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“Etiketsiz” Aptamer immobilizasyonu igin Yeni Bir Yontemin Arastiriimasi.
Ozan Selvi

0z

Sunulan ¢alismanin amaci, aptamer molekullerinin yapilarinda herhangi bir
kimyasal modifikasyon gerceklestirimeden tutuklanmasini saglamak igin “etiketsiz”

bir aptamer immobilizasyon yonteminin arastiriimasidir. Aragtirma surecinde

model aptamer sistemi olarak 29 bazlik HD-22 trombin aptameri kullaniimistir.

Calismanin ilk basamaginda, HD-22 aptamerinin trombin enzimi ile gergeklestirdigi
etkilesimler ve reaksiyonlar, izotermal Titrasyon Kalorimetre (ITC) cihazi
kullanilarak  incelenmistir.  HD-22 aptamer-trombin  enzim  kompleksinin

termodinamik karakterizasyonu yine ITC cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir.

“Etiketsiz” aptamer immobilizasyon prosesi igin immobilizasyon parametrelerin
belirlenmesi siurecinde Kuartz Kristal Mikrobalans (QCM) sistemi kullaniimigtir.
QCM kristallerinin yUzeyi plazma polimerizasyonu ydntemiyle yuzeyde (-POs)
gruplan olusturulacak sekilde modifiye edilmistir. Plazma polimerizasyon
parametreleri, yuzeye baglanan oligonukleotid miktari ve kaplamalarin sulu
ortamdaki stabiliteleri cinsinden optimize edilmistir. “Etiketsiz” aptamer
immobilizasyon yontemi ile “etiketli” aptamer immobilizasyonu, ylzeye baglanan
oligonukleotid molekullerinin sayisi cinsinden, aldehit grubu ile igaretlenmis

oligonukleotid immobilizasyonu gergeklestirilerek kiyaslanmistir.

Calismanin son basamaginda HD-22 trombin aptamerinin, “etiketsiz” aptamer
immobilizasyon prosesinin sonucunda trombin enzimine karsi gosterdigi etkilesim,
oncelikle serbest HD-22 aptameri ile trombin enzimin ITC cihazi ile elde edilen
deneysel karakteristik Ozellikleri ile karsilastirimistir. Yine bu sureg¢ igerisinde
“‘etiketsiz” aptamer immobilizasyon prosesinin ile geleneksel aptamer

immobilizasyon yéntemlerinin verimlilikleri kiyaslanmistir.



Bu cgalisma sonucunda, “etiketsiz” immobilizasyon yontemiyle kristal ylzeyine
tutuklanan HD-22 DNA aptamerinin, ayrima sabiti kq=0.05 nM olarak
hesaplanmigtir. Bu deger “etiketsiz” immobilizasyon yonteminin alternatiflerine
kKiyasla ¢ok daha basarili bir immobilizasyon yontemi oldugunu ortaya

koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Aptamer, immobilizasyon, plazma polimerizasyonu, izotermal

titrasyon kalorimetre (ITC), trombin, trombin aptameri, kuartz kristal mikrobalans
(QCM)

Danisman: Prof. Dr. Mehmet Mutlu, Hacettepe Universitesi, Miihendislik Fakdltesi.



Investigation of A Novel Technique for “Tag-Free” Aptamer Immobilization.
Ozan Selvi

ABSTRACT

The purpose of this research is to investigate a “tag-free” aptamer immobilization
technique for developing a novel methodology for aptamer immobilization that can
stabilize the conformation of aptamers via plasma polymerization technique. The
model aptamer system that has been chosen for this study is, a 29-oligonucleotide
sequence, referred to as HD-22 thrombin binding aptamer.

Characterization of the interactions between HD-22 and thrombin enzyme have
been performed by using Isothermal Titration Calorimetry (ITC) device.
Furthermore, ITC device has been used to study the thermodynamic properties of

HD-22 aptamer-thrombin complex.

Parameters of “tag-free” aptamer immobilization process have been investigated
by using Quart Crystal Microbalance (QCM) measurement system. QCM crystals
have been modified via plasma polymerization to form (-PO3) groups at the
surface. Plasma polymerization parameters have been optimized with respect to
the amount of the immobilized oligonucleotides and aquatic stability of the coating.
Futhermore amounts of immobilized oligonucleotides via “tag-free” aptamer
immobilization process have been compared with the classical aptamer

immobilization techniques.

Interaction of free HD-22 aptamer and thrombin enzyme after “tag-free” aptamer
immobilization process, have been compared with the thermodynamic
characteristics of free HD-22 trombin aptamer-thrombin complex. Thermodynamic
interactions had been determined by performing ITC analysis of free HD-22
trombin aptamer-thrombin complex in the Phosphate Buffered Saline (PBS)
solution. Moreover within this research, productivity of both “tag-free” aptamer
immobilization process and classical aptamer immobilization techniques has been

compared.



Binding affinity of HD-22 DNA aptamer that have been immobilized at the surface
of the QCM crystal, have been determined as kq=0.05 nM. Hence, the success of
the “tag-free” aptamer immobilization process has been demonstrated by the

comparisons of this binding affinity value with the possible alternative methods.

Keywords: Aptamer, immobilization, plasma polimerization, isothermal titration
calorimetry (ITC), thrombin, thrombin binding aptamer, quartz crystal microbalance
(QCM)
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1. GIRIS

Son yillar igerisinde buylk gelisim gdstermekte olan aptamer teknolojisinin,
gunimuzde terapdétik ve molekuler tani alanlarinda yodunlukla kullanilan protein
bazli antibadi teknolojisinin yerini alacagi ongorulmektedir. Dogal veya yapay
DNA/RNA molekullerinin  yapilarinda bulundurabildigi aptamer adi verilen
oligonukleotid bdlgeleri araciligi ile 6zgul ligandlara karsi gosterebildigi yuksek

afinite ve secicilik aptamer teknolojisine gosterilen 6zel ilginin temel nedenini
olusturmaktadir (Bunka et al., 2006; Brody and Gold, 2000).

Aptamer yapilarinin antibadilere goére; (1) in-vitro ortamda Uretilmeleri, (2) genis
spektrum icerisinde tanima gergeklestirebilmeleri, (3) yuksek guvenilirlikte
olmalari, (4) ucuz Uretim prosesine sahip olmalari ve (5) non-immunolojik ve toksik
ajanlara kargi Uretilmeleri gibi 6nemli avantajlari bulunmaktadir (Deisingh, 2006;
Nimjee et al., 2005; Jayasena, 1999). Aptamer teknolojisi yukarida belirtilen
avantajlarindan dolayi 6zellikle terapotik amagli biyosensor sistemlerinde taniyici
molekdl olarak kullanilmasi i¢in gunumuzde birgok bilimsel arastirma

gergeklestiriimektedir.

Gunumuzde gercgeklestirilien akademik arastirma ve gelistirme (Ar-Ge) faaliyetleri
cercevesinde aptamerlerin birgok analitik ¢alismada uygulanabilirligini kisitlayan
en oOnemli problemler aptamer molekillerinin dusuk kararlihklari ve nukleaz
ataklarina acgik olmalaridir. Spesifik olarak DNA molekillerinden daha fazla RNA
molekaulleri igin gegerli olan bu problemlerin oniine gegmek amaci ile gunumuzde
bircok c¢alisma vyapilmasina Kkarsin, istenilen Olgllerde basarili  sonuglar
alinamamigtir (Bunka et al., 2006; Deisingh, 2006). Literaturde aptamer
molekullerinin  kararhligi Uzerine yapilan c¢alismalar incelendiginde, nukleaz
ataklarina kargi gelistiriimis iki onemli strateji goze c¢arpmaktadir; ayna goruntulu
kiral molekul dizayni ve oligonukleotidlerin omurgalarinda ya da pirimidinlerin 2'-
pozisyonunda gergeklestirilen kimyasal modifikasyonlar. Ancak kiral molekdl
dizaynina sahip aptamer molekullerinin Uretim problemleri ve RNA/DNA
yapilarinda gercgeklestirilen kimyasal modifikasyonlarin, aptamerlerin stabilizasyon
problemlerini daha da artirmasi, gelistirilen bu stratejilerin aptamer teknolojisinin

uygulanabilirlik problemine cevap olmalarini engellemektedir (Klussmann, 2006).



Ayrica aptamerler Uzerine yapilan akademik galismalar sonucu, in-vitro diagnostik
alaninda somut Urine donusmus aptamer tabanl biyosensor (aptasensor) sistemi,
bugun itibari ile piyasayada bulunan biyosensor sistemleri bazinda, yok denilecek
kadar azdir. In-vitro diagnostik alaninda aptamer tabanli biyosensér teknolojisinin
kullanilamamasinin temel nedenlerinden biri gunimuzde birgok arastirma ve
gelistirme gurubunun ¢6zim bulamadigi immobilizasyon prosesinde yapilan
kimyasal modifikasyonlar sonucu nukleik asitlerin kararliliklarinin bozulmasidir
(Klussmann, 2006; Balamurugan et al., 2008). Nukleaz ataklarindan korumak igin
nikleik asitlere yapilan kimyasal modifikasyonlar, immobilizasyon prosesinde
yapilan degisiklikler ile birlesince bu molekillerin konformasyonlarinda ciddi

bozulmalara sebep olmaktadir.

RNA/DNA yapilarinin in-vitro ortamda kontrolsiz katlanmalari sonucu aptamerin
u¢c boyutlu molekuler yapilarinin bozulmasi, bu molekullerin afinitelerine ve
segiciliklerine zarar vermektedir. Aptamer immobilizasyon yontemleri igin en
onemli basari kriteri; aptamer molekulinin afinitesini ve spesifikligini
kaybettirmeden, belirlenen ylzeye tutuklanmasini saglamaktir. Bahsi gecen bu
kriter gbéz onune alindi§gi zaman, gunumuizde gergeklestirilen islak kimyasal
modifikasyon bagimli geleneksel aptamer immobilizasyon yontemleri, istenilen

basari dlgutlerinin ¢cok altinda kalmaktadirlar.

Bu calisma kapsaminda, aptamer adi verilen 6zgul ligandlara kargi yuksek afinite
ve segicilik gosterebilen sentetik oligontkleotid bdlgelerinin tutuklanmasi igin
“etiketsiz” aptamer immobilizasyon yoéntemi arastiriimistir. Calismanin ilk
basamaginda, “etiketsiz’ aptamer immobilizasyon yoOnteminin gelistiriimesi
surecinde kullanilacak, model aptamer sistemi belirlenmistir. Gergeklestirilen
literatir calismasi, aptamer molekullerinin kovalent bag yardimi ile ylzeye
immobilizasyonu tabanli analitik uygulamalarin bircogunun, model sistem olarak
trombin enzimi kullanmakta oldugunu ortaya koymustur. Bu c¢alismada, model
aptamer sistemi olarak alternatiflerine kiyasla daha ylksek afinite ve stabilite

gOsterebilen 29 bazlik HD-22 trombin aptameri kullaniimigtir.

Ayrica gergeklegtirilen deneysel calismalarin maliyetinin dugurtlmesi amaci ile
HD-22 trombin aptamerinin yani sira, 10 bazlik poliA DNA fragmanlari temin

edilmigtir. PoliA DNA fragmanlari, molekuler yapisinin HD-22 DNA aptameri ile
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benzerlik gostermesi ve bu molekulin HD-22 DNA aptamerine kiyasla daha az

maliyet ile temin edilebilmesi nedenleriyle, bu ¢alismada kullaniimiglardir.

Calisma surecinin igerisinde, HD-22 aptamerinin trombin enzimi ile gergeklestirdigi
etkilesimler ve reaksiyonlar izotermal titrasyon kalorimetre (ITC) cihazi kullanilarak
incelenmistir. HD-22 aptamer-trombin enzim kompleksinin termodinamik

karakterizasyonu, yine ITC cihazi ile gergeklestiriimigtir.

“Etiketsiz” aptamer immobilizasyon prosesi igin immobilizasyon parametrelerin
belirlenmesi surecinde kuartz kristal mikrobalans (QCM) sistemi kullaniimigtir.
QCM kristallerinin yUzeyi plazma polimerizasyonu ydntemiyle yuzeyde (-POs)
gruplari olusturulacak sekilde modifiye edilmistir. Plazma polimerizasyon
parametreleri, yuzeye baglanan poliA miktari ve kaplamalarin sulu ortamdaki
stabiliteleri cinsinden optimize edilmistir. Bu immobilizasyon yontemi ile “etiketli”
aptamer immobilizasyonu, ylzeye baglanan oligonukleotid moleklll sayisi
cinsinden, aldehit grubu ile igaretlenmis oligonukleotid immobilizasyonu
gerceklestirilerek kiyaslanmistir. Gergeklestirilen deneysel ¢alismalarin maliyetinin
dugurilmesi amaci ile immobilizasyon parametrelerin  belirlenmesi ve
optimizasyonu surecinde, model oligonukleotid olarak poliA DNA fragmanlari

kullaniimistir.

Plazma polimerizasyonu sisteminde parametreleri poliA molekulleri kullanilarak
belirlenmis ve optimize edilmigtir. “Etiketsiz” aptamer immobilizasyon prosesi, bir
sonraki surec¢ icerisinde HD-22 DNA aptameri ile tekrar edilmis ve HD-22 DNA

aptameri ile trombin enziminin gergeklestirdigi etkilesimler incelenmistir.

Calismanin son basamaginda HD-22 trombin aptamerinin “etiketsiz” aptamer
immobilizasyon prosesinin sonucunda trombin enzimine kargi gosterdigi etkilesim,
oncelik ile serbest HD-22 aptameri ile trombin enzimin ITC cihazi ile elde edilen
deneysel karakteristik oOzellikleri ile karsilastiriimigtir. Yine bu surec¢ igerisinde
“‘etiketsiz” aptamer immobilizasyon prosesinin ile geleneksel aptamer

immobilizasyon ydontemlerinin verimlilikleri karsilastiriimistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Aptamer

1990 yilinin igerisinde g farkli laboratuarin benzer zamanlarda, ylksek afinite ile
spesifik baglanma gosterebilen nukleik asit sekanslarinin izolasyonu igin, in-vitro
secim ve amplifikasyon tekniklerinin gelistiriimesi Gzerine yaptiklar arastirmalarin
sonuglarini yayimlamalari (Robertson and Joyce, 1990; Tuerk and Gold, 1990;
Ellington and Szostak, 1990), giinimuzde aptamer teknolojisi olarak adlandirilan
¢alismalarin baglangicini olugturmustur. RNA ve DNA molekdllerinin organik
boyalara ve nukleik asit proteinlere kasi gosterdikleri afiniteyi in-vitro segim ve
kromatografi teknikleri ile belirleme temeline dayanan deney ydntemi, Systematic
Evolution of Ligands by EXponential enrichment (SELEX) olarak adlandirilirken
(Tuerk and Gold, 1990; Ellington and Szostak, 1990), SELEX teknigi sonucu elde
edilen oligonukleotidlere ise aptamer adi verilmigtir. Latincede “uymak” anlamina
gelen “aptus” kelimesinden turetilmis olan aptamer kavrami (Jayasena, 1999),
nukleik asit olmayan hedef molekillere (peptid, protein, organik veya inorganik
molekduller, hicre v.b.) ylksek secicilik ve afinite ile baglanma 6zelligine sahip olan
sentetik oligonukleotid (DNA veya RNA) yapilarini temsil etmektedir (Patel et al.,
1997; Clark and Remcho, 2002).

Nukleik asitlerin G¢ boyutlu yapilarina bagli bir sekilde 6zgul ligandlara karsi
gosterdikleri ylksek afinitenin anlasiimasi, ginimuzde aptamer tabanli molekuler
tanima mekanizmalarinin ve analitik tekniklerin gelistiriimesi Uzerine yeni bir
arastirma ve gelistirme alaninin olusumuna yol agmistir. 10" rakamindan blyuk
sekans kutluphaneleri icerisinden secilen aptamerlerin, hedef molekullerine karsi
gosterdikleri pikomolar seviyelerine erisebilen Ky degerleri ile ifade edilebilen
yuksek afinite (Jenison et al., 1994; Win et al., 2006) bu teknolojinin protein tabanli
monoklonal antibadilerin yerini alabilecegini ortaya koymaktadir. Ayrica aptamer
molekulleri baglanma kinetikleri sonucu ulasabildikleri 10.000 kat ile 12.000 kat
arasi spesifite degerleri gostermektedirler (Jenison et al., 1994; Win et al., 2006;
Geiger et al., 1996). Theophylline ve kafein molekullerinin yapilar arasindaki tek
farkin pUrin halkasi igerisinde bulunan N7 pozisyonundaki bir metil grubu (-CHs)
olmasina ragmen theophylline igin secilen aptamer, theophylline molekuline
kafeinden 10.000 kat daha fazla baglanabilmektedir (Jenison et al., 1994).

Aptamerlerin yuksek afinite ve segcicilik ozellikleri goz 6nune alindiginda, bu
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molekullerin yakin gelecekte terapotik, biyoanalitik uygulama ve molekuler tani
alanlarinda sahip oldugu yuksek potansiyel gorulmektedir (Deisingh, 2006). MFold
programi (Zuker, 2003) yardimi ile ikincil yapilarinin kestirimi gerceklestirilen gesitli

DNA aptamerleri Sekil 2.1.’de verilmistir.
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Sekil 2.1. (a) B. anthracis sporlarina karsi gelistiriimis DNA aptamerlerinin MFold
(Zuker, 2003) programi ile belirlenen ikincil yapilari (Fischer, 2007). (b) Influenza A
virustne kargi gelistiriimis RNA aptamerlerinin MFold (Zuker, 2003) programi ile
belirlenen ikincil yapilari (Fischer, 2007).



Aptamerlerin birgok uygulama alanlarinda, monoklonal antibadi teknolojisine rakip
olarak goérilmesinin temel sebeplerinden bir digeri ise; SELEX prosesinin canli
organizmalardan bagimsiz (hucre kulturleri veya kobay hayvanlar) bir sekilde in-
vitro ortam igerisinde gerceklestirilebilmesidir (Nimjee et al.,, 2005). SELEX
prosesinin in-vitro ortam igerisinde gerceklestirilebilmesi, monoklonal antibadi
yonteminin yetersiz kaldigi non-immunolojik ve toksik ajanlara kargi aptamer
molekullerinin gelistirmesine de imkan vermektedir (Nimjee et al., 2005; Tombelli,
et al., 2005). Ayrica SELEX prosesi manipule edilerek hedef molekulin ¢ boyutlu
yapisi icerisindeki spesifik bir bolgesine baglanabilen aptamerlerin Gretimi
gerceklestirilebilmektedir (Nimjee et al.,, 2005). In-vitro seg¢im yontemi dizayn
edilirken parametre kriterleri istenilen sonuca bagimh bir gekilde degistirilerek,
farkh ortamlar ve parametreler igerisinde aktivite gosterebilen aptamer molekulleri
geligtirilebilmektedir (Wilson and Szostak, 1999).

Aptamerlerin monoklonal antibadilere kargi diger bir Ustunligu ise yeniden
kullanilabilir olmalarindan kaynaklanmaktadir. Ozgiil ligandlar ile yiiksek afiniteyle
etkilesim igerisine girmis bir aptamer molekull tepkime ¢ozeltisi icerisine eklenen
molekuler yapi bozan “chaotroping” ajanlarin yardimi ile aptamer-hedef molekiil
kompleksini olusturan baglar kirilarak yeniden kullanilabilir bir yapi haline
getirilebilmektedir (Mairal et al.,, 2008). $Sekil 2.2’'de MS2 RNA baglama
proteininin, dogal RNA bolgesi ve SELEX prosesi ile gelistiriimis F6 aptameri ile
olusturdugu molekil kompleksinin X-Ray incelemesi gosterilmistir (Bunka and
Stockley, 2006).

Aptamerlerin sentetik oligonukleotid temelli olmalarinin getirdigi yuksek yapisal
esneklik, protein tabanli monoklonal antibadilere kiyasla Cizelge 2.1.’de 6zetlenen
farkliliklarin olusmasina neden olmaktadir. Aptamerler ile monoklonal antibadilerin
Ozellikleri literatirde karsilastiriimali olarak immunoglobulin E (IgE) tGzerine yapilan
caligsmalarda incelenmigtir. Kuartz kristal mikrobalans (QCM) sistemine immobilize
edilmis IgE monoklonal antibadileri ve aptamerleri incelendiklerinde; aptamer
molekulleri rejenerasyon slreci sonucunda IgE proteinine karsi afinitelerinde bir
kayip olmaksizin kullanilabilinirken, monoklonal antibadilerinin yeniden kullanima
uygun olmadigr go6zlenmigtir. Ayrica immobilize QCM sistemi igerisindeki
monoklonal antibadilerinin termal stabilitelerinin, aptamer molekullerine kiyasla gok

kisith oldugu tespit edilmistir (Liss et al., 2002).
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Sekil 2.2. MS2-RNA aptamer molekul kompleksinin X-Ray incelemesi (Bunka and
Stockley, 2006).

2.2. SELEX Yontemi

Normal olarak aptamerlerin secildikleri Systematic Evolution of Ligands by
EXponential enrichment (SELEX) prosesi birbirini takip eden; absorpsiyon,
baglanmis DNA/RNA molekullerinin geri toplanmasi ve amplifikasyon dongulerini
icermektedir (Marshall and Ellington, 2000). SELEX prosesinin igerdigi birbirini
takip eden donguler halinde ilerleyen asamalar Sekil 2.3.’"de gosterilmistir. SELEX



prosesi niikleik asit kiitiiphanesinin hazirlanmasi ile baslar. Minimum 10'*-10"° baz
rassal bir bolge iceren DNA ya da RNA molekudld, $' ve 3' yonlerinden sabit
primerler yardimi ile amplifiye edilir (Marshall and Ellington, 2000; Gold, 1996;
Uphoff et al., 1996). Her ne kadar aptamer-ligand etkilesimleri hidrojen baglari
sayesinde saglanmaktaysa da RNA kutuphaneleri DNA kutuphanelerine karsi,
RNA-RNA polimeraz enzimlerinin RNA-DNA polimeraz enzimlerine gore daha
fazla eslesme hatasi yapmasindan kaynaklanan, bir gesgitlilik Gstinligune sahiptir
(Gopinath, 2007; Klussmann, 2006). Ancak RNA kutuphaneleri ile elde edilen RNA
aptamerleri yapilarinda bulunan 2' hidroksi grubu (-OH) sebebiyle nlkleaz
ataklarina yuksek derece maruz kalma egilimi gdéstermektedirler (Klussmann,
2006; Stoltenburg et al., 2007).

Cizelge 2.1. Aptamerler ile monoklonal antibadiler arasi farkhliklar (Nimjee et al.,

2005).

Aptamer

Monoklonal Antibadi

Baglanma afiniteleri dusik (nanomolar
seviyesinden pikomolar seviyesine
kadar)

Baglanma afiniteleri dusik (nanomolar
seviyesinden pikomolar seviyesine
kadar)

Her tlrll hedef molekdl igin gelistirilebilir

Non-immunolojik ve toksik ajanlara
kars! etkisiz

Degisken kosullar altinda
gergeklestirilebilen in-vitro segim
prosesi sebebi ile farkli parametrelerde
0zgul ligandlara karg! gelistirilebilir

Canli organizma bagimh bir ydontem
oldugundan dolayi yalnizca fizyolojik
kosullar altinda geligtirilebilir

PCR tabanli in-vitro Uretim prosesi
nedeni ile toplu Uretim standartlarina

uygun

Uretim prosesi canli organizma bagimli
oldugundan dolayi toplu Uretim
esnasinda standart koruma problemi
icerir

Hedef molekulin spesifik bir bolgesine
uygun bir sekilde tasarlanabilir

Bagisiklik sistemi hedef molekulin
hangi bolgesinden yakalanacagini
belirler

Genis kimyasal modifikasyon imkanina
sahiptir

Kisith kimyasal modifikasyon imkanina
sahiptir

Sicaklik degisikliklerini takiben orijinal
u¢ boyutlu yapisina donme egilimine
sahiptir

Sicaklk degisikliklerine agiri duyarhdir
ve yuksek sicakliklarda denature olur

Sinirsiz raf 6mru

Sinirh raf 6mru

immunogenetik dzellik icerdigine dair
higbir kanit bulunamamistir

Onemli immunogenetik 6zellik igerir

Yeniden kullanilabilir

Yeniden kullanilabilirlige sahip degildir




Olusturulan nukleik asit kutiuphanesi, hedef molekll ile inklibe edilir ve
absorpsiyon basamaginin birinci dongusu baslatiimis olur. Bu basamak igerisinde
deney dizenegine bagl bir sekilde ligand, immobilize (manyetik bilye, afinite
kolonu v.b.) ya da serbest bir sekilde ¢ozelti igerisine eklenebilmektedir (Zhan et
al., 2003; Drolet et al., 1999). inkiibasyonu takiben hedef molekiile baglanmamig
DNA/RNA molekullerinin, hedef molekule baglanmis olanlardan ayriimasi
gerekmektedir. Bu kritik ayrilma basamagi igin literatlrde arastiriimis birgok farkli

yontem bulunmaktadir.

Hedef molekul immobilize edilmedigi zaman genel olarak kullanilan ayrisma
teknigi filitrasyon yontemidir (Holeman et al., 1998; Burke and Gold, 1997). Kapiler
elektroforez teknigi Uzerine yakin gecmiste yapilan akademik c¢alismalar, bu
teknigin de baglanmis ve baglanmamis DNA/RNA molekdullerinin ayristiriimasi igin
cok verimli bir yontem oldugunu ortaya koymaktadir (Mendonsa and Bowser,
2004). Hedef molekll immobilize edildigi durumlarda ise, seperasyon
immobilizasyon gerceklestirilen yiizeyin kullanim 6zelliklerine bagimlidir. Ornek
olarak afinite kolonlarina gergeklestirilien ligand immobilizasyonu sonrasi
seperasyon afinite elisyonu ile saglanirken, manyetik bilyelerin immobilizasyon
yuzeyi olarak kullanildigi yontemlerde, magnetik izolasyon prosedurleri
kullaniimaktadir (Gopinath, 2007).

Geligtirilen aptamer molekillerinin  spesifikligi artirmak amaci ile “negatif
seleksiyon” (liganda baglanan aptamerlerin nukleik asit havuzundan gikariimasi)
ve “tersine seleksiyon” (liganda yapisal olarak benzeyen molekullere baglanan
aptamerlerin nlkleik asit havuzundan ¢ikarilmasi) yontemleri pozitif segim
prosedurlerinden 6nce uygulanmaktadir (Gopinath, 2007; Stoltenburg et al., 2007).
Boylece her bir donglu sonrasi SELEX prosesinin gerceklegtirildigi ¢oOzelti
icerisindeki baglanmamis DNA/RNA molekullerinin ve ligandin konsantrasyonu
azalirken, ortamdaki baglanmis molekillerin birbirlerine karsi gosterdikleri
afinitede artis gézlemlenmektedir. Literatlirde aptamer molekullerinin nikleik asit
havuzunda gegirdikleri in-vitro evrim surecini, yuzey plazmon rezonans (SPR),
flioresans spektrometresi, fluoresans ya da radyoaktif baglama analizi yontemleri

ile izlemeyi basarmis ¢alismalar bulunmaktadir (Tombelli, 2005; Mairal, 2008).



Aptamer ile hedef molekil arasinda istenilen dizeyde afinite doygunluguna
erigildigi zaman, zenginlestiriimis nukleik asit kuatuphanesi klonlanmakta ve
sekanslanmaktadir. Daha sonra ise her bir dncul aptamer sekansi hedef molekl
ile afinitesi arastirimak Uzere etiketlenerek, ylzey plazmon rezonans (SPR),
flloresans spektrometresi, flloresans ya da radyoaktif baglama analizi
yontemlerinden biri ile incelenmektedir (Bunka and Stockley, 2006; Mairal, 2008).
Klonlanmig aptamer molekullerinin analizi genel olarak hedef molekile spesifik
olarak baglanabilen onlarca sekans bulunmasi ile sonuglanmaktadir. Alternatif
sekanslar arasindan hedef molekul baglanma afinitesi ve 6zgulligu en ylksek
olan sekans, ileri karakterizasyon cgalismalari (motif taramasi, ikincil ve tGguncul
yapilarinin aragtirilmasi v.b.)  sonucunda belirlenmektedir. Karakterizasyon
calismalari sonucu segilen aptamer molekuli kimyasal sentez yontemleri

kullanilarak ¢gogaltilir (Bunka and Stockley, 2006).
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Hedef molekiil ile niikleik asit birbirinden ayrilr.

Sekil 2.3. SELEX prosesinin icerdigi birbirini takip eden dénguler halinde ilerleyen
asamalarin sematik gosterimi (Bunka and Stockley, 2006).
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Literatlrde bulunan aptamerlerin, buyUk bir kismi seperasyon teknigi olarak afinite

kromatografisi, nitroselliloz membran filitrasyonu ve magnetik bilye teknolojilerini

iceren SELEX prosesi ile geligtiriimistir. SELEX prosesinin diger varyasyonlari

Cizelge 2.2.’de 6zetlemistir.

Cizelge 2.2. SELEX yo6ntemi icin gelistirilen prosedurlerin karsilastiriimasi (Mairal,

2008).
. - . Hedef
Teknik Avantaj Dezavantaj Molekiil Kg
Yuksek Protein,
Klasik SELEX ané?tyu?/g'jé':gé istenmeyen  peptid, kiigik  Pikomolar
(afinite bazli rosediirii reaksiyon kimyasal nanomolar
seleksiyon) Scuz ’ yuzdesi, sinirl - molekdller, arasi
verimlilik hacre
Modifiye
edilmis .
aptamer Yuksek Tepk'?“e ; . Pikomolar
iy verebilen bolge Protein ve
tabanhh SELEX spesifite ve iceren ligandlar  pentid nanomolar
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2.3. Aptamer Molekiillerinin Kararlihgi

GunUumuzde aptamerlerin birgcok alanda uygulanabilirligini kisittayan en 6nemli
problemler; (1) bu molekullerin disuk kararhliklari ve (2) nukleaz ataklarina agik
olmalaridir (Baldrich et al., 2004). Spesifik olarak DNA molekullerinden daha fazla
RNA molekdlleri igin gecerli olan bu problemlerin 6nine ge¢mek amaci ile
glnumuzde bir¢gok ¢alisma yapilmasina karsin, istenilen olgiide basarili sonuglar
alinamamigtir. Literaturde aptamer molekullerinin kararliligi Uzerine yapilan
calismalar incelendiginde iki 6nemli ¢alisma gbze c¢arpmaktadir; (1) ayna
goruntalt “spiegelmer” molekil dizayni ve (2) oligonukleotidlerin omurgalarinda ya
da pirimidinlerin 2-pozisyonunda gergeklestirilen kimyasal modifikasyonlar (Mairal
et al., 2008).

2.3.1. Aptamer Molekiillerinde Gergeklestirilen Kimyasal Modifikasyonlar

Pirimidinlerin 2-pozisyonunda bulunan hidroksi grubu (-OH) ézellikle pH degerinin
7'den ylksek oldugu durumlarda oldukga reaktif olup, phosphodiester baglarina
atak yapip cyclic 2,3-phosphate olusturmakta ve bdylece nlkleik asidin
omurgasinda kirilmalara sebep olmaktadir. Birgok gegis metal iyonunun ve
riboniikleazlarin birgogunun cyclic 2,3-phosphate olusumuna sebep olmasi,
aptamer molekullerinin dmdurlerini ¢ozelti icerisinde yaklasik olarak 10 dakikadan

kisa bir zaman dilimi ile kisitlamaktadir (Kusser, 2000; James, 2001).

DNA/RNA molekillerinin stabilitesini artirmak amaci ile kimyasal modifikasyonlar
SELEX prosesinin sonug¢lanmasindan sonra kimyasal sentez sureci igerisinde
teorik anlamda gerceklestirilebilirken, pratikte post-SELEX olarak adlandirilan,
SELEX sonrasi kimyasal modifikasyonlar aptamerlerin afinitelerini ve spesifitelerini
negatif olarak 6nemli oranlarda etkilemektedir (Eaton et al., 1997). Kimyasal
modifikasyonlarin negatif etkilerini minimize etmek amaciyla, modifiye edilmis
deoksinukleozid ya da ribonukleozid molekulleri kullanilarak gercgeklestirilen in-
vitro seleksiyon yontemleri tasarlanmistir (Keefe and Cload, 2008). Ancak
DNA/RNA polimeraz enzimlerinin modifiye edilmis niukleozid molekulleri ile dustk
bir oranda birlesim gostermesi, bu alanda yapilan c¢alismalarin sayisini
kisitlamistir. Literatirde DNA/RNA polimeraz enzimleri ile etkilesime girebildigi
belirtilmis, 2-amino primidinler, 2-fluoro primidinler ve C5 pozisyonundan modifiye

edilmis bazi primidin bazlar belirtiimistir (Jayasena, 1999). Ancak SELEX prosesi
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sonucu secilmis son aptamer molekulinun yapisi primidinler yerine pdurinler
agisindan zengin ise, yukarida tanimlanan modifikasyonlarin aptamer kararliigina

etkisi zayif kalacaktir. Purin ve pirimidin molekulerinin yapilari Sekil 2.4.de

belirtilmigtir.
PURIN
e I
C N C N
r\|ﬁ*” G\Sﬁf/?\m Hr~|~h” ﬁéﬁ”?\\CH
8 8
HCZ 5 “‘C_9/ Ci s *C_9/
*-‘\\N/ |\|\| H2|\|/ \\N/ |~|\|
H H
ADENIN (A) GUANIN (G)
PIRIMIDIN
] ] e
C C C
HN3 4 SCH HNZ 4 5C—CHj N7 1 SCH
Cc’ 6c|:|H c|:2 6c|H (':2 6(H:H
O/ \Ir\l/ O/ \I‘}I/ O/ \I;\I/
H H H
URASIL (U) TIMIN (T) SITOZIN (S)

Sekil 2.4 Purin ve pirimidin molekulerinin yapilari.

2.3.2. Ayna Goruntulu “Spiegelmer” Aptamer Molekiilleri

Spiegelmer, Almancada ayna anlamina gelen “spiegel” kelimesinden turetilmistir
(Klussmann et al., 1996). Spiegelmerler, aptamerlere nukleaz direnci kazandirmak
amaciyla gelistiriimis ayna goruntuli sentetik oligonukleotid yapilaridir. Sekil
2.5.’de (D-) aptamer ve (L-) spiegelmerler molekullerin G¢ boyutlu yapilari

verilmistir.
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Dogal (D-) konformasyona sahip 5 karbonlu sekerler yerine kullanilan, dogal
olmayan enantiyomerik formda L-riboz ve L-2-deoksiriboz molekiillerinden
olusturulan spiegelmerler, aptamerler gibi hedef molekullerine yuksek segicilik ve
afinite ile baglanirken, L konformasyonundaki molekuler yapisi nedeniyle nikleaz
enzimleri tarafindan pargalara ayrilmamaktadirlar (Klussmann et al., 1996; Nolte et
al., 1996). Aptamerleri kiral forma ¢evirmek, bu molekullerin biyolojik stabilitesini

ve Omrunu yuksek oranlarda artirmaktadir.

Spiegelmerler “ayna goruntuld” SELEX proseduru ile gelistiriimektedir. Baglangig
olarak 10" farkli molekil iceren niikleik asit kiitiiphanelerinden normal SELEX
prosesi ile hedef molekllin sentetik enantiyomerik formuna karsi D-
oligonukleotidler secilmektedir. Spiegelmerler Uzerine yapilan c¢aligmalar, bu
molekullerin dogal (D-) konformasyonuna sahip DNA/RNA molekdlleri ile
hibritlesemediklerini ve hedef molekullere aptamerler analoglari ile ayni segicilikte
ve afinitede baglandiklarini géstermistir (Leva et al.,, 2002). Spiegelmerlerin
yukarida ayrintili bir sekilde agiklanan bu Ustun 6zellikleri, birgok farkli molekule
kargl (arginine, adennosine, vasopresin v.b.) spiegelmer molekullerinin

geligtiriimesine sebep olmustur (Leva et al., 2002; Nolte et al., 1996).

Spiegelmerlerin ve ayna goéruntili nudkleotidlerin dogada bulunmadiklar géz
onune alinirsa, bu molekullerin hi¢bir zaman dogal olarak olugsamayacaklari
ongorulebilir. Dogal olarak olusamayan “ayna goruntult” spiegelmerler molekulleri,
nikleaz enzimleri tarafindan efektif olarak taniyamayacak ve metabolize

edilemeyecektir.

Ayrica spiegelmerlerin kimyasal yapilarinin (D-) konformasyonuna sahip nukleik
asitler ile ¢ok yakin olmasi nedeniyle, minimal immunolojik ve non-toksik 6zellik
gOstermektedirler. Yukarida belirtilen 6zellikler Spiegelmer molekullerini in-vitro ve
in-vivo diagnostik ve in-vivo goruntuleme teknikleri igin ideal bir sistem olarak 6ne

cikarmaktadir.
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Aptamer Ligand Steroisomer Steroisomer
Aptamer Ligand

Steroisomer Aptamer Spiegelmer Ligand
Ligand

Sekil 2.5. (D-) aptamer ve (L-) ayna goruntula “spiegelmer” aptamer molekullerinin
uc boyutlu yapilari.

2.4. Aptamer Molekiillerinin Temel Uygulama Alanlari

Aptamer molekdulleri, ylksek afinite ve segicilik 6zellikleri nedeniyle, terapotik,
molekuler tani ve biyoanalitik uygulama alanlarinda ylksek potansiyele sahiptir.
Hizla gelismekte olan aptamer teknolojisinin yakin gelecekte, biyoanalitik
uygulama alanlarinda gunumuzde yayginhkla kullaniimakta olan faj gosterim
(phage display) ve monoklonal antibadi tekniklerinin yerini almasi beklenmektedir.
Aptamer molekillerinin uygulama alanlarindan temel olanlari, asagida ayrintili

olarak agiklanmigtir.
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2.4.1. Afinite Kromatografisi

Kromatografik metotlarin temeli, mobil fazda hareket halinde olan analitin duragan
fazda olan kolon ile etkilesime girip diferansiyel olarak alikonulmasi prensibine
dayanmaktadir (Tombelli et al., 2005; Mairal et al., 2008). Yakin gecmiste
kromatografi teknigi, aptamerlerin 6zgul ligandlara karsi gosterdikleri ylksek
secicilikten faydalanmak amaci ile modifiye edilmigtir (Ravelet et al., 2006).
Aptamer molekulleri boyut avantajlari (yaklasik 6-40 kDa), yuksek afinite ve
secicilik Ozellikleri ile kromatografi yontemlerinde gunumuizde vyayginlik ile
kullanilan alternatiflerine karsi 6nemli Ustlnlik saglamaktadirlar. Aptamerlerin
duragan fazdaki kolon icerisine immobilizasyonu, kromatografi yontemine hedef
molekulin alikonma surecinde yuksek segicilik 6zelligi kazandirmigtir. L-arginine
aminoasiti i¢in secilen aptamerin L-arginine’ni D-arginine’den 12.000-fold daha
fazla spesifite degerinde ayirmasi, aptamer molekillerin kromatografi teknigine
kazandirdigi yuksek segicilik ozelligine ornek teskil etmektedir (Geiger et al.,
1996).

2.4.2. Afinite Kapiler Elektroforez Sistemleri

Kapiler elektroforez, elektroforez tekniginin kapiler kolonlara uyarlanmig halidir.
Elektrik alan igerisinde, iyonize edilmis bilesenlerin hareket ettiriimesi yoluyla bu
bilesenlerin (molekulller yapi, yuk, buydklik v.b. etkenlere bagl olarak)
elektoforetik mobilitelerindeki ve hareket hizlarindaki farkliliklari sebebiyle
birbirinden ayristirimasi prensibine dayanmaktadir (Huang et al., 2004). Kapiler
sistemler igerisinde gercgeklestirilen elektroforez, duslik hacimde yuksek segicilik
ve duyarliik gosterebilen ayristirma surecinin  olusturulabilmesine imkan
saglamaktadir (Huang et al., 2004; Heegaard, 2003). Afinite kapiler elektroforez
sistemlerinde de afinite Olcimu kapiler kolon igerisinden gegcirilen etiketlenmis
molekuller ile baglanmis ve baglanmamis olan ligandlarin fiziksel olarak
ayristirilmasi ile gergeklestirimektedir. Guinumuizde genellikle, diger kromatografik
metotlarda kullanildigi gibi, antibadi teknolojisi temel ayrigtirma metodolojisi olarak
kullaniimaktadir. Bu metodoloji ise; antibadi molekullerin kiguk boyutlardaki hedef
molekuller ile olusturduklar [etiketlenmis antibadi]-[hedef molekll] kompleksinin
baglanma gerceklestirememis serbest [etiketlenmis antibadi] molekilinden

ayristirlmasi prensibine dayanmaktadir (Koutny et al., 1996).
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[Etiketlenmis antibadi]-[hedef molekul] kompleksinin fiziksel bluyUkliginin serbest
[etiketlenmig antibadi] molekulindn fiziksel buyukligunden, ligandin buyuklugune
bagl olarak, c¢ok kuguk bir farkliik icermesi afinite kapiler elektroforez
sistemlerinde antibadilerinin kullaniimasini kisittamaktadir (Koutny et al., 1996).
Ayrica antibadi molekillerinin bir¢ok farkli derecede glukozilasyon sebep olmasi,
elektroforez sistemi igerisinde istenmeyen elektoforetik paternlerin olusmasina

sebep olabilmektedir (Jayasena, 1999).

Aptamerlerin, afinite kapiler elektroforez konfigurasyonlarinda afinite probu olarak
kullaniimalarinin getirdigi en dnemli avantaj; aptamer molekullerinin nikleik asit
yapilarindan kaynaklanan kararli yUk-kutle oranlari nedeniyle sahip olduklar
kestirilebilen elektoforetik mobiliteleri ve buna bagh olarak olusan homojen
elektoforetik paternlerinden kaynaklanmaktadir.  Ancak aptamerlerin ikincil
yapilarinda meydana gelen baglanma kinetikleri ile dogru orantili degisiklikler, bu
molekullerin elektoforetik paternlerinde rassal degisikliklere sebep olabilmektedir.
Bu teknik zorluga ragmen 06zellikle flioresans aptamerleri IgE molekulunu tampon
¢ozelti ve serum igerisinde tespitinde kullaniimig ve antibadilere gére daha ylksek
verimlilikte ¢alisan bir sistemin dizayn edilmesine olanak sunmustur (German et
al., 1998; Buchanan et al., 2003).

2.4.3. Aptamer-tabanl Biyosensor Sistemleri

Biyosensor kavrami IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry)
taniminda; taniyici (algilayici) tabaka olarak biyolojik veya biyolojik olarak
turetilmis hassas ve spesifik bir eleman ile tanima iglemini iglenebilir bir sinyale
ceviren fizikokimyasal bir geviricinin entegre edildigi kompakt bir analitik cihaz
olarak belirlenmigtir. Bu kapsamda bir biyosensor sistemi: hedef molekile spesifik
olarak baglanan biyoreseptor, sinyal yaratan biyolojik etkilesimin gerceklestigi bir
ara yuz, bu sinyali elektronik bir sinyale donusturen gevirici, bu sinyali takip eden
ve isleyen bir yazilim ve operatér ara yizi alt bilesenlerinden olusmaktadir. ideal
olarak bir biyosensérin herhangi bir 6rnekten dogrudan okuma yapabilir olmasi
gerekmektedir. Bu oOrnekler arasinda; vucut sivilari, hava, su, toprak, hucresel

kulturler ve gida ornekleri gosterilebilmektedir (Thevenot et al., 1999).
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Biyosensor uygulamalarinin merkezi molekiiler tanima islemidir. ilk gelistirilen
biyosensor sistemlerinde taniyici eleman canli organizmalardan izole edilerek
kullanilmigtir. Ancak izolasyon igleminin zorlugu, izole edilen molekullerin kisitlihgi
dolayisiyla, ginimuzde laboratuar ortaminda sentezlenen taniyici elemanlarin
geligtiriimesi Gzerine yogunlasiimistir. Hedef analitin tanimlanmasi islemi ilk olarak
dizayn edilmig proteinlerin geligtiriimesi ile daha genig bir yelpazeye yayilmistir.
Modern biyoteknoloji yontemleri kullanilarak ndkleik asitlerin laboratuarda dizayn
edilerek geligtiriimesi ile biyosensor uygulamalari yeni bir cagda girmigtir.
Nanoteknolojideki gelismeler ve yeni elektronik sistemler ile entegre edildiginde,
sentetik taniyici elemanlarin kullaniminin gelecekteki biyosensor sistemleri igin kilit
rol oynayacagi kabul edilmektedir (Leung et al.,2007). Yaygin olarak kullanilan

taniyici elemanlar ve bunlarin Gstin ve zayif yonleri asagida 6zetlenmistir.

2.4.3.1. Reseptor-tabanli Molekiiler Tani1 Sistemleri

Biyosensor uygulamasi agisindan reseptorlerin kullaniimasi, “algilama” ve “sinyal
olusturma” fonksiyonlarini bir arada barindirdiklari igin, oldukga cazip bir segenek
olusturmaktadir. Bu molekiller fizyolojik proseslerde mediyator olarak iglev
goérmelerinin yani sira pek c¢ok toksin ve ilag icin dogal bir hedef teskil
etmektedirler. Reseptorler, ligand adi verilen molekullere spesifik olarak baglanan
transmembran (plazma ve hicre i¢ci membranlar) ve ¢ozundr proteinlerdir.
Baglanma islemi spesifik bir hlcresel cevap olusturur. Ligand baglanmasi ile
meydana gelen yapisal degisimler, kanallarin agilmasi, ikincil haberci olusumu,
diger pek cok proteinin dahil oldugu selale reaksiyonlarinin gergeklesmesi gibi,
dogasinda bir ceviricinin de bulundugu cevaplar yaratmaktadir. Yuksek ligand
spesifikligi ve afinitesi gostermeleri agisindan biyosensér uygulamalarinda
reseptor kullanimi son derece cazip gorunse de, duguk verimlilikte Uretilmeleri,
diger taniyici elemanlara kiyasla daha az stabil olmalari, izolasyon ve saflastirma
islemlerinin zorlugu, uygun bir gevirici sitemi ile entegre edilerek elektronik sinyal
olusturulmasindaki sorunlar gibi kisitlamalari nedeniyle pratikte tercih
edilmemektedirler (Conroy et al. 2009; Lim et al., 2005).
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2.4.3.2. Enzim-tabanh Molekiler Tani Sistemleri

Katalitik enzim-tabanl biyosensorler, katalitik reaksiyon sonucu proton, elektron,
Isik ve 1siI gibi pek ¢ok farkl ve olgulebilir Grin olusturmalari agisindan énem arz
etmektedir. Ureaz enzimi biyosensér uygulamalarinda en cok tercih edilen enzim
olmustur, ancak bunun nedeni Urenin medikal ve ¢evre uygulamalarinda tespitinin
onemli olmasidir. Allosterik enzimlerin dogal regulator ozellikleri biyosensorlerde
taniyici eleman olarak kullanimlari igin buylk potansiyel saglamaktadir. Regulator
alt Gnite, taniyici tabaka olarak gorev alirken katalitik bolge, gevirici element olarak
faaliyet gostermektedir. Pek ¢ok allosterik enzimin dogal olarak multimetrik 6zellik
gOstermesi dolayisiyla, stabilite ve ekspresyon sorunu enzimlerin en buyuk

dezavantajlarini olusturmaktadir (Conroy et al. 2009; Lim et al., 2005).

2.4.3.3. Antikor-tabanli Molekiiler Tani Sistemleri

GUnumuzde ticari glikoz sensorleri disindaki hizli tespit sistemlerinin ¢ogu
antikorlar1 taniyici eleman olarak kullaniimaktadir. Tespit islemlerinde antikorlar
yillardir yogun bir sekilde kullanilsa da Kohler ve Milstein’in monoklonal antikor
(MoAb) teknolojisini gelistirmelerinden sonra antikor kullaniminin yayginhgi

artmistir (Conroy et al. 2009).

MoAb Ureten klonlanmis hdcrelerin kullanimi sayesinde yuksek miktarda antikor
uretimi  gerceklestirilebilmektedir.  Antikorlar,  antikor-antijen  etkilesiminin
hassasiyetini ve spesifikligini saglamaktadir. Antikorlari taniyici elaman olarak
iceren biyosensor sistemlerinin en dnemli avantaji, immunojen molekulun (hedefin)
kullanimdan once saflastirima gereginin olmamasidir. Antikor igeren sensor
sistemlerinde pek ¢ok sinyal ¢evirici mekanizma kullaniimistir (optik, kitle hassas,
elektrokimyasal v.b.). Bu calismalar arasinda en basarili olanlar sinyalin
amplifikasyonunu ve dolayisiyla iglemin hassasiyetini yukselten katalitik bir
reaksiyon ile kombine edilmis enzim-flioresans tabanh (Enzyme Linked
Immunosorbent Assay, ELISA) yontemlerdir. Medikal alanda kullanilan ¢ogu tespit
yontemi gibi PSA (Prostat Spesifik Antijen) testlerinin ¢cogu yine ELISA yontemi ile
tespit edilmektedir. GuUnumuzde rekombinant antikor uretimi sayesinde poliklonal
veya monoklonal antikor Uretiminde karsilasilan sorunlar nispeten giderilmis ve
kismen daha kisa sureli ve ucuz antikor uretimi saglanmistir. Rekombinant

antikorlar HIV, Hepatit B ve C, Ebola, botulinum nérotoksin A/B v.b. pek ¢ok
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biyolojik ajan icin kullaniimistir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemi ile
antikor kullaniminin birlegtiriimesi ile immuno-PCR yontemi gelistiriimis ve yuksek
hassasiyette test sistemleri; tumor, viral patojenler, toksin ve metabolitlerin tespiti
icin kullanilmistir. Ancak bu sistemler sahada kullanima yonelik degildir. Bunun
temel nedeni antikorlarin dogal yapilari geregdi tekrar kullanilabilir 6zelliklerinin
olmamasi, geligtirilen sistemlerin laboratuar kosullarinda deneyimli ve egitimli
kisiler tarafindan kullaniimasi gerekliligi, uzun cevap sureleri ve ozellikle yiksek
yanlis pozitif sonu¢ vermeleri dolayisiyla testlerin belirli zaman araliklari ile tekrar
edilme gerekliligidir (Conroy et al. 2009; Lim et al., 2005).

2.4.3.4. Aptamer-tabanl Molektller Tani Sistemleri

Biyolojik tanima elemani olarak aptamerlerin kullanildi§i biyosensor sistemlerine
aptasensor adi da verilmektedir. Aptamer molekilleri genis bir hedef molekil
spektrumuna yuksek afinite ve spesifitede baglanmaktadir ve molekiler tani
amagh kullanimlari genel kabul goérmustur. Sentetik olarak Uretildikleri igin
potansiyel kullanim alanlari neredeyse sinirsizdir. Kiguk molekullerin, proteinlerin
ve hucrelerin tespiti icin kullanilabilmektedir. Aptasensodrler 6zellikle antikorlarin ve
benzeri protein yapisindaki taniyici elemanlarin, toksinleri kiguk molekul
yapilarindan dolayi tespit etmedeki kisitlamalari ortadan kaldirmaktadir. Yuksek
baglanma afiniteleri, kolay sentezlenmeleri, genis uygulama alani sayesinde
biyosensdr uygulamalarinda tercih edilen gelismekte olan bir taniyici sinifi
olusturmaktadirlar. Butun bu UstunlUklerine ragmen aptamerlerin U¢ boyutlu
yapilarinin sensor sistemleri ile entegre edildiginde korunmasindaki zorluklar ve
tanima igleminin uygun bir sinyale c¢evrilmesindeki zorluklar aptamerlerin

biyosensor uygulamalarinda kullanimlarini kisitlamaktadir (Song et al., 2008).

2.5. Model Aptamer Sistemi

Model aptamer sistemleri, aptamer molekulleri kullanilarak gergeklestirilen
calismalarda belirli bir standartin yakalanmasi amaciyla, literatirde genel olarak
kullanilan ve kabul géren yayinlanmis SELEX ydntemi sonuglarina dayanarak elde
edilen aptamer-ligand yapilaridir (Balamurugan et al., 2006). Bu ¢alisma surecinde
kullanilan model aptamer sistemi hakkinda genel bilgiler asagida ayrintili olarak

verilmigtir.
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2.5.1. Trombin Aptameri

Aptamerlerin kovalent bag yardimi ile yuzeye immobilizasyonu yontemi ile
gercgeklegtirilen analitik uygulamalarin bircogu, model sistem olarak trombin
aptamerini kullanmaktadir. HD-1 olarak adlandiran trombin aptameri 15 bazlik kisa
bir DNA fragmanindan (5-GGTTGGTGTGGTTGG-3') olusmaktadir ve trombin
enziminin exosite | bdlgesine baglanmaktadir (Bock et al., 1992; Wu et al., 1992;
Paborsky et al., 1993; Tsiang et al., 1995). HD-1, aptamerlerinin biyoanalitik
uygulamalara uygunlugunun ve immobilizasyon proseslerinin fizibilite
calismalarinin yapildidi ilk sentetik oligonukleotid fragmanidir. Literatirde HD-1
aptamer molekullerinin; cam (Potyrailo et al., 1998), silika (Lee and Walt, 2000)
yuzeyler Uzerine ve karbon nanotip (So et al., 2005), altin nano-partikil (Pavlov et
al., 2004), kuantum nokta (Hansen et al., 2006) uygulamalari ile immobilizasyon

prosesinin gergeklestirildigi bircok Ar-Ge ¢alismasi bulunmaktadir.

Trombin enziminin model aptamer sistemi olarak kullaniimasinin en o6nemli
nedenleri; (1) HD-1"1n 15 bazlik kisa bir DNA fragmanindan olusmasindan dolayi
kolay sentezlenmesi, (2) HD-1'iIn DNA aptameri olmasindan dolayi U¢ boyutlu
molekiler yapisinin  kararh olmasi ve (3) HD-1In G-quarlet yapisinin
alternatiflerine gore c¢ok daha detayh bir sekilde karakterize edilmis olmasidir.
Aptamer-ligand etkilesimleri Gzerine yapilan ¢alismalarin birgogunda (SPR, FRET,
QCM v.b.) model aptamer olarak HD-1 kullaniimistir. Ayrica HD-1, biyoanalitik
uygulama alanlari ve mikroarray sistemleri icerisinde aptamer molekullerinin
optimum c¢alisma parametrelerinin belirlendigi arastirmalarda da model sistem

olarak kullaniimistir (Mairal et al., 2008).

1997 yihinda trombin enzimine baglanan 29 bazlik bir DNA aptameri daha
gelistirilmigtir. HD-22 (5'-AGTCCGTGGTAGGGCAGGTTGGGGTGACT-3") olarak
adlandirilan bu DNA aptameri trombin enziminin exosite |l bdlgesine
baglanmaktadir (Tasset et al., 1997). Sekil 2.6.’da ikincil yapisinin konformasyonu,
verilen HD-22 aptameri icerisinde bulunan doért Guanin bazindan olusan G-
quadruplex yapisi sayesinde HD-1 aptamerine gére daha stabil ve yuksek afinite
ile trombin molekuline baglanabilmektedir (Tasset et al., 1997). Trombin
molekulinin HD-22 aptameri ile gerceklestirdigi molekller etkilesim ise Sekil

2.7.de verilmigtir. Trombin enziminin iki farkli bolgesine (exosite | ve exosite II)
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baglanabilen iki farkl aptamerin (HD-1 ve HD-22) bulunmasi, trombin enziminin
molekuler tanisi igin ikili aptamer analiz tekniklerin gelistiriimesine sebep olmustur
(Xiao et al., 2005).

Sekil 2.6. HD-22 aptamerinin ikincil yapisinin konformasyonu ve G-quadruplex
formunun olugsumu (Tasset et al., 1997).

Sekil 2.7. Trombin molekilinin HD-22 aptameri ile gergeklestirdigi molekuler
etkilesim (Tasset et al., 1997).
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2.6. Plazma Polimerizasyon Teknigi

Plazma, maddenin dérduncu hali olarak tanimlanir. Plazma polimerizasyon teknigi,
her turli materyalin ylzey Ozelliklerinin degistiriimesi amaciyla yaygin olarak
kullanilan bir yontemdir. Radyo frekansi yik bosalimi, mikrodalga, atmosferik
basing, dusuk basing, dusuk sicaklik v.b. farkh sistemler ile plazma modifikasyonu
gerceklestiriimektedir. Plazma modifikasyonuyla, bozulma ve asinma, oksidasyon,
capraz baglanma gibi ylzeyin ¢ok ince bir tabakasinda olusan yapisal degisimler
sonucunda, modifiye edilmemis ylzeylerden tamamen farkli 6zelliklere sahip yeni

yuzeyler elde edilmektedir (Yasuda, 1984; Kaminska et al., 2002).

2.6.1. Plazmanin Yapisi

Plazma maddenin kati, sivi ve gaz hallerinden oldukg¢a farkli 6zelliklere sahip
olmasi nedeniyle maddenin doérdinci hali olarak tanimlanir (Akman, 1993; Li et
al., 1997). Genel olarak plazma, yuksek sicaklikta kuvvetli elektrik veya magnetik
alanlarin etkisi ile olusur. Guglu bir elektriksel bosallm da plazma olusturabilir.
Plazma ortaminda enerji kazanan serbest elektronlar, ortamdaki diger atomlar ve
molekillere carparak enerjilerini transfer ederler. Bunlarin da birbirleriyle
reaksiyona girmeleri sonucu ortamda ¢ok degisik tir ve sayida yeni molekuller,
atomlar, radikaller, iyonlar, vb. olusur (Akman, 1993; Li et al.,1997; Tusek et al.,
2001). Sicak plazmada, ortamda esas olarak ¢ok sayida iyon vardir. Soguk
plazmada ise diger pargaciklar da onemli miktarda bulunmaktadir. Plazma, gaz
sicakhgina bagli olarak iki baglik altinda incelenebilir (Li et al., 1997; Tusek et al.,
2001):

a) Yiksek sicaklik plazmasi; gaz sicakligi 106K’den fazladir. Gunes
sisteminde meydana gelen nlkleer patlamalar ve kontrolli flzyon

reaksiyonlari yuksek sicaklik plazmasina 6rnek olarak verilebilir.

b) Dusuk sicaklik plazmasi; gaz sicakhigi 106K’den daha dusuktir. Dusuk
sicaklik plazmasi da iki baslik altinda incelenebilir: (i) Sicak plazma; gaz
sicakhglr 1000K’den daha fazladir, normal sartlarda 104K civarindadir.
Lamba 1simasi, elektrik arki ve diger yuksek-gi¢c bosalimlari sicak
plazmaya Ornek olarak verilebilir; (i) Soguk plazma; gaz sicakhgi

1000K’den daha dusuktlr, normal sartlarda 102K civarindadir. DUsuk
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basingta gergceklesen yuk bosalim plazmalari soguk plazmaya oOrnektir
(1eV=11600K).

Plazma ortamina konulan bir materyal yluzeyinde kopmalar “etching” veya birikme
“deposition” olusur. Plazma kosullarinin ayarlanmasiyla bu iki prosesten birinin
etkin olmasi s6z konusudur. Bu uygulamalarda plazmada kaplamanin iki 6nemli
avantaji vurgulanmaktadir. Bunlar; (1) kaplamanin ¢ok homojen kalinlikta ve (2)
ince olmasidir (Yasuda, 1984; Flosch et al., 1992).

Plazma polimerizasyonunda o6zellikleri degistirilecek materyal yluzeyinde olusan
polimerin kimyasal yapisi, birikim miktari (kalinligi) ve bunlarin homojenitesini
etkileyen bircok parametre vardir. Ayrica, plazma polimerizasyonu tekniginde
kullanilan monomerlerin kolaylikla polimerize olabilen gift baglar gibi reaktif
fonksiyonel gruplara sahip olmalari gerekir. Plazma etching ve plazma
polimerizasyonu  arasindaki denge bosallm  parametreleriyle  kontrol
edilebilmektedir (Flosch et al., 1992).

2.6.2. Plazma Polimerizasyonu Hizini Etkileyen Parametreler

Plazma polimerizasyonunun hizi kullanilan monomerin yapisina baghdir (Yasuda,
1985). Buna ek olarak, plazma polimerizasyonunun hizina etki eden kontrol
edilebilen parametreler reaktor geometrisi, monomer akis hizi, basing, bosalim
gucu, plazma suresi, frekans, elektrot agikligi v.b. makro parametrelerdir
(Kaminska et al., 2002). Bu parametrelerin etkileri asagida ayri ayri ele alinarak
Ozetlenmistir.  Monomerin  yapisinin  doymamislik  derecesinin, plazma
polimerizasyon hizina etkisi ¢cok onemlidir. Benzer reaksiyon kosullarinda, Uglu

bag iceren asetilen, ikili bag igeren etilenden daha hizli polimerize olmaktadir.

Reaktér geometrisi, yluzeye biriken polimerin kimyasal yapisini ve kalinhgdini,
dolayisiyla kaplamanin her iki yonden de homojenitesini etkileyen Onemli
hususlardan biridir. Plazma polimerizasyonunda degigsik sekillerde dizayn edilmis
reaktorler kullaniimaktadir. Reaktorin tubudler, dikdortgen kesitli veya diger
sekillerde olmasi monomerin reaktor icinden akis dinamigini etkiler. Monomerin
plazma bolgesinden gecis hizi (alilkonma suresi) ve sekline (tlrbllent, laminer

v.b.) bagli olarak birikimin kimyasal yapisi ve homojenitesi degisir.
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Monomer akig hizinin, hem birikim miktarini hem de dolayli olarak biriken polimer
kimyasini degistirdigi rapor edilmektedir. Monomerin akig hizinin artmasiyla,
genellikle birikim dogrusal olarak azalir. Dusik monomer besleme hizlarinda,
konvektif akim terimlerinin etkisinin azalmasiyla, difizyonun baskin olacagdi
durumda, reaktore beslenen hemen hemen tUm monomerin polimerize olarak

yuzeyde birikmesi mumkun olabilmektedir.

Basing, plazma ortaminin yapisini, dolayisiyla polimerizasyon hizi ve ylzeyde
biriken polimer yapisini etkileyen onemli bir parametredir. Elektriksel bogsalim
oncesi basing (P,) ile elektriksel bosalim sirasinda basing (Pg) birbirinden farkhdir.
P, belirli bir akis miktarinda pompalama miktariyla orantilidir. Pompalama miktari
arttikca P, miktar1 duser. Gaz molekullerinin iyonizasyonu ve hizi basinca bagl
oldugundan Pg'nin degeri polimer birikim hizini ve polimerik kaplamanin kimyasal

yapisini etkiler.

Genellikle bosalim glcu arttikga polimer birikim miktari artar. Elektriksel bosalim
reaktor iginde tamamen gergeklestikten sonra ilave edilen voltajin, serbest
radikallerin Uretimini artirmadigi, bdyle durumlarda monomerin akis miktarinin,

polimer birikimini belirleyen parametre olarak 6nem kazandigi not edilmelidir.

Plazma polimerizasyonunda vyatiksin duruma ulagildiktan sonra, surenin
artmasiyla yalnizca kaplama kalinhiginin arttigi, polimerizasyon hizi ve yuzeyde
biriken polimerin yi§in yapisinda énemli bir degisiklik olmadigi séylenebilir. i¢
elektrot acikligi da plazma polimerizasyonun hizini etkileyen dnemli bir faktordar.

ic elektrot acikh@i daraltildiginda (yiiksek elektron yogunlugu) hiz artmaktadir.

Gerek organik ve gerekse organo-metalik bilesiklerin plazma ile polimerlesme
mekanizmalari ve polimerlesme kinetikleri oldukga karisiktir.  Plazma

polimerizasyonunda polimer bir seri kompleks reaksiyonlar sonunda olugmaktadir.
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Bu nedenle gerek polimer olusturma (ve depolanma) hizi, gerekse olusan
polimerlerin gesitli 6zellikleri elektriksel bosalma ile ilgili gesitli kogullara baghdir.

Boylece deney degiskenleri arasinda yukarida detaylari agiklandigi Uzere;

a) Uygulanan elektiriksel bosalmanin turl (igten elektrodla kapasitif, distan
elektrotla induktif v.b.)

b) Uygulanan elektriksel bosalma ile ilgili diger degigkenler (bosalmanin gucd,

frekansi, monomer basinci, monomer akis hizi v.b.)

c) Elektriksel bosalmanin uygulandigi reaksiyon kabi (reaktor) ile ilgili
degiskenler (reaktor yatay boru sekli, monomerin giris ve elektrotlara gore

dagilis geometrisindeki farkliliklar v.b.)

d) Polimerin tUzerine kaplandigi ortamin yeri, sekli, yapisi v.b. bazi unsurlar rol

oynamaktadir.

2.6.3. Plazma Polimerizasyonun Mekanizmasi

Genel olarak, materyal yuzeyleri ile dusuk basingta meydana gelen yuk bogalimi

plazmasinin reaksiyonlari U¢ bagslik altinda 6zetlenmigtir (Tusek et al., 2001);

a) Yuzey Reaksiyonlari: Gaz fazinda bulunan tarler ile ylzeydeki tlrler

arasindaki reaksiyonlar ve sadece yuzeydeki turler arasindaki reaksiyonlar
yuzeyde sirasiyla fonksiyonel gruplar ve gapraz baglar olugturmaktadirlar.
Bu tdr reaksiyonlarin ornekleri, argon, amonyak, karbonmonoksit,
karbondioksit, flor, hidrojen, azot, azotdioksit, oksijen ve suyla

gerceklestirilen plazma iglemlerini igermektedir.

b) Plazma Polimerizasyonu: CHa, CoHs, CoFs ve CsFg gibi organik bir

monomerin polimerizasyonu yoluyla materyal yuzeyinde ince bir film
olusumu plazma polimerizasyonu  prosesini  olusturur.  Plazma
polimerizasyonu, gaz fazindaki tlrler arasindaki reaksiyonlari, gaz fazindaki
turler ile yuzeydeki turler arasindaki reaksiyonlari ve sadece ylUzeydeki
turler arasindaki reaksiyonlari igcermektedir. Plazma polimerizasyonunun
mekanizmasi, gaz faz ve yuzeyde meydana gelen reaksiyonlarin her ikisini

de igeren polimerizasyon prosesinin karmasikligi nedeniyle hentz yeterince

26



anlasilamamistir. Ortamda mevcut olan c¢esitli reaktif gruplar (iyonlar,
serbest radikaller v.b.) RF plazma polimerizasyon reaktorinde monomerin

polimerizasyonuna katkida bulunmaktadirlar.

c) Temizleme ve Ylzeyden Kopmalar (Ethcing): Bir materyal ylzeyinde

bulunan maddeler yuzeyden ugucu urunler olusturulmak kosuluyla kimyasal
reaksiyonlar ile fiziksel kopmalar seklinde uzaklastirilirlar. YUzeylerden
organik bulasirlarin  uzaklastirimasi igin  oksijen igceren plazmalar

kullaniimaktadir.

Genel olarak plazma, yuksek sicakliklar kuvvetli elektriksel veya magnetik
alanlarin etkisinde olusur. Herhangi bir elektriksel bosalmanin plazma olarak
adlandirilabilmesi igin oncelikle ortamdaki pozitif ve negatif yuk tasiyicilarinin
sayica birbirine esit olmalari kosulu gereklidir. Plazmada iyonlagsma derecesinin
10® ile 10® arasinda oldugu 6ne siirlilmektedir. Bu ise plazma ortaminda biiyiik
Olcude elektronlarin bulunmasi demektir. Ayni c¢alismada, plazmada serbest
radikal konsantrasyonunun iyonlara kiyasla, 10° - 10* defa daha fazla oldugu
belirtimektedir. Plazmada pozitif ve negatif yuk tagiyicilarinin birbirine egit olmalari

kosulu az sayidaki elektron ve pozitif iyonlarin sayica esit olmalari demektir.

Plazma polimerizasyonu, ‘plazma-uyariimis’ ve ‘plazma-hal’ polimerizasyonunun
toplamini igerir. Monomerlerin, dogrudan polimere eklenmesi ile gerceklesen
polimerizasyona ‘plazma-uyariimis’ polimerizasyon adi veriimektedir. Once
atomlarin birlesmesi ile ara urunlerin, daha sonra da son Urinin olugsmasi ile
gerceklesen polimerizasyon mekanizmasina ‘plazma hal’ polimerizasyonu adi
verilmektedir. Plazma polimerizasyon her iki polimerizasyonun toplami seklinde

olusur.

2.6.4. Plazma Polimerizasyon Tekniginin Avantajlari

Plazma polimerizasyonu ile bir 6n kosul aranmaksizin tum organik bilesikler
kullanilarak materyal yuzeylerinin degistirilmesi yontemin en 6nemli avantajidir.
Diger kaplama yontemleriyle karsilastirildiginda, ¢ok ince ve ¢ok daha homojen
kalinlikta kaplama saglanabilmektedir. Bu nedenle plazma polimerizasyonu
uygulanmig yluzeyler birgok pratik uygulamada kullanim alani bulabilmektedirler.

Proses son derece temizdir, bir baska ifadeyle klasik proseslerde kullanilan
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¢ozuculere, baglaticilara, stabilizorlere v.b. burada gerek olmadigindan driin ¢ok
saftir. Bu ozellikle tip uygulamalarinda 6nemli bir avantaj olarak vurgulanmaktadir.
Kaplama diger yontemlerde bircok basamakta ve uzun surede (24 saat gibi)
basarilirken burada, tek basamakli bir islemle sonuca ¢ok kisa zamanda (1
saatten az) ulasiimaktadir (Mutlu et al., 1997). Clnkd yUk bosalim teknigi ile
gerceklestirilen modifikasyon isleminde prepolimer sentezi, kaplama solisyonun
hazirlanmasi, kaplama prosesi, kurutma gibi prosesler tek basamakta
gerceklestiriimektedir (inagaki et al., 1982; Flosch et al. 1992). Dusik sicaklk
plazma polimerizasyonu ydnteminin en &nemli avantajlarindan birinin de
substratlarin sadece en dista bulunan tabakalarinin modifikasyondan etkilenmesi
oldugunu belirtmiglerdir. Boylece, modifiye edilen substratlarin yikin o6zellikleri
degismediginden dolay1 yuzey Ozellikleri kontrolli bir sekilde modifiye

edilebilmektedir.

2.7. Aptamer Molekiillerinin immobilizasyonu

Aptamerlerin molekuler tanima elementi olarak sahip oldugu avantajlardan dolayi
literatirde aptamerlerin analitik uygulamalari (sensér, afinite kolonlari v.b.) Gzerine
bircok calisma bulunmaktadir. Cizelge 2.3.de &zetlenmis olan bu analitik
uygulamalar, aptamer molekullerinin terapatik, in-vitro ve in-vivo diagnostik ve in-

vivo goruntuleme alanlarinda sahip oldugu ylksek potansiyeli vurgulamaktadir.

Aptamer molekullerinin Cizelge 2.3."de 6zetlenen uygulama alanlarindan birgogu,
analitik olarak bir cihaz igerisine entegre olmak icin immobilizasyon proseslerine
ihtiyac duymaktadir. Aptamer immobilizasyonu i¢in en onemli kriter aptamer
molekulinin afinitesini ve spesifikligi kaybettirmeden belirlenen ylzeye
tutuklanmasini saglamaktir. Bu kriter genellikle immobilizasyon prosesinde,
aptamer molekulunl yuzeye bir baglayici yardimi ile kovalent olarak baglanmasi
ya da fizyosorpsiyon yontemi ile non-kovalent olarak tutuklanmasi ile
saglanabilmektedir (Balamurugan et al., 2008). Ornek olarak ylzey plazmon
rezonans (SPR), akustik dalga ve elektrokimyasal analiz teknikleri, aptamer
molekullerinin metal yuzeye bir baglayici yardimi ile ¢ok yakin olacak bir sekilde
baglanmasi ile analitik sinyal Uretimini gergeklestirebilmektedirler (Baldrich et al.,
2004; Gronewold et al., 2005). Afinite kromatografisi ve kapiler elektroforez gibi

kromatografik teknikler de ise afiniteye bagli seperasyon prosesinin yogun ¢ozelti
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akigindan etkilenmemesi amaciyla, immobilizasyon aptamer molekullerinin
duragan fazda kalmasi icin gergeklestiriimektedir. Bu durum, sandvi¢ veya
immuno-absorpsiyon tipi analiz sistemleri iginde gegerlidir (Balamurugan et al.,
2008).

immobilizasyon, aptamer molekiillerinin daha kolay kurtarilmasina ve sensor ya
da analiz cihazlar igerisinde, ylkama ve rejenerasyon basamaklarindan sonra
yeniden kullaniimalarina olanak saglamaktadir (Balamurugan et al., 2008). Ayrica
immobilizasyon, farkli hedef molekullere karsi gelistiriimis aptamerlerin bir araya
getirilmesi ile kurulan mikroarray sistemlerinin olusturulmasina imkan vermektedir
(Cho et al., 2006).

Cizelge 2.3. Aptamer-ligand etkilesimlerini inceleyen farkh analitik yontemler
(Balamurugan et al., 2008).

Yuzey ve Yizey Modifikasyonu Analitik Metot

SPR, akustik dalga, elektrokimyasal

Altin ve altin ylUzey Uzerine yapilan teknikler, QCM, UV, AKM, FRET,

kaplamalar

elipsometre,
Flioresans spektrometresi, kitle
Silika, silikon, TiO,, Al,O3 ve silika spektrometresi, fluoresans mikroskobu,
ylzey Uzerine yapilan kaplamalar kapiler elektroforez, AKM, afinite
kromatografisi
Polimerler ylzey Uzerine yapilan HPLC
kaplamalar
Karbonhidratlar Flioresans mikroskobu
Tek duvarli karbon nanotubler Karbon nanotup field-effect transistori
Quantum dots Fotoluminesans
DNA/RNA problari Flloresans

Cizelge 2.3.de 6zetlenen birgok farkli analitik metot aptamer tabanli uygulamalarin
gelistiriimesi i¢in kullaniimakta ve ylzey sec¢imi uygulama alanina paralel olarak
degisim gostermektedir. Metalik yuzeyler, Ozellikle altin, genel olarak SPR ve
elektrokimyasal olgumlerde kullaniimaktadir (Baldrich et al., 2004). Literatirde
QCM ve AKM sistemlerinde yuzey olarak silikonun kullanildigi ¢aligmalara
rastlansa da, altin-thiol monomolekuler tabakasinin olusturulmasinin kolayhgi
nedeniyle genellikle yuzey olarak altin kullaniimaktadir (Liss et al., 2002; Minunni

et al., 2004; Jiang et al., 2003). Flioresans ve UV gibi optik dlgimler igin kullanilan
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yuzeyler sinyal iletiminde transparanlik saglamlari nedeniyle cam ya da polimer

icerikli substratlardan olusmaktadir (Huang et al., 2005; Su et al., 2007).

Aptamerler kromatografik ydontemlerde kiral molekullerin birbirlerinde ayriimasi
prosesinde aptamer molekulleri kolon materyaline, genellikle silika partikullerine,
immobilize edilerek kullaniimaktadirlar (Huang et al., 2004). Biotin ile 3 ya da 5
bdlgelerinde modifiye edilmis aptamer molekullerinin streptavidin ile kaplanmis
polimer partikillerine edilmis yuzeyler Uzerine immobilizasyonu, ylksek
performans sivi kromatografi (HPLC) yonteminde kullaniimaktadir (Michaud et al.,
2003).

2.8. Aptamer immobilizasyonunun Kimyasi

Aptamer immobilizasyonu igin pek ¢ok kimyasal yontem mevcut olup, bunlar daha
once DNA ve diger biyomolekullerin immobilizasyonu igin kullanilan ydntemler
temel alinarak gelistirilmistir (Wittmann, 2005; Wittmann, 2006). Farkh yuzeyler
icin gelistirilmis aptamer immobilizasyon yodntemleri asagida ayrintili olarak

aciklanmigtir.

2.8.1. Altina Dogrudan Baglanma
2.8.1.1. Altin Yiizeylere Aptamer immobilizasyonu

Altin yazeyler ile gelistirilen ilk aptasensoérler 2002 yilinda yayimlanmigtir (Liss et
al., 2002). Ancak farkh ytzeyler kullanilarak olusturulan aptasensorler ile ilgili
veriler 1998 yilinda yayimlanmigtir (Potyrailo et al., 1998). Aptamerlerin altin
yuzeylere immobilizasyonu igin de kullanilan tiyol kimyasinin yayim tarihi DNA
hibridizasyon ¢alismalari kadar eskidir. Aptamerlerin altin ylzeylere tutuklanmasi
icin kullanilan yontemler genellikle biyolojik olmayan tek tabakalarin, tiyol araciligi
ile altin yuzeyine kimyasal absorpsiyon yontemini takip etmektedir. Tipik olarak
temizlenmis bir altin yuUzeyi, tiyollenmis aptamer iceren bir tampon c¢ozeltisine
daldirilarak aptamerin ylzeyde tek tabaka olusturmasi saglanmaktadir (Wittmann,
2005; Wittmann, 2006).

Bu tabaka; yuzey plazmon rezonans (SPR) (Baldrich et al., 2004), kuartz kristal
mikrobalans (QCM) (Liss et al., 2002), elipsometre (Balamurugan et al., 2006)
yontemlerinde kullanilan planar altin ylzeyler Gzerinde olusturulabilecegi gibi, altin

nanopartikiller Gzerinde de olabilmektedir (Bock et al., 1992). Altin yluzeylerde
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aptamer tek tabakalarinin olusturulma kolayligi goz onune alindiginda, bu yontem,
atomik  kuvvet mikroskobu (AFM) uclarinin ve kantilever uglarinin
fonksiyonellestirilerek aptamer ile hedef molekuli arasindaki etkilesimin

incelenmesinde de kullanilabilmektedir.

Aptamer tek tabakalarinin yapi ve bilegimlerinin belirlenmesi icin kullanilan yuzey
analiz yontemleri olarak; X-igini fotoelektron spektroskopisi (XPS), optik
ellipsometri, taramah prob mikroskopisi, reflektans infrared absorpsiyon
spektroskopisi ve temas agisi olgumleri kullaniimaktadir (Balamurugan et al.,
2008). Aptasensorler ve baglanma analizleri igin kullanilan analitik yontemler
arasinda ise; yuzey plazmon rezonans (SPR) spektroskopisi (Baldrich et al.,
2004), kuartz kristal mikrobalans (QCM) (Liss et al., 2002), ve diger kutle hassas
yontemler kullaniimigtir. Ancak en sik kullanilan yontemler flioresans (Potyrailo et
al., 1998) ve elektrokimyasal analiz teknikleridir (Xiao et al., 2005). Cizelge 2.3.’de

aptamer-ligand etkilesimlerini inceleyen farkl analitik ydontemler 6zetlenmistir.

Aptamerlerin altin ylzeylere immobilizasyonu igin tiyol kimyasi kullanildigindan,
uygun tiyol ucu iceren aptamer segimi de son derece dnemlidir. Tiyol ucu iceren
aptamerler Ug¢ boélimden olugsmaktadir; (1) tiyol (-SH) veya disulfit (-SSR) ucu, (2)
bir baglayici (veya “Spacer”) ve (3) aptamer dizisi (Sekil 2.8.). GUunumuze kadar
tiyol uclu aptamerler yalnizca planar altin yuzeyleri i¢in kullaniimis olup, altin
nanopartikuller igcin disulfit uglu aptamerler kullaniimigtir. Cogu tiyol uglu
aptamerler ticari olarak stabil simetrik, olmayan disulfit seklinde bulunmaktadir.
Aptamer-baglayici-S—-S—(CH;)sOH 6rneginde goértldigu Uzere, bu yapilarda bir
sulfir atomu aptamere bagh olup diger sulfur grubu merkaptohegzanole (MCH)
baghdir.

A ) — Au —_— Au )

Sekil 2.8. Tiyol ucu iceren aptamerler U¢ bolimden olusmaktadir; (1) tiyol (-SH)
veya disulfit (-SSR) ucu, (2) bir baglayici (veya “Spacer”) ve (3) aptamer dizisi.
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2.8.2. Fonksiyonel Olarak Modifiye Edilmis Yuzeylere Kovalent Baglanma
2.8.2.1. Modifiye Yuzeylerin Genel Kimyasi

Belirli bir ylzey (altin, silikat, polimer v.b.) aktif bir dis tabaka ile modifiye edildikten
sonra pek ¢ok farkli konjugasyon kimyasi kullanilabilmektedir. Yuzey
fonksiyonellestirme stratejisi, hangi fonksiyonel grubu igeren aptamerin
kullanilabilir formda bulunduguna gore secilmektedir. GUnimuzde amin, tiyol ya da
biyotin ucu iceren aptamer molekulleri rapor edilmistir. Bu durum immobilizasyon
icin kullanilacak kimyasal yontemleri ciddi oranlarda kisitlamaktadir. Biyotin uglu
aptamerler, yuzeye immobilize edilmis  avidine  veya  turevlerine
baglanabilmektedir. Amin veya tiyol grubu iceren aptamerlerin kovalent
baglanmasi ise, daha once literatirde ¢ok sik yayinlanan ve bu aktif gruplar
iceren  biyomolekullerin  immobilizasyonu i¢cin  kullanilan  yontemler ile
gerceklestiriimistir. Bu aptamer immobilizasyon yontemlerinin gcogu Sekil 2.9.'de

gosterilen reaksiyon kimyalarina uymaktadir (Klussmann, 2006).

Yuzeye baglamada en yaygin kullanilan tg¢ grup; (1) yuzey hidroksil, (2) amin ve
(3) karboksilik asit fonksiyonel gruplaridir. Hidroksillenmis yulzeyler éncelikle
karbonildiimidazol (CDI) ile modifiye edilmekte (Sekil 2.9a.) ve olugan reaktif ara
uriin, amino uglu aptamer ile stabil bir karbamat bagi olusturmaktadir. Amin ucu
iceren aptamerler ise, yuzey amin gruplari gluteraldehit ile (Sekil 2.9b.) veya
simetrik diisotiyosiyanat ile muamele edilerek immobilize edilebilmektedir (Sekil
2.9c.).

2.8.2.2. Altin Yizey Uzerindeki Kendiliginden Olusan Tek Tabakalar (SAM)
Uzerine Aptamer Baglanmasi

Altin yuzeyler, daha sonra aptamer immobilizasyonu icin ylzey uUzerindeki
kendiliginden olusan tek tabakalar (SAM) ile kolayca modifiye edilebilmektedirler.
Bu yontemin en buyuk avantaji, olusturulan tek tabakanin, aptamerlerin altin
yuzeyine spesifik olmayan adsorpsiyonunu engellemesidir. Nitekim o6zellikle ¢ok
saylda amin grubu iceren oligonukleotidlerin altin ylUzeyine spesifik olmayan
adsorpsiyonu sorun teskil etmektedir. Ayrica bu yontemle, ultra viyole (UV) 1s1gi
kullanilarak litografik desenler olusturulabilmektedir (Gronewold et al., 2005).

Ayrica fonksiyonellestiriimis tek tabakalar, daha sonra biyotin uglu aptamerlerin
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immobilizasyonu igin, yUzeye avidin veya turevlerinin baglanmasi igin de

kullaniimaktadirlar.
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Sekil 2.9. Aptamer molekillerinin ylzeye kovalent baglanma reaksiyonlarinin
kimyasi (Klussmann, 2006).
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2.8.2.3. Silikatlar veya Silikon Yuzeyler

Silikat veya silikon yuzeyler Uzerine yapilacak cogu uygulama; oncelikle yuzeyin,
dordincu degerlik bdlgesinde aminopropil veya glisidoksipropil kisimlari iceren
trialkoksisilan (trimetoksisilan, trietoksisilan v.b.) kullanilarak modifiye edilmesini
gerektirmektedir (Sekil 2.10.). Aptamer immobilizasyonu i¢in en sik kullanilan
yontemlerde, aminopropilsilan ile fonksiyonellegtirilmis yuzeyler kullaniimaktadir.
Ornegin gluteraldehit yiizey ile amin uglu aptamer arasinda bag kurmaktadir. Bir
diger sik kullanilan yéntemde ise 1,4 fenilen diizosiyanat dnce yuzeydeki amin
gruplari ile, sonra da aptamerin ucundaki amin grubu ile reaksiyona girmektedir
(Sekil 2.9¢.) (Gronewold et al., 2005).

Alternatif olarak tiyol ucu iceren aptamer de yuzeydeki amin gruplari Uzerinden
reaksiyona giren 1,4 fenilen diizosiyanat kullanilarak immobilize edilebilmektedir
(Sekil 2.9c.). Son olarak da, dnce ylzeydeki amin gruplari ile reaksiyona giren,
sulfosuksinimidil-4-(N-maleimidometil)-siklohegzan-1-karboksilat  (Liss et al,

2002), kullanilarak tiyol ucu igceren aptamer molekulleri yuzeye baglanabilmektedir.
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Sekil 2.10. Silikat veya silikon ylUzeyler U(zerine vyapillan aptamer
immobilizasyonunun genel reaksiyon kimyasi (Klussmann, 2006).

2.8.3. Biyokaplama Teknolojisi

Avidin ile biyotin arasindaki guclu etkilesim, aptamerler dahil pek ¢ok biyomolekul
immobilizasyonu igin yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu yontem uygulama
agisindan goreceli olarak kolay olmakla birlikte, biyotin ucu igceren aptamerin avidin

kapli bir yizey ile uygun tampon ¢dzeltisinde inkibasyonunu gerektirmektedir.

Yuzeylere avidin fizyosorpsiyon veya bilinen yontemlerle kovalent baglama ile

veya altin yuzeyler Uzerinde yuzey Uzerindeki kendiliginden olusan tek tabakalar
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(SAM) olusturmak suretiyle kaplanabilmekte, biyotin ucglu aptamerler ise ticari
olarak temin edilebilmektedir. Avidin veya turevleri silikat yuzeyleri Uzerine
kaplanmis sekilde veya polisitren yuzeyler Uzerinde kaplanmis streptavidin ticari
artnler olarak piyasada bulunmaktadir, ancak avidin kaplh altin yuzeyler hentz
ticarilestiriimemis oldugundan ancak laboratuar kosullarinda Uretilebilmektedir

(Balamurugan et al., 2008).

2.8.4. Aptamer immobilizasyonu igin Kullanilan Diger Yiizeyler

Aptamerlerin tek duvarli karbon nanotiplerle birlestirildigi “field effect transistor
(FET)” sensor sistemleri gelistiriimigtir. Aptamerlerin kliglk boyutlari, antikorlara
kiyasla buylk bir avantaj saglayarak, elektriksel ¢ift tabaka icinde baglanmayi
gerceklestirmektedir (yaklasik olarak 3nm’de). Bu durum sensor cevabinin
hassasiyetini arttirmaktadir. Ayrica aptamer molekdullerinin; DNA, antikorlar ve pek
¢cok enzimin aksine dehidrasyona dayanikli olmalari, patojen tespiti,
uzaklastirlmasi veya deaktivasyonu igin “biyoaktif kagit” teknolojisinin
geligtiriimesinde kullanimini gindeme getirmistir (Ho and Leclerc, 2004; Ho et al.,
2005).

Literatirde kuantum noktalara aptamer immobilizasyonu igin basit bir prosedur,
etiketlememis aptamerlerin kuantum noktalara astat-sodyum sulfit ¢ozeltisinde
adsorpsyonu Uzerinden gergeklestiriimistir (Choi et al., 2006). Bu calismalarda

model aptamer sistemi olarak genellikle HD-1 trombin aptameri kullaniimistir.

2.8.5. Kritik immobilizasyon Parametreleri
2.8.5.1. Baglayici

Aptamerlerin ylUzeylere immobilizasyonu, aptamerin ucundaki fonksiyonel gruba
baglanan bir baglayicinin kullanimini gerektirmektedir. Baglayicinin temel iglevi,
aptameri yuzeyde tutmak ve aptamere hedef analitin ulasabilmesini saglamaktir.
Baglayici her durumda, aptamerin ucundaki fonksiyonel gruba dogrudan bagli olan
bir alkil grubu icermektedir. Bu gurubu takiben bazen bir oligoetilen glikol ve/veya
oligonukleotid “spacer” bulunmaktadir. Her bir moduler tUnite baglayici tunite “X” ile
baglanmistir. “X” genellikle, otomatik DNA sentezinde kullanilan fosforamidit
kimyasi sonucu ortaya ¢ikan fosfat grubudur. En sik kullanilan alkil grubu

hegzametilen baglayicisidir [-(CH2)s—], ancak trimetilen [-(CH2)s—], nonametilen [—
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(CH2)o—] ve dodasean [—(CHy)i2—] baglayicilarinin  kullanildigi durumlar da

mevcuttur (Klussmann, 20006).

Literatirde aptamer immobilizasyonu Uuzerine yapilan c¢alismalarda genellikle
aptamerin baglanmasindan o6nce, bir oligonukleotid “spacer” grubu, baglayici
grubun bir parcasi olarak yapiya katiimistir (Balamurugan et al., 2008). “Spacer”
grup olarak oligonukleotidin kullanimi, otomatik DNA/RNA sentezi esnasinda
nukleotidlerin yapiya katilmalari 6zelliklerinin dogal bir sonucu olarak ortaya

¢cikmakta ve ¢ogunlukla degisen sayilarda timin (T) bazlarindan olugsmaktadir.

Bu durumun temel nedeni timin bazinin diger DNA bazlarina kiyasla cesitli
yuzeylere spesifik olmayan adsorpsiyon oraninin daha dustk olmasidir (Kimura-
Suda et al., 2003). “Spacer” grubundaki T nukleotid sayisi T4-Tyo araliginda
degisiklik gostermektedir. Bu durum, literaturdeki yuzey DNA hibridizasyonunda
kullanilan baglayici tasarimi igin de aynen gegerlidir (Baldrich et al., 2004).
“Spacer” grup olarak bagka oligonikleotidler de kullaniimistir. Ornegin altin
kaplanmig atomik kuvvet mikroskobu (AFM) uclarinin yuzeyine 15-mer trombin
HD-1 aptamerini baglamak igin 33-mer rastgele dizilimli oligonUkleotidi spacer
olarak kullanmiglardir. Daha kisa sekanslar da spacer olarak kullaniimigtir, IgE
aptameri icin 5'-GCGC-3' sekansini (Liss et al., 2002), HD-1 trombin aptameri igin
5'-CCAAC-3' sekansini altin ylzeylere immobilizasyon amaciyla kullanmiglardir.
Bu calismalarda ayrica, “spacer” grubun ayrilma sabitini ve ylzeye spesifik olarak

baglanan protein miktarini nasil iyilestirdigi de aciklanmigtir.

Literatirde 5'-GCGC-3' sekansinin “spacer” olarak kullanimi ile IgE igin ayrilma
sabitinin (kq) 3.6 nM duzeyine gelerek iyilestigini gosterilmistir (“spacer”
kullaniimadigi durumda ise 8.4 nM) (Liss et al., 2002). Ayrica 20 baz
uzunlugundaki oligotiminin sekansi “spacer” olarak HD-1 trombin aptameri ile
kullanildig1 zaman, spacer kullaniimadigi duruma kiyasla protein baglanmasinin iki
katina ¢iktigini gosterilmistir (Centi et al., 2007). Hegzaetilen glikol baglayicisi bes
bazli oligotimidin “spacer” sekansi ile birlikte kullanildigi durumda [HS—(CH;)e—
OPO3—(CH2CH0)s—TTTTT—aptamer], bu ydntemin sensoér ylzeyinde trombin
baglanmasini, yalnizca bes bazl oligotimidin kullanildigi duruma kiyasla dort kat

arttirdigini ortaya cikariimigtir (Balamurugan et al., 2006).
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Literaturde oligoetilen glikol baglayicilarinin, ylzeye immobilize edilmis DNA
molekullerinin hibridizasyon etkinligini de arttirdigi gosterilmistir (Hurst et al.,
2006). Dolayisiyla, oligoetilen glikol'in moduler bilesen olarak kullanimi, ylzeye
bagl oligonlkleotidlerin baglanma etkinliklerini arttiran genel bir yontem olarak

kabul gormektedir.

2.8.5.2. Aptamer Molekiillerinin 5' ile 3' Bolgelerinden immobilizasyonu

Baglayici ve fonksiyonel grup ucu vyuzeylere &' veya 3' bdlgelerinden
baglanabilmektedir. Literatirde aptasensor gelistiriimesi Uzerine yapilan
calismalarda her iki yontem de kullaniimaktadir. Baglayici ve fonksiyonel grup ucu
yuzeylere 5' veya 3' bolgelerinden baglanabilmeleri, biyotin uglu trombin, lizozim,
IgE ve risin aptamerleri icin incelenmigtir (Cho et al., 2006). Elde edilen sonuglar
ise farkh aptamer molekulleri i¢in degisiklik gostermektedir. Lizozim ve IgE
aptamerleri 3' ucundan immobilize edildiklerinde % 14-30 oraninda daha yuksek
hassasiyet gostermekte iken, risin ve trombin aptamerleri &' bdlgesinden

immobilize edildikleri zaman % 26-28 daha ylksek hassasiyet gostermiglerdir.

2.8.5.3. Aptamer Molekiillerinin Rejenerasyonu

Aptamer immobilize edilmig yuzeyler ile hedef ligandin etkilegsiminden sonra,
aptamer-ligand kompleksinin ayrilmasi, immobilize ylzeylerin tekrar kullanimi igin
dnemlidir. ideal olarak rejenerasyon cozeltilerinin hedef-aptamer arasindaki
etkilesimleri ortadan kaldirirken aptamer molekullerinin degredasyonuna neden
olmamasi gerekmektedir. Aptamer molekdulleri i¢in pek ¢ok rejenerasyon stratejisi
mevcuttur. Bu stratejiler; 1s1, konsantre tuz ¢ozeltisi, asidik veya bazik ¢ozelti, Ure
veya guanidinium hidroklorir gibi kaotropik ajanlar, sodyum dodesil sulfat gibi
surfaktantlar, EDTA gibi kelat olusturucu ajanlar veya bunlarin iki veya daha
fazlasinin kombinasyonunun ayni anda kullanimindan olugmaktadir (Andersson et
al., 1999).
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3. MATERYAL ve METOT

Sunulan c¢alismanin amaci, aptamer molekullerinin, yapilarinda herhangi bir
kimyasal modifikasyon gercgeklestiriimeden, tutuklanmasini saglamak igin
“etiketsiz” bir aptamer immobilizasyon yoénteminin arastiriimasidir. Bu hedef
dogrultusunda gergeklestirilen deneysel c¢alismalar alti temel asamada

tamamlanmistir.
Gergeklestirilen bu asamalar sirasi ile asagida verilmigtir;

1. Model aptamer sisteminin belirlenmesi ve secilen model aptamer yapilarinin

hedef molekdl ile gergeklestirdigi etkilesimlerin incelenmesi.

2. “Etiketsiz” aptamer immobilizasyonu prosesi igin, plazma polimerizasyonu

yontemiyle yuzey modifikasyonunun gergeklestiriimesi.

3. “Etiketsiz” aptamer immobilizasyonu prosesinin gerceklestirimesi icin

immobilizasyon parametrelerin belirlenmesi ve optimizasyonu.
4. “Etiketsiz” aptamer immobilizasyonu prosesinin gergeklestiriimesi.

5. “Etiketsiz” aptamer  immobilizasyonunun  kimyasal ve fiziksel

karakterizasyonu.

6. Geleneksel aptamer immobilizasyon yodntemleri ile “etiketsiz” aptamer

immobilizasyon yonteminin karsilastiriimasi.

Calismanin ilk basamaginda, “etiketsiz” aptamer immobilizasyon ydnteminin
geligtiriimesi slUrecinde kullanilacak model aptamer sistemi belirlenmigtir.
Gergeklestirilen literatir ¢calismasi, aptamer molekdillerinin kovalent bag yardimi ile
yuzeye immobilizasyonu tabanli analitik uygulamalarin birgogunun, model sistem
olarak trombin aptamerlerini kullanmakta oldugunu ortaya koymustur. Literatirde
en ¢ok kullanilan trombin aptamerleri; HD-1 (5'-GGTTGGTGTGGTTGG-3') olarak
adlandirilan ve HD-22 (5'-AGTCCGTGGTAGGGCAGGTTGGGGTGACT-3'") olarak
adlandirilan DNA fragmanlaridir. Bu ¢alismada model aptamer sistemi olarak 15
bazlik HD-1 fragmanina kiyasla daha yuksek afinite gosterebilen 29 bazlik HD-22

trombin aptameri kullaniimistir.
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Ayrica gergeklegtirilen deneysel calismalarin maliyetinin dugurtlmesi amaci ile
HD-22 trombin aptamerinin yani sira, 10 bazlik poliA DNA fragmanlari temin
edilmigtir. poliA DNA fragmanlari, molekuler yapisinin HD-22 DNA aptameri ile
benzerlik géstermesi ve bu molekulin HD-22 DNA aptamerine kiyasla daha az

maliyet ile temin edilebilmesi nedenleriyle, bu galismada kullaniimiglardir.

izotermal Titrasyon Kalorimetre (ITC), baglayici bir bilesenin eklenmesiyle
baslatilan kimyasal reaksiyonun gozlenmesi icin kullanilan termodinamik bir
tekniktir. HD-22 aptamerinin trombin enzimi ile gerceklestirdigi etkilesimler ve
reaksiyonlar ITC cihazi kullanilarak incelenmigtir. HD-22 aptamer-trombin enzim

kompleksinin termodinamik karakterizasyonu yine ITC cihazi ile gerceklestiriimistir.

“Etiketsiz” aptamer immobilizasyon prosesi igin immobilizasyon parametrelerin
belirlenmesi surecinde kuartz kristal mikrobalans (QCM) sistemi kullaniimigtir.
QCM kristallerinin yUzeyi plazma polimerizasyonu ydntemiyle yuzeyde (-POs)
gruplar olusturulacak sekilde modifiye edilmistir. Plazma polimerizasyon
parametreleri, ylzeye baglanan poliA miktari ve kaplamalarin sulu ortamdaki
stabiliteleri cinsinden optimize edilmistir. Bu immobilizasyon yontemi ile “etiketli”
aptamer immobilizasyonu, yuzeye baglanan oligonukleotid moleklll sayisi
cinsinden, aldehit grubu ile igaretlenmis oligonukleotid immobilizasyonu
gerceklestirilerek kiyaslanmistir. Gergeklestirilen deneysel ¢alismalarin maliyetinin
disurilmesi amaciyla, immobilizasyon parametrelerin  belirlenmesi ve
optimizasyonu surecinde model oligonlkleotid olarak poliA DNA fragmanlari

kullaniimistir.

PoliA molekulleri kullanilarak plazma polimerizasyon parametreleri belirlenen ve
optimize edilen “etiketsiz” aptamer immobilizasyon prosesi, bir sonraki asamada
HD-22 trombin aptameri ile tekrar edilmistir. Bu surec igerisinde immobilize HD-22
DNA aptamerinin trombin enzimi ile vyaptigi etkilesimler ayrintili olarak

incelenmistir.
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Calismanin son basamaginda HD-22 trombin aptamerinin “Etiketsiz” aptamer
immobilizasyon prosesinin sonucunda trombin enzimine kargi gosterdigi etkilegim,
oncelik ile serbest HD-22 trombin aptameri ile trombin enzimin ITC cihazi ile elde
edilen deneysel karakteristik 6zellikleri ile karsilastirimigtir. Yine bu slreg
icerisinde “etiketsiz” aptamer immobilizasyon prosesinin ile geleneksel aptamer

immobilizasyon yontemlerinin verimlilikleri karsilastiriimistir.
3.1. Materyal
3.1.1. Kimyasal Malzemeler

Calisma surecinde kullanilan HD-22 aptamer molekiilleri ve poliA DNA fragmanlari
yurtdisindan temin edilmistir (ISOLAB, Almanya). HD-22 ve poliA molekdillerinin
primer dizisi Cizelge 3.1.'de, ikincil yapilarinin kestirimi ise Cizelge 3.2.de
verilmistir. HD-22 aptamerlerinin hedef molekiuli olarak insan trombin enzimi
(Sigma, ABD) kullaniimigtir. Aptamer ve trombin ¢dzeltisi hazirlamak igin PBS
(0.154 M NaCl, 10 x PBS, Sigma, Almanya) tampon c¢ozeltisi ve nukleaz-
icermeyen su (Ambion, ABD) kullaniimigtir.

Calismanin immobilizasyon yonteminin gelistiriimesi asamasinda, immobilizasyon
yonteminin etkinliginin belirlenmesi amaciyla kuartz kristal mikrobalans (QCM)
sistemi kullaniimigtir. QCM sisteminde kristal olarak 5 MHz temel rezonans
frekansina sahip, AT kesim, elektrot materyali titanyum, dig kaplamasi altin olan
yuzeyi parlatiimis kristaller kullaniimistir (Maxtek, ABD). Kristallerin temizligi igin
etil alkol ve hegzan (HPLC Grade, Merk, Almanya) kullaniimistir. Kristallerin ylzey
modifikasyonu icin plazma polimerizasyonu sisteminde monomer olarak dietil fosfit
(DP), yuzeyde(-POs3) gruplarinin olusturulmasi, 1,2- Diaminosiklohekzan (DASH)
ise yuzeyde amin gruplarinin olusturulmasi amaciyla kullaniimigtir. DP (%98,
Aldrich, Almanya) ve DASH (Acros Organics, ABD) kimyasallarinin molekuler
yapilari va bag enerjileri (Sanderson, 1976; Sanderson, 1983) Cizelge 3.3.de
verilmigtir. QCM kristalleri Uzerine oligonukleotid immobilizasyonu, 0.01 M PBS
(0.154 M NaCl, pH 7.4, 10 x PBS, Sigma, Almanya) tampon c¢ozeltisinde
gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.1. Calisma kapsaminda kullanilan aptamer molekullerinin primer dizileri.

Aptamer Primer Dizi
HD-22 5'-AGTCCGTGGTAGGGCAGGTTGGGGTGACT-3'
poliA 5'-AAAAAAAAAA-3'

Cizelge 3.2. Calisma kapsaminda kullanilan aptamer molekilleri ve kestirilmis
ikincil yapilari (Tasset et al., 1997).

Aptamer Kestirilmis ikincil Yapi

HD-22 Cr_q G T
T G
q'l\ g"_*-__-b G

poliA
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3.2. Metot
3.2.1. Model Aptamer Sisteminin Belirlenmesi

Aptamer molekullerinin kovalent bag yardimi ile yuzeye immobilizasyonu tabanli
analitik uygulamalarin birgogunda model sistem olarak trombin aptamerleri
kullaniimaktadir (Brock et al., 1992; Pavlov et al., 2004; Potyrailo et al., 1998; Lee
and Walt, 2000; Hansen et al.,, 2006; Tasset et al., 1997). Literatirde
gerceklestiriimis calismalarda siklikla; HD-1 (5-GGTTGGTGTGGTTGG-3') ve
HD-22 (5-AGTCCGTGGTAGGGCAGGTTGGGGTGACT-3") trombin aptamerleri

kullaniimistir.

Cizelge 3.3. Calisma kapsaminda kullanilan monomerler ve bag enerjileri
(Sanderson, 1976; Sanderson, 1983).

Monomer Kapali Formiil Acik Formiil
S
e om (C2HsO)P(O)H H-P-0" “CHy
O._-CHs
NH,
1,2- Diaminosiklohekzan NH,
(DASH) CoHaN2
Bag Yapisi AH° (+) kcal/mol
C-N 73.0
H-P 77.0
C-C 83.0
C-O 85.5
P-O 90.0
H-N 93.0
H-C 99.0
P=0 110.0
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Trombin aptamerlerinin model aptamer sistemi olarak kullaniimasinin en 6nemli
nedenleri; (1) trombin aptamerlerinin kisa DNA fragmanlarindan olugmalarindan
dolayl kolay sentezlenebilmesi, (2) trombin aptamerlerinin  DNA aptameri
olmasindan dolayi U¢ boyutlu molekller yapisinin goéreceli olarak daha kararli
olmasi ve (3) trombin aptamerlerinin G-quarlet yapisinin alternatiflerine gére ¢ok
daha detayll bir sekilde karakterize edilmis olmasidir. Bu g¢alismada model
aptamer sistemi olarak 15 bazlik HD-1 (Brock et al., 1992) fragmanina kiyasla
daha yuksek afinite gosterebilen 29 bazlik HD-22 (Tasset et al., 1997) trombin

aptameri kullaniimistir.

Ayrica gerceklestirilen deneysel ¢aligmalarin maliyetinin dugurtlmesi amaci HD-22
trombin aptamerinin yani sira 10 bazlik poliA (5'-AAAAAAAAAA-3') DNA
fragmanlari kullaniimistir. PoliA DNA fragmanlarinin immobilizasyon parametreleri
belirlenirken kullaniimasinin temel nedenleri; (1) molekuler yapisinin HD-22 DNA
aptameri ile benzerlik géstermesi ve (2) bu molekillerin HD-22 DNA aptamerine

kiyasla daha az maliyet ile temin edilebilmeleridir.

3.2.2. izotermal Titrasyon Kalorimetre (ITC)

izotermal Titrasyon Kalorimetre (ITC), baglayici bir bilesenin eklenmesiyle
baglatilan bir kimyasal reaksiyonun gozlenmesi icin kullanilan termodinamik bir
tekniktir. ITC genellikle biyomolekuller etkilesimlerin karakterizasyonu igin tercih

edilen bir deneyel ¢alisma metodudur.

Maddeler baglandiginda i1si agiga c¢ikar veya absorbe edilir. Bu isinin olgtilmesi;
baglanma katsayisi (Ky), reaksiyon sitokiometrisi (n), entalpi (AH) ve entropi (AS)
degderlerinin dogru bir sekilde belirlenmesini saglamaktadir. ITC cihazinda ligand
¢cozeltisi iceren bir siringa makromolekll ¢oézeltisi iceren bir hlcre igine sabit
sicaklikta titre edilmektedir. Ligand, hucre igine enjekte edildiginde iki madde
birbirini etkiler ve 1s1 baglanmayla dogru orantili olarak serbest kalir veya absorbe
olur. Hucre igindeki makromolekul, liganda doymus hale geldiginde, sadece
gerideki seyrelme isisi gozlenene dek isi sinyali azalmaktadir (Salim and Feig,
2009, Feig, 2007). ITC cihazinin resmi Sekil 3.1.de verilmistir.
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Sekil 3.1. izotermal Titrasyon Kalorimetre (ITC) cihazi.

VP-ITC (MicroCal, ABD) sistemi, temel olarak 6rnek ve referans hicre arasinda
uretilen ve absorbe edilen 1sinin farka dayali 6lgimu igin hicre geribildirim agi
kullanan, son derece hassas bir izotermal titrasyon kalorimetredir. Termoelektrik
cihaz iki hucre arasindaki sicaklik farkini dlgmekte ve ikinci bir cihaz da hicreler
ve kapak arasindaki sicaklik farkini élgmektedir. Ornek hiicresi icinde, kimyasal
reaksiyonlar meydana geldiginde, 1si olusturulur veya absorbe edilir. Ornek ve
referans hucreler arasindaki sicaklik farki (AT4) ornek veya referans hicreye
uygun sekilde 1si eklenmesiyle geribildirim sistemi kullanilarak sifirlanir. Belirli
surede AT4= 0 esitligini saglamak igin gereken glcun integrali, ¢caligilan prosesten
cikan toplam isinin dlgisunu verir (Salim and Feig, 2009). Sekil 3.2.’de ITC

hdcreleri ve siringasi, Sekil 3.3.’de ise ITC cihazinin siringa sistemi gosterilmigtir.

HD-22 trombin aptameri ile trombin enzimi arasinda gerceklesen etkilesimler ve
reaksiyonlar MicroCal (ABD) firmasi tarafinda Uretilen VP-ITC cihazi kullanilarak
incelenmistir (VP-ITC, Merkezi Laboratuar, Molekliler Biyoloji, Biyoteknoloji AR-GE
Merkezi, ODTU, Ankara). Bu galisma sirecinde ITC cihazi; (1) 25°C sicaklik, (2)
10 pCall/sec referans gug, (3) 3 pl enjeksiyon hacmi, (4) 6 saniye enjeksiyon
suresi, (5) 240 saniye iki enjeksiyon arasi zamani ve (6) 300 rpm karistirma hizi
parametreleri ile kullaniimigtir. ITC cihazi kullanilarak gergeklestiriien deneylerde

uygulanan metot ve yontem asagida ayrintili olarak verilmigtir.
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Pipet

Pompa
Widas

Motor

Siringa

Ornek Referans
Hicresi Hicresi

. Dig

I'g

Ceket Kabuk

Sekil 3.2. ITC cihazinin hicreleri ve siringasi.

Sekil 3.3. ITC cihazinin siringa sistemi. Siringa ITC deneyi boyunca yerinde
doéner. Siringanin ucu ITC hcresi iginde surekli karigtirmayi saglamak i¢in adapte
edilmistir. Pompa bilgisayar kontrollidir ve ligand hacimlerini dogru sekilde
enjekte eder.
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3.2.2.1. Ornek Hiicresi ve Otomatik Pipet Siringasinin Temizlenmesi

Olasi deney kalintilarini temizlemek amaci ile ITC cihazinin érnek hucresi ve

otomatik pipet Unitesi her bir deney O6ncesi asagidaki prosedir izlenerek

temizlenmistir:

1.

(o]

Ornek hiicresi oda sicakliginda iken %10’luk deterjan ¢ozeltisi (Contrad-70)

ile doldurulmustur.
Termostat ayarlanarak 6rnek hicresi 65°C’ye getirilmigtir.
1 saat beklenmistir.

Termostat ayarlanarak oOrnek hucresinin  oda sicakligina gelmesi

saglanmistir.
Siringa yardimi ile deterjan 6rnek hucresinden uzaklastiriimigtir.
Ultra saf su ile 6rnek hicresi 6 kere yilkanmigtir.

Deneyde kullanilacak PBS (0.154 M NaCl, pH 7.4) tampon c¢odzeltisi ile 1
kere yikanmigtir ve hucrenin kuru kalmamasi igin tampon c¢ozelti

doldurulmustur.
Otomatik pipete 3 kere deterjan ¢ekilip birakilarak temizlenmistir.

Otomatik pipete 5 kere ultra saf su ¢ekip birakilarak yikanmistir.

10.Otomatik pipet 1 kere deneyde kullanilacak PBS (0.154 M NaCl, pH 7.4)

tampon ¢ozeltisi ile yikanmigtir.

3.2.2.2. Orneklerin Hazirlanmasi

ITC deneylerinde kullanilan trombin ¢ozeltisi 0.5 yM konsantrasyonunda ve PBS

(0.154 M NaCl, pH 7.4) tamponu igerisinde nukleaz-igermeyen su kullanilarak son

hacim 2 ml olacak sekilde hazirlanmistir.
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HD-22 aptamer ¢ozeltisi ise 30 yM konsantrasyonunda ve PBS (0.154 M NacCl, pH
7.4) tamponu igerisinde nukleaz-icermeyen su kullanilarak son hacim 400 pL
olacak sekilde hazirlanmistir. Aptamer c¢ozeltisi daha sonra 95°C’de 5 dakika

bekletiimis ve daha sonra 25°C’ye sabitlenmis oda sicakligina sogutulmustur.

3.2.2.3. Orneklerin ITC Hiicrelerine Yiiklenmesi

Referans hucresinin igerisine siringa yardimiyla 1.4 ml, trombin ve HD-22 aptamer
cozeltilerinin hazirlandigi, PBS (0.154 M NaCl, pH 7.4) tamponu yuklenmigtir.
Ornek hiicresinin icerisine ise siringa yardimi ile 1.4 ml trombin ¢ozeltisi
eklenmistir. HD-22 aptamer c¢ozeltisi ITC cihazinin otomatik pipet sisteminin
icerisine 295 ul miktarinda yuklenmig ve otomatik pipet sisteminin ucundaki siringa

ornek hucresinin icerisine yerlestirilmistir.

3.2.3. Kristal Temizligi

QCM kristallerinin  yUzeyleri, yuzeyde var olabilecek organik kalintilarin
uzaklastirilmasi amaci ile hegzan ve etanol kullanilarak temizlenmistir. YUzeydeki
hidrofilik kalintilarin uzaklastiriimasi amaciyla kristal ytzeyleri etanol ile yikanmis,
hemen ardindan yizeydeki hidrofobik kalintilarin uzaklastiriimasi amaciyla hegzan
ile yikanmistir. Kristaller ylzeylerinin kuruma esnasinda kirlenmesini engellemek

amacilyla, 1.5 bar basincindaki Argon gazi akiminda kurutulmustur.

3.2.4. QCM Sistemiyle Frekans Olgiimii

Pieozoelektrik kristallerin rezonans frekanslarinin dlgiimesi amaciyla salinim odlger
olarak Maxtek Ltd. (ABD) firmasindan temin edilen RQCM sistemi kullaniimigtir
(Sekil 3.4). Olciim sistemi, bir bilgisayar (Pentium 4, 32 MB RAM), bir frekans dlger
(Maxtek RQCM) ve kristalin yerlestirildigi prob sisteminden olugsmaktadir. Kristalin
rezonans frekansindaki degisim, cihaz ile birlikte verilen RQCM Data Log programi

kullanilarak kaydedilmistir.

RQCM  sistemi; plazma polimerizasyonu ile  gerceklestirilen  yuzey
modifikasyonlarinin etkinliginin ylzeyde biriken kitle cinsinden belirlenmesi, bu
yuzeylere oligonukleotid immobilizasyonu ve immobilize edilen oligonukleotid
miktarinin belirlenmesi amaglariyla kullaniimigtir. Frekans ol¢gimleri, ylzeye
immobilize edilen oligonukleotidlerin kantitatif olarak Sauerbrey esitligi ile

belirlenebilmesi igin havada gerceklestiriimistir (Ha et al., 2004).
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Sekil 3.4. Maxtek RQCM olgum sistemi.

3.2.5. Plazma Polimerizasyonu Sistemiyle Yiuzey Modifikasyonu

Yuzey modifikasyonlari, Diener Electronics PICO plazma polimerizasyonu sistemi
kullanilarak gergeklestiriimistir. Sisteme ait teknik veriler Cizelge 3.4’de verilmistir.
Yuzey modifikasyonundan &nce, plazma polimerizasyonu sistemi 0.1 mbar
basinca kadar vakumlanmig ve 100 W bosalim gucunde 30 dakika sureyle oksijen
plazmasi ile reaktortn igi temizlenmigtir. Kristal ornekler reaktore yerlestirildikten
sonra sistem 0.10 mbar basinca kadar vakumlanmistir. Kullanilacak monomer;
monomer girisine takilmis ve sisteme, reaktor igi basinci 0.14 mbar olacak sekilde
beslenmigtir. Plazma olusturuimadan once reaktor iginin monomer buhari ile
dolmasi igin 5 dakika sureyle monomer akigi saglanmistir. Farkli bogalim gucu ve

surelerinde plazma polimerizasyonu ile kristal ylizeyleri modifiye edilmigtir.

Cizelge 3.4. Diener Electronics PICO plazma polimerizasyon sisteminin teknik

verileri.
Ozellik Parametre
Kumanda Dolabi G 550 mm, Y 330 mm, D 500 mm
Hucre @ 150 mm, L 320 mm
Hucre Hacmi ~ 5 Litre
Gaz Girisi 2 Gaz Kanall
Alternator 13,56 MHz
Vakum Pompasi Leybold, Trivac D25B (2,5 m®h)
Kumanda Yari otomatik
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Cizelge 3.5. Calisma surecinde uygulanan plazma polimerizasyon parametreleri.

Monomer Bosalim Giicui (Watt) Sire (Dakika)
Dfe;t;lj E())sfft o5 5
DlezlD E())sflt 50 5
DieE:IDE())sfit 50 15
DieE:IDE())sfit 50 25
.Dle.E:ID Ec.))sflt 75 5
1,2- Dlarplljrjo?ss;_lﬂohekzan 45 5

3.2.6. Ylizey Modifikasyonunun Sulu Ortamdaki Stabilitesinin Belirlenmesi

Plazma polimerizasyonu yontemiyle ylzeyde olusturulan kaplama tabakasinin,
Ozellikle metal ylUzeylerde, sivi ortamla etkilesim halinde yuzeyden ayrilabildigi
bilinmektedir. DP monomeri kullanilarak gergeklestirilen kaplamanin sivi ortamdaki
stabilitesi, farkli plazma polimerizasyonu parametrelerinde kaplanan kristallerin
osilasyon frekanslarinin kaplama isleminin hemen ardindan odlgulmesi, daha sonra
bu ylzeylerin deiyonize su igerisinde 200 rpm karistirma hizinda 2 saat sureyle

bekletildikten sonra tekrar dlgulmesi ile belirlenmistir.

3.2.7. Aptamer Molekullerinin Yapisinda Aldehit Grubu Olusturmasi

Literaturde biyolojik makromolekullerin yapisina aldehit grubu kalintilari eklemenin
temel iki yolu bulunmaktadir: (1) diyol iceren karbonhidrat veya molekullerin
oksidasyonu (DNA molekilinde 3' (-OH) grubu, RNA molekilinde 2' ve 3' (-OH)
gruplari) ve (2) amino gruplarinin aldehitlerle modifikasyonu. Her iki durumda da
aldehitler, ¢ok iyi bilinen Schiff baz olusumu ile yuzey aminleri ile kovalent
baglanabilmektedir. Periyodat aktivasyonu, seker kalintilarindaki bitisik (-OH)
gruplarinin aldehite donusturualmesinde kullanilan en temel yontemdir. Periyodat,
bitisik (-OH) gruplarini tagiyan C-C bagini kirmakta ve (-OH) gruplarini aldehite
donusturmektedir. Terminal cis-glikoller, formaldehit formunda bir karbon
kaybederek 2' C atomunda bir aldehit grubu meydana gelmektedir (Hermanson,
1996).
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Plazma polimerizasyonu-DP yontemi ile “etiketsiz’ aptamer immobilizasyon
yonteminin etkinligini kiyaslamak amaciyla, aldehit ile etiketlenmis poliA DNA
fragmanlarinin amin grubu iceren yuzeye (plazma polimerizasyonu-DASH)
immobilizasyonu incelenmistir. PoliA molekillerinin aldehit grubu ile etiketlenme

prosesi asagida ayrintili olarak agiklanmistir.

PoliA ¢ozeltisi PBS (0.154 M NaCl, pH 7.4) tamponunda 1 mg/mL
konsantrasyonunda hazirlanmis ve 0°C’de tutulmustur. Bu ¢ozelti igerisine son
konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde sodyum periyodat eklenmistir. Karigim
iIsiktan korunarak oda sicakhidinda 30 dakika sureyle bekletilmistir. Cdzeltinin
hacmi basina 0.1 mL gliserol eklenerek reaksiyon durdurulmustur. Bu c¢ozelti

immobilizasyon i¢in dogrudan kullaniimigtir (Hermanson, 1996).

3.2.8. Oligoniikleotid immobilizasyonu

3.2.8.1. Plazma Polimerizasyonu-DP Yontemiyle Modifiye Edilmig Yuzeylere
Model Oligoniikleotid Immobilizasyonu

Etiketsiz aptamer immobilizasyonu icin model oligonukleotid olarak poliA DNA
fragmanlari kullaniimistir. Model oligonukleotid immobilizasyonu; oda sicakliginda
(25°C) gergeklestirilmistir. Bu amagla poliA molekulleri, 1 uM konsantrasyonunda
PBS (0.154 M NaCl, pH 7.4) tamponu igerisinde hazirlanmis ve ylzey
modifikasyonu gerceklestirilen kristal yluzeyleri Uzerine, ylzeyi kaplayacak sekilde
yaklasik 0.5 mL hacminde damlatilarak 12 saat sureyle immobilizasyona
birakilmistir. Kristal ylzeyleri, immobilizasyon isleminden sonra, yluzeyde kalmis
olabilecek baglanmamis oligonukleotidlerin uzaklastiriimasi amaciyla sirasiyla
deiyonize su, PBS (0.154 M NacCl, pH 7.4) tamponu, 1 M NaCl ¢ozeltisi ve tekrar

deionize su ile yikanmistir.

3.2.8.2. Plazma Polimerizasyonu-DASH Yontemiyle Modifiye Edilmig
Yuzeylere Model Oligoniikleotid Immobilizasyonu

Model oligonukleotid immobilizasyonu; oda sicakhginda (25°C) gergeklestiriimistir.
Bu amacla dnceden yapilarinda aldehit gruplari olusturulmus olan poliA DNA
fragmanlari, 1 uM konsantrasyonunda pH 7.4 olacak sekilde PBS (0.154 M NaCl,
pH 7.4) tamponu igerisinde hazirlanmis ve yuzey modifikasyonu gergeklestirilen
kristal yuzeyleri Uzerine, yuzeyi kaplayacak sekilde yaklasik 0.5 mL hacminde

damlatilarak 12 saat slreyle immobilizasyon surecine birakilmistir. Kristal
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yuzeyleri, immobilizasyon igleminden sonra, yuzeyde kalmis olabilecek
baglanmamis oligonukleotidlerin uzaklagtiriimasi amaciyla sirasiyla deiyonize su,
PBS (0.154 M NaCl, pH 7.4) tamponu, 1 M NaCl ¢ozeltisi ve tekrar deionize su ile

yikanmigtir.

3.2.9. Yiizey Karakterizasyonu
3.2.9.1. Atomik Kuvvet Mikroskobu (AKM)

Plazma polimerizasyonu yontemiyle gercgeklestirilen kaplama prosesi ve yuzeye
oligonukleotid immobilizasyonu sonrasi ylzeylerin fiziksel karakterizasyonu,
atomik kuvvet mikroskobu (AKM) kullanilarak elde edilmistir (PSIA, XE-100E,
UNAM-Malzeme Bilimi ve Nanoteknoloji Enstitiisti, Ankara). Kullanilan AKM
teknigi “Taramali Prob Mikroskopisi” basligi altinda bir alt teknik olup analiz
derinligi 10 A’ dur. Yiizey cok ince bir ug ile taranarak yiizey topografyasi hakkinda
bilgi edinilmektedir. Bu yontem ile yuzeyde oligonukleotid varliginin dogrulanmasi

amaglanmistir.

3.2.9.2. X-1s1n1 Fotoelektron Spektroskopisi (XPS)

Yuzeylerin kimyasal karakterizasyonu her basamakta, ayni parametrelerde kuartz
kristallerle birlikte islem goérmus altin kapli cam referanslar (1x1 cm) Uzerinden
yapilmistir.  YUzeylerin  kimyasal karakterizasyonu, X-isini  fotoelektron
spektroskopisi (ESCA veya XPS) yontemi ile yapilmistir. Bu teknikle, ylzeyin 15-
100 A derinligi hakkinda bilgi edinilmektedir. Altin kapli cam 6rneklerin, plazma
polimerizasyonu Oncesi, plazma polimerizasyonu sonrasi ve poliA DNA
fragmanlarinin immobilizasyonu sonrasi ayri ayri XPS spektrumlari elde edilmigtir.
Analiz boyunca, Mg Ka isin kaynagi kullaniimistir (SPECS IE200, Merkezi
Laboratuar, AR-GE Egitim ve Olgme Merkezi, ODTU, Ankara).

3.2.10. “Etiketsiz” Aptamer immobilizasyonu
3.2.10.1. HD-22 DNA Aptameri immobilizasyonu

Etiketsiz aptamer immobilizasyonu i¢in model aptamer sistemi olarak HD-22 DNA
aptamerleri  kullanilmistir. HD-22 DNA aptamerleri immobilizasyonu; oda
sicakhginda (25°C) gerceklestiriimistir. HD-22 aptamer c¢ozeltisi ise 10 yM
konsantrasyonunda ve PBS (0.154 M NaCl, pH 7.4) tamponu igerisinde nukleaz-

icermeyen su kullanilarak hazirlanmigtir. Aptamer ¢dzeltisi daha sonra 95°C’de 5
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dakika bekletimis ve daha sonra 25°C’ye sabitlenmis oda sicakligina

sogutulmustur.

Hazirlanan HD-22 aptamer ¢ozeltisi yuzey modifikasyonu gerceklestirilen kristal
yuzeyleri Uzerine, yuzeyi kaplayacak sekilde vyaklasik 0.5 mL hacminde
damlatilarak 12 saat sureyle immobilizasyona birakilmistir. Kristal yuzeyleri,
immobilizasyon isleminden sonra, yuzeyde kalmis olabilecek, baglanmamis HD-22
aptamer molekullerinin uzaklastiriimasi amaciyla sirasiyla deiyonize su, PBS
(0.154 M NaCl, pH 7.4) tamponu, 1 M NaCl ¢oOzeltisi ve tekrar deionize su ile

yikanmigtir.

3.2.10.2. immobilize HD-22 DNA Aptamerleri Trombin Enzimi Etkilegimi

immobilize HD-22 DNA aptamerleri, trombin enzimi etkilesiminin incelenmesi
amacilyla, trombin ¢dzeltisi 5.5 uM ve 11 yM konsantrasyonlarinda ve PBS (0.154
M NaCl, pH 7.4) tamponu icerisinde nulkleaz-icermeyen su kullanilarak

hazirlanmistir.

0.5 mL hacminde hazirlanan trombin ¢ozeltileri, HD-22 aptamer immobilize edilmis
kristal yUzeylerine damlatarak 15 dakika sureyle orbital ¢alkalayicida birakiimistir.
Bu islemi takiben kristal yuzeyi PBS (0.154 M NaCl, pH 7.4) tamponu ile yikanmis
ve 1.5 bar basincindaki Argon gazi akiminda kurutulmustur. Bu igslem frekans

sapmasi sabit bir degere gelene kadar tekrarlanmistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR ve TARTISMA

Aptamer molekdllerinin, vyapilarinda herhangi bir kimyasal modifikasyon
gerceklestirimeden, tutuklanmasini saglamak icin “etiketsiz” bir aptamer
immobilizasyon yonteminin aragtirilmasi amaciyla gergeklestirilen bu arastirmanin,

deneysel ¢caligmalari asagida ayrintili olarak sunulmustur.

4.1. izotermal Titrasyon Kalorimetre (ITC)

izotermal Titrasyon Kalorimetre (ITC) cihazi 25°C’de HD-22 trombin aptamerinin
trombin enzimi ile yaptigi etkilesimin incelenmesi amaciyla kullaniimigtir. Olasi
deney kalintilarini temizlemek igin ITC cihazinin 6érnek hucresi ve otomatik pipet
unitesi her bir deney oncesi yukarida ayrintili bir sekilde agiklanan prosedur
izlenerek temizlenmistir. Calisma surecinde kullanilan trombin ¢oézeltisi 0.5 pM
konsantrasyonunda ve PBS (0.154 M NaCl, pH 7.4) tamponu igerisinde, nikleaz-
icermeyen su kullanilarak son hacim 2 ml olacak sekilde hazirlanmistir. HD-22
aptamer ¢ozeltisi ise 30 yM konsantrasyonunda ve PBS (0.154 M NaCl, pH 7.4)
tamponu igerisinde nikleaz-icermeyen su kullanilarak, son hacim 400 uL olacak
sekilde hazirlanmigtir. ITC cihazina érnek ytkleme slrecinde PBS, trombin ve HD-
22 aptamer c¢ozeltileri kaynakl siringa igi baloncuk olusumunu engellemek
amaciyla, her u¢ ¢ozelti 25°C’de vakumlu ThermoVac (ABD) degaz unitesinden

gegirilerek igerdikleri olasi ¢ézinmuUs gazlardan arindiriimiglardir.

ITC cihazi; (1) 25°C sicaklik, (2) 10 uCal/sec referans gug, (3) 3 ul enjeksiyon
hacmi, (4) 6 saniye enjeksiyon suresi, (5) 240 saniye iki enjeksiyon arasi zamani
ve (6) 300 rpm karnigtirma hizi parametreleri ile kullaniimigtir (VP-ITC, Merkezi
Laboratuar, Molekiiler Biyoloji, Biyoteknoloji AR-GE Merkezi, ODTU, Ankara).

ITC cihazinin referans hicresinin icerisine PBS (0.154 M NaCl, pH 7.4) tamponu
konulmustur. Ornek hiicresine yiiklenmig1.4 ml trombin ¢ozeltisi, otomatik pipet
sistemi igerisindeki 295 ul HD-22 aptamer ¢ozeltisi (Th-HD22) ile titre edilmigtir.
Calisma surecinde dilisyondan kaynaklanan termal degisimleri ortadan kaldirmak
amaciyla, kontrol deneyi olarak 1.4 ml trombin ¢ozeltisi icerisinde HD-22 aptamer

bulundurmayan 295 ul PBS tampon ¢ozeltisine (Th-PBS) titre edilmigtir.
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Bu ¢alismada kalorimetrik entalpi her bir enjeksiyon i¢in Th-PBS titrasyonu sonucu
elde edilen dilisyon isisinin, Th-HD22 entalpi degerlerinden cikariimasi ile
dizeltilmistir (Pagano et al., 2008). ITC cihazi kullanilarak elde edilen kalorimetrik
veriler, cihaz ile birlikte verilen MicroCal ORIGIN paket programinin yardimi ile
analiz edilmigstir. Gergeklestirilen dogrusal olmayan regresyon analizleri literatirde
ITC cihazi kullanilarak trombin aptameri ve trombin enzimi arasindaki
etkilesimlerin inceledigi ¢calismalara paralel olarak MicroCal ORIGIN programinin
baglanma modelleri moduli (Pagano et al., 2008; Nallagatla et al., 2009)

kullanilarak gergeklestiriimistir.

25°C’de trombin enziminin HD-22 aptamer c¢ozeltisi icerisine kalorimetrik
titrasyonunun sonuglari (Th-HD22) Sekil 4.1a.’da verilmistir. Sekil 4.1b.’de ise Th-
HD22 kalorimetrik tltrasyon verilerinden Th-PBS kontrol deneyinin g¢ikariimasi
sonucu, dilisyondan kaynaklanan termal degisimler elimine edilmis deney
sonuglari (Th-HD22/PBS) sunulmustur.

Sekil 4.1b."de gozlenen Th-HD22/PBS isi1 piklerinin alanlari MicroCal ORIGIN
programinin yardimi ile entegre edilmistir. Elde edilen is1 degisimleri, enjekte
edilen trombin ¢dzeltisinin molar degerine bdlinerek Sekil 4.2.’de sunulmus

termogram verileri hesaplanmistir.

Literatirde HD-1 aptameri (ve turevleri) ile trombin enziminin etkilesimlerinin
termodinamik karakterizasyonunun gerceklestirildigi ¢alismalarda, genellikle
MicroCal ORIGIN programinin  bagimsiz tek baglanma bodlgesi modeli
kullaniimistir (Pagano et al., 2008; Nallagatla et al., 2009). 1992 yilinda Bock ve
arkadaslan tarafindan bulunan HD-1 aptamerinin, trombin molekull ile
gerceklestirdigi  etkilesim ayrintili  bir sekilde karakterize edilmis ve HD-1
aptamerinin trombin molekulinin exosite | bdlgesine baglandigi tespit edilmigstir
(Bock et al., 1992; Wu et al., 1992; Paborsky et al., 1993; Tsiang et al., 1995).
Ancak HD-1 aptamer-trombin kompleksi ile gergeklestirilen kristalografi
c¢alismalari, HD-1 aptamerinin trombin enziminin hem exosite | bolgesine hem de
exosite Il bolgesine baglanabildigini ortaya koymustur (Padmanabhan et al., 1993;
Padmanabhan and Tulinsky 1996).
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a) Th-HD22 Kalorimetrik Tltrasyon Sonuglari
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b) Th-HD22/PBS Kalorimetrik Tltrasyon Sonuglari
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Sekil 4.1. ITC cihazinda gergeklestiriimis Th-HD22 ve Th-HD22/PBS deneylerinin
kalorimetrik tltrasyon sonuglari.
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Sekil 4.2. Th-HD22/PBS kalorimetrik tltrasyon verilerinin  MicroCal ORIGIN
programi ile olusturulmus termogrami.

Literatlrdeki genel olarak kabul goéren exosite | bolgesine spesifik HD-1 aptameri
yaklasimi, ITC cihazi ile gercgeklestiriien termodinamik karakterizasyon
calismalarinda bagimsiz tek baglanma bolgesi modeli kullanilmasina sebep
olmustur (Nallagatla et al., 2009). Ancak Sekil 4.1b.’de verilen dilisyon kaynakli
termal degisimler elimine edilmis kalorimetrik titrasyon verilerinin (Th-HD22/PBS)
taban cizgisinde gbézlenen kayma, Th-HD22/PBS verilerinin analizinde bagimsiz
tek baglanma bolgesi modelinin gecerliligini ortadan kaldirmigtir (MicroCal., 2004).
Sekil 4.2.de verilen MicroCal ORIGIN programi ile olusturulmus Th-HD22/PBS
kalorimetrik tltrasyon verilerinde gdézlemlenen pik, HD-22 aptamerinin trombin
enzimi arasindaki etkilesimlerin iki ayri bolgede gercgeklestigini gdstermektedir. Bu
calisma surecinde Sekil 4.2.'de verilen Th-HD22/PBS kalorimetrik titrasyon verileri
ile uyumlu olarak, Padmanabhan tarafindan 1993 ve 1996 yillarinda 6nerilen

exosite spesifik olmayan baglanma modelinin kullaniimigtir.
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Th-HD22/PBS kalorimetrik titrasyon verilerinin entegre edilmis molekuler
baglanma grafigi, sirali baglanma ve iki baglanma bdlgesi modelleri ile test
edilmistir. MicroCal ORIGIN programiyla gergeklestirilen Th-HD22/PBS baglanma
analizlerinde sirali baglanma modeli kullanilarak elde edilen veriler, alternatifine
(iki baglanma bdlgesi modeli) kiyasla yuksek guven aralidinda (minumum hata
orani ve en iyi uyum) sonu¢ Uretmigtir. Cizelge 4.1."de Th-HD22/PBS termogram
verilerine sirali baglanma modeli uygulanarak elde edilmis Kp1, AH¢, AS1 ve Kpo,

AHy, AS; degerleri sunulmustur.

Cizelge 4.1. Th-HD22/PBS termogram verilerine sirali baglanma modeli
uygulanarak elde edilmis Kyp1, AH4, AS ve Ky, AHy, AS, degerleri.

Aptamer* Kp1 (M) AHq (cal mol™) A8 (cal mol” K™)
Th-HD22/PBS 4.07 x 10’ 5.820 x 10* 230
(25°C) (+1.6 x 10°) (+2.04 x 10%)
Aptamer* Koz (M) AH; (cal mol™)  AS; (cal mol” K™)
Th-HD22/PBS 3.43 x 10° -7.056 x 10* 207
(25°C) (+2.2 x 10") (+1.40 x 10%)

" Standart sapmalar MicroCal Origin 7.0 programi kullanilarak hesaplanmistir.

HD-22 aptamer-trombin enzim kompleksinin termodinamik karakterizasyonu
(Cizelge 4.1) verileri “Es. 4.1.” olarak asagida verilen denklemde uygulanarak
Gibbs Serbest Enerji (AG) degerleri ve “Es. 4.2.” olarak asagida verilen denklemde
uygulanarak ise Ayrilma Sabiti (kq) hesaplanmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge

4.2.’de verilmigtir.

AG = AH — TAS (4.1)

“Es. 4.1.” denkleminde; AG = Gibbs Serbest Enerji (kcal.mol™"), AH = Entalpy
(kcal.mol™), AS = Entropy (kcal.mol™") ve T = Sicaklik (Kelvin) parametrelerini ifade

etmektedir.
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kg =— (4.2)

“Es. 4.2.” denkleminde; kq = Ayrilma Sabiti (nM), k, = Baglanma Sabiti (hM™")
parametrelerini ifade etmektedir.

Cizelge 4.2. HD-22 aptameri ile trombin enzimi arasindaki etkilesimlerinin
termodinamik karakterizasyonu sonucu hesaplanmis gibbs serbest enerji (AG) ve
ayrilma sabiti (kq) degerleri.

Aptamer* kg1 (M) AG1 (kcal mol™)
Th-HD22/PBS 24.57
(25°C) (£6.25) -10.34
Aptamer* kg2 (NM) AG; (kcal mol™)
Th-HD22/PBS 291.54
(25°C) (+45.45) -31.27

" Standart sapmalar MicroCal Origin 7.0 programi kullanilarak hesaplanmistir.

Th-HD22/PBS baglanma analizlerinin  gerceklestirildigi MicroCal ORIGIN
programinin sirali baglanma modeli, iki baglanma bdlgesi parametresi ile
kullaniimistir. Sirali baglanma modeli, birbirinden bagimsiz baglanma bdlgelerine
sahip olan molekillerin reaksiyon kinetiklerinin  belirlenmesi amaciyla
kullaniimaktadir (MicroCal., 2004). Sirali baglanma modeli kullanilarak yapilan
analizler, HD-22 aptamerinin trombin molekulinde birbirinden bagimsiz iki bolgeye
bagladigini gdstermektedir. Cizelge 4.1.de verilen HD-22 aptamer-trombin enzim
kompleksinin termodinamik karakterizasyonu sonucu HD-22 aptamerinin trombin
enzimi Uzerinde exosite Il bdlgesine yuksek afinite ile baglanirken, exosite |
bolgesine de dusuk bir afinite ile baglaniyor olabilecegini ortaya koymustur. Sekil
4.2.’deki baglanma kinetigi, HD-22 aptamerinin trombin enzimi ile etkilesiminin

kooperatif baglanma karakteristikleri gosterme olasiligini ortaya koymaktadir.
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HD-22 aptamerinin Cizelge 4.1.de gosterilen ayrilma sabiti degerleri; exosite Il
bdlgesi igin kq1=24.57 (£6.25) nM ve exosite | bolgesi igin kq,=291.54 (+45.45) nM
olarak hesaplanmigtir. HD-22 aptamerinin literatirde genel kabul goren ayriima
sabiti k¢=0.5 nM (exosite Il bolgesi spesifik) olarak filtre baglanma deneyleri
sonucu ortaya konmustur (Bock et al., 1992; Cho et al., 2006). Ancak ITC
metodolojisinin filtre baglanma deneylerine kiyasla daha hassas o6lgime olanak
tanimasindan dolayi, ITC kullanilarak gergeklestirilen c¢alismalarda standart
ayrilma sabiti dederlerinden farklilik gésteren kq dederleri hesaplanmistir (Pagano
et al., 2008; Nallagatla et al., 2009).

2008 yilinda Pagano ve arkadasglari tarafindan ITC cihazi kullanilarak
gerceklestirilen HD-1 trombin aptamerinin (exosite | bolgesi spesifik) termodinamik
karakterizasyonu sonucu, ayrilma sabiti degeri ky=333.33 nM olarak bulunmustur.
Bu sonug filtre baglanma deneyleri ile hesaplanan ayriima sabiti degerlerinin
yaklagik 30 kat daha fazladir (Pagano et al., 2008). ITC cihazinin hassasiyeti g6z
onune alindiginda, HD-22 aptamerinin termodinamik karakterizasyonu sonucu
elde edilen ayrilma sabiti dederleri (kq1 ve kg2) hem exosite | bdlgesi hem de

exosite Il bolgesi igin beklenilen degerler araligi icindedir.
4.2. Plazma Polimerizasyonu ile Yuzey Modifikasyonu

Plazma polimerizasyonu yontemi ile Dietil Fosfit (DP) monomeri kullanilarak ylzey
modifikasyonlari gergeklestiriimigtir. Ylzeyde olusturulan kaplamanin varhgi ilk
asamada, modifiye edilen kristallerin osilasyon frekanslarinda gergeklesen degisim
ile belirlenmigtir. QCM dlgum sisteminde kullanilan kristallerin  plazma
polimerizasyonu yontemi ile modifikasyonu déncesi ve 25 W, 50 W ve 75 W
bosalim guclnde beser dakika slre ile modifiye edildikten sonraki osilasyon
frekanslari ile frekans dususleri Cizelge 4.3.de verilmistir. Her bir kristal icin

frekans Olgumleri 5 kere tekrar edilerek standart sapmalari hesaplanmistir.
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Cizelge 4.3. QCM o6lgum sisteminde kullanilan kristallerin plazma polimerizasyonu
yontemi ile modifikasyonu 6ncesi ve 25 W, 50 W ve 75 W bosalim gucinde 5
dakika slre ile modifiye edildikten sonraki osilasyon frekanslari ile frekans
dususleri.

Plazma Plazma

polimerizasyonu polimerizasyonu ARk
Kristal* .. . . . sapmasi, AF
dncesi osilasyon  sonrasi osilasyon " \p )
frekansi (MHz) F1  frekansi (MHz) F 2-F1
PP-DP
(25W5dk)  O003.561(x 14 Hz)  5.003.594 (+ 19 Hz) +33
PP-DP
(50W5dk) 5.012.225 (+1Hz)  5.012.214 (1 Hz) 11
PP-DP
(75W5dk) 5.010.080 (t8 Hz) ~ 5.010.087 (7 Hz) +7

" Standart sapmalar, her bir kristal igin frekans élgiimleri 5 kere tekrar edilerek
hesaplanmisgtir.

Yukarida verilen sonuglar, plazma polimerizasyonu ile kristal yuzeylerinde DP
monomeri kullanilarak, yalnizca 50 W bosalim gucu ve 5 dakika modifikasyon
suresi ile kaplama yapilabildigini gostermistir. Bu parametre i¢in AF degeri -11
Hz'dir. 25 W ve 75 W bosalim gugleri i¢in elde edilen pozitif AF dederleri; ylizeyde
kaplama yerine, yuzeyden pargalarin ayriimasi ile “etching” gerceklestigini
gOstermektedir. Bu sonuglardan yola ¢ikilarak, plazma polimerizasyonu igleminde
bosalim gulcu olarak 50 W segcilmistir. 50 W bosalim gucinde 15 ve 25 dakikalik
modifikasyon surelerinin kristal ylizeyindeki kaplama islemine etkisi belirlenmis ve

sonuglari Cizelge 4.4.’de verilmigtir.

Cizelge 4.4. 50 W bosalim gucunde 15 ve 25 dakikalik plazma polimerizasyonu
yontemi ile modifikasyon strelerinin kristal ylzeyindeki kaplama islemine etkisi.

Plazma Plazma Frekans
Kristal* Pollm(?rlze_lsyonu pollmerlza.syonu sapmasi, AF
oncesi osilasyon sonrasi osilasyon (Hz) (F2-F1)
frekansi (MHz) F4 frekansi (MHz) F, 271
PP-DP
(50W5dk) 5.012.225 (+1 Hz) 5.012.214 (1 Hz) -11
PP-DP 5.007.055 (10 Hz)  5.006.688 (+3 Hz) 367
(50W15dk) T - U -
PP-DP
(50W25dk) 5.010.090 (x4 Hz) 5.009.995 (+2 Hz) -94

" Standart sapmalar, her bir kristal icin frekans élgiimleri 5 kere tekrar edilerek
hesaplanmistir.
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Bu sonuglara gore, plazma polimerizasyonu yontemi ile 50 W bosalim gucunde,
islem suresi 5 dakikadan 15 dakikaya cikartildiginda, kristal yuzeyindeki kutle
birikimi artmakta ancak islem siresinin 15’den 25 dakikaya ¢ikartiimasiyla kristal
yuzeyindeki katle birikimi tekrar azalmaktadir. Bu durum plazma polimerizasyonu
yonteminin dogasiyla uyumludur. Buna gore islem siresi arttikca baslangigta
birikim miktari artmakta ve reaktordeki baskin reaksiyon birikim olmaktayken,
islem suresi uzadikga, yuzeyde etching islemi baskin hale gelmektedir. Yukarida
elde edilen sonuglar 1s1ginda oligonukleotid immobilizasyonu amaciyla, ¢alismanin
ilerleyen basamaklarinda 50 W bosalim glicu ve 5, 15 ve 25 dakikalik islem suresi

ile modifiye edilmis kristallerin kullanimi uygun gértlmustar.

4.3. Yuzey Modifikasyonunun Sulu Ortamdaki Stabilitesinin Belirlenmesi

DP monomeri kullanilarak gergeklestiriimis ylzey modifikasyonunun sulu
ortamdaki stabilitesi, kristallerin plazma polimerizasyonu iglemi sonrasi ve sulu
ortamla etkilesimleri sonrasi osilasyon frekanslarinin dlgiimesi ile belirlenmis ve
Cizelge 4.5.de verilmistir. Her bir kristal igin frekans olgumleri 5 kere tekrar

edilerek standart sapmalari hesaplanmistir.

Cizelge 4.5. DP monomeri kullanilarak gergeklestiriimis ylzey modifikasyonunun
sulu ortamdaki stabilitesi, kristallerin plazma polimerizasyonu islemi sonrasi ve
sulu ortamla etkilesimleri sonrasi osilasyon frekanslari.

Plazma Sulu ortam

olimerizasyonu ile etkilegim el
Kristal* P erizasy s sapmasy, AF
éncesi osilasyon  sonrasi osilasyon L \p )
frekansi (MHz) F, frekansi 2-F1
PP-DP
(50W5dk) 5.012214 (1 Hz)  5.012.212 (4 Hz) 0
PP-DP
(50W15dk) 5.006.688 (+3 Hz) 5.006.890 (+5 Hz) +202
PP-DP
(50W25dk) 5.009.995 (+2 Hz) 5.009.995 (+2 Hz) 0

" Standart sapmalar, her bir kristal icin frekans élgiimleri 5 kere tekrar edilerek
hesaplanmistir.
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Yukarida verilen sonuglar; 50 W bosalim gucunde 5 ve 25 dakika sureyle islem
gobrmus kristal yuzeylerdeki kaplamanin sulu ortamdan da etkilenmedigini ve
yuzeyden herhangi bir ayrilma olmadidini géstermektedir. 50 W bosalim gucinde
15 dakika sureyle islem goérmus kristal ylUzeyinden ise, sulu ortamda siyriima

oldugu gorulmektedir.

Bu sonucun muhtemel sebebi; 50 W 15 dakika islem parametresinde ylzeyde
olusan kaplama tabakasinin digerlerine oranla daha kalin olmasi, kaplamanin dig
tabakalari plazma polimerizasyon sisteminde olugurken yuzeydeki tabaka ile
baglanma oraninin, kendi arasindaki baglanma oranina kiyasla daha az olmasidir.
Bu durum, dis tabakalarin sulu ortamda ve karistirmanin etkisiyle yuzeyden
ayrilmasina, ancak yuzeyde halen, yaklasik +165 HZ'lik bir degisime neden olan

bir kaplamanin kalmasina neden olmus olabilir.

Bu sonuglara goére plazma polimerizasyonu ile DP kullanilarak modifiye edilmis
yuzeylerin sulu ortamdaki stabilitelerinin, kabaca +100 Hz' lik bir frekans
sapmasinin altindaki degerlerde sapma saglandigi durumlarda stabil oldugunu, bu
degerin Ustunde ylzeyden siyrilmalarin meydana geldigi soylenebilir. Bu durum,
yuzeyden siyriimanin meydana geldigi kristalde, ylizeyde ancak 165 Hz degisim
yaratan bir tabakanin kalmasi ile de ortugsmektedir. Bu sonuglardan yola ¢ikilarak,
oligonukleotid immobilizasyonunun incelenmesi icin PP-DP (50W5dk) ve PP-DP
(50W25dk) modifiye edilen kristaller segilmigtir.

4.4. Oligoniikleotid immobilizasyonu

4.4.1. Plazma Polimerizasyonu-DP Yontemiyle Modifiye Edilmig Yuzeylere
Oligoniikleotid Immobilizasyonu

Etiketsiz aptamer immobilizasyonu igin plazma polimerizasyonu yontemiyle yeni
bir yontem gelistiriimesi amaciyla, model oligonukleotid olarak poliA DNA
fragmanlarinin segilmistir. Plazma polimerizasyonu yodntemi ile DP monomeri
kullanilarak yapilan ylzey modifikasyonu calismalari sonucunda, PP-DP
(50Wbadk) ve PP-DP (50W25dk) modifiye edilen kristaller kullanilarak poliA DNA

fragmanlarinin immobilizasyonu incelenmistir.

62



Yuzeylere poliA DNA fragmanlarinin immobilizasyonu ve immobilizasyon sonrasi
kristallerin osilasyon frekanslarinda meydana gelen sapma ile belirlenmistir. Bahsi
gegen bu sonuglar Cizelge 4.4.de verilmigtir. Kontrol deneyi olarak yulzeyi
modifiye edilmemis kristal, poliA DNA fragmanlari ile inkibe edilmistir. Bu kontrol
deneyinin amaci; altin yuzeyi ile oligonukleotid arasinda elektrostatik bir
etkilesimin gerceklesip gerceklesmediginin belirlenmesidir. ikinci kontrol deneyi
olarak, PP-DP (50W5dk) kaplanmis ancak poliA DNA fragmanlari yerine PBS
tamponunda 12 saat siireyle inkiibe edilmis kristal kullanilmistir. ikinci kontrol
deneyinin amaci; tampondaki fosfat gruplar ile yuzeydeki fosfat gruplari
arasindaki olasi bir etkilegimin olup olmadiginin gorulmesi ve kristallerin osilasyon
DNA

immobilizasyonundan kaynaklandiginin ispatlanmasi amaciyla gergeklestirilmistir.

frekanslarindaki sapmanin, yalnizca poliA fragmanlarinin

Cizelge 4.6.’de verilen poliA. DNA fragmanlarin
immobilizasyonunun PP-DP (50W5dk) ve PP-DP (50W25dk) kristalleri igin

gerceklestirildigi gorulmektedir. PoliA DNA fragmanlarin molekulleri bos altin

sonuglara  gore;

yuzeyi ile herhangi bir etkilesim gostermemekte ve PP-DP kapl yuzeyler

immobilizasyonda kullanilan PBS tampon ¢ozeltisi ile etkilesime girmemektedir.

Cizelge 4.6. Plazma Polimerizasyonu-DP ydntemiyle modifiye edilmis ylzeylere
poliA DNA fragmanlarinin immobilizasyonu ve immobilizasyon sonrasi kristallerin
osilasyon frekanslarinda meydana gelen sapma.

Plazma
polimerizasyonu

PoliA
immobilizasyonu

Frekans

Kristal* . .. . sapmasi, AF
oncesi osilasyon sonrasi osilasyon (Hz) (F2-F1)
frekansi (MHz) F4 frekansi (MHz) F, 271
PP-DP
(50W5dk) 5.012.214 (1 Hz) 5.012.091 (+2 Hz) -123
(PoliA)
PP-DP
(50wW25dk) 5.009.995 (+2 Hz) 5.009.836 (+1 Hz) -159
(PoliA)
('f’(%i tkrgls;ﬁ") 5.006.759 (2 Hz)  5.006.755 (+3 Hz) 1
PP-DP
(50W5dk) 5.006.670 (£1 Hz) 5.006.668 (+2 Hz) 0

(Kontrol#2-PBS)

" Standart sapmalar, her bir kristal icin frekans 6lciimleri 5 kere tekrar edilerek

hesaplanmigtir.
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4.4.2. Plazma Polimerizasyonu-DASH Yontemiyle Modifiye Edilmis Yuzeylere
Oligontikleotid Immobilizasyonu

Etiketsiz aptamer immobilizasyonu icin geligtirilen yontem ile geleneksel
etiketlenmis oligonukleotid kullanilan yontemin kiyaslanabilmesi amaciyla, kristal
yuzeyleri 1,2- Diaminosiklohekzan (DASH) monomeri ile, daha 6nce PABB grunda
optimum olarak belirlenen 45 W bosallm glcu 5 dakika islem suresi
parametrelerinde, plazma polimerizasyonu yéntemi kullanilarak modifiye edilmis
ve vyapilarinda aldehit grubu olusturuimus, poliA DNA fragmanlarinin
immobilizasyonu gergeklestiriimistir (Cokeliler, 2006). Yuzey modifikasyonu ve
yuzeylere poliA DNA fragmanlarinin immobilizasyonu, her asamada olgulen
kristallerin osilasyon frekanslarinda meydana gelen sapma ile belirlenmis ve

sonuglar Cizelge 4.7.’de verilmigtir.

Cizelge 4.7. Plazma Polimerizasyonu-DASH yontemiyle modifiye edilmis
yuzeylere, poliA DNA fragmanlarinin immobilizasyonu ve immobilizasyon sonrasi
kristallerin osilasyon frekanslarinda meydana gelen sapma.

Plazma polimerizasyonu Plazma polimerizasyonu
Kristal* oncesi osilasyon frekansi  sonrasi osilasyon frekansi
(MHz) F4 (MHz) F2
PP-DASH
(45W5dK) 5.005.219 (£2 Hz) 5.005.200 (£2 Hz)
Plazma ol
PoliA . . immobilizasyonu
. o polimerizasyonu .
P immobilizasyonu . ile olugsan
Kristal . ile olugsan
sonrasi osilasyon Frekans sapmasi Frekans
frekansi (MHz) F3 ’ sapmasi, AF (Hz)
AF (Hz) (F2-F
( Z) ( 2 1) (F3-F2)
PP-DASH
(45W5dk) 5.005.185 (£2 Hz) -19 -15

" Standart sapmalar, her bir kristal icin frekans élgiimleri 5 kere tekrar edilerek
hesaplanmistir.
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4.5. immobilize Edilen Molekiil Sayisinin Hesaplanmasi

Kuartz kristal mikrobalans sistemi kullanilarak, kristal ylzeyi Gzerindeki ufak kutle
degisikliklerinin olgebilecegi ilk olarak Sauerbrey tarafindan ortaya konulmustur.
Sauerbrey’nin gelistirdigi temel esitlik, ginumuizde birgok farkli uygulama alaninda
kullaniimaktadir (Saurbery, 1959). Sauerbrey denklemi “Es. 4.3.” olarak asagida

verilmistir.

Af = —Cexhm (4.3)

‘Es. 4.3.” denkleminde; Af = Frekans Degisimi (Hz), C; = Kristalin Hassasiyet
Faktérii (Hz.cm?ng) ve Am = Birim Alan Basina Kiitle Degisimi (g/cm?)

parametrelerini ifade etmektedir.

Sauerbrey denkleminde, kristal Uzerine biriken filmin ya da kutlenin kuartz ile ayni
akusto-elastik Ozellik gosterdigi varsayimi yapilir. Bu varsayim, QCM kristalin
temel 6zelligi olan Cfin hesaplanmasini gerektirmektedir. Cfin hesaplanmasina

olanak taniyan denklem “Es. 4.4.” olarak asagida verilmigtir.

2nx f2

VPg¥Hig

(4.4)

Cf=

‘Es. 4.4 denkleminde; n = Kristalin Harmonik Sayisi, f = Kristalin Rezonans
Frekansi, pq= Kuartzin Yogunlugu (2.648 g/cm?®) parametrelerini ifade etmektedir.
U= Kuartzin Shear Modulus Degeri (2.947x10"" g/cm.sn?) Maxtek firmasindan
temin edilmis kristallerin hassasiyet faktorii: 0.0566 Hz.cm?ng (20°C calisma

sicakhgi, 5 MHZ'lik kristal igin) olarak hesaplanmigtir.
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Plazma polimerizasyonu ile modifiye edilen ylzeylere immobilize olan poliA
miktari, havada alinan olgumler ile “Es. 4.3.” ve “Es. 4.4.” kullanilarak hesaplanmis

ve elde edilmis sonuglar Cizelge 4.8.’de verilmigtir.

Cizelge 4.8. Plazma polimerizasyonu ile modifiye edilen ylzeylere immobilize olan
poliA DNA fragmanlari.

. poliA miktari poliA miktari
ksl (ng/lcm?) (pmol/cm?)
PP-DP

(50W5dk) 0,76 247,47
PP-DP

(50W25dk) 0,99 322,36

PP-DASH

(45W5dK) 0,09 29,31

Saurebery esitligi kullanilarak hesaplanmis bu sonuglar; “etiketsiz” aptamer
immobilizasyonu (Plazma Polimerizasyonu-DP) ydntemi ile geleneksel aptamer
immobilizasyonu (Plazma Polimerizasyonu-DASH) metodlarinin
kargilastiriimasina imkan vermigtir. Plazma Polimerizasyonu-DASH modifikasyonu
sonras! kristal yuzeyinde olusan kutle birikiminin PP-DP (50W5dk) kristali ile
yaklasik ayni oldugu halde, PP-DASH (45W5dk) kristal ylzeyine immobilize olan
poliA DNA fragmanlarinin molekul sayisinin PP-DP (50W5dk) kristal yuzeyine
immobilize olan poliA DNA fragmanlarinin molekul sayisinin yaklagik 1/8 oraninda
daha dusuk oldugu gorulmektedir. PoliA DNA fragmanlarinin en yogun olarak
yuzeye immobilize edildigi plazma polimerizasyonu parametresi de PP-DP
(50W25dk) olarak belirlenmistir.

4.6. Atomik Kuvvet Mikroskobu (AKM)

Atomik kuvvet mikroskobu (AKM) goéruntulemelerinin gergeklestiriimesi icin; bos
altin yuzey, PP-DP (50W5dk) kapli ylizey ve PP-DP (50W5dk) kapli ve poliA DNA

fragmanlari immobilize edilmis yuzey kullaniimistir.
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AKM imajlar kontak icermeyen goruntu alma yontemi kullanilarak alinmistir. AKM
imajlari alinirken, kristal yuzeyindeki 1 ym x 1 pm’lik bir alan 0.8 Hz hizinda
taranmistir. Elde edilen AKM goruntuleri Sekil 4.3.’de verilmistir. AKM goruntdleri,
cihazin paket yazilimi olan XEl a.6 kullanilarak islenmistir (PSIA, XE-100E,
UNAM-Malzeme Bilimi ve Nanoteknoloji Enstitiisti, Ankara).

a) Bos altin yuzey (rms: 2.24 nm)

G600

nm

400

200

1000

750

250 500 750 1000
nm
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c) PP-DP (50W5dk)-PoliA DNA fragmanlari (rms: 3.09 nm)

1000

250

0 250 500 750 1000 o 250 500 750 1000
nm nm

Sekil 4.3. Bos altin yizey, PP-DP (50W5dk) kapl yuzey ve PP-DP (50W5dk) kapli
ve poliA DNA fragmanlari immobilize edilen yuzeylerin AKM goruntuleri.

Sekil 4.3.’de verilen AKM sonuglarinin ortaya koydugu gibi, bos kristal ylzeyi 2.24
nm’lik bir rms degeri ile oldukga puruzlu bir 6zellik gostermektedir. Bu deger, PP-
DP (50W5dk) kristali igin 1.40 nm’ye dusmektedir. PP-DP (50W5dk) kristalinin rms
degerindeki bu dusus, yuzeyin DP monomeri ile kaplanmasi sonucunda, yluzeyde
olusan homojen ve daha az puUruzli bir yapidan kaynaklanmaktadir. Bu sonug,
literatirde plazma polimerizasyon yontemi ile yapilan kaplamalarin 6zellikleriyle

uyum gostermektedir (Cokeliler, 2006).

PP-DP (50W5dk) kristal yuzeyine poliA DNA fragmanlari immobilize edildikten
sonra, rms degerinin 3.09’a ¢iktig1 goértlmektedir. AKM goérintilerinden de poliA
DNA fragmanlarinin ylzeyde, yaklasik 40 nm c¢apinda yuvarlak yumrular halinde
bulundugu anlasiimaktadir. PP-DP (50W5dk) kristalinin AKM goruntulerinde
g6zlenen bu yapi, literatirde verilen ss-DNA AKM goruntuleri ile elde edilen
sonuglarla értismektedir (Ha et al., 2004). Bu sonug, poliA DNA fragmanlarinin

yuzeyde teker teker degil de kimeler halinde immobilize oldugunu gostermektedir.

4.7. X-1s1n1 Fotoelektron Spektroskopisi (XPS)

X-181n1 Fotoelektron Spektroskopisi (XPS) yontemiyle, ilk asamada kaplanma
gerceklestirimemis altin ylzey ve PP-DP (50W5dk) ile kaplanmis kristal ylzey
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incelenmistir. Burada plazma polimerizasyonu yontemi ile yUzeyde olusan
kimyasal degisimlerin belirlenmesi hedeflenmistir. Kaplanmamig altin ylizeyde, Au
ve hidrokarbon kontaminantlarindan gelecek olan C elementlerinin gorulmesi
beklenmektedir. PP-DP (50W5dk) ile kaplanmig kristal ylzeylerinde ise,
monomerden gelecek olan P elementi kaplamanin basariyla gerceklestiginin
gostergesi olacaktir. Bog altin yuzey ve PP-DP (50W5dk) ile kapli yuzeyde N
elementinin gérinmesi beklenmemektedir. poliA DNA fragmanlarinin yapisindaki
bazlarda N icerdiginden, N elementinin varligi aptamerin ylzeye immobilize

oldugunu gosterecektir.

Kaplanmamig altin  ylizeyi, PP-DP (50W5dk) kristal ylzeyi, plazma
polimerizasyonu ile kaplamanin gergeklesip gergeklesmediginin anlasiimasi
agisindan, yuzeydeki Au, C ve P elementleri cinsinden kiyaslanmigtir ve Sekil
4.4.°de verilmigtir. Buna gore; kaplanmamis altin yuzeyde 84.0 eV karakteristik
baglanma enerjisi degerinde Au (4f/2) elementi gorulirken (Lee et al., 2007; Gong
et al.,, 2006), PP-DP (50W&dk) yuzeyinde Au elementine rastlanmamisgtir (Sekil
4.4a). Bu durum ylzeyin plazma polimerizasyonu ile modifikasyonu sonucu
tamamen kaplandigini géstermektedir. iki ylizey C1s spektrumlari cinsinden
incelendiginde; kaplanmamis yuzeyde 285 eV baglanma enerjisinde belirgin bir pik
gorulmus ve C-C, C-H baglar ile iligkilendiriimigtir (Sekil 4.4b). Bu pikin,

hidrokarbon kontaminantlardan geldigi dustunulmektedir (Lee et al., 2007).

Ayrica PP-DP (50W5dk) ylzeyinde, 285 ve 288 eV baglanma enerjisi
degerlerinde, C-C, C-H ve C=0 baglarina spesifik pikler elde edilmistir (Lee et al.,
2007; Gong et al., 2006; Rats et al., 1995). Bu iki pik, kaplanmamig yuzey igin Ust
uste binmis oldugu halde PP-DP (50W5dk) kristal ylzeyde daha belirgindir.
Plazma polimerizasyonu yontemi ile modifikasyonun belirleyicisi, altin ylzeyinde
bulunmayan ancak DP monomerinin yapisinda bulunan P elementidir. Sekil
4.2c.’de verilen XPS spektrumlarinda, 135 eV baglanma enerjisi degerinde elde
edilen pik P (2p) elementi ile iligkilendirilmis ve P=0O bagina ait oldugu sonucuna
variimistir (Lee et al., 2007). P elementi, beklendigi gibi kaplanmamis yuzeyde
g6zlemlenememisken, PP-DP (50W5dk) ylzeyinde gorulmustar. Bu durum

plazma polimerizasyonu yontemi ile DP monomerinin kaplandigini gostermektedir.
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(a) Au 4f
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(b) C1s
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(c) P2p
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Sekil 4.4. Kaplanmamis altin ve PP-DP (50W5dk) kristal ytzeylerinin XPS ile
gerceklestirilen incelemeleri.

Kaplanmamis altin yuzeyinin, PP-DP (50W5dk) kristal yuzeyinin ve PP-DP
(50W5dk)-poliA DNA fragmanlari igeren yuzeyinin XPS spektrasi Sekil 4.5.’de
verilmigtir. Buna gore 84 eV’'de goérulen Au piki PP-DP (50W5dk)-poliA DNA
fragmanlari iceren ylzeyde de gorulmemistir. Spektrumlarda, kaplanmamis ylizey
icin Au (4f/2) (84eV), C (1s, 285 ve 288 eV) ve O (1s, 530 eV) elementleri

goOrulmektedir.

PP-DP (50W5dk) kristal ylzeyindeyse C (1s, 285 ve 288 eV) ve O (1s, 530 eV)
elementlerinin yani sira, DP monomerinden kaynaklanan P (2p, 135 eV) elementi
belirlenmistir. Ayrica PP-DP (50W5&dk) yuzeyinde eser miktarda Si (2p, 99.2 eV)
ve S (2p, 166 eV) elementlerine rastlanmistir. Si, kuartzin yapisinda bulunmakta
ve orneklerin hazirlanmasi esnasinda kristal ylzeyinin ¢izilmis olmasindan dolayi,
Sekil 4.5.’de verilmis XPS spektrasinda gozlemlenmistir. S elementinin ise drnek
hazirlanmasi esnasinda yuzey ile temas eden cimbiz “tweezer” setinden gelmis

olmasi kuvvet ile muhtemeldir.
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Sekil 4.5. Kaplanmamis altin ylzeyi, PP-DP (50W5dk) kristal yuzeyi ve PP-DP
(50W5dk)-PoliA DNA fragmanlari iceren yuzeyinin XPS spektrasi.

PP-DP (50W5dk)-poliA DNA fragmanlari igeren ylzeyde; C (1s, 285 ve 288 eV), O
(1s, 530 V), DP monomerinden ve poliA DNA fragmanlarinin yapisinda bulunan
fosfat gruplarindan kaynaklanan P (2p, 135 eV) ve Si (2p, 99.2 eV) elementleri
belirlenmistir. PP-DP (50W5dk)-poliA DNA fragmanlari iceren yuzeyde ayrica,
kaplanmamis ve DP (50W5dk) kristal ylzeyinde bulunmayan, N (1s, 396 eV)
elementine rastlanmistir. 396 eV’daki N piki N-C bagi ile iliskilendirilmistir (Lee et
al., 2007; Jouan et al., 1993). N elementi, poliA DNA fragmanlarinin yapisinda
adenin bazinda bulunmaktadir ve beklendigi gibi yalnizca PP-DP (50W5dk)-poliA
spektrumunda goézlemlenmistir (Sekil 4.6). Bu durum, poliA DNA fragmanlarinin

yuzeye basarili bir sekilde immobilize edildigini gostermektedir.
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Sekil 4.6. PoliA DNA fragmanlari iceren PP-DP (50W5dk)-poliA yluzeyinin XPS
spektrasi.

4.8. “Etiketsiz” Aptamer immobilizasyonu
4.8.1. HD-22 DNA Aptameri immobilizasyonu

PP-DP (50W5dk) ile modifiye edilmis kristalin osilasyon frekansinda meydana
gelen sapma ve daha sonra bu kristal Uzerine HD-22 DNA aptamerinin
immobilizasyonu sonucu olusan osilasyon frekansindaki degisim Cizelge 4.9.da
verilmistir. Plazma polimerizasyonu ile modifiye edilen ytzeylere immobilize olan
HD-22 DNA aptamerinin miktari, “Es. 4.3.” ve “Es. 4.4.” denklemlerinin havada
alinan olgum verileriyle kullanilmasi sonucu hesaplanmistir ve elde edilmis

sonugclar ise Cizelge 4.10.’da verilmigtir.
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Cizelge 4.9. Plazma Polimerizasyonu-DP ydntemiyle modifiye edilmis ylzeylere
HD-22 DNA aptamerinin immobilizasyonu sonrasi kristallerin  osilasyon

frekanslarinda meydana gelen sapma.

Plazma polimerizasyonu Plazma polimerizasyonu
Kristal* oncesi osilasyon frekansi  sonrasi osilasyon frekansi
(MHz) F4 (MHz) F»
(5%5)/\-/|:5)gk) 5.007.456 (£1 Hz) 5.007.427 (1 Hz)
HD-22 Plazma HD-22
immobilizasyonu polimerizasyonu immobilizasyonu
Kristal* sonrasi ile olugsan ile olugsan
osilasyon frekans sapmasi, frekans sapmasi,
frekansi (MHz) F3  AF (Hz) (F>-F4) AF (Hz) (F3-F2)
PP-DP

" Standart sapmalar, her bir kristal igin frekans élgtimleri 3 kere tekrar edilerek
hesaplanmisgtir.

Cizelge 4.10.’da sunulan veriler, HD-22 DNA aptameri kristal ylzeyine basarili bir
sekilde immobilize oldugunu gostermektedir. “Etiketsiz” immobilizasyon
yontemiyle, PP-DP (50W5dk-HD22) kristal ylUzeyine tutuklanan HD-22 DNA
aptamerinin miktari 180.82 pmol/cm? olarak hesaplanmistir. Bu sonug, PP-DP
(50W5dk) kristal ylzeyine, “etiketsiz” immobilizasyon yontemi ile tutuklanan poliA
DNA fragmanlarinin miktari (247,47 pmol/cm?) ile karsilastirildiginda; HD-22 DNA
aptamerinin poliA DNA fragmanlarina gore 0.27 oraninda daha az tutuklanmig
oldugu gozlemlenmektedir. HD-22 DNA aptameri ile poliA DNA fragmanlarinin
yuzeye farkli oranlarda baglanmasinin temel nedeni; HD-22 DNA aptamerinin
molekuler bayuklugunin, poliA DNA fragmanindan fazla olmasi kaynakli ylizeyde

olusturdugu sterik engelleme miktarindaki artistir.

Cizelge 4.10. Plazma polimerizasyonu ile modifiye edilen yuzeylere immobilize
olan HD-22 DNA aptameri miktari.

Kristal HD-22 miktari HD-22 miktari
(uglcm?) (pmol/cm?)
PP-DF 1.64 180.82

(50W5dk-HD22)

74



4.8.2. immobilize HD-22 DNA Aptamerleri Trombin Enzimi Etkilesimi

PP-DP (50W5dk) kaplanmis ve yuzeyine HD-22 DNA aptameri immobilize edilmis
kristalin, trombin enzimi ile gergeklestirdigi etkilesimler QCM sisteminde
incelenmis ve farkli trombin konsantrasyonlarina karsi osilasyon frekansinda

meydana gelen degisimler Sekil 4.7.’de verilmigtir.

Trombin (uM)

T T T T T T T T T T 1
0 20 40 60 80 100
5 .
]
-10 - ]
|

’,,:]“ ) _ |
T 15
= N

20 4

]
|
|
D5 _| N

Sekil 4.7. PP-DP (50W5dk-HD22) kristali Uzerine immobilize HD-22 DNA
aptamerinin trombin enzimi ile gergeklestirdigi etkilesimler.

Sekil 4.7.’de goruldugu uzere PP-DP (50W5dk-HD-22) ylzeyi yaklasik 77 yM
trombin konsantrasyonunda doygun hale gelmistir. “Es. 4.3.” ve “Es. 4.4

kullanilarak hesaplanmig, 77 uM konsantrasyonunda PP-DP (50W5dk-HD-22)
kristalinin yuzeyi Uzerindeki trombin miktari Cizelge 4.11.’de verilmigtir.
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Cizelge 4.11. PP-DP (50W5dk-HD-22) kristalinin ylzeyi Gzerindeki trombin miktari.

Kristal Trombin miktari Trombin miktari
(ng/cm2) (pmol/cm2)
PP-DP 0,02 0,64

(50W5dk-HD22)

HD-22 DNA aptamerleri “etiketsiz” immobilizasyon yontemi sonrasi aktivitelerini
kaybetmeyip, trombin enzimi ile etkilesime girmeleri, immobilizasyon prosesinin
basari ile sonuglandirildigini gostermektedir. Literattirdeki ¢alismalar ile uyumlu bir
sekilde, PP-DP (50W5dk-HD-22) kristalinin ylzeyi Uzerindeki trombin miktari 0.64
pmol/cm? olarak hesaplanmistir (Klussmann, 2006; Hianik et al., 2005). Kristal
yuzeyindeki HD-22 DNA aptamerleri ile etkilesime giren trombin enziminin
miktarini  kisitlayan faktorler; (1) immobilizasyon sirecinde oryantasyonu ve
konformasyonu bozulmus aptamer molekullerinin ylzey Uzerinde bulunma olasiligi
ve (2) HD-22 aptamerinin trombin enzimi ile etkilesiminin kooperatif baglanma

karakteristikleri olarak belirlenmisgtir.

Literatirde QCM sistemi ile gergeklestirilen aptamer-ligand c¢alismalarinda
baglanma sabiti hesaplama yontemi olarak Scatchard denklemi (Scatchard, 1949)
kullaniimistir (Hianik et al., 2005). Scatchard denklemi “Es. 4.5.” olarak asagida

verilmistir.

A = RbN—Rbg (4.5)
fo

fac

‘Es. 4.5.” denkleminde; Af = Trombin Eklenmesini Takiben Olusan Frekans
Sapmasi (Hz), fo = Trombin Eklenmesinden Once Kristalin Osilasyon Frekansi
(Hz), c: Eklenen Trombin Konsantrasyonu (uM), kb = Baglanma Sabiti (uM™), N =

Baglanma Bdlgesi Sayisi parametrelerini ifade etmektedir.
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Scatchard denklemine gore; Af/fy’ a kargi Af/(foc) grafigi ¢izildigi zaman elde edilen
grafigin egilimi -k,'yi vermektedir. “Es. 4.5.” denklemi kullanilarak elde edilen
Scatchard plot grafigi Sekil 4.8.’de verilmistir. Scatchard plot grafiginin egilimi
hesaplanarak elde edilmis HD-22 DNA aptamerinin baglama sabiti (Ky) ve “Es.
4.3.” denklemi kullanilarak hesaplanmis ayrilma sabiti (kq) degerleri Cizelge

4.12.’de verilmistir.

y =-0,02x - 2E-07

R?=0,8893

-7,00E-008
)
w°
=
<1 -1,40E-007 -

-2,10E-007

T T T T T 1
-0,000006 -0,000004 -0,000002 0,000000

AT,

Sekil 4.8. PP-DP (50W5dk-HD22) kristali Uzerine immobilize HD-22 DNA
aptamerinin trombin enzimi ile gerceklestirdigi etkilesimlerin Scatchard plot grafigi.

Cizelge 4.12. “Etiketsiz” aptamer immobilizasyonu prosesinden sonra HD-22 DNA
aptamerinin Scatchard denklemi kullanilarak hesaplanan Baglanma Sabiti (ky) ve
Ayrilma Sabiti (kq) degerleri.

Kristal Kp (nM™) kg (NM)

PP-DP

(50W5dk-HD22) 20 0.05

HD-22 aptamerinin, literatirde genel kabul gdren ayrilma sabiti degerleri; (1)
serbest halde (Bock et al., 1992; Cho et al., 2006) kq=0.5 nM ve (2) klasik
immobilizasyon yontemleri sonrasi QCM oOlgum sisteminde (Hianik et al., 2005) ise
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kq=5.8 nM’dir. Bu calismada, “etiketsiz” immobilizasyon yontemiyle PP-DP
(50W5dk-HD22) kristal yuzeyine tutuklanan HD-22 DNA aptamerinin, “Es. 4.3.”
denklemi kullanilarak ayrilma sabiti ky=0.05 nM olarak hesaplanmigtir. Bu deger
“etiketsiz” immobilizasyon yonteminin alternatiflerine kiyasla ¢ok daha basaril bir

immobilizasyon yontemi oldugunu ortaya koymaktadir.
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5. SONUCLAR

Aptamer molekullerinin  yapilarinda herhangi bir kimyasal modifikasyon
gerceklestirimeden tutuklanmasini  saglamak icin, “etiketsiz” bir aptamer
immobilizasyon ydnteminin arastiriimasini hedef alan bu calismada elde edilen

onemli kazanimlar asagida 6zetlenmigtir.

Literatirde genel olarak kabul goren exosite | bolgesine spesifik HD-1 aptameri
yaklagimi, izotermal Titrasyon Kalorimetre (ITC) cihazi ile gergeklestirilen
termodinamik karakterizasyon calismalarinda badimsiz tek baglanma bdlgesi
modeli kullaniimasina sebep olmustur (Nallagatla et al., 2009). Ancak bu
calismada elde edilen dilisyon kaynakli termal degisimler elimine edilmig
kalorimetrik titrasyon verilerinin (Th-HD22/PBS) taban ¢izgisinde gdzlenen kayma,

badimsiz tek baglanma bdlgesi modelinin gegerliligini ortadan kaldirmistir.

MicroCal ORIGIN programi ile olusturulmus Th-HD22/PBS kalorimetrik titrasyon
verilerinde gozlemlenen pik, HD-22 aptamerinin trombin enzimi arasindaki
etkilesimlerin iki ayri bolgede gerceklestigini gostermektedir (MicroCal., 2004). Bu
calisma surecinde elde edilen Th-HD22/PBS kalorimetrik titrasyon verileri,
Padmanabhan tarafindan 1993 ve 1996 yillarinda O6nerilen exosite spesifik

olmayan baglanma modelinin gegerliligini artirmistir.

Th-HD22/PBS baglanma analizlerinin gerceklestirildigi MicroCal ORIGIN
programinin sirali baglanma modeli, iki baglanma bdlgesi parametresi ile
kullaniimistir (MicroCal., 2004). Sirali baglanma modeli kullanilarak yapilan
analizler, HD-22 aptamerinin trombin molekulinde birbirinden bagimsiz iki bolgeye
bagladigini  gostermektedir. HD-22 aptamer-trombin enzim kompleksinin
termodinamik karakterizasyonu sonucu HD-22 aptamerinin trombin enzimi
uzerinde exosite |l bolgesine yuksek afinite ile baglanirken, exosite | bdlgesine de
dusuk bir afinite ile baglaniyor olabilecegini ortaya koymustur. HD-22 aptamerinin
trombin enzimi arasindaki baglanma kinetigi, HD-22 aptamerinin trombin enzimi ile
etkilesiminin kooperatif baglanma karakteristikleri gdsterme olasiligini ortaya

koymaktadir.

Saurebery esitligi kullanilarak hesaplanmis kristal yuzeyine immobilize olmus

molekul miktarlari (Saurebery, 1959); “etiketsiz” aptamer immobilizasyonu (Plazma
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Polimerizasyonu-DP) yontemi ile geleneksel aptamer immobilizasyonu (Plazma
Polimerizasyonu-DASH) metotlarinin karsilastirimasina imkan vermistir. Plazma
Polimerizasyonu-DASH modifikasyonu sonrasi kristal yuzeyinde olugan kutle
birikiminin PP-DP (50W5dk) kristali ile yaklasik ayni oldugu halde, PP-DASH
(45W5dk) kristal ylzeyine immobilize olan poliA DNA fragmanlarinin molekiil
sayisinin  PP-DP (50W5dk) kristal yuzeyine immobilize olan poliA DNA
fragmanlarinin molekul sayisinin yaklasik 1/8 oraninda daha dustk oldugu
gozlenmigtir. Bu sonu¢ “etiketsiz” aptamer immobilizasyon yonteminin klasik

immobilizasyon ydntemlerine kargin Ustlnligund ortaya koymaktadir.

PP-DP (50W5dk) kristal yluzeyine poliA DNA fragmanlari immobilize edildikten
sonra gergeklestirilen atomik kuvvet mikroskobu (AKM) calismalari, bos kristal
yuzeyi 2.24 nm’lik bir rms degeri ile olduk¢a puruziu bir ozellik gostermekte
oldugunu ortaya koymustur. Bu deger, PP-DP (50W5dk) kristali i¢cin 1.40 nm’ye
dismektedir. PP-DP (50W5dk) kristalinin rms degerindeki bu dusuls, yluzeyin DP
monomeri ile kaplanmasi sonucunda, yuzeyde olugsan homojen ve daha az
purtzli bir yapidan kaynaklanmaktadir. Bu sonug, literatirde plazma
polimerizasyon yontemi ile yapilan kaplamalarin 6zellikleriyle uyum gdstermektedir
(Cokeliler, 2006).

AKM c¢aligmalari ayrica, poliA DNA fragmanlarinin yuzeyde, yaklasik 40 nm
¢apinda yuvarlak yumrular halinde bulundugunu goéstermistir. PP-DP (50W5dk)
kristalinin AKM gorintiulerinde gbzlenen bu yapi, literatirde verilen ss-DNA AKM
goruntlleri ile elde edilen sonuglarla értismektedir (Ha et al., 2004). Bu sonug,
poliA DNA fragmanlarinin yuzeyde teker teker degil de kimeler halinde immobilize

oldugunu gdstermektedir.

PP-DP (50W5dk)-poliA DNA fragmanlari iceren yuzeyde gercgeklestirilen X-isini
Fotoelektron Spektroskopisi (XPS) analizleri sonucu; C (1s, 285 ve 288 eV), O (1s,
530 eV), DP monomerinden ve poliA DNA fragmanlarinin yapisinda bulunan fosfat
gruplarindan kaynaklanan P (2p, 135 eV) ve Si (2p, 99.2 eV) elementleri
belirlenmistir. PP-DP (50W5dk)-poliA DNA fragmanlari iceren yuzeyde ayrica,
kaplanmamis ve DP (50W5dk) kristal ylizeyinde bulunmayan, N (1s, 396 eV)
elementine rastlanmistir. 396 eV’daki N piki N-C bag: ile iligkilendirilmigtir (Lee et
al., 2007; Jouan et al., 1993). N elementi, poliA DNA fragmanlarinin yapisinda
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adenin bazinda bulunmaktadir ve yalnizca PP-DP (50W5dk)-poliA spektrumunda
gozlemlenmistir. Bu durum, poliA DNA fragmanlarinin yuzeye basarili bir sekilde

immobilize edildigini gostermektedir.

“Etiketsiz” immobilizasyon ydntemiyle, PP-DP (50W5dk-HD22) kristal ylzeyine
tutuklanan HD-22 DNA aptamerinin  miktari 180.82 pmol/cm? olarak
hesaplanmigtir. Bu sonug, PP-DP (50W5dk) kristal ylUzeyine, “etiketsiz”
immobilizasyon yontemi ile tutuklanan poliA DNA fragmanlarinin miktari (247,47
pmoI/cmz) ile karsilastirildiginda; HD-22 DNA aptamerinin  poliA DNA
fragmanlarina gore 0.27 oraninda daha az tutuklanmis oldugu gézlemlenmektedir.
HD-22 DNA aptameri ile poliA DNA fragmanlarinin ylzeye farkli oranlarda
baglanmasinin temel nedeni; HD-22 DNA aptamerinin molekuler buyukligunan,
poliA° DNA fragmanindan fazla olmasi kaynakll yuzeyde olusturdugu sterik

engelleme miktarindaki artistir.

HD-22 DNA aptamerleri “etiketsiz” immobilizasyon yontemi sonrasi aktivitelerini
kaybetmeyip, trombin enzimi ile etkilesime girmeleri, immobilizasyon prosesinin
basariyla sonuglandirildigini gostermektedir. Literatirdeki ¢calismalar ile uyumlu bir
sekilde, PP-DP (50W5dk-HD-22) kristalinin ylzeyi Uzerindeki trombin miktari 0.64
pmol/cm? olarak hesaplanmistir (Klussmann, 2006; Hianik et al., 2005). Kristal
yuzeyindeki HD-22 DNA aptamerleri ile etkilesime giren trombin enziminin
miktarini  kisitlayan faktorler; (1) immobilizasyon sirecinde oryantasyonu ve
konformasyonu bozulmus aptamer molekullerinin ylzey Uzerinde bulunma olasiligi
ve (2) HD-22 aptamerinin trombin enzimi ile etkilesiminin kooperatif baglanma

karakteristikleri olarak belirlenmigtir

HD-22 aptamerinin, literatirde genel kabul goren ayrilma sabiti degerleri; (1)
serbest halde (Bock et al.,, 1992; Cho et al., 2006) k4=0.5 nM ve (2) klasik
immobilizasyon yontemleri sonrasi QCM 6l¢gim sisteminde (Hianik et al., 2005) ise
ke=5.8 nM’dir. Bu calismada, “etiketsiz’ immobilizasyon yontemiyle PP-DP
(50W5dk-HD22) kristal yuzeyine tutuklanan HD-22 DNA aptamerinin, ayrilma
sabiti kg=0.05 nM olarak hesaplanmistir. Bu deger “etiketsiz” immobilizasyon
yonteminin alternatiflerine kiyasla ¢ok daha basarili bir immobilizasyon yéntemi

oldugunu ortaya koymaktadir.
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