki hedef molekiilleri algilayabilecek hassasiyete sahiptirler. Boylece
aptamerler ELISA, flow sitometri ve mikroskopik ¢alismalar i¢in uygun ajanlar haline
gelmektedir (Fredriksson, 2002). Kullanilacak olan oligoniikleotid tek sarmal DNA ya da
RNA olarak belirlenebilir. Cogu zaman hedeflerle ilgili ¢ok fazla bilgi elde bulunmasa da bu
hedeflere ¢ok yiiksek etkinlikle baglanabilecek olan aptamerler secilebilmektedir. Baglanacak
olan hedefler kiiciik molekiiller, proteinler, niikleik asitler, ¢esitli hiicreler (hayvan, bitki

hiicresi, bakteri vb.), dokular olabilir.

Aptamer fikri ilk defa 1990’11 yillarda 3 farkli grup tarafindan birbirinden bagimsiz olarak
ortaya atilmistir (Robetson, 1990; Tuerk, 1990; Ellington, 1990). Aptamerler bir in vitro
se¢me ¢ogaltma teknigi olan SELEX ile iiretilmektedir. SELEX (Systematic Evolution of
Ligands by Exponential Enrichment) (Ussel Zenginlestirilmeyle Ligandlarin Sistematik
Evrimi) bir kombinasyonel bir tekniktir (Tuerk, 1990). Teknikte, DNA veya RNA
kiitiiphanelerinden yiiksek etkinlikte olanlar hedef molekiil igin kombinasyonel teknikler
kullanilarak segilir. SELEX yonteminde ilk adim bir oligoniikleotid kiitliphanesi
hazirlamaktir. Bu kiitiiphane rastgele dizilmis 40-80 baz uzunlugunda bir merkez bolgeye
sahip olan DNA ya da RNA par¢asiyla hazirlanir ve bu merkez bolgenin ¢esitliligiyle yaklasik
10'° oligontikleotid igerir. Bu kiitliphane daha sonra PCR yardimiyla ¢ogaltilir ve hedefe
uygulanir. Uygulamadan sonra sirastyla bu hedefe baglanmayan ve baglanan DNA ayirilir.
Baglanan DNA tekrar PCR yontemiyle ¢ogaltilarak hedefe uygulanir ve baglanmayan ve
baglanan DNA ayirilir. Bu her doniis bir SELEX turu olarak kabul edilir. Bu SELEX turlari
genellikle 10 ile 12 tur arasinda devam ettirilir ve elde edilen DNA hedefe giiclii baglanma
ozelligi tagir. Daha sonra elde edilen DNA klonlanarak dizisi ¢ikarilir. SELEX yontemiyle
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elde edilen aptamerler cesitli biyoteknolojik aragtirmalarda, hastaliklarin tani ve tedavi

asamalarinda ¢ok 6nemli gorevler iistlenebilir.

DHA yada RHA kiutuphanesi

Rasgele dizilmis
mel%&ezrélge

@D
;%U

(aptamer)

Baglanmayan
aptamerlerin
ayrilmasi

2 o.

molekul
PCR 4 0
yontemiyle O
cogalilimasi
Aptamerlerin
klonlamasi ve U
sekanslarinin O
elde edilmesi * \__/
Baglanan 3
aptamerlerin
alinmasi

Sekil B. Genel SELEX Yontemi. Oligoniikleotid kiitiiphanesi retilir ve hedefe uygulanir (1).
Uygulanan hedefe baglanmayan oligoniikleotidler ayrilir (2). Ve daha sonra hedefe baglanan
aptamerler ortamdan uzaklastirilir (3). Baglanan aptamerler PCR yontemiyle ¢ogaltilir (4) ve
se¢ilmis olan aptamerler bir sonraki SELEX turu i¢in kullanilir. SELEX turlar1 sonunda elde

edilen aptamer klonlanir, dizilimi ¢ikarilir (5).

Biyolojik algilama dendiginde akla ilk olarak antikorlar gelmektedir fakat aptamerler
antikorlara gore bir ¢ok yonden daha avantajlidirlar. Antikorlar biyolojik sistemlerde bagigilik
sistemine tepki olarak iretilir ancak aptamerler hayvanlardan bagimsiz, in vitro iretilebilirler.
Bununla beraber, antikorlar sadece bagisiklik sistemini tetikleyen molekiiller ile simirliyken,
aptamerler her tiirlii ila¢ ve hatta toksik molekiillere baglanabilme 6zelligi gosterirler. Ek
olarak, antikorlar fizyolojik kosullarda tiretildigi icin genellikle sadece fizyolojik kosullarda
calisir ama aptamerlerin secilim kosullar1 (pH, tampon c¢esidi, tuzlar, vb.) istenildigi gibi
ayarlanabilir ve dolayisiyla istenilen kosullarda etkin ¢alisir. Aptamerler kimyasal sentez ile

dretildigi icin dretim farklih@ icermez fakat antikorlar tretimden {retime farklilik
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gosterebilir. Buna ilaveten, aptamerler yiiksek sicaklik, pH gibi elverissiz sartlara dayanirken,
antikorlar geri doniisiimsiiz denatiirasyona ugrarlar. Son olarak, antikorlar sicaklik ve nemden
cok kolay etkilenebildikleri i¢cin soguk muhafazaya gereksinimleri vardir ve bu sebepten raf
omiirleri ¢ok kisadir, fakat aptamerler oda sicakliginda kolaylikla saklanabilirler ve bu da

onlarin raf Omiirlerinin uzun olmasini saglar (Ellington, 1990).

Aptamerler giiniimiiziin en ¢ok aragtirilan hastaliklarindan biri olan kanser ve tiirleri i¢in bir
umut 15181 tasimaktadir. Ayrica c¢abuk sentezlenmeleri ve bir deney tiipiinde bile elde
edilebilmeleri acisindan yaygindirlar ve bu 6zellikleri sayesinde bir ¢ok alanda kullanilmaya
baslanmigtir. Aptamerler bugiine kadar hedef onaylama, diagnostik, biyosensor, saflastirma ve
tedavi amagl kullanilmiglardir. Aptamerlerin hedef molekiillere baglanabilme o6zellikleri
sayesinde teshis alaninda onemli rol oynarlar. Hedef molekiiliin ylizeyindeki spesifik bir
antijene baglanarak, hem hedefin varliginin hem de nerede oldugunun gdzlemlenmesini
saglarlar. Aptamerler kimyasal olarak sentezlenebildikleri i¢cin 3’ ve 5’ uglarina kolaylikla
biotin, amino ya da baska islevsel gruplar eklenebilir. Bu sayede aptamerler tasiyici ylizey
lizerine sabitlenebilir ve hedef maddeye baglanarak onun saflastirilmasini saglarlar.
Aptamerler hem kiiciik yapilar olmasi dolayisiyle hem de viicuttan kolaylikla
uzaklastirilabilmeleri 6zellikleri sayesinde diger farmasdtiklere oranla terapatik olarak daha
cok tercih edilmektedirler. Ayrica kolesterol ve polietilen glikol guruplarinin aptamere

eklenmesiyle, bu tiir terapatiklerin biyoyararlanimlari artirilmistir (Proske, 2005).

Mevcut biyosensor sistemlerinin  aptamer tabanli sensor sistemlerinde temel olarak
kullanilmas1 ve yeni tani sistemlerinin gelistirilmesi 200011 yillarla birlikte hiz kazanmistir.
Yapilan c¢aligmalarla aptamer tabanli sensor sistemleri hedef tani mekanizmasina gore
elektonik aptasensor, optik aptasensor, aptazyme ve aptabeacon olarak siniflandirilabilir
(Mairal, 2008). 2005 yilindan itibaren yapilan ve gelistirilen bir aptasensor ¢esidi olan
aptamer tabanli elektronik sensor kendilerine 6zgii hedef molekiillerine baglandiklarinda
aptamerlerle tutturulduklar cesitli elektrot yilizeyleri arasindaki elektron transferini algilayan
sensorlerdir. Elektronik aptasensorler elektron transdiiksiyon yontemine gore elektrokimyasal,

alan etkin ve piezoelektrik olmak tizere ii¢ gruba ayrilabilir (Willner, 2007).

Elektrokimyasal aptasensorlerin temel ¢aligma prensibi indirgenme/yiikseltgenme o6zelligi

tastyan cesitli molekiillerle isaretlenen aptamerlerin tiyol gruplariyla altin ylizeye sabitlenmesi
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ve sabitlenen aptamerin kendine 6zgli hedef molekiiliine baglanmasiyla elektrot yiizeyinde
olusan negatif ya da pozitif elektron akim degisiminin taninmasidir. 2005 yilinda ilk
orneklerinin ¢alisilmaya baslandig elektrokimyasal aptasensorler de temel prensip korunmus
fakat aptameri isaretlemek i¢in kullanilan molekiiller ¢esitlilik gostermistir (Willner, 2007).
Bu tip sistemlerde indirgenme/yiikseltgenme 6zelligi bulunan ¢esitli enzimler, inorganik ya da
organik katalizorler, platinyum nanoparcaciklart ve metilen mavisi siklikla kullanilmistir.
Yapilan bu ¢alismalarda hedef protein olarak siklikla trombin se¢ilmis ve trombinin aptamere
baglanmasindan sonra aptamerin {i¢ boyutlu yapisindaki degisminin indirgenme/
yiikseltgenme ozelligi olan farklt molekiillerin etkisiyle elektron transferindeki roli
calisilmigtir (Willner, 2007; Xiao 2005; Bang, 2005; Ikebukuro, 2005; Rodriguez, 2005;
Song, 2008; Bergveld, 2003).

Elektronik aptasensorlerin diger bir ¢esidi olan alan etkin transistorlerin temel ¢aligma
prensibi alan etkin transistérlerde bulunan iki elektrot arasindaki anahtar yiizeye ¢esitli
fonksiyonel guruplarla sabitlenen aptamerin hedef molekiile baglandiginda anahtar yiizeyde
olusturdugu elektron yiikiindeki degisimin taninmasidir (Bergveld, 2003; Dzyadevych, 2006;
Schoning, 2002; Schoning, 2006; Shin, 2004; Fritz, 2002; Kim, 2004,; Uslu, 2004; Sakata,
2005). Bu alternatif elektronik aptasensor uygulamalarinda karbon nanotiipler de aptamerlerin

sabitlenme yiizeyi olarak kullanilabilir (So, 2005).

Elektronik aptasensorlerin son ¢esidi aptamer tabanli piezoelektrik sensorlerdir. Bu tiir
aptasensorlerin temel c¢alisma prensibi elektrokimyasal aptasensorlerdeki elektron akim
degisiminden ya da alan etkin transistorlerdeki elektron yiikii degisiminden farkli olarak
sensOr ylizeyindeki agirlik degisimini baz almaktadir. Cesitli fonksiyonel gruplarla
piezoelektrik kuartz kristal ylizeyine sabitlenen aptamerin hedef molekiile baglanmasiyla
kristal yiizeyde agirliginin artmasi kristalin rezonans frekansinda azalmaya sebep olur

(Tombelli, 2005; Minunni, 2004).

Elektronik aptasensorlerin yani sira diger bir aptasensor c¢esidi optik aptasensorlerdir. Basit
yapili, diisiik maliyetli ve radyoaktivite temeline dayali olmayan niikleik asit isaretleme
yontemlerinin kesfi, niikleik asit hibridizasyon problarinin tani sistemlerinde yaygin olarak
kullanilmasimin miladin1 olusturmaktadir. Bunlardan biri olan floresanli hibridizasyon

problari, sadece hedef molekiile baglandiklar1 takdirde sinyal verme Ozellikleri sayesinde

16



gercek zamanli gdzlem saglamaktadirlar (Marras, 2006). Bununla beraber, ticari olarak ¢ok
sayida florofor ve sondiiriiciiniin (quencher) varligi ve kolay uygulanabilirli§i sayesinde

floresanli izleme teknigi, aptamer isaretlemelerinde sikc¢a kullanilmaktadir.

Son aptasensor ¢esidi aptabeaconlardir. Molekiiler isaretciler niikleik asitlerin belirlenmesinde
kullanilan biyosensorler olarak bilinirler. Bu niikleik asit problar1 kendilerini tamamlayict
niikleik asit hedefleriyle hibritlendikten sonra kendiliginden bigimsel degisime ugrarlar ve bu
da kolaylikla gozlemlenebilecek renk degisimine yol agar. Teorik olarak bilinen herhangi bir
aptamerin 5’ ucuna kiigiik bir niikleotid sekansi ekleyerek yeni bir molekiiler aptamer
isaretcisi elde edilebilir. 5° ucuna eklenen sekans aptamerin 3’ ucuna tamamlayici
olacagindan dolay1 molekiiler aptamer isaretcisi kivrilarak U seklini alir. 5’ ucuna florofor
kovalent bag yapacak sekilde eklenir. 3’ ucunda floresanli quencher baglanir. Hedef
molekiiliin yoklugunda bu molekiiler aptamer isaretgisi U seklini korur. Florofor ve
floresanslt quencher birarada bulunacagi i¢in floresans baskilanir ve herhangi bir goriintii
alimamaz. Fakat hedef molekiiliin baglanmasiyla, aptamer isaret¢isi biikiiliir ve hem floroforun
hemde floresansli quencher’in kendisinden uzaklagmasina sebep olur. Boylece ikisi
birbirinden uzaklasarak serbest kalir ve floresan 15181 yaymaya baglar. Bu artis hedef

molekiiliin ortamda belirlenmesinde biiytlik rol oynar (Mairal, 2008).

Losemi kan yapiminda gorevli organlarda olugan hematolojik bozukluklardan kaynaklanan ve
kan hiicrelerinin 6zellikle de 16kositlerin normalin iizerinde ¢ogalmasi ile kendini gosteren bir
kanser tiiridiir. Losemi akut lenfoid l6semi (ALL), akut miyeloid 16semi (AML), kronik
miyeloid 16semi (KML) ve kronik lenfoid 16semi (KLL) olmak {izere dort cesittir (Kasteng,
2007).

Losemi tiirleri igerisinde ALL en ¢ok gozlenen ¢ocukluk ¢agi kanseridir ve 15 yasin altindaki
cocuklarda gozlenen losemilerin % 80’ini olusturmaktadir. ALL normalde lenfosit ad1 verilen
olgun kan hiicresi tipine donlismesi gereken lenfoblast isimli olgunlasmamis kan hiicrelerin
artmasi ile karakterizedir (Pui, 2008). ALL’nin kiiciik yaslarda goriilmesi ve yiiksek bir
yiizde ile rastlanmasi sebebi ile erken ve hizli teshisi 6nemlidir. Su an ALL tanisi igin
kullanilan yontemlerde patolojik morfoloji, immiino fenotiplendirme, genetik 06zellikler,
klinik karakterler ve molekiiler bulgularin sonuglar1 optimal kullanilarak karar verilmektedir

(Han, 2005). Su anda kullanilan tani sistemlerinin birgcogu kemik iliginden biyopsi ile elde
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edilen Orneklerin hiicre kiiltiirii ile ¢ogaltilmasini gerektirmektedir. Bu kadar yaygin bir
hastalikta hizli tan1 sistemlerinin olmamas: literatiirdeki biiyiik eksikliklerden biridir. Bunun
yaninda farkli 16semi tiplerinin birbirinden ayrilmasi detayli mikroskopik ve flowsitometrisi
teknikleri ile miimkiin olmaktadir (Pui, 2008). Daha onceki kisimlarda belirtildigi gibi
aptamerler hedeflerini nano ve pikomolar seviyelerde ve cok 0Ozgiin taniyan biyolojik
ajanlardir. ALL tanisinda kullanilmak iizere gelistirilecek aptamer tabanli bir tani sistemi
gerekli zamani diisiirmenin yaninda, hiicre kiiltiirii yapma gerekliligini ortadan kaldirabilecek

ve istenilen hiicre hattina hassas tanima saglanabilecektir.

Dogrudan hiicrelere yapilmis aptamerler, hedef hiicrede kontrolden farkli olan yiizey
elemanlarina baglanarak hassas hiicre tayini saglayabilmektedir. Sahngguan ve arkadaslar
2006 yilinda yaptiklar1 ¢alisma ile kanserli hiicrelere 6zel ilk aptameri iiretmislerdir
(Shangguan, 2006). Bu ¢alisma sonucu elde edilen aptamerlerden sgc8 K4=0.8 nM baglanma
kapasitesi ile en iyi performansi gostermis ve daha sonraki ¢aligmalarda en ¢ok kullanilan
aptamerlerden biri olmustur. Sgc8 CCRF-CEM isimli bir akut lenfoid 16semi hatti
kullanilarak se¢ilmis bir DNA aptamerdir. Uretilen bu aptamer ALL 6rneklerinde denenmis
ve hastalig1 iceren hiicreleri kontrol gruplarindan basari ile ayirdigi gosterilmistir (Shangguan,
2006; Shangguan, 2007). Gelistirilen bu aptamerlerin kullanimi1 genellikle mikroskopik
arastirmalarla sinirli kalmistir. Tani i¢in yalniz Medley ve arkadaslart 2008 yilinda sgal6
aptameri ve altin kiirecikleri kullanarak calisan bir sistem olusturmus ama bu sistemde
kullanilan nanokiireciklerin kontrol grubu hiicrelerinde diisiikte olsa bir baglanma
gostermesinden dolayr dogrudan tanida kullanilabilecek bir sistem olusturulamamistir

(Medley, 2008).

Sge8 ¢ok oOzglin ve etkin bir sekilde ALL tanisinda kullanilabilecek bir biyolojik ajan
olmasina ragmen literatiirde tanida kullanilabilecek hizli bir platform ve sistemin
bulunmamas: dikkat ¢ekmektedir. Proje kapsaminda gelistirmeye calistifimiz sistemde bu

yiizden hedef olarak ALL se¢ilmistir.

Calismamizda aptamerin baglanmasi i¢in secilen hedef proteinlerden biri, trombin, daha
onceki aptamer tabanli sensor uygulamalarinda oOzellikle elektrokimyasal aptasensor
uygulamalarinda siklikla kullanilmigtir.  Literatiirde trombin proteininin  aptasensor

uygulamalarinda siklikla se¢ilmesi aslinda bu protein tani sisteminin ne kadar Onemli

18



oldugunun bir gostergesidir. Trombin kanda bulunan 6nemli fonksiyonlara sahip serin
aminoasit icerikli bir proteaz enzimidir (Wang, 2006; Mir, 2006; Bock, 1992; Dougana,
2003). Fibrinojeni fibrine ¢evirerek kanin pihtilasmasinda 6nemli bir role sahip olmasinin
yani sira yara ve ameliyat izlerinin kapanmasinda ve iltihaplanmalarda da fonksiyonlari
goriilmistir (Wang, 2006). Ayrica Rodriguez ve arkadaslar tarafindan 1997 yilinda yapilan
calismada akciger kanserinin yayilmasi tanisinda 6nemli bir tiimor ajant oldugu saptanmigtir
(Hermandez-Rodriguez, 1997). Bu 6nemli fonksiyonlarindan dolay1 trombinin temel ve klinik
calismalarda tanis1 ve nicel analizi 6nem kazanmustir. Ilk olarak 1992 yilinda Bock ve
arkadaglar1 tarafindan yapilan ¢alismada trombine 6zgii yliksek etkinlikte baglanan DNA
aptamer grubu bulunmustur (Bock, 1992). Bu grup igerisindeki iki aptamerin baglanma
etkinliklerinin digerlerine gore daha yiiksek olmasi ve trombin proteininin farkli bdlgelerine
baglanabilme 6zellikleri nedeniyle daha sonra yapilan ¢aligmalarda siklikla kullanilmiglardir.
Dolayisiyla bu g¢alismada literatiirdeki calismalarin sagladigi bilgi birikiminden ve ikili
aptamer sisteminin bulunmasindan dolay1 trombin hedef proteinlerden biri olarak secilmis ve

tilkemizdeki protein tan1 sistemindeki eksikligin giderilmesi hedeflenmistir.

Diger hedef protein olarak secilen Taq DNA polimeraz enzimi 1siya kars1 dayanikli, yiiksek
sicakliklarda yapisin1 ve aktivitesini kaybetmeyen bir polimeraz enzimidir. Bu enzim yiiksek
sicakliklardaki dogal kaynak sularinda yasayan Thermus aquaticus bakterisinden izole edilir
ve polimeraz zincir reaksiyonlarinda DNA’nin ¢ogaltilmasinda kullanilir. DNA polimeraz ve
5°-3” egzoniikleaz fonksiyonlar1 olan iki bolgeden olusan ve 832 aminoasitlik yap1 igeren bir
polimerazdir (Oktem, 2007; Yakimovich, 2003; Dang, 1996). ilk olarak 1996 yilinda Dang ve
arkadaslar1 tarafindan Taq DNA polimeraza karsi aptamer dizayn edilmistir (So, 2005).
Secilen bu aptamer polimeraz zincir reaksiyonu sirasinda istenmeyen DNA’nin ¢ogalimin
engellemek amaciyla kullanmilmis ve oda sicakliginda enzime baglanip polimeraz
fonksiyonunu engelledigi goriilmiistiir. Bu calismada hedef proteinlerden biri olarak Taq
DNA polimeraz secilmesinin amaci daha dnce grup olarak Taq DNA polimeraza kars1 segilen
aptamerin manyetik kiirelerle saflastirilma ¢aligmalarinin yapilmis olmasi ve dolayisiyla bu
konudaki bilgi birikiminin fazla olmasidir (Oktem, 2007). 2007 yilinda grubumuz tarafindan
yayinlanan “Single-Step Purification of Recombinant Thermus aquaticus DNA Polymerase
Using DNA-Aptamer Immobilized Novel Affinity Magnetic Beads” isimli makalenin ve
oncesindeki temel bilgilerin 1s18inda Taq DNA polimerazin hedef protein segilmesi

tilkemizdeki bilgi ve uygulama eksikliginin gidermesinde katki saglayacag: diistiniilmiistiir.
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GEREC VE YONTEM

1. Materyaller

e MilliQ ultra-distile su (direng >18 MQcm): Tiim kimyasallar bu kalitede su ile

hazirlanmistir.

e 3-APMES (3-aminopropil-trimetoksisilan) (Fluka), 3-APTES (3-aminopropil-
trietoksisilan) (Fluka), 3-MPTS (3-Merkaptotrietoksisilan) (Flurochem) veya 3-
GPMS (3-Glysidyloksipropil-trimetoksisilan)

e [N-e-Maleimidocaproyloxy] sulfosuccinimide ester (EMCS),  succinimidyl 4-
[malemido-phenyl]butyrate (SMPB), m-maleimidobenzoyl-N-hydroxy-succinimide
ester (MBS), succinimidyl 4-(N-maleimidomethyl)cyclohexane-1-carboxylate
(SMCCQ), N-(y-maleimidobutryloxy)  succinimide  ester  (GMBS), m-
maleimidopropionic acid-N-hydroxysuccinimide ester (MPS) ve N-succinimidyl(4-
iodoacetyl)aminobenzoate (SIAB) (Pierce (Rockford, IL), Sigma Kimyasal (St Louis,
MO)

e Histidin, borat, sodyum sitrat salin ve fosfat tamponlu salin (PBS) ¢ozeltileri
e Altin nanoparcaciklar1 (20nm) (Sigma)

e Tiyol gruplu oligolar (Prob 2), adaptér oligo, FAM (6-Carboxyfluorescein ,florasan

kimyasal) bagl oligo (Prob 1), kuantum noktaciklara baglamak icin biotinli oligo

(Prob 1) (IDTDNA)

e Streptavidinli Kuantum Noktaciklar (Evident Technologies)

2. Parametreler

Optimum kosullarin bulunmasi igin farkli alanlarda parametler aragtirilmistir.

e Yiizey: Basit mikroskop cam slaytlar1 veya poly-L-lysine modifiyeli cam slaytlar

e Silanizasyon kimyasallari: 3-APMES, 3-APTES, 3-MPTS veya 3-GPMS
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Heterobifonksiyonel ¢apraz baglayict kimyasallar: EMCS, SMPB, MBS, SMCC,
GMBS, MPS veya SIAB

Bloklama ajani: BSA (Bovin Serum Albiimin)

Tampon soliisyonlari: Literatiirde daha once benzer amaglar i¢in kullanilmis olan
histidin, borat, sodyum sitrat salin ve fosfat tamponlu salin (PBS) tampon soliisyonlar1

farkli konsantrasyonlarda denenmistir.
Yiizeye baglanma uygulama sirasi:

1) Capraz baglayici ve prob 2, konjugasyon sonrasi yiizeye uygulanir.

2) Capraz baglayici yiizeye konjuge edildikten sonra prob 2 uygulanir.
Hibridizasyon uygulama sirasi:

1) Adaptor ve prob 1 eslendikten sonra yiizeyde sabitlenmis prob 2’ye uygulanir

2) Adaptor ve prob 1 daha dnce eslenmeden, sirayla yiizeyde sabitlenmis prob
2’ye uygulanir

Hibridizasyon sicakligi: Prob ve adaptdr dizilerine bagli olarak farkli sicakliklar

denenmistir.

Hibridizasyon uzunlugu: Prob 1 ve 2’nin adaptdrle olusturacag ikili sarmal yapida yer

alacak niikleotid sayisinin alt ve iist sinirlar1 ve optimum uzunlugu belirlenmistir.

Uyumsuzluk Toleransi: Prob 1 ve 2’nin dizilerinde yapilacak degisikliklerle, ka¢ tane

niikleotit farkina ragmen adaptore baglanacaklar1 arastirilmistir.

Raf siiresi: Yiizey kaplama ve Prob 2’nin yiizeye baglanma asamalarindan sonra

slaytlarin hangi kosullar altinda ve ne kadar stireyle saklanabilecegi arastirilmistir.

Replikalar

Replikalar 5 bagimsiz 6l¢iimden olusmustur ve kiyaslanacak degerler bu replikalarin

ortalamasidir.
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Kontroller
Prob 2 igermeyen uygulama ile yiizeye Adaptdr ve Prob 1 eklendiginde, ylizeyde
baglanacak bir Prob 2 olmadigi i¢in sinyal alinmamalidir.

Adaptor icermeyen uygulama ile Prob 2 ve Prob 1eklendiginde, adaptor olmadigi igin

sinyal alinmamalidir.

Adaptor yerine Prob2 ve Prob 2’ye eslenik olmayan baska bir oligo dizisi
uygulanacak, ve hibridizasyon ve dolayisiyla Probl tutulamadigi igin sinyal

alinmamalidir.

Prosediir Basamaklari

Prob dizayni ve sentezi

Adaptor dizi belirlenmis, bu adaptdriin her iki yarisina eslenik gelecek iki prob dizayn

edilmis ve boylece sandvig sistemi olugturulmustur (Sekil A).

Bu problarin kendi aralarinda eslenik olmamalarina ve kendi iglerinde ikincil yap1

olusturmamalarina dikkat edilmistir.

Aktive edilmis cam yiizeye baglanacak prob (P2), tiyol grubu modifiyeli olarak
iiretilmistir. Ote yandan, 3 ¢esit Prob 1 iiretilmistir. Bunlar, altin nanoparcaciklara
baglanacagi i¢in tiyol gruplu, FAM modifiyeli ve kuantum noktalara baglanacagi i¢in

biotinli tiretilmistir (IDT).

Slaytlarin hazirlanmasi ve temizlenmesi

Cam slaytlarin yiizeyleri kaplanmadan Once, pirana (Sulfiirik asit : Peroksit, 3:1 )

¢oOzeltisi ile derinlemesine temizlenmistir.

Pirana ¢o6zeltisinde bekletilen slaytlar milliQ ultra-distile su (direng >18 MQcm) ile 3
defa durulanmus, her tiirlii ¢6zelti hazirlanmasinda ve durulama isleminde bu kalitede

su kullanilmastir.
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Slaytlarin viizeylerinin silanizasvonu ve aktivasyonu

Silanizasyon igin en uygun alkiloksisilan1 bulabilmek amaci ile farkli kimyasallar
denenmistir. Temizlenen slaytlarin yiizeyleri silanizasyon kimyasallar1 ile muamele
edilerek silanizasyon islemi yapilmistir. Belirli oranlarda uygun alkiloksisilan

¢oOzeltileri hazirlanmis ve uygulanmustir.

Silanize edilen yiizeyler, fonksiyonel gruplu oligolarin baglanabilmesi igin

heterobifonksiyonel ¢apraz baglayici kimyasallar ile aktive edilmistir.

Belirli siire 37 °C bekletilen slaytlar PBS tampon ¢ozeltisi ile yikanmistir. 37 °C’de

kurutulan slaytlar, uygulamalar i¢in hazir hale getirilmistir.

Oligolarin, aktive edilmis yiizeylere uygulanmasi

Farkli konsantrasyonlarda hazirlanmis tiyol fonksiyonel gruplu oligo prob 2 (P2),
yiizeylere mikropipet yardimi ile uygulanmistir. Belirli bir siire, uygun sicaklikta

beklenerek oligolarin aktive edilmis yiizey ile baglanmasi saglanmustir.

Baglanmayan oligolardan kurtulmak icin slaytlar yitkanmistir.

Hibridizasyon

Hibridizasyon Oncesi, adaptdriin ve uygulanacak sinyal probunun (P1), aktive olmus
cam yiizeye yapabilecegi istenmeyen baglanmalar1 ortadan kaldirmak amaciyla, 6zgiin

olmayan yiizeyler BSA ile bloke edilmistir.

Onceden hibridize edilen adaptdr ve adaptdriin yarisina eslenik olan P1, P2 baglanmis
yiizeylere uygulanmistir. Farkli konsantrasyonlarda adaptér ve P1 uygulamalari
yaptlmistir. P1-P2 ile Adaptor arasindaki hibridizasyon ic¢in uygun sicaklik

hesaplanmis ve bu sicaklikta slaytlar belirli bir siire inkiibe edilmislerdir.

Daha sonra baglanamayan oligolardan kurtulmak icin slaytlar yitkanmastir.

Sinyal tespiti

Projede 3 farkli sinyal sistemi kullanilmistir.

FAM
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o 6-FAM gruplu P1, hibridizasyon aracilig1 ile yilizeye baglandig1 i¢in bu sinyal,
florasan mikroskop ile tespit edilebilmis ve yiizey karakterizasyonu

yapilmustir.
e Altin nanoparcaciklar

o Tiyol modifiyeli oligo PI1, literatiirdeki metotlarla altin nanopargaciklarin

(AuNP) yiizeyine baglanmistir. (Storhoff , 1997)

o Hazirlanan oligolu AuNP’lerin (P1) tespiti i¢in glimiis uygulamas1 yapilmus,
mikroskop altinda AuNP’lere baglanan giimiis parcaciklar tespit edilmis ve

sinyal alinmistir.
e Kuantum noktaciklar

o Literatiirdeki metotlarla biotinli oligolar, streptavidinli kuantum noktaciklari ile

birlestirilmistir (Liu ,2007).

o Daha sonra bunlar, adaptor ile birlestirilerek cam yiizeylere uygulanmis ve

bdylece sinyal uygun dalga boyunda florasan mikroskop ile tespit edilmistir.

Aptamer tabanl biosensorlerinin gelistirilmesi

e Projenin aptamer uygulamalar1 igeren boliimlerinde optimize edilmis sisteme
sabitlenecek aptamerlerin {izerinde yapilacak degisikliklerin ve denenecek sistemin

baglanma tizerindeki etkisi aragtirilmistir.

e Projede kullamilan biitiin modifiye ve normal oligoniikleotid dizileri IDTDNA®

(Leuven, Belcika) sirketinden temin edilmistir.

Aptamer tabanh hiicre biyosensorleri

e Hiicre tabanli calismalarda hedef hiicre olarak CCRF-CEM tipi T akut lenfoid 16semi
hatt1 (CCL-119) kullanilmistir. Deneylerde kontrol grubu olarak CRL-1596 Ramos B
Burkit lenfoma hiicreleri kullanilmistir. Boylece gelistirilen sensoriin farkl tip kanser
hiicrelerini ayirt edip edemiyecegi belirlenmistir. Gerekli hatlar LGC-Promochem

(Wesel, Almanya) sirketinden temin edilmistir.
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Calismada kullanilan hatlar RPMI 1640 (Sigma) besiyerinde % 10 FBS (fetiis bovin
serum) (GIBCO) ve 100 iinite/mL penisilin kullanilarak stispansiyon kiiltiire

alimustir.

Kanser calismalarinda Tan ve arkadaglarinin gelistirdigi sgc8, sgal6 ve sgc8c dizileri
kullanilmistir. Kullanilmak tizere seg¢ilen aptamerlerin hedefe baglanma afiniteleri son
derece yiiksek olup, baglanma sabiti literatliirde sirasiyla Ky=0.80nM, Ky=5.0nM,
K3=0.78nM olarak belirlenmistir.

Projenin ilk kisminda elde edilen sonuglara gore oligoniikleotidlerin sabitlenmesinde
secilen en uygun yiizey ve gerekli heterobifonksiyonel krosbaglayici kimyasallar

aptamer tabanli sistemin gelistirilmesinde temel yapi1 olarak kullanilmistir.

Secilen aptamerler tiyol eklenmis olarak sentezlettirilerek aktif hale getirilmis ylizeye
sabitlenmistir, artan aptamerler tampon ¢ozelti ile yikandiktan sonra hedef hiicreler
ortama eklenmistir, aptamerin aktif olarak c¢alistigi tampon ¢ozeltide kisa bir siire
bekletildikten sonra florasan, quantum parcacigi veya giimiis kaplh altin pargaciklar
ile isaretlenmis raportor ikincil aptamer ortama eklenmis ve tekrar uygun tampon

cozelti ile yikanmustir.

Hedef ortamda olmadigi zaman raportdrle isaretlenmis aptamer bir yere
baglanmamasindan dolayr ortamdan yikanacaktir boylece sinyal sadece hedef oldugu

zaman alinacaktir.

Deneyler hedef hiicre tipi ve aptamerin baglanmadig1 kontrol hiicreleriyle tekrarlanip
Ozglnliigii ve hassasiyeti ortaya koyulmustur. Yapilan biyosensorlerin data analizleri
tiniversitemiz bilinyesinde bulunan merkezi laboratuvardaki konfokal mikroskop
(Zeiss) kullanilarak yapilmistir, florasan yogunluklar1 goriintii analiz programi ile

Olclilmiistiir.

Hiicrelerin algilanmasi bu sistemle optimize edildikten sonra kullanilan aptamerlerin
farkli varyasyonlarla yiizeye baglanmasi ve raportor olarak kullanilmasi denenmis ve

uygun ikili se¢ilmistir.
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Bunun i¢in kullanilan aptamerler (sgc8, sgal6 ve sgc8c) 5’ ve 3 uglarindan farklr ikili
varyasyonlar denenmis ylizeyde ve raportor olarak kullanilmistir (sgc8 yiizeyde-sgal6

raportorlil, sgal6 yiizeyde- sge8c raportor gibi).

Kullanilan aptamerlerin yiizeyle ve raportorle olan etkilesimlerinden dolayi {i¢ boyutlu
yapilarin1 kaybedip baglanma 6zelliklerinin azalmasini engellemek i¢in farkli aralayici
kimyasallar kullanilmistir. Bu asamada aptamerlerin yiizeye ve raportdre baglanacak
boliimlerinin arasina etkilesimi azaltmak i¢in Sekil 2 de verilen C3, Aralayict 9 ve
Aralayict 18 isimli, ticari olarak iiretilen aralayicilar kullanilmistir. Aralayicilar
oligontikleotid diziler iiretilirken aktif gruplardan (tiol, florasan gibi) Once iiretici

firma tarafindan eklenmistir.

. N
'L'“o/v\c j O N I T W N Oj
OZ'L_O C=PT—C N
l | .
B, O |
s e,
C3 aralayici Aralavic1 9 Aralayici 18

Sekil C. Aptamerleri yilizeye baglayacak farkli arayicilar

Aptamer tabanh protein bivosensorleri

Calismanin bu boliimiinde trombin model protein olarak kullanilmistir. Kullanilan 15
ve 29 baz ¢ifti uzunlugundaki trombin aptamerleri IDTDNA tarafindan

sentezlenmistir.

Calismada BSA kontrol protein olarak kullanilmistir. Hiicre kisminda denenen biitiin

parametreler protein kisminda da tekrarlanmigtir.

BULGULAR

108M410 no’lu projemizin toplam 24 aylik donemi i¢in ¢alisma takviminde belirttigimiz is

paketleri basartyla tamamlamistir. Yapilan ¢alismalar ve elde edilen bulgular asagida detayli

olarak sunulmaktadir.
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1. Floresan Oligoniikleotid Tammma Sistemiyle Sandvi¢ Hibridizasyonunun

Optimizasyonu

1.1. DNA Dizi Platformu

Daha 6nce de belirtildigi gibi proje kapsaminda olusturulan sistem sandvi¢ formatina dayal
bir DNA dizi platformudur. Genel hatlariyla platform, hedef DNA dizisi, cam slayt yiizeye
capraz baglayicilar yardimiyla immobilize edilmis ve hedef DNA dizisinin bir kismina eslenik
sekilde tasarlanmis Prob2 (P2) ve hedef DNA dizisinin diger bir kismina eslenik ve sinyal
molekiilii tasiyan Probl (P1)‘den olugsmaktadir.

Adaptor
(Hedef)

0

O

|

T

Cam Slayt

Sekil 1.1. DNA dizi platformunda kullanilan sandvi¢ formati.

1.1.1 Oligoniikleotidler

Calismada kullanilan oligoniikleotidler Integrated DNA Technologies (Coralville, 1A, ABD)

firmasindan temin edilmistir.

1.1.1.1 Prob 2 (P2)

e Yiizeye sabitlenen oligoniikleotid prob 2 (P2) olarak adlandirilmistir.

e P2’nin 5’ ucu tiyol modifikasyonu tasimaktadir.
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e Dizilim: 5’-/5ThioMC6-D/AAA AAA AAA GCA TCT TCA ACG ATG GCC TTT
CCTTT-3

1.1.1.2 Adaptor (A)

e Tespit edilmesi amaglanan oligoniikleotid adaptor (A) olarak adlandirilmistir. Adaptor
optimize edilmis platform tarafindan tespiti amaglanan DNA dizilimini temsil
etmektedir.

e Dizilim: 5’- GCT CCT ACA AAT GCC ATC ATT GCG ATA AAG GAA AGG CCA
TCGTTG AAG ATGC-3°

1.1.1.3 Eslenik Olmayan Adaptor (unA)

e Negatif kontrol olarak kullanilan ve P2 veya P1’e eslenik olmayan oligoniikleotid.
e Dizilim: 5- ACC CTG TAA ACG ATC ATC CCC ATT TTT TAC GGC CAATTG
GAG GCCTCC CAAT -3°

1.1.1.4 Prob 1 (P1)

e Prob 2 tarafindan yiizeyde tutulacak adaptore eslenik olan ve bir sinyal molekiilii
tastyan oligoniikleotid prob 1 (P1) olarak adlandirilmistir.

e P1 3 ucunda floresan bir boya olan 6-karboksifloresin (6-FAM) molekiilii
tagimaktadir.

e Dizilim: 5’-TCG CAA TGA TGG CAT TTG TAG GAG CAA AAA AAA Al6-FAM/
-3

Tasarlanan oligoniikleotidler molekiiler biyoloji ¢alismalarinda kullanilan yazilimlar

kullanilarak

e Hedeflenen hibridizasyon (adaptor ile prob 2 ve prob 1 arasinda),

e Istenmeyen hibridizasyon (prob 2 ve prob 1 arasinda) ve
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Ikincil yap1 (secondary structure) ve sag tokasi (hairpin) olusumu

acilarindan test edilmis ve dizilimden kaynaklanan herhangi bir problem ortaya ¢ikmamustir.

1.1.2 Kontroller

Pozitif Kontrol: Yiizeye sabitlenen P2’nin 3’ ucunda 6-FAM sinyali tasiyan versiyonu
kullanilmis ve yiizeye prob immobilizasyonu ve sinyal tespiti i¢in pozitif bir kontrol
saglanmustir.

Negatif kontroller: Yanlis sinyal (false positive) tespitine yol agacak P1-yiizey, P1-P2
ve P1-unA (eslenik olmayan adaptor)-P2 etkilesimleri de deneylere dahil edilerek
basarili sonu¢ i¢in alinan sinyalin sadece P2-A-P1 kompleksinden gelme kosulu

kontrol edilmistir.

1.1.3 Noktalama (Spotting)

P2 soliisyonu cam yiizeye mikropipet yoluyla 0.5 pL olarak damlatilmistir.
Hibridizasyon asamasinda A ve P1 soliisyonu P2 iizerine mikropipet yoluyla 4 puL
olarak damlatilmistir.

Noktalama sonras1 slaytlar buharlasmayr engellemek amaciyla nemlendirme

haznesinde inkiibe edilmislerdir.

1.2 Aminosilan Kaplama

Yiizeye P2 immobilizasyonu igin gerekli aktivasyon i¢in literatiirde oldukca sik kullanilan

amino fonksiyonel gruplar tercih edilmistir. Bu kapsamda Isolab/Marienfeld marka cam

slaytlar, pirana ¢ozeltisi (Sulfiirik asit:Hidrojen Peroksit, 3:1 ) ile organik maddelerden

temizlenerek hidroksile edildikten sonra %1, %5 ve %10’luk 3-aminopropil-trimetoksisilan

(3-APTMS) soliisyonuyla silanize edilmistir.
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1.3 Poli-L-Lizin Kaplama

Aminosilan ¢alismalarina paralel olarak Thermo Scientific firmasindan temin edilen Polysine
marka poli-L-lizin kapli cam slaytlar kullanilarak da sandvi¢ platformlar1 olusturulmustur.
Gozlemlerimiz poli-L-lizin kaplamasinin dmriiniin, sinyal siddeti, arkaplan (background) ve
gecerli negatif kontroller agisindan son derece dnemli olduguna isaret etmektedir. Slaytlar son
kullanma tarihine yaklastikca sonuglar da kétiilesmektedir. Ote yandan, aminosilan kaph

slaytlarla kiyaslandiginda poli-L-lizin kaplamanin daha gii¢lii sinyal ve daha temiz bir

arkaplan sagladigi gozlemlenmistir (Sekil 1.2).

'
i

Sekil 1.2. Poli-L-lizin kapl ylizeyde olusturulan sandvig sistemi

a) %1 3-APTMS)sandvi¢ b) %1°’lik 3-APTMS pozitif kontrol c) %]1°lik 3-APTMS negatif
kontrol d) )%5°lik 3-APTMS sandvig €) %5°lik 3-APTMS pozitif kontrol f)%5°lik 3-APTMS
negatif kontrol g) %10’luk 3-APTMS sandvi¢ h) %10’luk 3-APTMS pozitif kontrol i)
%10’luk 3-APTMS negatif kontrol j)Poli-L -lizin slayt sandvi¢ K) Poli-L -lizin slayt negatif
kontrol
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1.4 Is1 Yoluyla immobilizasyon

Ekonomik bir sabitleme yOntemi olmasi sebebiyle Oncelikli olarak tercih ettigimiz 1sitma
yontemiyle aktive edilmis cam yiizeylere tiyol modifiye oligoniikleotidlerin sabitlenmesi,
literatiirde cesitli 6rnekleri gosterilen bir metoddur. Aminosilan ve poli-L-lizin aktive edilmis

cam yiizeylere P2 noktalandiktan sonra slaytlar 1 saat boyunca 80°C derecede tutulmustur.

Is1 immobilizasyonunda karsimiza ¢ikan en 6nemli problem, negatif kontrollerde %50’yi asan
sinyal gézlemi olmustur (Sekil 1.3). Buna ek olarak capraz baglayici metoduyla olusturulan
platformla kiyaslandiginda 1s1 metodu daha zayif sinyal ve daha kirli bir arkaplan

olusturmustur.

Istyla sabitleme metodunda yasanilan problemleri gidermek i¢in iki ay kadar siiren bir
optimizasyon c¢aligsmasi yapilmis ve yikama soliisyonlarinin konsantrasyonu ve yikama siiresi
dereceli olarak artirilmistir. Bu g¢alismalar sonucu negatif kontrollerde yasanan problem

giderilememis veya gii¢lii yikama kosullarinin denendigi durumlarda sandvi¢ noktalarindan

alinan sinyal de kaybolmustur.

Sekil 1.3. Is1 yoluyla P2 immobilizasyonu; a) sandvig, b ve ¢) negatif kontroller.

1.5 Capraz baglayic (Crosslinker) Yoluyla immobilizasyon

Is1 metoduna alternatif olarak cam ylizeydeki amino gruplarina tiyol modifiye
oligoniikleotidleri kovalent olarak tutturmak icin heterobifonksiyonel ¢apraz baglayicilar olan
N-e-Maleimitokaproiloksi sulfosiiksinimit ester (Sulfo EMCS) ve Siiksinimidil-[N-
maleimitopropiyon amido]-n etilenglikol ester (SMPEG;); n=2, 6, 12 kullanilmistir. Capraz
baglayicinin (NHS) ester grubu pH 7-9’da birincil aminlerle reaksiyona girerek amid bag
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olusmasini saglar. Bununla birlikte, ¢apraz baglayicinin diger ucundaki maleimit grubu pH
6.5 - 7.5 araliginda sulfohidril gruplarla reaksiyona girerek stabil tiyoeter baglarin olusumunu

saglar. (Sekil 1.4)

0 e
E NH, Sulle-EMCS” % H,DLNM,% SH-DNA % H/L,Aw:z_j
7
a ]

5-DINA

Sekil 1.4. Prob 2’nin Sulfo EMCS ¢apraz baglayicist yoluyla cam yiizeye immobilizasyonu.

Elde edilen basarili sonucglar (Sekil 1.3) 1s1ginda platform optimizasyonuna capraz
baglayicilar kullanilarak devam edilmistir. Buna istinaden farkli uzunluklardaki capraz
baglayicilar da deney planina eklenerek sonuglar karsilastirilmistir. Deneylerde kullanilan
baglayicilar ve uzunluklar1 Tablo 1°de gdsterilmektedir. Yapilan calismalar sonucunda 32.5 A
uzunlugundaki capraz baglayict SM(PEG)s’nin sandvi¢ sisteminde en iyi sinyali verdigi
gozlemlenmistir. Yiizeyden uzaklasildikca sinyalin artmasi halihazirda yapilmis olan
caligmalarin 151831inda (Bajaj, 2000) beklenen bir sonug olarak degerlendirilmekle birlikte en
uzun ¢apraz baglayiciyla olusturulan sistemden daha az sinyal elde edilmesi sterik faktorlere

baglanmustir.

Tablo 1 Yiizey Probu (Prob2) immobilizasyonu i¢in kullanilan farkli uzunluktaki c¢apraz

baglayicilar

Capraz Baglayic1 ismi Aralayic1
Kimyasal
Uzunlugu

N-e-Maleimitokaproiloksi sulfosiiksinimit ester (Sulfo_EMCS) 94 A

Siiksinimidil-[N-maleimitopropiyon amido]-2 etilenglikol esterSM(PEG) 17.6 A

Siiksinimidil-[N-maleimitopropiyon amido]-6 etilenglikol esterSM(PEG)s 325A

Siiksinimidil-[N-maleimitopropiyon amido]-12 etilenglikol ester (SM(PEG);, 534 A
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Sulfo-

EMCS Negatif

Kontrol
Sulfo-
EMCS

Negatif
Kontrol
SM(PEG);

SM(PEG);

Negatif
Kontrol
SM(PEG)s

SM(PEG)s

SM(PEG);; Negatif
Kontrol

SM(PEG);2

Sekil 1.5. Farkli ¢apraz baglayicilar ile gergeklestirilmis sandvig hibridizasyonlari

1.6 Bovin Serum Albiimin (BSA) Konsantrasyonu
BSA, P2 yiizey immobilizasyonu sonrasinda cam yiizeyde acikta kalan reaktif amino

gruplarin1 immobilizasyon Oncesi bloklamak amaciyla %1 ve %2 olarak kullanilmis ve

%1’lik konsantrasyonun nispeten daha temiz bir arka plan sagladigi gozlemlenmistir.
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1.7 Hibridizasyon Optimizasyonlari

1.7.1 Lamel ve Lamelsiz Hibridizasyon

Hibridizasyon asamasi lamel kullanarak ve kullanmayarak gerceklestirilmis ve sonuglar
kiyaslanmistir. Lamelsiz uygulamada her nokta i¢in 4 pL hibridizasyon soliisyonu
uygulanmistir. Lamelli uygulamada ise 25 pL hibridizasyon soliisyonunu slayt iizerine
uygulandiktan sonra yiizey lamel ile kapatilmistir. Lamel uygulamasinin arkaplan giiriiltiiyii

az miktarda artirmasina karsin bagarisiz negatif kontrol sonuc¢larini azaldig1 gozlemlenmistir.

1.7.2 Hibridizasyon Sirasi

P2 immobilize edilmis yiizeye adaptor ve P1 asagidaki kombinasyonlarda uygulanmistir:

1) Adaptor ve P1, 12 saat hibridizasyon sonrasi yiizeydeki P2 ile 12 saat,

2) P2 ve adaptdr, 12 saat hibridizasyon sonrasi P1 ile 12 saat,

3) P2, P1 ve adaptor 24 saat

inkiibe edilmistir. En kuvvetli sinyal 1 numarali kombinasyonda, (A+P1) + P2, tespit

edilmistir.

1.7.3 Hibridizasyon Siiresi

2 saat siiresince inkiibe edilen adaptor ve P1 soliisyonunun P2 ile hibridizasyonu 2.5, 5, 12, ve
24 saatlik siirelerle caligilmistir. En yiliksek sinyal ve en temiz arka plan 12 saatlik

hibridizasyon siiresi sonunda elde edilmistir. 2.5 saat ve 5 saatlik inkbasyonlarin arasinda

oenmli bir fark gozlemlenmemistir.

1.7.4 Hibridizasyon Sicakhg:

Bu madde altinda ikili sarmal erime sicakliginin (Ty,) altindaki 35°C (Tp-20), 40°C (Tp-15)
ve 45°C (Ty-10) sicakliklarda hibridizasyon optimizasyonu gerceklesmistir ve 35°C

kontroller ve sinyal ac¢isindan en ideal sicaklik olarak belirlenmistir.
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1.7.5 Hibridizasyon Sonrasi Yikama

Hibridizasyon sonrasi ylizeye spesifik olmayan sekilde baglanmis A ve P1’i uzaklastirmak
i¢cin tampon ¢Ozeltisi konsantrasyonu, yikama siiresi, yikama sicakligi ve calkalama hizi gibi
parametreler optimize edilmistir. 5 dakikalik 1X SSC (sodyum kloriir sodyum sitrat) ve 0.1X

SSC ardindan ultra saf suyla yapilan yikama optimal yikama igin yeterli bulunmustur.

1.8 immobilize Prob Konsantrasyonu
Cam yiizliye sabitlenen oligoniikleotid (P2) miktarinin alinan sinyale etkisi, noktalama
sollisyonundaki P2 konsantrasyonunu 1 pM, 10 uM ve 20 uM olarak degistirerek arastirilmis

ve 10 uM {istii konsantrasyonda gozle goriiliir bir iyilesme saptanmadigi i¢in ¢alismalara bu

konsantrasyonda P2 soliisyonu kullanilarak devam edilmistir ( Sekil 1.6).
Sekil 1.6. Immobilize prob konsantrasyonlar1 a) 1 uM P2 sandvi¢ b) 1 uM P2 pozitif kontrol

c) 1 uM P2 negatif kontrol d) 10 uM P2 sandvi¢ €) 10 uM P2 pozitif kontrol f) 10 uM P2
negatif kontrol g) 20 uM P2 sandvi¢ h) 20 uM P2 pozitif kontrol i) 20 uM P2 pozitif kontrol
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1.9 Sinyal Probu (P1) Konsantrasyon Optimizasyonu

Bilindigi iizere sandvi¢ hibridizasyon yontemine dayali DNA dizi platformumuzda, hedef
diziye eslenik, sinyal molekiiliinii tasiyan DNA dizisi Prob 1 (P1) olarak adlandirilmistir.
PIl’in sistemdeki en optimum konsantrasyonunu belirleyebilmek ic¢in  deneyler

gerceklestirilmistir. Deney sonuglar Sekil 1.7°de gosterilmektedir.

Sandvig Negatif Kontrol

20 uMP1

40 pM P1

50 pMP1

Sekil 1.7. 20, 40, 50 uM P1 konsantrasyonlar1 ve negatif kontrolleri. Deneyde 9 replika

kullanilmistir.

Tasarlanmis deneyde ti¢ farkli konsantrasyondaki (20, 40, 50 uM) P1, optimize edilmis DNA
dizi platformuna uygulanmis ve sonucglar karsilastirilmistir. Buna gore, en diisiik
konsantrasyon olan 20 uM ve en yliksek konsantrasyon olan 50 uM arasindaki farkin ¢ok
bliylik olmamasi nedeniyle ¢caligmalara literatiirde de sik¢a kullanilan bir deger olan 20 uM P1

konsantrasyonu ile devam edilmesine karar verilmistir.
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1.10 Hassasiyet Belirlenmesi

Farkli konsantrasyonlardaki hedef dizi Adaptér (A) ile gergeklestirilen deneylerde,
gelistirilen DNA dizi platformunun tespit edebilecegi minimum adaptor konsantrasyonu

belirlenmeye calisilmigtir. Yapilan deney sonuglar1 Sekil 1.8’de gosterilmektedir.

Sandvig Negatif Kontrol Sandvig Negatif Kontrol

0.1 pM
0.05 uM Adaptor
Adaptor

1 pM

Adaptor
0.01 pM
Adaptor

10 pM
0.001 pM Adaptor
Adaptor

Sekil 1.8. 0.001, 0.05, 0.01, 0,1, 1, 10 uM Adaptor konsantrasyonu ile gergeklestirilen deney

sonuglar1. Deneyde 9 replika kullanilmistir.

Deney sonuglarina gore platformun sinyal verebilecegi en diisiik adaptor konsantrasyonu

(hassasiyet) 0.01 uM olarak belirlenmistir.

1.11 Slayt Tarama ve Sinyal Analizi

Sonu¢ raporunda sunulan tiim sinyaller aksi belirtilmedik¢e konfokal lazer tarama
mikroskobunda 488 nm argon lazeriyle uyar1 yapilarak, 4X biiyiitmeli objektif (numerik
aciklik 0.1) ve uzun gegcisli (long pass) LP505 filtre seti kullanilarak 1024x1024 ¢6ziiniirliikte
ve 12 bit olarak kaydedilmistir.

37



Civa ark lambasi, Yesil Floresan Protein (YFP) filtre seti ve CCD sensor tipinde renkli bir
kamera kullanilarak epi-floresans modunda alinan sinyal, ¢ok daha gii¢lii bir uyar1 kaynagi
(lazer) ve daha hassas bir dokiimantasyon sistemine (Fotogogaltic1 Tiip, PMT) sahip konfokal
modunda alinan sinyal ile kiyaslandiginda konfokal taramanin ¢ok daha giiclii bir sinyal ve

temiz bir arkaplan sagladig goriilmiistiir.

Mikroskopla tarama metodunda kullandigimiz 4X biiyiitme 0.1 numerik agikliga sahip
objektiften alinan sinyal, numerik aciklig1 0.5 olan 20X biiyiitmeli bir objektiften alinan sinyal
ile kiyaslandiginda (Sekil 1.9), numerik aciklifin sinyal/giirtiltii oran1 agisindan ne kadar
onemli oldugu goze carpmaktadir. Yiiksek maliyetli ve nanolitre seviyelerinde noktalama
yapabilen bir dizileme robotu (array robot) kullanma imkanimiz olmadig1 i¢in mikropipetler
yoluyla ancak mikrolitre seviyelerinde noktalama yapmaya kisitli kalindigindan her bir nokta
cap1 20X objektifin gorme alan1 disina tasmaktadir. Homojen sinyal dagiliminin olmadig1 bazi
durumlarda tiim nokta alaninin kaydedilmesi gerektigi icin ¢alismalara 4X objektifle devam

edilmistir.

Sekil 1.9. a)Konfokal mikroskobuyla nokta taramasi; a) 4X biiyiitme b) 20X biiylitme.

1.12 Raf Omrii
P2 immobilize edilmis slaytlar adaptor ve P1 uygulanmadan 6nce bir ay saklanarak raf 6mrii

test edilmistir. Bir aylik siirenin sonunda kullanilan slaytlarda ¢ok yiiksek oranda arkaplan

giiriiltiisii ortaya ¢ikmustir.
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2.Kuantum Noktaciklarmin (KN) DNA Dizi Sistemine Adaptasyonu

2.1 Giris

Kuantum noktaciklari, bir baska deyisle yari-iletken nanokristaller, biiyiikliikleri 5 ila 25
nanometre arasinda degisen fliioresan nanopargaciklardir. Yiiksek kuantum verimine ve foto-
stabilitesine sahip bu parcaciklar, organik fliloresan boyalara kiyasla sagladiklar1 avantajlar

sayesinde optik uygulamalarda sik¢a kullanilmaktadir.

Platform hedef DNA dizisi, cam slayt yiizeye ¢apraz baglayicilar yardimiyla immobilize
edilmis ve hedef DNA dizisinin bir kismina eslenik sekilde tasarlanmis Prob2 (P2) ve hedef
DNA dizisinin diger bir kismina eslenik ve Probl-Biyotin (P1-B)‘den olugmaktadir. Sinyal,
sreptavidine bagli kuantum noktaciginin biyotin isaretli Prob 1’e baglanmasi sonrasi uygun
sekilde uyarilarak emisyon sinyali alinmasi sonucu elde edilmektedir.

Calismalarda Invitrogen firmasindan temin edilmis Qdot® 565 ITK streptavidin konjlige
(Q10131MP) kuantum noktaciklari kullanilmistir. Bu noktaciklar yari iletken kristal olan
kadmiyum selenit (CdSe) cekirdek ve g¢ekirdegi saran ve noktaciklara stabilite kazandiran
cinko siilfiir (ZnS) kabuktan sentezlenmistir. En dis katman hidrofilik bir polimer ve bu
polimere baglanmis streptavidin molekiillerinden olugsmaktadir. Parcaciklarin maksimum

emisyon degeri 565 nm’de elde edilmektedir.

2.2.Kuantum Noktaciklari ile Mikrodizi Calismalar:

Oligoniikleotid dizilerinin sekanslar1 projenin daha onceki asamalarinda kullanilanlarla
aynidir. Setler arasindaki tek fark 5° ucunda 6-karboksil floresin (6-FAM) yerine biyotin
tasiyan P1’dedir. Daha Once belirtildigi gibi yiizeye sabitlenen oligoniikleotid, Prob 2 (P2)
olarak adlandirilmigtir ve bu probun 5’ ucu tiyol modifikasyonu tagimaktadir. Optimize
edilmis platform tarafindan tespit edilmesi amaglanan oligoniikleotid, adaptér (A) olarak
adlandirilmistir. Prob 2 tarafindan yilizeyde tutulacak adaptdre eslenik olan ve 3’ucunda
Biyotin ligandi tasiyan oligoniikleotid Prob 1-Biyotin (P1-B) olarak adlandirilmistir ve bu
prob 3’ucunda biyotin ligand1 tagimaktadir. Negatif kontrol olarak kullanilan ve P2 veya P1’e

eslenik olmayan oligoniikleotid eslenik olmayan adaptdr (unA) olarak adlandirilmistir.
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Deneylerde kullanilan oligonukleotid dizi setleri kullanilan adaptorlerin uzunluguna gore

siiflandirilmistir. Oligontikleotid dizileri su sekildedir:

52 baz uzunlugundaki adaptor icin oligonukleotid dizi setleri:

Yiizey probu: Prob 2 (P2)

5’-/5ThioMC6-D/AAA AAA AAA GCA TCT TCAACG ATGGCCTTTCCTTT -3’
Adaptor

5’- GCT CCT ACA AAT GCC ATC ATT GCG ATA AAG GAA AGG CCA TCG TTG
AAG ATGC -3’

Prob 1 Biyotinli (P1-B)

5-TCG CAATGA TGG CAT TTG TAG GAG CAA AAA AAA A/3Bio/ -3

Eslenik Olmayan Adaptor (unA)

5’- ACC CTG TAA ACG ATC ATC CCC ATT TTT TAC GGC CAATTG GAG GCCTCC
CAAT -3’

72 baz uzunlugundaki adaptor icin oligonukleotid dizi setleri:

Yiizey probu: Prob 2 (P2)

5'-/5ThioMC6-D/AAA AAA AAA GTC GGC AGA GGC ATC TTC AAC GAT GG -3
Adaptor

5- AAG GAA GGT GGC TCC TAC AAA TGC CAT CAT TGC GAT AAA GGA AAG
GCC ATC GTT GAA GAT GCC TCT GCC GAC -3'

Prob 1 Biyotinli (P1-B)

5-TCG CAATGA TGG CAT TTG TAG GAG CCA CCT TCC TTA AAA AAA AA/3Bio/
-3

Eslenik Olmayan Adaptor (unA)

5-TTC CTT CCA CCG AGG ATG TTT ACG GTA GTA ACG CTATTT CCT TTC CGG
TAG CAACTT CTA CGG AGA CGG CTG -3

92 baz uzunlugundaki adaptor icin oligonukleotid dizi setleri:

Yiizey probu: Prob 2 (P2)

5'-/5ThioMC6-D/AAA AAA AAA TGG GAC CAC TGT CGG CAG AGG CAT CT -3
Adaptor

5- GAT AGT GGA AAA GGA AGG TGG CTC CTA CAA ATG CCA TCA TTG CGA
TAA AGG AAA GGC CAT CGT TGA AGATGC CTC TGC CGACAGTGG TCCCA -3
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Prob 1 Biyotinli (P1-B)

5-TCG CAATGA TGG CAT TTG TAG GAG CCACCTTCC TTT TCC ACT ATC AAA
A/3Bio/ -3'

Eslenik Olmayan Adaptor (unA)

5-CTATCACCT TTT CCT TCC ACC GAG GAT GTT TAC GGT AGT AAC GCT ATT
TCCTTT CCG GTA GCA ACT TCT ACG GAG ACG GCT GTC ACC AGG GT -3

Projede hedeflenen sandivi¢ prensibine dayali DNA makro dizi platformundan kuantum
noktaciklartyla sinyal elde edilmesi calismalari asagida belirtilen temel asamalara gore

yapilmistir:

Yiizey probunun (P2) immobilizasyonu

Inkiibasyon

e Immobilizasyon sonrasit yikama

e Bloklama

¢ Bloklama sonrasi yikama

e Hibridizasyon

e Hibridizasyon sonrasi yikama

e Kuantum Noktaciklarinin inkiibasyonu
e Inkiibasyon sonras1 yikama

e (Gorintiileme

2.2.1 Yiizey Prob Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Sandivi¢ hibridizasyonuna dayali dizi calismalarinda en kritik asamalardan biride yiizey
probunun basarili bir sekilde immobilize olmasidir (Zhou et al., 2004). Calismamizda iki
farkli konsantrasyon denenmistir: 5 ve 10 uM. Bu konsantrasyolarin iizerine ¢ikildiginda
hibridizasyon veriminde diisiis gozlendigi daha 6nceden literatiirde belirtildigi icin (Southern
et al., 1999) bu deneyde yiizey prob konsantrasyonu 5 ve 10 uM iken sandvig sistemden elde

edilen sinyal karsilastirilmistir.
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Sekil 2.1. Iki farkli probe-2 konsantrasyonunun karsilastiriimast: (al) 5 uM P2, (a2) negatif
kontrol, (b1) 10 uM P2 ve (b2) negatif kontrol

Prob-2 konsantrasyonu 10 uM kullanildiginda spotlar daha parlak ve belirgin oldugu igin

bundan sonraki ¢aligmalarda P2 konsantrasyonu 10 pM olarak sabitlenmistir.

2.2.2 Bloklama Siiresinin Optimizasyonu

Prob-2 yiizeye sabitlendikten sonra, yilizeydeki reaktif amin gruplarinin etkin bir sekilde
bloklanmas1 gerekmektedir. Bu sayede arka plandan spesifik olmayan sinyal miktarinin
onemli Ol¢lide azaltilmasi amaglanmistir. Bloklama ajani olarak % 2 BSA kullanilmstir.

Calismamizda 4 farkli bloklama zamani denenmistir. Sonuglar su sekildedir:
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Sekil 2.2. Dort farkli bloklama siiresinin karsilastirilmasi: (al) 15 dakika, (a2) negatif kontrol,
(b1) 30 dakika, (b2)negatif kontrol, (c1) 60 dakika, (c2) negatif kontrol, (d1) 120 dakika ve
(d2)negatif kontrol.

60 ve 120 dakikalik bloklama siirelerinde elde edilen sinyal 15 ve 30 dakikaya oranla daha
fazladir. Ayrica spotlarin sekilleri daha belirgindir. 60 ve 120 dakika bloklama siireleri
kullanildiginda elde edilen sonuglar arasinda ¢ok biiyiik bir fark olmamasi nedeniyle ve deney
siiresini azaltmak amaciyla, bloklama siiresi bundan sonraki c¢alismalarda 60 dakika olarak

sabitlenmistir.

2.2.3 Adaptor Konsantrasyonunun ve Hassasiyetin Belirlenmesi

Calismamizda 6 farkli adaptér konsantrasyonu denenmistir. 0.001-20 uM arasinda degisen

konsantrasyonlara ait sonuglar asagida 6zetlenmistir.
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Sekil 2.3. Alt1 farkli adaptdr konsantrasyonunun karsilastirilmasi: (al) 20 uM, (a2) negatif
kontrol, (b1) 10 uM, (b2)negatif kontrol, (c1) 0.5 uM, (c2) negatif kontrol, (d1) 0.1 uM, (d2)
negatif kontrol, (e1) 0.05 uM, (e2) negatif kontrol, (f1) 0.001 uM ve (f2) negatif kontrol

Sonuglardan goriildiigii izere her ne kadar spotlar diisiik sinyal vermis olsalar da (f1), 0.001
uM konsantrasyondaki adaptor sandvi¢ sistem ile tespit edilebilmektedir. Platformun

hassasiyeti 0.001 uM olarak belirlenmistir.

En yiiksek sinyal 20 uM adaptor konsantrasyonunda elde edildigi i¢in bundan sonraki

asamalarda adaptor konsantrasyonu 20 uM olarak sabit tutulmustur.
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2.2.4 Biyotinli Prob 1 (P1-B) Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Platformdan elde edilen sinyalin giiciinii etkileyen bir diger 6nemli faktorde biotinli prob-1
konsantrasyonudur. Bu amagla 3 farkli P1-B konsantrasyonu c¢alisilmistir. Sonuglar agsagidaki

gibidir.

Sekil 2.4. Ug farkli P1-B konsantrasyonunun karsilastirilmasi: (al) 5 uM, (a2) negatif kontrol,
(b1) 20 uM, (b2)negatif kontrol, (c1) 40 uM ve (c2) negatif kontrol.

20 uM (bl) ve 40 uM (c1) P1-B konsantrasyonu 5 pM’ a goére daha parlak sinyal vermistir.
Fakat 20 uM ve 40 uM P1-B konsantrasyonunu karsilastirdigimizda c¢ok biiylik bir fark
gozlemlenmedigi icin gelistirdigimiz platform sisteminde P1-B konsantrasyonu 20 uM olarak

secilmistir.
2.2.5 Hibridizasyon Siiresinin Belirlenmesi
Hibridizasyon soliisyonundaki adaptor-P1-B kompleksinin platformda sabitlenen P2’ye

baglanmasinda hibridizasyon siiresinin biiyiik bir etkisi vardir. Calismamizda bu etkiyi

gozlemlemek icin 4 farkli hibridizasyon siiresi ¢aligilmistir.
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Sekil 2.5. Dort farkl hibridizasyon siiresinin karsilastirilmasi: (al) 5 saat, (a2) negatif kontrol,
(b1) 2.5 saat, (b2 )negatif kontrol, (cl) 1 saat, (c2) negatif kontrol, (d1) 0.5 saat ve (d2)

negatif kontrol.

En giiclii sinyal 5 saatlik hibridizasyon sonucu elde edilmistir (al). Fakat bu 5 saatlik
hibridizasyon bir deneyin toplam siiresini uzattigi igin tercih edilmemistir. Ayrica 0.5 saatlik
hibridizasyonda ise spotlar diisiik sinyal verdikleri i¢in bu hibridizasyon siiresi ¢ok kisa kabul
edilmistir. 2.5 ve 1 saatlik hibridizasyon siirelerini karsilastirdigimizda 5 saatlik hibridizasyon
sonucunda elde edilen sinyale ¢cok yakin oldugu ve 0.5 saatlik hibridizasyon siiresinden daha
1yi sonuglar verdigi gézlemlenmistir. Bu her iki siire arasinda ¢ok biiyiik bir fark olmadig: ve
deney siiresinin kisalmas1 icin 1 saatlik hibridizasyon siiresi ilerleyen deneylerde

kullanilmistir.
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2.2.6 Hibridizasyon Sicakhi@ginin Belirlenmesi

Hibridizasyon sicaklig1 6nce 30 °C ile baglamistir. Fakat spotlar ¢ok iyi sinyal vermedigi i¢in
35 ve 40 °C’de hibridizasyon gerceklestirilmistir. Asagida 35 ve 40°C’ ye ait sandvig

hibridizasyonuna ait sonuglar gosterilmektedir.

Sekil 2.6. Iki farkli hibridizasyon sicakligimin karsilastirilmast: (al) 35 °C, (a2) negatif
kontrol, (b1) 40 °C ve (b2)negatif kontrol.

40 °C hibridizasyon sicakligi nispeten 35 °C’ye gore daha iyi oldugu i¢in hibridizasyon

sicaklig1 40 °C olarak belirlenmistir.

2.2.7 Farkh Uzunluktaki Adaptorlerin Sandvi¢c DNA Dizi Sistemine Adaptasyonu
52 baz uzunlugundaki adaptore ek olarak 72 ve 92 baz uzunlugundaki adaptorlerin sisteme

adaptasyonu ¢alistlmistir. Bu adaptorlere eslenik P1-B ve P2 problart kullanilmistir.

Calismanin sonuclar1 asagidaki gibidir.
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Sekil 2.7. Ug farkli uzunluktaki adaptoriin sandvi¢ dizi platformuna entegrasyonu: (al) 52
baz, (a2) negatif kontrol, (b1) 72 baz, (b2)negatif kontrol, (c1) 92 baz ve (c2) negatif kontrol.

72 ve 92 baz uzunlugundaki adaptorlerden sandvig sisteminde kuantum noktaciklari ile sinyal

alinarak bu platformun farkli hedef adaptdrlerin tespitinde kullanilabilecegi ispat edilmistir.

2.2.8 Kuantum Noktaciklarinin Inkiibasyon Siiresinin Belirlenmesi
30 °C’ de KN hibridizasyon sicaklig1 sabit tutularak inkiibasyon siiresi i¢cin 60 dakika, 15

dakika ve 5 dakikalik inkiibasyon siireleri ¢alisilmistir. Bu inkiibasyonlar sonucu elde edilen

sandvi¢ platform goriintiileri agagidaki gibidir.
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Sekil 2.8 Kuantum noktaciklarinin {i¢ farkl inkiibasyon siirelerinin karsilagtirilmasi: (al) 5
dakika, (a2) negatif kontrol, (b1) 15 dakika, (b2) negatif kontrol, (c1) 60 dakika ve (c2)

negatif kontrol.

Sonuglardan goriildiigii gibi KN inkiibasyon siiresi olduk¢a dnemli bir parametredir. 5 ve 15
dakika gibi kisa siirelerde KN’ nin sandvi¢ sisteme entegrasyonu az oldugu icin diisiik sinyal
elde edilmistir. Fakat inkiibasyon siiresi 60 dakikaya ¢ikarildiginda platformdan oldukca
yiiksek sinyal alimmistir. Bu ylizden sandvi¢ dizi platformunda KN inkiibasyon siiresi 60

dakika (1 saat) olarak belirlenmistir.

3. Altin Nanoparc¢aciklarin DNA Dizi Sistemine Adaptasyonu

3.1 Giris

ANP’ler tiretim kolayligi, kullanim ¢esitliligi ve farkl ylizeylere baglanabilme 6zelliklerinden
dolaylt son yillarin en sik kullanilan metalik nanoparcaciklardandir. Yiizeylerine istenilen
fonksiyonel oligo pargasi veya polipeptit baglanabilen ANP’lerin tespiti i¢in tercih edilen en
yaygin yontem imiinositokimyada da siklikla kullanilan “giimiis zenginlestirmesidir” (silver
enhancing). Bu yontemde kolloid altin parcaciklari, giimiis iyonlarmi metalik glimiise
indirgeyen bir katalist gorevi gorlir ve metalik giimiis de gozle goriilebilecek kadar

belirgindir.
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Projemizin amaglarindan birisi de altin nanopargaciklarin (ANP) kullanildig1 bir sinyal
stratejisi gelistirilmektedir. Bu platformda ANP’lere baglanmis sinyal probundan giimiis
zenginlestirmesi yoluyla ¢iplak gbzle de goriilebilecek bir sinyal elde edilmesi hedeflenmistir.

Sandvig¢ prensibine dayali ve altin nanopargaciklari ile sinyal vermesi planlanan platformun

semast Sekil 3.1°deki gibidir.

Probe 1 —
(ANP’li) Glmis
Sinyal

=1 |

Ylzey

Sekil 3.1 Sandvi¢ prensibine dayali ve altin nanopargaciklari ile sinyal vermesi planlanan

platformun semast

3.2 ANP’lerin Islevsellestirilmesi
Boyutlar1 10 ve 20 nm olan iki farkli ANP’ye fonksiyonel (tiyol gruplu) oligo pargaciklari

baglanir. Bu kisim da kullanilan P1 ve P2, projenin diger kisimlarinda kullanilan P1 ve P2 ile

aynidir.

3.3 Farkh Yiizeylerde ANP’li Sandvi¢ Gelistirilmesi ve Giimiis Sinyal Eldesi
Projemizde gergeklestirilen ¢alismalarda, ANP’lerin Poli-L-lizin slaytlar ile spesifik olmayan

etkilesime girdigi gosterilmistir. Dolayisiyla Poli-L-lizin slaytlarin bu sistem i¢in uygun

olmadig1 belirlenmistir. Bu sorunu ortadan kaldirmak i¢in Prob 2 yiizeye baglanmis ve
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kurutulmaya birakilmigtir. Kontrol grubu olarak ise daha oOnceden uyguladigimiz nem

odaciklar1 kullanilmistir.

Fonks. ANP | Ciplak Fonks ANP | Ciplak Sadece Sadece
veAdaptér | ANPve veSpesifik | ANPve Fonks. Ciplak
+) Adaptor olmayan Spesifik ANP ANP
) oligo (-) olmayan
oligo (-)
o R |
0 ®
w‘i 3 - - i
- f 3 ".-‘A ';L 1
10 nm o {i;_ = p

20 nm

Sekil 3.2 Poli-L-Lizin slaytlarda, Prob 2 kurutulduktan sonra, 10 nm (iist panel) ve 20 nm

ANP kullanilarak yapilan sandvi¢ ve glimiis zenginlestirme denemesi.
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Fonks. Ciplak Fonks. ANP | Ciplak ANP Sadece Sadece
ANPve | ANPve ve Spesifik ve Spesifik Fonks. A | Ciplak
Adaptor | Adaptér | olmayan olmayan oligo | NP ANP

(+) (+) oligo (-) (=)

10 nm s .

20 nm

Sekil 3.3 Poli-L-Lizin slaytlarda, Prob 2 kurutulmadan, 10 nm ve 20 nm ANP kullanilarak

yapilan sandvi¢ ve giimiis zenginlestirme denemesi.

Sekil 3.3°de gorildiigii gibi, Prob 2 kurutulmadan, adaptér ve Prob 1 bagli ANP’ler ile
hibridizayona koyuldugunda, kontrol gruplar1 olan spesifik olmayan oligolu veya adaptdrsiiz
Prob 1 bagli ANP uygulamasindan farkli oldugu goriilmiistiir. Fakat burada goriilen, istenenin
aksine, glimiis sinyalinin diger kontrol gruplarindan az oldugudur. Tiim slaytlarda goriinen
“ciplak” ANP’ler, islevsellendirilmemis yani iizerlerinde fonksiyonel gruplu herhangi bir
oligo baglanmamis ANP’lerdir. Sekillerde gorildiigi gibi, ¢iplak ANP’ler poli-L-lizin slaytlar
ile, istemedigimiz bir sekilde baglanmaktadir. Calismalarimizda denenen bir ¢ok farkl

yikama ve bloklama ydntemi bu spesifik olmayan baglanmay1 engelleyememistir.

Sekil 3.2 ile Sekil 3.3 kiyaslandiginda, Prob 2’nin kurutulmas: hibridizasyonun olugmasini
engellemektedir. Sekil 3.2°de goriildligii gibi, Prob 1 bagli ANP’lerin pozitif kontrol olan
adaptor ile negatif kontroller olan spesifik olmayan adaptér ve adaptor olmayan

uygulamalarinda gozle goriiliir bir sinyal fark: yoktur.
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Her iki denemede, 10 nm ile 20 nm ANP karsilastirildiginda ise, 10 nm ANP’lerdeki sinyalin
daha kuvvetli oldugunu, yani yiizeye daha giicli baglandiklari goriilmiistir. Bu fark

literatlirde daha 6nce gézlemlenmemis bir sonugtur.

Hazir temin edilen, yiizeyi epoksi kapl slaytlar ile platformda sandvi¢ sistemi denenmistir.
Yine 10 nm ve 20 nm boyutununda iki farklt ANP seti kullamlmistir. Uzerlerinde oligo bagls,
islevsellendirilmis ANP’lerin yaninda kontrol amagh olarak “ciplak” ANP’ler epoksi
yiizeylerde de denenmistir. Sekil 3.4’de goriildiigii gibi, daha 6nceki poli-L-lizin slaytlardaki,

spesifik olmayan baglanma, epoksi slaytlarda gézlenmemistir.

Sadece Sadece Fonks. ANPve | Ciplak ANP Fonks. Ciplak
Fonks. Ciplak Spesifik ve Spesifik ANPve ANPve
ANP ANP olmayan oligo | olmayanoligo | Adaptor Adaptér

) ) ) )

Sekil 3.4 Epoksi slaytlarda elde edilen sinyaller.10 nm ({ist panel) ve 20 nm (alt panel).

Ciplak ANP’lerin hi¢ bir uygulamasinda, 10 nm ve 20 nm olarak her iki boyutta da giimiis
sinyal tespit edilememistir. Bu yontemde, daha onceki poli-L-lizin slaytlarinda gézlemlenen

en etkili bloklama ydntemi olarak %1°lik Yagsiz Siit Tozu (YST) kullanilmistir.
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10 nm’lik ANP ile yapilan hibridizasyon deneyinde adaptor ile sandvi¢ sistemi basariyla
olusturulmustur. Fakat negatif kontrol olarak kullanilan, spesifik olmayan oligo ve adaptor
kullanilmadan yapilan hibridizasyonda da, adaptoriin sinyaline kiyasla az da olsa sinyal elde
edilmistir. Fakat yapilacak bloklama ve yikama optimizayonu ile bu diisiik negatif sinyalin
engellenmesi hedeflenmektedir. Epoksi slaytlarda denenen 20 nm’lik ANP’lerde ise pozitif
kontrol olarak yapilan adaptorlii hibridizasyonun sinyal giicii 10 nm’ye kiyasla daha diisiiktiir.
Ayrica negatif kontroller ile adaptorlii hibridizayon arasinda gozle goriliir bir kontrol farki
yoktur. Hibridizasyonun olmamasi gereken, boylece sinyal olusmasi beklenmeyen negatif

kontrollerde, 10nm’de oldugu gibi diisiik sinyaller goriilmiistiir.

3.4 ANP Baglanacak Yiizeylerin Bloklanmasi

ANP calismalarinda en 6nemli problem tercih ettigimiz yiizey kimyasi olan poli-L-lizin ile
ANP ler arasindaki etkilesim olarak ortaya ¢ikmistir. Coziim i¢in iki tip bloklama stratejisi
denenmistir. Spesifik olmayan baglanmalar1 engellemek amaciyla siklikla kullanilan
kimyasallar BSA (Bovine Serum Albumin), yagsiz siit tozu (Skim Milk) ve bunlarin karigimi

farkli konsantrasyonlarda kullanilmistir.

Uzunlugu ayni fakat baz dizisi farkli olan sekanslarin (P1 ve P2) yiizey baglanmasinda bir
fark olmadig1 goriilmiistiir (Sekil 3.5). Yagsiz siit tozu ile yapilan bloklama, BSA’ya gore
daha etkili olmustur. BSA, ¢iplak ANP’lerin baglanmasma engel olamamistir. YST ile
yapilan bloklama da glimiis sinyal diislik alinmistir. Goriintiiler stereomikroskopa bagl dijital

bir fotograf makinesi ile elde edilmistir.
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Pl P2 Giplak ANP

Sekil 3.5 Farkli konsantrasyonlarda BSA (Bovine Serum Albumin) ve YST (Yagsiz siit tozu)
kullanilarak yapilan bloklama ile elde edilen glimiis sinyal sonuglari. Her bir noktacik 20 nm

ANP’ler ile tiglii tekrardir.

Yapilan diger deneylerde farkli boyuttaki ANP’lerin ylizey interaksiyonlarinda farklar oldugu
goriilmustiir (Sekil 3.6). 20nm’lik ANP’ler 10nm’lik olanlara gore bloklanmis yiizeylere daha
az baglanmislardir. En iyi sonug 5% yagsiz siit tozu ve BSA karisimindan (1:1) elde edilmis

olsa da yiizey-ANP etkilesimleri tam olarak engellenememistir.
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Pl P2 Ciplak ANP

Sekil 3.6. Farkli bloklama ve ANP boyutlar1 (10 ve 20 nm) ile yapilan giimiis sinyal

sonuglart.

Bu ¢alismalarda oligo prob bagli olmayan ¢iplak ANP’lerin, prob bagli ANP’ler kadar olmasa
da yiizeyle etkilesimde oldugu goriilmistiir. Sonu¢ olarak projemizde gergeklestirilen
calismalar sonucunda hedeflendigi gibi sandivi¢ hibridizasyon array platformunda ANP’ler
kullanilarak gozle goriilebilir sinyaller olusturulmustur. Bu goriintiileme yOnteminin
platformda kullanilabilmesi i¢in geriplanda olusan 6zgiin olmayan sinyallerin giderilmesi

gerekmektedir.
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4. Aptamer Tabanh Sandvi¢ Dizi Platformu Calismalari

4.1 Giris

Aptamerler bir hedef molekiile yiiksek bir afinite ve ozgiillik gosteren niikleik asit ya da
peptit molekiilleridir. Sekanslari, aptamerlere 6zgiil bir {i¢ boyutlu yap1 kazandirir ve bu ii¢
boyutlu yap1 baglanacaklar1 molekiile kars1 6zgiilliiglinlii belirleyen etkendir. Bir molekiil
birden fazla aptamere baglanma bolgesi igerebilir. Literatiirdeki aptamer ¢alismalarinda sikca
kullanilan trombin proteininin heparin ve fibrinojen baglanma bdolgeleri i¢in iki farkli aptamer
ve daha giiglii baglanma amaciyla sekans degisiklikleri yapilmis varyasyonlari bulunmaktadir.
Projenin aptamer uygulamasini igeren bu kisminda hedef molekiil olan trombin proteininin
tespiti ve miktarinin Slgiilmesi i¢in sandivi¢ modeli kullanilmistir (Sekil 4.1). Bu sistemde
trombinin iki aptamerinden bir tanesi “sabitlenmis aptamer”, digeri ise “sinyal aptamer”
olarak kullanilmistir. Yapilan ilk deneylerde oncelikle poli-L-lizin kapli slayt yiizeyi bir
ucunda amino gruplart ile diger ucunda siilfidril gruplar ile reaksiyona girip kovalent bag
olusturan heterobifonksiyonel ¢apraz baglayicilarla aktive edilmistir. Ardindan, 15 baz cifti
uzunlugundaki tiyol modifiyeli trombin aptameri bu aktif hale getirilmis cam ylizeye
sabitlenmis ve tampon ¢oOzelti ile yikanarak yiizeye baglanmamis aptamerler ortamdan
uzaklagtirilmistir. Ardindan ortama trombin eklenmis ve proteinin sabitlenmis aptamer ile
etkilesmesi i¢in uygun ortamda inkiibasyon yapilmistir. Fliioresan isaretlenmis olan 29 baz

¢ifti uzunlugundaki ikinci trombin aptameri ise sinyal aptamer olarak kullanilmistir.
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Sinyal Aptamer

Trombin
(Hedef Protein)

Sabitlenmis Aptamer

Cam Yiizey

Sekil 4.1. Aptamer sandvi¢ sistemi. Yiizeye sabitlenmis aptamer trombin’e baglanir.

Trombin varligi ise ikinci bir sinyal aptamerin ortamda kalip kalmamasina gore tespit edilir.

4.1.1 Aptamerler
Caligmada kullanilan oligoniikleotidler Integrated DNA Technologies (Coralville, IA, ABD)

firmasindan temin edilmistir.

Aptamer 1 (15 mer, Apt1-SH)

Aptamer 1 yiizeye tutturuldugu icin yilizeye sabitlenmis aptamer olarak
isimlendirilebilir. Bu aptamer 15 baz uzunlugundadir ve 5’ ucundan -SH grubu
modifiyelidir. Aktive edilmis ylizeye bu —SH grubu ile baglanmaktadir.

Dizilim: 5’-SH-GGT TGG TGT GGT TGG-3*

Aptamer 2 (29 mer- Apt2-FAM)

Hedef molekiil ile ya da hedef molekiiliin ardindan yiizeye uygulanan 29 baz
uzunlugundaki sinyal aptameridir. 5’ ucunda 6-FAM sinyal molekiilii vardir.

Dizilim: 5’- FAM-AGT CCG TGG TAG GGC AGG TTG GGG TAG CT-3’

Aptamerler, Ikebukuro et al. (2005), ¢aligmasi baz alinarak belirlenmistir.
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Hedef Molekiil, Sigma Aldrich firmasindan temin edilen insan trombini heparin ve fibrinojen

baglanma bolgelerine baglanan iki farkli aptamer i¢in hedef molekiil olarak kullanilmaktadir.

4.1.2 Poli-L-Lizin Kaph Slaytlar

Thermo Scientific firmasindan temin edilen Polysine marka poli-L-lizin kapli cam slaytlar

kullanilarak sandivig¢ platform i¢in uygun kimyasal ylizey saglanmistir.

Kontroller

Pozitif Kontrol: Yiizeye sabitlenen aptamer 1’in 5’ ucu —SH, 3’ ucu ise 6-FAM
modifiye edilmistir. Boylelikle yiizeye aptamer immobilizasyonu ve sinyal tespiti igin

pozitif bir kontrol saglanmistir.

Negatif kontroller: Aktif hale getirilmis cam yiizeye sadece trombin uygulanarak
trombinin 0zgil olmayan ve istenilmeyen baglanmalarinin olup olmadig1 test
edilmistir. Ayrica aktif ylizeye sadece florosanli sinyal aptameri uygulanmis ve 6zgiil

olmayan baglanmalar test edilmistir.

4.1.3 Noktalama

Immobilizasyon Asamasi: 15 mer-Apt1-SH soliisyonu cam yiizeye mikropipet yoluyla
0.5 pL olarak damlatilmistir.
Baglanma Asamasi (Aptamer 1-Trombin-Aptamer 2 Sandvig): Bu asamada iki
uygulama denenmistir;
o Thrombin ve 29 mer-Apt2-FAM beraber hazirlanip, birlikte cam yiizeye
sabitlenen 15 mer-Apt1-SH noktalarinin tizerine 4 uL olarak damlatilmustir.
o Oncelikle thrombin soliisyonu 2 pL olarak 15 mer-Aptl-SH noktalarinin
tizerine damlatilmig, ardindan 29 mer-Apt2-FAM 2 pL olarak damlatilmistir.
Noktalama sonrast slaytlar buharlasmayr engellemek amaciyla nemlendirme

haznesinde inkiibe edilmistir.
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4.1.4 Capraz Baglama Ajaninin Yiizeye Uygulanma Seklinin Karsilagtirilmasi

Capraz baglama ajaninin Aptl-SH molekiillerini ylizeye baglamadaki etkisi test edilmistir.
Yapilan birinci deneyde capraz baglama ajan1 FAM isaretli Aptl-SH ile ylizeye beraber
uygulanirken ikinci deneyde yiizey Once ¢apraz baglama ajani ile aktive edilmis, ardindan
FAM isaretli Aptl-SH aktive edilmis ylizeye uygulanmistir. Sonug olarak Aptl-SH ile ¢apraz
baglama ajanimnin beraber uygulanmasinin daha etkin prob immobilizasyonu sagladig

bulunmustur.

4.1.5 Yiizey-Sinyal Probu Etkilesim Problemi

Prensip ve bilesenleri agisindan daha o©nce olusturdugumuz hibridizasyona dayali
oligoniikleotid sandvi¢ platformuna olduk¢a benzerlik gosteren aptamer platformunun en
onemli farki olusturulan sandvicin hibridizasyon yerine molekiiler yapiya dayali spesifik
aptamer-hedef molekiil (trombin) etkilesimlerine dayali olmasidir. Bu nedenle bilesenlerin

molekiiler yapilarinin korunmasi (stabiliteleri) son derece dnemlidir.

Aptamer deneylerinde ortaya c¢ikan en biiyiikk problem altin nanopargaciklarda yasadigimiz
benzeri bir spesifik olmayan yilizey-sinyal probu (FAM isaretli aptamer) baglanmasi
sonucunda ortaya ¢ikan yanlis sinyal olmustur. Bu yiizey-oligo baglanmasinin temelinde, en
ekonomik yiizey kaplama kimyasi olmasi agisindan tercih ettigimiz poli-L-lizin yiizeylerdeki
pozitif ylik ile negatif yiikke sahip DNA molekiilleri arasindaki elektrostatik etkilesimlerin
olmasi giiclii bir thtimaldir. Bu problem hibridizasyona dayali sandvi¢ sisteminde SDS gibi
giiclii bir deterjan kullanarak ¢oziilmiis fakat SDS’in molekiiler yapilar: denatiire edici 6zelligi
yiizinden ayn1 ¢oziim aptamer sisteminde uygulanamamistir. Coziime yonelik alternatif

bloklama ve yikama kimyasallar1 kullanilan ¢aligsmalarin sonuclar1 asagida 6zetlenmistir.

4.1.6 Yiizey Bloklamasi

Farkli konsantrasyonlarda BSA (Bovine Serum Albumin) blokmasina ek olarak [-

merkaptoetanol ve yagsiz siit tozu (skim milk) da alternatif ajanlar olarak test edilmistir. En
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iyi sonuglar BSA ile elde edilmis olmasina karsin yiizey-sinyal probu etkilesimleri tam olarak

engellenememistir.

4.1.7 Yikama Ajanlar1 ve Kosullar:

Literatiirde sik¢a kullanilan farkli yikama ajanlarinin poli-L-lizin yiizeye dogrudan
uygulanmis FAM isaretli aptameri uzaklastirabilme potansiyellerini kiyaslanmigtir.
Sodyumdedosil siilfat (SDS) pozitif kontrol olarak kullanilmis ve Triton-X100, Tween 20 ve
gliserol yikamalar1 denenmistir (Sekil 4.2). Tek olumlu sonu¢ SDS’ten alinabilmistir. Her
ajan icin 24-37 °C aras1 yikama sicakliklari, farkli sallama hizlar ile farkli kademe ve

konsantrasyonlardan olusan 5 ila 60 dakika arasi yikama siireleri test edilmistir.

a) b) c) d) e)

Sekil 4.2. Farkli yikama ajanlari ile alinan sonuglar. a) SDS, b) Triton X-100, ¢) Tween 20,
pH: 7.2 d) Tween 20 pH: 9.3 ve e) Gliserol.

4.1.8 Aldehid Yiizey Kaplamasi

Bloklama ve yikama optimizasyon c¢alismalart DNA-amino yiizey interaksiyonlarinin ancak
SDS tiirii giiglii bir deterjan ile uzaklastirilabilecegine isaret ettigi i¢in farkli yiizey
kimyasallar1 denenmistir. Bu baglamda glutaraldehit kullanilarak cam slaytlar aldehit gruplar
ile kaplanmis ve DNA-yiizey etkilesimleri test edilmistir (Sekil 4.3). Sonuglar DNA-yiizey

etkilesim probleminin bu kosullarla da devam ettigini géstermistir.
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a b
C d

Sekil 4.3. Aldehid kaplamanin DNA-ylizey etkilesimlerine etkisi. Her durumda yiizeye 0.5
uL 10 uM FAM isaretli aptamer damlatilmis ve yikama sonrasi slaytlar taranmistir. a)
Kaplanmamis cam slayt, b) Amino silan {izerine glutaraldehit kaplama, c) Poli-L-lizin slayt,

d) Poli-L-lizin slayt iizerine glutaraldehit kaplama.

4.2. Trombin Aptameri Mikrodizi Calismalari

4.2.1. Trombin Aktivitesi ve Aptameriyle Baglanimim1 Gosteren Calismalar

Proje kapsaminda optimize edilen sandvi¢ platformu trombin proteininin tani ¢aligmalarinda
kullanmig ve bazi problemlerle karsilasilmistir. Bu nedenle aktivite testiyle trombin
proteininin aktivitesi test edilmis ardindan trombin proteininin trombin aptamerlerine
baglandigin1 sivi ortamda gdstermek icin Elektroforetik Mobilite Flift Testi (EMSA)
yapilmistir._ Bulgular asagida verilmektedir.

a) Trombin Aktivite Analizi

Bu analiz, Hussein and Hassan, 1987 (Journal of Experimental Medicine) ile Sigma

firmasinin hazirlamis oldugu prosediirler referans alinarak yapilmistir.
1/9 oraninda insan kan plasmasi ve PBS tampon ¢6zeltisi igeriginden 360 pL alinarak 40 pL

thrombin eklenmistir (son trombin konsantrasyonu = 0.5 unite). Reaksiyon 37°C’de

gergeklestirilmistir. 400 nm’deki absorbans artisi pitht1 olusumunun baslangi¢c hiz degerini
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vermistir. Elde edilen sonuglara gore elimizde mevcut bulunan thrombinin fibrinogeni fibrine

doniistiiren enzimatik aktivitesinin korundugu gézlemlenmistir.

b) Elektroforetik Mobilite Shift Testi (EMSA)

Caligmamizin bu asamasinda trombin proteini ile trombin aptamerlerinin baglanma testleri

yaptlmistir. DNA aptamerin hedef proteine baglandigin1 gostermek igin elektroforetik
mobilite shift testinden yararlanilmistir. Bdylece platform deneylerine gecilmeden once

trombinin soliisyon i¢erisinde aptamere baglanip baglanmadig1 aragtirilmistr.

Elektroforetik Mobilite Shift Testi (Electrophoresis mobility shift assay (EMSA)) niikleik asit
ve protein arasindaki iliskiyi kalitatif ve kantitatif sonuglarla gosteren temel tekniklerden
biridir.

Trombin proteini ile aptamerin baglanmasini EMSA yontemiyle gostermeden once bagka
proteinlerle poliakrilamid jel elektroforez deneyleri yapilmistir. Bu deneylerin amaci trombin
ve aptamerler kullanilmadan 6nce poliakrilamid jelin hazirlanma, yiiriitilme ve boyanma
optimizasyonlarinin yapilmast ve boOylece pahali ve smirli miktardalardaki aptamer ve
trombin stoklarmin optimize edilmis kosullarda verimli bir sekilde kullanilmasidir. ilk olarak
karbonik anhidraz (29kDa) proteini farkli konsantrasyonlarda %7.5’lik poliakrilamid jele
yiikklenmis ve 18°C’ de 180 voltta 1.5 saat yiritiilmustlr. Yiritilen jel giimiis boyama

teknigiyle boyanmis ve goriintiisii alinmigtir.

Sekil 4.4 Farkli konsantrasyonlardaki karbonik anhidraz i %7.5lik Poliakrilamid jel
gorlintiisii. A. 0.25uM, B. 0.5uM, C. 1.0uM, D. 2.0uM
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Sekil 4.4’te de goriildiigli gibi 6rnekler yaygin bantlar vermistir. Bu durumun olasi nedenleri
jelin heryerinde diizenli bir sekilde polimerize olmamasi ya da yiiriitiilmesi esnasinda jelin
fazlasiyla 1sinmasi olarak degerlendirilmistir. Dolayisiyla bundan sonraki deneylerde jelin
hazirlanmasinda kullanilan soliisyonlar taze olarak hazirlanmis ve jeller 4°C’de

yiirtitiilmiistir.

Yapilan ikinci deneyde karbonik anhidraz proteininin yani sira poliakrilamid jel elektroforez
deneyi konalblimin (75kDa) ve ovalbiimin (44kDa) proteinleriyle de denenmistir. Farkli
konsantrasyonlarda hazirlanan bu 3 protein %7.5’lik poliakrilamid gele yiikklenmis ve 4°C’de
160 voltta 4 saat yiiriitiilmiistiir. 4 saatin sonunda gel glimiis boyama teknigi ile boyanmis ve

jelin goriintiisii alimmustir.

A B & P i B

s &
.

o

Sekil 4.5 Farkli konsantrasyonlardaki carbonic anhydrase, conalbumin ve ovalbumin in
%7.51ik  Poliakrilamid jel goriintiisii. A. 0.25 uM karbonik anhidraz, B. 1.0uM Karbonik
anhidraz, C. 0.25 uM Konalbiimin, D. 1.0 uM Konalbiimin, E. 0.25 uM Ovalbiimin, F. 1.0

uM Ovalbiimin.

Sekil 4.5° de gorildiigii gibi farkli molekiiler agirliklara sahip proteinlerden Karbonik
anhidrazin (29kDa) iki farkli konsantrasyondaki ornekleri jelde goriiliirken Konalbiimin
proteininin (75kDa) sadece diisiik konsantrasyondaki o©rnegi jelde goriintiilenmistir.

Ovalbiimin proteininin (44kDa) ise bantlar1 jelde goriintiilenememistir. Dolayisyla bundan
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sonraki deneyde jele yiiklenilen Orneklerin konsantrasyonlarmni gozarda edilerek esit
miktarlarda jele yiikklenmeleri denemistir. Ayrica jelde glimiis boyama tekniginden kaynakli

yaygin bantlarin olugmasini engellemek i¢in Coomassie boyama teknigi uygulanmustir.

Sekil 4.6 Esit miktarda karbonik anhidraz, conalbumin ve ovalbumin’in %7.5’1lik
poliakrilamid jel goriintiisii. A. 5.0 pg karbonik anhidraz B. Konalbliimin Spug C. 5.0pg

ovalbliimin.

Yapilan poliakrilamid jel optimizasyon deneylerinden sonra trombin ve aptamerlerin
baglanma deneylerine ge¢ilmis ve EMSA metodu uygulanmistir. Bu deneyde yedi farkli
ornek hazirlanmis ve %7.5lik poliakrilamid jele yiiklenerek 100 mA akimda 4°C’de 3 saat
yirltilmistlir. Yaygin bantlarin olugmasinit engellemek amaciyla jel Coomassie boyama
yontemiyle boyanmistir. Ornekler asagidaki listede belirtildigi gibi hazirlanmis ve jele
yiikklenmeden 6nce trombin ve aptamerlerin baglanmalarini saglanmak amaciyla 4°C derecede

1 saat inkiibe edilmistir.

Jele yiiklenenen Ornekler:

Ornek 1: trombin

Baglanma tampon ¢6zeltisi i¢inde hazirlanan 3 uM trombin

Ornek 2: trombin+ apt1(F)

Baglanma tampon ¢ozeltisi i¢inde hazirlanan 3 uM trombin ve 50 puM florasanla isaretli

birincil trombin aptameri
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Ornek 3: trombin

Baglanma tampon ¢6zeltisi i¢inde hazirlanan 3 ©M trombin

Ornek 4: trombin+ apt2(F)

Baglanma tampon c¢ozeltisi i¢inde hazirlanan 3 uM trombin ve 50 uM florasanla isaretli
ikincil trombin aptameri

Omek 5: trombin+ apt1(F)+apt2(F)

Baglanma tampon c¢ozeltisi i¢inde hazirlanan 3 puM trombin ve 50 uM florasanla isaretli
birincil ve ikincil trombin aptameri

Ornek 6: apt1(F)

Baglanma tampon c¢ozeltisi i¢inde hazirlanan 50 uM florasanla isaretli birincil trombin
aptameri

Ormek 7: apt2(F)

Baglanma tampon ¢ozeltisi i¢inde hazirlanan 50 uM florasanla isaretli ikincil trombin

aptameri

Sekil 4.7 Trombin ve aptamerlerin %7.5’lik poliakrilamid jel goriintiisii. A. Ornek 1, B.
Ornek 2, C. Ornek 3, D. Ornek 4, E. Ornek 5, F. Ornek 6, G. Ornek 7.

Sekil 4.7°de de goriildiigli gibi baglanma tampon ¢ozeltisi iginde hazirlanan 3 uM trombin
yiiklenen kuyucuklarda bant goriinmezken, baglanma tampon ¢ozeltisi i¢inde hazirlanan 3
uM trombin ve 50 puM florasanla isaretli ikincil trombin aptameri ve sadece ikincil

aptamerlerin yiiklendigi kuyucuklarda bantlar goriilmiistiir. Bunun yani sira goriinen bu
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bantlar trombin aptamerlerinin trombine baglanip baglanmadigi hakkinda bilgiyi

vermemektedir.

Sonug olarak yapilan poliakrilamid jel elektroforez ve EMSA deneylerinden elde edilen
bilgiler dogrultusunda aptamer ve proteinin soliisyon igerisinde baglanmalari
gosterilememistir. Bunun nedeni olarak trombin proteinin yapisinda degisiklik olabilecegi

yada aktivitesini kaybetmis olabilecegi ve bdylece aptamerin trombine baglanamadigi

diisiiniilmistlir. Bunun 1s181nda ilk olarak trombin SDS poliakrilamid jelde yiiriitiilmiistiir
(Sekil 4.8).

Sekil 4.8 Trombin SDS-poliakrilamid jel elektroforezi jel goriintiisi. A. Molekiiler agirlik

isaretci protein karigimi, B. Trombin protein 6rnegi
Elde edilen veri 1s18inda (Sekil 4.8) trombin proteinin yapisinda bir degisiklik olmadigi

gozlemlenmistir. Elimizde var olan trombin proteiniyle sandvi¢ sistemi caligsmalari

yiirlitiilmiis asagida belirtilen sonuglar alinmistir.

4.2.2 Mikrodizi Platformu

Deney prosediiriindeki temel agamalar assagida belirtilmektedir :
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e AP1-SH ylizey immobilizasyonu
e Inkiibasyon

e Immobilizasyon sonrasi yikama
e Bloklama

e Bloklama sonras1 yikama

e Baglanma

e Baglanma sonrasi yikama

e (GOrintiileme

4.2.2.1 Temel Asamalardaki Farkh Uygulamalar

4.2.2.1.1 Capraz Baglama Ajaninin Yiizeye Uygulanma Seklinin Karsilagtirilmasi

Bu asamada capraz baglama ajaninin Aptl-SH molekiillerini yiizeye baglamadaki etkisi test
edilmistir. Yapilan birinci deneyde capraz baglama ajan1 Aptl-SH ile yiizeye beraber
uygulanirken ikinci deneyde ylizey Once capraz baglama ajam ile aktive edilmis, ardindan
Aptl-SH aktive edilmis yiizeye uygulanmistir. Sonug olarak Aptl-SH ile ¢apraz baglama
ajaninin beraber uygulanmasinin daha iyi sonug verdigi belirlenmis ve ilerleyen deneylerde bu

yontem kullanilmastir.

4.2.2.1.2 Trombin ve FAM’h Aptamer Uygulanma Sirasinin Denenmesi

Calismanin bu asamasinda baglanma sirasinin sinyal {izerindeki etkisi test edilmistir. Yapilan
ilk deneylerde trombin ve Apt2-FAM platforma beraber uygulanirken, ikinci asamadaki
deneylerde Aptl-SH noktalarinin iizerine dnce trombin ardindan Apt2-FAM uygulanmistir.
Sonug olarak, Apt2-FAM’1n trombinden sonra uygulanmasinin daha iyi sonug¢ verdigi tespit
edilmistir. Bu durumun olas1 nedenin birinci aptamerin ve ikinci aptamerin trombine dnce ya
da sonra baglanmalarina gére baglanma kinetiklerindeki degisim oldugu diistiniilmektedir.
Baglanma inkiibasyonlar1 37 °C 30 dakika olarak gergeklestirilmistir. Onceki ¢alismalarda ise

1 saat 4 °C inkiibasyon yapilmis ve baglanma tampon ¢dzeltisi igerigi degistirilmistir.
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a) b) c)
d) e) f) g)
Sekil 4.9 Aptamer 2-FAM ve trombinin baglanma i¢in uygulanma siralarinin

karsilastirilmast: a,d)Pozitif kontroller. b,c)Trombin ve Apt2-FAM’1n ayni anda uygulanmasi.

e,f,g) Once trambinin ardindan Apt2-FAM’1n uygulanmast.

4.2.2.1.3 Epoksi Kaph Yiizey Kullanimi

Hali hazirda kullanilan Poli-I-Lisin (PLL) kapli yiizeyde karsilastigimiz spesifik olmayan
yiizey-sinyal probu etkilesimleri problemleminden kurtulmak amaciyla, deneylerde epoksi
kapli slaytlar kullanilmigtir. Deney prosediiriindeki temel asamalar 3.2.2° de belirtildigi
gibidir.

Temel prensipte Onceki yaptigimiz deneylerle Ortiisen ancak epoksi ylizey i¢in bastan
uyarlanmis dizayn ve FAM yerine Kuantum Noktaciklar1 (KN) kullanarak sinyal elde
edilmesi ile yapilan deneylerde istedigimiz sonuglar elde edilmistir. Calismada platform
olarak epoksi kapli mikroskop cami kullanilmistir. Bu deneylerde kullanilan aptamerlerin

sekanslar1 su sekildedir:

Yiizey aptameri (Apt-1): 19 baz aminolu:
5’-I5SAMMC6/ATA GGT TGG TGT GGG TTG G-3’

Sinyal aptameri (Apt-2): 34 baz biyotinli
5’- /5Biosg/CTA TCA GTC CGT GGT AGG GCA GGT TGG GGT GAC T-3’
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-Kontrol aptameri: 19 baz amino ve biyotinli
5’-I5AMMC6/ATA GGT TGG TGT GGG TTG G/3Bio/-3’

Aptamer referansi: Aptamerler Liging ve ark., ¢alismasi baz alinarak belirlenmistir (Wang
et al., 2009).

Tek bir platform tistiinde ii¢ farkli kontrol denenmistir:

Kontrol (a): Sandvig sistem igermemektedir. Tiyol ve biyotin modifiye yiizey aptameri (Apt-
1) ve kuantum noktaciginin baglanmasi sonucu elde edilen sinyal.

Negatif kontrol (b): Sandvi¢ sistem kurulmustur fakat hedef trombin proteini yerine BSA
proteini negatif kontrol olarak kullanilmistir. Beklenildigi gibi sinyal gézlemlenmemistir.
Pozitif kontrol (c): Sandvig sistem trombin proteini kullanilarak kurulmustur. Olusan sandvig

sistem sayesinde olumlu sinyal elde edilmistir.

Calismada cam iizerinde silikon yapistirici yardimiyla bir havuzcuk olusturulmus ve sandvig
sistem kontrolleri bu havuzcugun icinde gerceklestirilmistir. Sonuglar asagida

gosterilmektedir.

Epoksi
Kapl

Mikroskop
Cami

Sekil 4.10 Tek bir epoksi platformu iizerinde ii¢ ayr1 kontrol: (a) Tiyol ve biyotin modifiye
aptamer + kuantum noktacigi, (b) Apt-1+BSA+Apt-2. (c) Apt-1+Trombin+Apt-2
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4.2.2.1.4 PLL Kaph Yiizey Kullanim

Calismada kullanilan aptamer dizileri bir dnceki epoksi kapli yiizeyde kullanilan dizilerin

aynisidir. Deney prosediiriindeki temel asamalar 4.2.2” de belirtildigi gibidir.

Bir 6nceki deneyde bloklama igsleminde ethanolamin soliisyonu kullanildigi i¢in ayni1 islem bu
deneyde de tekrar edilmistir. Bu deneyde silikon ile havuzcuk olusturmak yerine
hibridizasyon ve kuantum noktacig1 uygulamasi sirasinda lamel kullanilarak sandvi¢ sistem
olusturulmaya calisilmistir. Elde edilen sonuclardan goriildiigli tizere Apt-2 yiizeye yapistigt

icin beklenmeyen sinyal elde edilmistir. Sonuglar asagidaki gibidir.

al a2

Sekil 4.11 Trombin sandvi¢ sisteminin PLL yiizeyde denenmesi: (al) Apt-1+BSA+Apt-2
(negatif kontrol) ve (a2) Apt-1+trombin+Apt-2 (pozitif kontrol).

Sandvig sistemin kuruldugu tarafta (a2) hem spotlardan hem de ¢evresinden yogun miktarda
sinyal alinmistir. Fakat negatif kontrolde BSA kullanildig1 i¢in sandvig¢ sistem kurulamamis
ve spotlardan sinyal alinamamistir. Yine ayni sekilde Apt-2 ethanolamin ile bloklanmig
yiizeye yapistig1 i¢in spotlarin ¢evresinden sinyal alinmistir. Bu duruma etanolamin bloklama
isleminin neden oldugunu diislindiiglimiiz i¢in bir sonraki ¢alismada PLL kapli cam yiizey %

2’ lik BSA soliisyonu ile kaplanmistir.

71



Sekil 4.12 Trombin sandvi¢ sisteminin PLL yiizeyde denenmesi: (al) Apt-1+BSA+Apt-2
(negatif kontrol) ve (a2) Apt-1+trombin+Apt-2 (pozitif kontrol).

Bu calismada Apt-2° nin yilizeye yapisip beklenmeyen sinyal vermesi Onemli oOlgiide
azaltilmigtir. Bu yiizden PLL yiizeyde aptamer tabanli sandvig¢ sisteminin kurulmasinda BSA
bloklama isleminin daha uygun oldugu goriisiine varilmistir. Deney bir kez daha tekrar

edilmistir. Sonuglar asagida gosterilmistir.

Sekil 4.13 Trombin sandvi¢ sisteminin PLL yiizeyde denenmesi:(al) Apt-1+trombin+Apt-2
(pozitif kontrol) ve (a2) Apt-1+BSA+Apt-2 (negatif kontrol).

Gortildiigii lizere Apt-2’nin ylizeye yapisip beklenmeyen sinyal vermesi minimize edilmistir.

Deneylerde pozitif ve negatif kontrol arasindaki sinyal farkindan aptamer tabanli sandvig
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dizinin olusturulup trombinin tespit edilebildigi gézlemlenmistir. Dolayisiyla projemizde
ongordiigimiiz aptamer dizileri ile farkli proteinlerin belirlenebilmesi ile ilgili konsept

dogrulama calismalar1 basari ile sonuglandirilmistir.

5. Losemi Hiicresi Aptamer Calismalar:

5.1 Giris

Ldsemi kan yapiminda gorevli organlarda olusan hematolojik bozukluklardan kaynaklanan ve
kan hiicrelerinin 6zellikle de l6kositlerin normalin iizerinde ¢ogalmasi ile kendini gosteren bir
kanser tirtidiir. Akut lenfoid 16semi (ALL), akut miyeloid 16semi (AML), kronik miyeloid
1osemi (KML) ve kronik lenfoid 16semi (KLL) olmak iizere dort g¢esidi vardir (Kasteng,
2007).

Daha once de belirtildigi gibi literatiirde Sgc8, CCRF-CEM isimli akut lenfoid 16semi hatt
kullanilarak se¢ilmis bir DNA aptamerdir. Uretilen bu aptamer ALL 6rneklerinde denenmis
ve hastalig1 iceren hiicreleri kontrol gruplarindan basari ile ayirdigr gosterilmistir. Bu yiizden
projenin hiicre tani sandvi¢ sistemi kisminda CCRF-CEM adl1 16semi hiicre hatt1 ve sgc8
aptameri kullanilmistir. Proje kapsaminda gelistirilen sistemin sematik gosterimi Sekil 5.1.de

verilmektedir.

Sinyal Aptamer

e

Q>4 CCRFCEM
y ) (Hedef Hiicre)

7,

7 Sabitlenmis Aptamer

|

Cam Yiizey

Sekil 5.1 Aptamer sandvi¢ sistemi. Yiizeye sabitlenmis aptamer CEM losemi hiicresine
baglanir. CEM  varligi ise ikinci bir sinyal aptamerinin hedef hiicreye baglanip

baglanmamasina gore tespit edilir.
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Ik olarak 16semi hiicre tanisi igin sandvi¢ platformu olusturmak amaciyla projenin ilk alti
aylik kisminda yapilan ¢alismalar sonucunda optimize edilen sandvi¢ platformu denenmistir.
Hiicre ile aptamer arasindaki etkilesimi bozmamak ic¢in yikama ve inkiibasyon asamalari

yikama ve baglanma tampon ¢ozeltisi kullanilarak gerceklestirilmistir.

Poli-L-lisin kapli cam yiizeye tiyol modifiyeli sgc8 aptamer immobilize edilmis ve spesifik
olmayan baglanmalar engellemek icin yikama islemleri yapilmistir. Hiicrelerin ylizeye
spesifik olamayan baglanalarin1 engellemek i¢in BSA proteini ile bloklama islemi yapilmis ve
CCRF-CEM isimli bir akut lenfoid 16semi hatt1 noktacik seklinde aptamer immobilize edilmis
yiizeye uygulanmistir. Aptamerlerin hedefe spesifik oldugunu kanitlamak i¢cin CCRF-CEM
isimli akut lenfoid 16semi hattina baglanmayan tdo5 aptameri kontrol olarak yiizeye
immobilize edilmis ve ayni sekilde l6semi hiicresi iizerine uygulanmistir. Bu asamada
amacimiz aptamerin ylizeye immobilize edildigi ve spesifik hiicrelerin aptamere baglandigini
gostermek oldugu icin florasan isaretli ikincil aptamer kullanilmamis, bunun yerine aptamer

immobilize edilen ve iizerine hiicre uygulanmis cam ylizey mikroskop altinda

gozlemlenmistir.

Sekil 5.2 CEM I6semi hiicresi ile inkiibe edilen yiizeyin mikroskop goriintiisii (4X). A.10uM
sgc8 aptameri immobilize edilmis yiizeye uygulanan hiicre B. 10uM tdo5 aptameri
immobilize edilmis yiizeye uygulanan hiicre C. Aptamer immobilize edilmemis yiizeye

uygulanan hiicre.
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Sekil 5.2 A’ da goriildiigii gibi CEM 16semi hiicresine karsi secilen sge8 aptamerinin yiizeye
immobilize edildigi noktalarda 16semi hiicresi baglanmistir. Fakat CCRF-CEM hiicre hattina
spesifik olmayan tdo5 aptamerinin oldugu bolgelerde (Sekil 5.2 B) ve ayrica higbir aptamerin
olmadig1 bolgelerde de CEM hiicresinin spesifik olmayan baglanmalar1 gézlemlenmistir

(Sekil 5.2 C).

[Ik denemeler sonucunda elde edilen CEM hiicresinin spesifik olmayan baglanmalarindan
kurtulmak amaciyla cam ylizeyler yikama tampon ¢6zeltisi ile 10 dakika 4°C’ de yikanmis ve
mikroskop gorlintiileri alimmistir. Sekil 5.3’de goriildiigli gibi CEM hiicresinin spesifik

olmayan baglanmalar1 yikama sonrasinda bile yiizeyde goriilmektedir.

Ayrica kullanilan hiicre hattinin poli-L-lisin kapli bloklanmamis cam ylizeye spesifik olmayan
baglanmas1 aptamer kullanilmadan sadece hiicrelerin yiizeyle inkiibe edilmesiyle de
gosterilmistir. Poli-L-lisin kapli yiizeye CEM ve negatif kontrol olarak kullanilmasi
diistiniilen RAMOS 16semi hiicreleri uygulanmis ve inkiibasyon siiresi sonunda yikama

tampon ¢ozeltisi ile yikanmistir. Cam slaytlar notral kirmizi ve nil mavisi boyama

soliisyonlartyla ayr1 ayr1 boyanmis, mikroskop altinda goriintiileri alinmistir. (Sekil 5.4).

B |

Sekil 5.3 CEM losemi hiicresi ile inkiibe edilen ylizeyin yikanma isleminden sonraki
mikroskop goriintiisii (4X). A.10uM sgc8 aptameri immobilize edilmis ylizeye uygulanan
hiicre B. 10uM tdo5 aptameri immobilize edilmis ylizeye uygulanan hiicre C. Aptamer

immobilize edilmemis yiizeye uygulanan hiicre.
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Sekil 5.4 Neutral red ile boyanmig CEM hiicrelerinin poli-L-lisin kaph yiizeyde A. 40X
mikroskop goriintiisii, B. 100X mikroskop goriintiisii, Neutral red ile boyanmis RAMOS
hiicrelerinin poli-L-lisin kapli ylizeyde C. 40X mikroskop goriintiisii, D. 100X mikroskop
goriintlisii, Nile blue ile boyanmis CEM hiicrelerinin poli-L-lisin kapl ylizeyde E. 40X
mikroskop gorilintiisii, F. 100X mikroskop goriintiisii, Nile blue ile boyanmis RAMOS
hiicrelerinin poli-L-lisin kapl ylizeyde G. 40X mikroskop goriintiisii, H. 100X mikroskop

goruntiisu

Sekil 5.3 ve 5.4° de de goriildiigii gibi kullanilan CEM 16semi hiicresi poli-L-lizin kaph
yiizeye spesifik olmayan baglanma gostermistir. Bu sebeple projenin devaminda bu spesifik
olmayan hiicre baglanmalarin1 engellemek ve sandvi¢ platformunu olusturmak i¢in yikama
isleminin tekrari, hiz ve siiresinin arttirilmasina ve bloklama isleminin optimizasyonu

gerceklestirilmistir.
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Yapilan deneylerde farkli bloklama cesitleri, farkli yikama hiz ve siireleri kullanilmasina
ragmen spesifik olmayan baglanma engellenememistir. Sorunun yikama ve soliisyon
degistirme sirasinda kuruyan slaytlara hiicrelerin adsorbsiyonu oldugu diistiniilerek deneyleri
soliisyon ortamda yapilabilecek slaytlar dizayn edilmistir. Ayrica poli-L-lizin kapl yiizeye
hiicrelerin daha kolay baglanmasindan dolay1 deneylerin kalan kismina epoksi kapl slaytlar
kullanilarak devam edilmistir. Sekil 5.5’de goriildiigli gibi epoksi kapli slaytlar iizerine pipet
uclarmin alt kisimlar1 kesilerek yine epoksi yapistirici kullanilarak yapistirilmis ve slayt
iizerinde sizdirmaz bélmeler olusturulmustur. Deney siiresince farkli 6rnekler bu bolmelerde
birbirinden ayr1 uygulamalara tabi tutulmus ve bu islemler sirasinda bdlmenin soliisyon

halinde kalmasi saglanmis bu sayede istenmeyen (6zgiin olmayan) hiicre yiizey etkilesimleri

engellenmistir.

Sekil 5.5 Epoksi slaytlarin {izerine pipet uglarinin taban kismimin epoksi yapisirict ile

yapistirilmasiyla olusturulan slayt dizayni.

Yeni dizayn edilen epoksi kapli slaytlarda yasanan problemler ¢oziilmiis hedef hiicrenin
yiizeye Ozgiin olmayan baglanmasi engellenmistir. Yapilan deneylerde yiizeye amino
modifiye edilmis 10uM, 5uM ve 1uM sgc8c aptameri immobilize edilmis, hedef hiicre ile
inkiibe edildikten sonra sinyal olarak FAM isaretli sgc8c aptameri kullanilmistir. Deneylerde
negatif kontrol olarak aptamer baglanmamis yiizey, spesifik olmayan DNA dizisi ve hedef

hiicre uygulanmamis bélmeler kullanilmistir.

Sekil 5.6’ da farkli aptamer konsantrasyonlarin uygulandigi yiizeyde hedef hiicre ve sinyal

aptamerin baglanmasiyla elde edilen sinyalin kasilastirmasi goriilmektedir.
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Yiizeye 10uM (A), SuM (B) ve 1uM (C) aptamer baglanmis bdlmelerde artan
konsantrasyonla daha ¢ok hiicre yakalanmasi saglandig: icin 10uM sinyal aptameri (FAM
modifiyeli) uygulandiginda yine artan bir oranda sinyal floresan goriilmiistiir. Ayrica hedef
hiicrenin uygulanmadigi boliimde (D), aptamerin sabitlenmedigi yiizeyde (E) ve tdo5 isimli

hedef hiicreye baglanmayan DNA dizisi kullanildiginda (F) floresan sinyal saptanamamustir.

Sekil 5.6 10uM (A), 5SuM (B) ve 1uM (C) sgc8c aptamer sabitlenmis epoksi ylizeyde CCRF-
CEM hiicrelerinin 10uM floresan modifiyeli aptamer ile konfokal floresan mikroskop
gorlntiisii. Negatif kontrollerde: hiicresiz bolmede (D), aptamer baglanmamis ylizeyde (E) ve
tdo5 isimli hedef hiicreye baglanmayan DNA dizisi (F) kullamildiginda floresan sinyal

saptanamamuistir.
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Sekil 5.7 10 uM sgc8c aptamer sabitlenmis ylizeyde CCRF-CEM hiicrelerinin floresanl
aptamer ile 4X (A,C) ve 40X (B,D) floresan (A,B) ve 151k (C,D) goriintiisi.

Elde edilen veriler sonucunda projede hedeflenen sandvi¢ sisteminin hedef hiicre tanisindaki
uygulamasinin basariyla olusturuldugu goézlemlenmistir. Sonug¢ olarak proje kapsaminda
gerceklestirilen deneyler sonucunda aptamer diziler ile hiicre algilama konusunda hedeflenen

konsept dogrulama ¢aligsmalarinda basariya ulagilmistir.

SONUC

Projemiz kapsaminda niikleik asit (DNA), protein ve hiicre olmak iizere farkli molekiillerin

tayininde kullanilabilecek dizi (array) platformlarinin gelistirilmesi 6nerilmistir.

Gergeklestirilen calismalar sonucunda proje miiracaatinda Ongoriilen tiim caligsmalar
gerceklestirilmistir. Yine bu baglamda ongoériilen hedeflerin tiimiine ulasilmis ve bahsi gecen

dizi platformlarinin tiimii i¢in konsept dogrulama ¢aligmalar1 basar ile sonuglandirilmistir.
Projede gelistirmis oldugumuz FAM ve kuantum noktaciklarla goriintii olusturulan

platformlardan yiiksek tekrarlanabilirlik ve cok diisiik geri plan oranlarma ulasilmistir.

Platformlarin performaslarinin birden ¢ok prob ve adaptor ile dogrulanmasi ile ilgili
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calismalarin gergeklestirilmesinde fayda olacaktir. Altin noktaciklarla goriintii olusturulmasi
konusunda da proje kapsaminda olumlu sonuglar alinmis ancak geri plan ve negatif

kontrollerdeki sinyal olusumu konularinda iyilestirme ¢alismalar1 gerekmektedir.

Aptamer sandivi¢ dizileri konusunda Ongordiigimiiz gibi konsept dogrulama caligsmalari
sonuglandirilmig olup sistemin geri plan sinyal seviyelerinde iyilesitirmeye yonelik
caligmalarin gergeklestirilmesi ve sistemin en az diger bir aptamer-protein c¢ifti ile
calisilmasinda fayda olacaktir. Bunu takiben birden ¢ok aptamer ile olusturulmus dizilerde

calismalarin gergeklestirilmesi gereklidir.

Hiicrelerin algilanmasi ile ilgili biyosensor gelistirme calismalarinda timitvar sonuglara
ulagilmistir. Gergeklestirilen ¢alismalar sonucunda platformun mikro veya makro seviyede
olusturulacak kanallar ile akigkan bir formata c¢evrilmesinde fayda olacagi gézlenmistir. Bu
platformun 6zellikle sicaklik konrolii ve yikama agisindan esneklik getirecegi ve bu sayede
sistemin daha fazla parametre ile calisilmasinin miimkiin olacag1 gozlenmektedir. Bu sayede
hem farkli aptamerlerin hem de farkli hiicre tiplerinin algilanmasina yonelik platformalarin

gelistirilmesinin miimkiin olabilecegi degerlendirilmektedir.

Projemiz kapsaminda ODTU Fen Bilimleri Enstitiisii, Biyoteknoloji anabilim dalina bagl iki
yiiksek lisan tez ¢alismasi tamamlanmistir. Calismalar ayni enstitiide yliriitiilmekte olan iki

doktora tez ¢alismasininda belirli boliimlerini olusturacaktir.
Proje ¢alismalar1 sonucunda ulagilan nokta laboratuvarlarimizda yukarida belirtilen oneriler

cercevesinde yeni Ar-Ge faaliyetlerini baslatacak niteliktedir ve bu konudaki ¢aligmalarimiz

devam etmektedir.
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