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OZET

Pnomokoklar  ¢ocuklarda, yashlarda, immiin yetmezligi olanlarda yapti1
enfeksiyonlarla diinyada basta gelen hastalik nedenleri arasinda bulunmaktadir. Son
yillarda antibiyotiklere direngli ~ Streptococcus pneumoniae suslari  giderek
yaygilasmustir. Aptamerlerin yliksek afinite ve segicilik 6zellikleri sayesinde, terapotik,
biyoanalitik uygulama ve molekiiler tan1 alanlarinda kullanimlarinin yiiksek potansiyele
sahip olduklar1 yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir. Bakteriyel-SELEX aptamer {iretim
yontemi ile bakterilerdeki bilinmeyen biyomarkorlerin tespit edilmeleri saglanabilmekte
ve gelistirilen bu aptamerler tani amag¢h kullanilabilmektedir. Bu calismada S.
pneumoniae’ya karsi bakteriyel SELEX yontemi kullamlarak aptamerler gelistirilmistir.
SELEX esnasinda S. pneumoniae (ATCC® 49619™) hedef olarak kullanilirken,
Streptecoccus mutans (ATCC® 25175™), Streptococcus pyogenes (ATCC® 19615™)
ve Enterococcus faecalis(ATCC® 19433™) negatif segilimde kullanilarak aptamerlerin
Ozgiinliigli arttirlmistir. Yapilan 20 turluk SELEX sonrasinda zenginlesen diziler yeni
nesil dizileme ile belirlenmis ve sentezlenmistir. Test edilen aptamerler arasinda ii¢
aday submikromolar seviyede (844,7+163,6 nM, 1984,8+347,5 nM, 661,8+111,3 nM)
Ky degerlerine sahip olup S. pneumoniae’nin dort farkli susuna karsi baglanma etkinligi
gostermis fakat secilimde kullanilan bakterilere etkin baglanma gdstermemistir.
Aptamerlerin baglanma etkinlikleri floresans spektroskopi, floresans mikroskopi ve
akim sitometrisi kullamlarak gosterilmistir. Bununla birlikte gelistirilen aptamerlerin
biyofilm olusumu se¢ici olarak inhibe ettigi gosterilmistir. Gelistirilen bu aptamerler
literatirde bulunan ilk S. pneumoniae aptamerleridir, fonksiyonel olarak S.

pneumoniae’e baglanmakta ve anti pneomococcal potansiyeli bulunmaktadir.



ABSTRACT

Pneumococci is among the foremost causes of disease in children, the elderly and
people with immune deficiency. Lately, antibiotic-resistant Streptococcus pneumoniae
strains have become more and more prevalent. In studies conducted, aptamers through
their high affinity and selectivity, have been proven to be of high potential in
therapeutic and bioanalytical application and molecular diagnosis. The detection of
unknown biofactors in bacteria has been made possible by the bacterial-SELEX aptamer
production procedure and these aptamers can then be used for diagnostic purposes. In
this study, aptamers against S. pneumoniae have been synthesized through the bacterial-
SELEX procedure; S. pneumoniae (ATCC® 49619™) has been used as target while the
distinction of the aptamers have been provided by using Streptecoccus mutans
(ATCC® 25175™), Streptococcus pyogenes (ATCC® 19615™) and Enterococcus
faecalis(ATCC® 19433™) in negative selection. After 20 rounds of SELEX, strains
that have been enriched had been detected by new generation sequencing and
synthesized. Three candidates among all the aptamers tested demonstrated Kqy value in
the submicromolar level (844,7+£163,6 nM, 1984,8+347,5 nM, 661,8+111,3 nM) and
showed binding activity to four different strains of S. pneumoniae, but not to the
bacteria used in negative selection. Binding activities of aptamers have been
demonstrated with the help of fluorescence spectroscopy, fluorescence microscopy and
flow cytometry. It has also been shown that aptamers selectively inhibit the
development of biofilm. These aptamers are the first S. pneumoniae aptamers found in
the literatiire, they bind S. pneumoniae functionally, and they have anti pneumococcal

potential.
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1. GIRiS

Aptamerler in vitro gelistirilen, belirli hedeflere 6zgii olarak segilen ve hedeflerine
yiiksek afinite ile baglanan deoksiribontiikleik asit (DNA) veya riboniikleik asit (RNA)
zincirleridir. Aptamer kelimesi Latincede ‘uymak’ anlamina gelen aptus kelimesinden
tiretilmigtir. 1990 yilinda {i¢ farkli calisma ekibi tarafindan yakin zamanlarda
yaymmlanan aragtirma sonuglari ile giinlimiizde aptamer teknolojisi olarak adlandirilan
calismalarin temeli olusturulmustur (Ellington ve Szostak, 1990; Robertson ve Joyce,
1990; Tuerk ve Gold, 1990). Aptamerler kii¢iik molekiiller, peptitler, proteinler, organik
molekiiller, virlis, bakteri, Okaryotik hiicreler gibi ¢ok c¢esitli hedef molekiillere
baglanabilmeleri sayesinde bir¢ok sistemde taniyici olarak kullamilabilmektedir.
Giinlimiizde aptamerler yiiksek segicilik, in vitro iiretilebilme, ucuz olma gibi tagidiklari

bir¢cok avantajdan dolay1 antikorlara alternatif olusturmaktadir.

Aptamerler SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment
(Ussel Zenginlestirmeyle Ligandlarin Sistemik Evrimi)) isimli bir in vitro cogaltma
segme teknigi ile gelistirilmektedir. Teknik 10 molekiil iceren bir sentetik
oligoniikleotid havuzundan hedefe baglanabilen dizilerin zenginlestirilerek
secilmesinden olusur. Oligoniikleotid havuz 30-80 arasi rastgele niikleotidler iceren ve

iki ucunda sabit primer baglanma bdlgeleri bulunan diziler biitiiniidiir.

SELEX islemi sirasinda oligoniikleotid havuzu hedef ile inkiibe edilir ve baglanmayan
diziler yikanarak uzaklastirilir. Baglanan diziler hedeften ayrilir ve uglarindaki primer
baglanma bdlgeleri kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile cogaltilirlar.
Zenginlestirilen bu ikincil havuz tek zincirli DNA’ya cevrilerek SELEX’in ikinci
turunda kullamilmak i¢in hazir hale getirilir. Bu ayristirma ve zenginlestirme islemi
hedefin kompleksligine bagli olarak 8 ila 20 tur arasinda tekrarlanmaktadir. Hedefe
kars1 pozitif bir se¢ilim uygulanirken amaca gore baglanilmasi istenmeyen hedeflere
kars1 negatif bir sec¢ilim de uygulanabilmektedir. Bdylece oligoniikleotid havuz hedefe

kars1 zenginlestirilirken istenmeyen molekiillere baglanmas1 engellenebilir.

SELEX turlart ile zenginlestirilen havuzlar hedefe belli bir afinite ile baglandiginda

secilim sona erdirilir ve son oligoniikleotid havuz dizilenir. Dizileme sonucu elde edilen



sonuglarda en ¢ok rastlanan diziler aday aptamer olarak se¢ilir ve hedefle olusturduklari
kompleksin ¢oziisim katsayilart (Kg) hesaplanir. Diisiik ¢oziisim katsayisina sahip
diziler aptamer olarak secilir ve ilerleyen ¢alismalarda kullanmak i¢in hazirdir (Bayrag
ve ark., 2011).

Pnomokok hastaliklar dncelikli olarak bakteri daha sonra virlis ve mantar kaynaklidir.
Dolayisiyla pndmokok hastaliklarin ¢esitli enfeksiyon kaynaklari bulunmaktadir.
Toplum kokenli pnémoninin en yaygin enfeksiyon ajan ise viicudun farkli bolgelerinde
ciddi enfeksiyonlar gosteren ve hastalarin %48’inden izole edilen Streptococcus
pneumoniae adhi bakteri tiiriidiir (Sharma, 2007). Ozellikle bebekler ve kiigiik
cocuklarda Sliimciil olabilen ya da kalici hasarlara yol acan hastaliklara neden olan
pnomokoklar; menenjit, siniizit, zatiirre, orta kulak iltihabi gibi hastaliklara neden
olabilir. Antibiyotiklerin kullanima girmesiyle S. pneumoniae'min neden oldugu
enfeksiyonlarin tedavisinde belirgin iyilesmeler saglanmistir. S. pneumoniae suslarinin
penisiline duyarli olmasi ve yan etkilerinin az olmasi sebebiyle penisilin yillarca bu
bakteriye karst kullamilmistir ancak 1960’11 yillarin sonlarindan itibaren penisiline

direngli suslar ortaya ¢ikmaya baslamistir (Neu, 1992).

Tezim bu Onemli bakteriye yiiksek afinite ve Ozgiinliikte baglanabilen DNA

aptamerlerin secilmesini ve karakterize edilmesini hedeflemektedir.


https://tr.wikipedia.org/wiki/Menenjit
https://tr.wikipedia.org/wiki/Sin%C3%BCzit
https://tr.wikipedia.org/wiki/Zat%C3%BCrre

2. LITERATUR

2.1. Streptococcus pneumoniae

S. pneumoniae, bakterilerin Diplococci simifimin, Lactobacillales takiminin,
Streptococcaceae ailesinde bulunan, Streptococcus cinsine ait bir tiirdiir. 16S rRNA
genleri temel alinarak yapilan ¢aliymaya gore viridans grubu streptokoklardandir. Bu
bakteriler 0,5- 1um biyiikliigiinde, mum alevi veya lanset bigiminde, iki uglart sivri, tek
kok veya diplokok seklindedir. Stvi besi yerinde uzun zincirler halinde; balgam, irin
gibi sivilarda kisa zincirler seklinde gortilebilir. Organizmadan yeni ayrildiklarinda tipe
Ozel dar ya da kalin kapsiilleri vardir. Bakteriyolojik boyalarla kolay boyanan,

hareketsiz ve sporsuz olan bu bakteriler gram pozitiflerdir.

2.1.1. S. pneumoniae ’'min Kiiltiir Sartlar

S. pneumoniae, fakiiltatif anaerobdur. Son elektron alicis1 olarak oksijeni
kullanabilirlerken, organik bilesiklerden de fermentatif yolla enerji elde edebilirler.
Solunumdan fermantasyona gecmeyi belirleyen faktorler oksijen yogunlugu ve ortamda
fermente edilebilecek malzemelerin olmasidir. Biiyiliyen bir kiiltirde ortamda yeterince
seker bulundugu siirece solunuma gegis olmaz. Bulyon, jeloz gibi basit besiyerlerinde
zor TUrerler, serum gibi maddelerle zenginlestirilmis kompleks ortamlara ihtiyag
duyarlar. Kan ilave edilmis besi yerlerinde ve genellikle % 5’lik CO2’li ortamda daha
iyi trerler. Kanl agarda S. pneumoniae 24 saat iginde etrafi yesil bir hemoliz zonu ile
cevrilmis kiigiik koloniler seklinde iirer. Hemoglobinin par¢calanmasi sonucu koloniler
yesil renklidir, burada hemoglobini methemoglobine indirgerler. Bu hemolizden
sorumlu olan madde alfa hemolizindir ve biitiin pnomokoklar tarafindan salgilanir
(Martin ve ark., 1995). S. pneumoniae anaerob sekilde kati besiyerleri yiizeyinde
37°C’de 24-32 saatlik inkiibasyonun ardindan yuvarlak, kiiciik, parlak, hafif konveks,
0,5-1,5 mm ¢apinda koloniler meydana getirir. Biiytimeleri i¢in gerekli optimal pH 7,4-
7,8’dir (Akan , 1993).



2.1.2.Pnémokoklar: Diger Streptokoklardan Ayiran Ozellikler

Pnémokoklarin  kanli agarda hemoliz zonu olusturma Ozelligi onu diger
streptokoklardan ayiran 6zelliklerden bir tanesidir ve bu 6zellik biitiin pndmokoklar i¢in

ortaktir.

Pnomokoklar oksijenli ortamda iirediklerinde peroksidaz ve katalaz enzimleri olmadigi
icin hidrojen peroksidi parcalayamazlar, buna bagli olarak hidrojen peroksit birikimi
olur ve ¢abuk Oliirler. Pnomokoklar ayrica karbonhidrat fermantasyonu yapip c¢ok

miktarda laktik asit olusturabilirler.

Pnémokoklar iniilin sekerini, asit olusturup par¢alamaktadirlar ancak daha sonra
Streptococcus salivarins ve Streptococcus sanguinis 'in de iniilini fermente ettigi ve bazi
pnomokok tiirlerinin de iniiline etki gostermedigi belirlendigi i¢cin bu ydntem

gliniimiizde gegerliligini kaybetmistir (Abigail ve ark., 1994).

S. pneumoniae tamisinda kullamilan 6nemli bir 6zellik de optokin (Etil hidrokuprein
hidroklorid) duyarliligidir. Pnémokoklar optokine duyarlidirlar ve optokinin ¢ok diisiik
konsantrasyonlarinda bile lireyemezler. Bu 6zellik 6zgiin olup pndmokoklarin viridans
streptokoklardan ayirict tanisinda kullanmilir (Balows ve ark., 1991). Daha kesin bir
ayirim i¢in safrada erime testi yapilabilir. Safra tuzlari, pndmokoklarda bulunan otolitik
enzim sentezini etkinlestirir ve bdylece pnomokoklar safra tuzlari ile etkilesime
girdiginde otolize ugrarlar. Genellikle safra tuzlarimin % 1'lik konsantrasyonlart en
uygun kimyasal yapiy1 teskil etmeleri nedeniyle tercih edilmektedir. Pndmokoklarin bu

ozellikleri optokin duyarliligindan daha 6zgiindiir (Berkiten , 2006).

Pnomokoklar kapsiil sigsme testi ile de ayrilabilir, kapsiil sisme reaksiyonu pnomokoklar
icin oldukca 6zgiindiir. Antikorlar kendilerine 6zgii antiserumlarla karsilastirildiginda
kapsiiliin tizerinde bulunan bu antiserumlara baglanirlar. Antikorlarin baglanmasi optik
kiricihigmi degistirir ve kapsiiliin normalden daha siskin goriinmesiyle sonuglanir.

(Werno ve Murdoch, 2008).

Pnomokoklarda  kapsiil {izerinde bulunan yapilara antiserumlar eklenerek

serotiplendirme yapilmaktadir, S. pneumoniae bu kapsamda incelendiginde doksanin

4



iizerinde serotipi tespit edilmistir. Serotip dagilimi cografyaya, yasa, enfeksiyonun
olustugu bolgeye gore farklilik gosterir (Sniadack ve ark., 1995). Asagidaki tabloda S.
pneumoniae’mn farkli serotiplerinin 6 yasindan kii¢iik ¢ocuklarda ve 6 yasindan
biiyiiklerde hastalik olusturma yiizdeleri verilmistir, bu serotipler ABD Hastalik Kontrol
ve Onleme Merkezi tarafindan ayni dénemde kan ve omurilik sivilarindan alinan

orneklerde bakilmistir (Kalin, 1998).

Cizelgede 2.1.2.1°de de goriildiigli tizere 14, 6B, 19F ve 18C kii¢iik ¢ocuklarda ¢ok
daha yaygin serotiplerdir. Yetigkinlerdeki serotip dagilimi ise daha esit dagilmaktadir.
Bizim aptamer sectigimiz 19F susu tabloda goriildiigii lizere 6 yasindan kiiciik

cocuklarda %11, toplamda ise %14 bulunma oranina sahiptir.

Cizelge 2.1.2.1. S. pneumoniae’nin farkli serotiplerinin 6 yasindan kiiciik ¢ocuklarda ve 6
yasindan biiyiiklerde hastalik olusturma yiizdeleri (Kalin, 1998)

Serotipler |1 |3 |4 |6A 6B |7F |8 | 9N | 9V | 12F | 14 | 18C | 19A | 19F | 23F

<6yas |1,2|7 3 |14 |1 |11 |6 |1 |28|8 |4 |11 |7

> 6 yas 415(13/3 |6 |3 |43 |7 |6 11 |3 3 3 7

Asilarin hazirlanmasinda bolgesel serotiplerin bilinmesi dnemlidir ¢linkii asilarin igerigi
o bolgedeki izolasyon sikligina ve bakterinin kapsiiliinde bulunan polisakkarit
yogunluguna gore belirlenmektedir (Briles ve ark., 2000). Boylece asilar igerdigi serotip
cesidine gore ayrilmaktadirlar, bunlardan en sik kullanilanlar 23 degerlikli ve 7
degerlikli agilardir. Sadece polisakkarit bulunduran asilar iki yasin altindaki ¢ocuklarda
bagisiklik saglayamaz. Bu yiizden polisakkaritlerin proteinlerle konjuge edildigi
konjuge asilar da iretilmistir (Berkiten, 2006). 7 degerlikli konjuge pnémokok agisinin
Tiirkiye’de yayginlagsmasindan sonra yapilan bir calismada 2 yasin altindaki
cocuklardaki etkisine bakilmis ve sonu¢ olarak kullanilan aginin ¢ocuklarda en yaygin

serotiplerden olan 19F ve 6B’deki kapsama oraninin %69,5 oldugu tespit edilmistir

(Ceyhan ve ark., 2011).

Tez calismasinda S. pneumoniae (Klein) Chester (ATCC® 49619™) 19F susu
kullanmistir. Bu susun secilme sebebi VITEK, BD Phoenix™, Sensititre gibi otomatik
mikrobiyoloji tanimlama sistemlerinde S. pneumoniae igin kalite kontrol ve disk

testlerinde kontrol susu olarak kullanilmasidir. Aptamerin dogrudan bu sus iizerine

5




gelistirilmesi uluslararasi kalite kontrol sistemlerine entegre olmasini kolaylastiracak ve

diger arastirmacilar i¢in erigimini kolaylastiracaktir.

2.1.3.Pnomokok Yapisi

Pnomokok N- asetilglikozamin ve N- asetilmuraminik asitten olusan bir peptidoglikan
tabaka, kolin, fosfat bakimindan zengin ve teikoik asitten olusan bir hiicre duvarina
sahiptir. Pndmokokta bu yapilarin yani sira peptidoglikan tabaka ve hiicre duvarinin
disinda bulunan ve bu yapilar1 kaplayan bir kapsiil de bulunmaktadir. Peptidoglikan
tabaka, hiicre duvarinin genis bir boliimiinii olusturur ve antijenik yapidan sorumludur
ayrica bakteriyi osmotik etkilere kars1 korur. Bu islevin yerine getirilmesi yan baglarla

oriili seker zincirleri araciligi ile saglanmaktadir (Musher, 1995).

Pnomokoklarda antibiyotik direngliligin gelisiminde protein baglayic1 proteinlerin
(PBP) o6nemli rolii vardir. Bu proteinlerin penisiline azalmis ilgileri direnglilik
gelisimine neden olmaktadir. Hiicre duvar sentezini saglayan PBP’ler, beta-laktam
antibiyotikler tarafindan inaktive edilerek pnomokoklarin tiremesini inhibe ederler
(Livermore ve Williams, 1996). PBP’lerde olusan yapisal degisiklikler antibiyotiklere
karsi olusan diren¢ gelisiminde 6nemli rol oynamaktadir. Bu degisiklikler PBP
genlerinde spontan kromozomal mutasyon gelismesi ya da direngli farkli bir bakteriden
gelen DNA segmentlerinin  pndmokoklarda PBP genlerini  kodlayan DNA
segmentlerinin arasina yerlesmesi ile mozaik gen meydana gelmesi olmak iizere iki

sekilde olabilmektedir (Musher, 1995).

S. pneumoniae nin antijenik yapisinda kapsiil onemli bir yer tutar. Kapsiil antijeni
hapten 6zelliginde bir polisakkarit bilesigidir bu yiizden kapsiiliin tiplendirmedeki rolii
biiyiiktiir. S. pneumoniae’nin bilinen 85’ten fazla tipi gosterilmistir. Serumlarinda,
enfeksiyonu yapan pnomokokun kapsiil polisakkaridine (Poly-ribozil-fosfat, PRP) kars1
antikor bulunan kimseler, o tip pndmokokun enfeksiyonuna karsi dayaniklilik

gosterirler.

Kapsiiliin disinda diger viriilans faktorleri arasinda pnémolizin (ply), pnémokal yiizey

protein A (PspA) ve pnomokal yiizey adezini A (PsaA) gibi proteinler yer almaktadir.



Bu proteinler hiicre duvarinda bulunmalarina ragmen kapsiilii penetre edebilir ve

bagisiklik sistemi tarafindan algilanabilirler (Rajam ve ark., 2008).

Pnomokoklarin olusturdugu néraminidaz enzimi hiicre zar1 ve viicut sivilarinda bulunan
glikoprotein ve glikolipide etki ederek asetilndraminik asidi ayirir. Bu enzim

pnomokoklarin viicutta yayilimini artirir (Abigail ve ark., 1994).

2.1.4.Pnomokokun Virulans Faktorleri

Pnomokoklarin canli dokularda tutunmaya ve enfeksiyona sebep olan ¢esitli proteinleri

vardir ve ¢esitli toksinler tiretmektedirler (Sekil 2.1.4.1).

Pnomolizin O (Ply); bu pndmokoklarda potansiyel virulans faktorlerden bir tanesidir,
otolizin etkisi ile salinan bir enzimdir. Pnémolizin, biitin pnomokoklar tarafindan
iretilir ve 52 kDa agirligindadir. Konak hiicre zarinda kolesterole tutunup porlar
olusturur. Yaklastk 260 A olan bu porlar hiicrelerin parcalanmasina yol acar.
Pnomolizinin sitotoksik etkileri dogrudan fagositozu veya immiin hiicre fonksiyonunu

inhibe edebilmekte, bu da konak¢1 immiin yanitini baskilar (Jedrzejas, 2001).
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Sekil 2.1.4.1. Pnomokok yapisi (Kadioglu ve ark., 2008)

Kolin baglayic1 proteinler, Pnomokoklarin hiicre duvarinda kolin ile non-kovalent
baglarla baglanmis gesitli proteinler bulunmaktadir. Bu kolin baglayici proteinler (KBP)
toplulugu (PspA), kolin baglayict protein A (CbpA) , otolizin (LytA) gibi onemli
molekiilleri icermektedir (Tuomanen, 1999). CbpA proteini PspC diye de adlandirtlir,



663 aminoasitten olusur ve 75 kDa agirhigindadir. CbpA insan antikorlar ile siklikla
etkilesen yiizeyde bulunan bir proteindir ve ii¢ bolgeli, biikiilii halka bir yap1
gostermektedir. CbpA’da teikoik ve lipoteikoik asit kalintilarina baglanmadan sorumlu
N-terminal tekrar bdlgesi, bir pralin baglanma bdlgesi ve bir N-terminal fonksiyonel
bolge bulunmaktadir. CbpA pnomokok viriilansinda temel rol oynamaktadir, zira
pnomokokal hastaligin yerlesiminden yayilima kadar olan gelisiminde etkili olduguna
inanilmaktadir. CbpA, teikoik asidin kolini ile konake¢1 hiicre glikoproteinleri arasinda

koprii olarak gorev yapmaktadir (Rosenow ve ark., 1997).

PspA (pnomokokal yiizey protein A), S. pneumoniae’mn hiicre duvari lizerinde
yerlesmis bir yiizey proteinidir ve bugiine kadar kesfedilmis her S. pneumoniae susunda
bulunmaktadir (Watson ve ark., 1995). PspA kapsiil stabilizasyonunu saglamaktadir.
Biiylik ol¢lide sarmal, biikiilii halka N-terminal ucu hiicre duvarindan ¢ikmakta ve
kapsiiliin digina tagmaktadir. Diger yandan C-terminalinin PspA’y1 pndmokokal hiicre
ylizeyine bagladig1r goriilmektedir. Bu bolge prolin agisindan zengin bir bolgedir ve
esneklik saglayarak N-terminal fonksiyonel modiiliiniin hareketliliine izin vermektedir.
PspA’nmin pnoémokoklar tizerinde komplement ¢okmesi ile etkilesim i¢inde oldugu ve
bdylece bakterinin konake¢1 bagisiklik sistemi tarafindan temizlenmesini azalttigi
gosterilmistir. Asi ile indiiklenmis insan PspA antikorlari, konak¢1 hiicrelerinde, PspA
ile etkilesmektedir ve bu nedenle PspA antikorlar1 S. pneumoniae nin konak¢t immiin
fonksiyonlari ile etkilesmesini notralize eden immiiniteyi ortaya ¢ikarmaktadir (Tomasz,
1981).

OtolizinA (LytA) bakteriyel organizmalarin genis dagilimi olan bir enzim grubunun
iiyesidir. Otolizinler hiicre zar1 lizerinde bulunmakta, hiicre biiylimesi ve hiicre
boliinmesinde gorev almaktadirlar. LytA amidaz, polipeptidin N- ve C- terminal uglart
ile iliskili iki farkli bolgelerden olusan 36 kDa biiyiikliigiinde bir otolizindir. C-terminal
ucu teikoik ve lipoteikoik asitin pnomokok yiizeyine baglanmasindan sorumludur.
LytA’nin pnémokokal virulans tizerindeki kesin rolii hala tartisilmakta iken, hiicre
duvar1 komponentleri ve pnomolizin gibi bakteriyel viriilans faktorleri dahil olmak
tizere sitoplazmik bakteriyel proteinlerin saliminin S. pneumoniae patojenitesine katkida

bulundugu 6ne siiriilmektedir.



S. pneumoniae nin hiicre duvarinda bulunan bir diger yap1 hiyaluronat liyaz (Hly)’dur.
Hly, hyaluronan igeren hiicre dis1 matris bilesenleri yikarak iist solunum yolu

kolonizasyonlarina katki saglamaktadir (Kadioglu ve ark., 2008).

Noraminidaz (Nan) konakei glikolipidleri ve gangliositlerinden siyalik asidi ayirmak
icin epitelyal hiicrelere baglanmay1 kolaylastirir. NanA ve NanB olmak iizere iki gesit
ndraminidaz enzimi vardir. Genel olarak adezyon ve yayilmada gorevlidirler. Etkisi i¢in
konakge1 hiicrelerin glikozilasyon birimleri ile etkilesim gosterilmelidirler. Bu etkilesim
konaker hiicre reseptorlerini pnomokoklar ile etkilesimi i¢in ortaya ¢ikarmakta ve genel

pnomokok baglanmasini arttirmaktadir (Krivan ve ark., 1988).

Pnomokokal yilizey adesin A (PsaA); S. pneumoniae nin viriilansina katkida bulunan bir
diger unsur olan PsaA, Mn*? tasiyicisidir. PsaA’nin molekiiler agirligi 37 kDa’dur ve
309 birimden olugsmaktadir. Pndmokoklarin PsaA negatif mutantlari viriilan 6zelliklerini
kaybetmektedir. PsaA proteini S. pneumoniae’ya bakteriyel hiicre zar ile baglanir ve
hiicre duvarindan tasmaz (Tomasz, 1981). Ayrica en son gozlemler edinilmis PsaA
antikorlarina sahip farelerin S. pneumoniae tehdidine karsi yeterince korunmadigini
gostermektedir. Bu nedenle PsaA’nin S. pneumoniae virulansi iizerindeki rolii ve PsaA
yonlendirilmis antikorun potansiyel koruyucu etkisi halen arastirilmaktadir (Gor ve ark.,

2005).

S. pneumoniae nin adezyonunda gorev alan PavA ve enolaz (Eno) olmak {izere iki tane
daha ylizey adezini vardir. PavA ve Eno adezinleri ekstraseliller matriks
komponentlerinden sirasiyla fibronektin ve plasminojene baglanarak adezyona yardimeci

olurlar (Holmes ve ark., 2001).



2.1.5. Kolonizasyon Mekanizmasi
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Sekil 2.1.5.1. S. pneumoniae ve epitel hiicreler arasindaki etkilesim (Bogaert ve ark., 2004)

Pnémokoklar i¢in hastalik olusturmadaki ilk adim kolonizasyondur. Pnomokoklara
spesifik PspA ve kolin baglayicit proteinler gibi ylizey proteinleri ve epitel hiicre
reseptorlerin  diizgiin  etkilesimleri sonucu epitel hiicrelere baglanirlar. S.
pneumoniae’mn ylizeyindeki bu protein yapili adezinler ile epitel hiicre reseptorleri

arasinda spesifik bir baglanma s6z konusudur (Sekil 2.1.5.1) (Martin ve ark., 1995).

Pnomokoklardaki yiizey proteinlerin ve reseptorlerin etki mekanizmalar1i ¢ok iyi
anlagilamamistir ancak konake¢1 doku proteinleri ile bakteri yiizeyindeki konakg1
savunma mekanizmasi ile etkilesime girmesi enfeksiyon siirecinde rol oynayan baslica
iki mekanizmadir. Geleneksel olarak S. pneumoniae’mn polisakkarit kapsiiliiniin

kolonizasyonundaki baslica viriilans faktdr oldugu diisliniilmektedir.

Noraminidaz enzimi, mukoz membran yiizeyinde bulunan sialik asidi pargalar ve
boylece mukusun viskozitesini azaltir. Bdylece bakterinin tutundugu N-asetil-
glikozaminoglikan (GIcNAc) gibi molekiilleri agiga ¢ikararak bakterinin tutunmasina
sebep olur (bkz. Sekil 2.1.5.1). Boylece PspA proteini, GIcNAc molekiiliine tutunarak
kolonizasyona katk1 saglar (Martin ve ark., 1995).
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Kolonizasyona yardim eden bir diger etmen ChoP (Fosforilkolin)’dir. ChoP bir¢ok
patojen mikroorganizmada bulunur. ChoP’lar bakterinin solunum yollarinda yapacagi
kolonizasyona, insan solunum yolu epitel hiicrelerindeki rPAF (trombosit aktive edici

reseptor)’lara baglanarak yardim eder (Cundell ve ark., 1995).

S. pneumoniae nin kapsiiliinde bulunan protein ve enzimlerin ekspresyonundaki azalis,
antikorlarin bakteri ylizeyine daha fazla tutunmasi ile sonuglanir. Sonu¢ olarak
bagisiklik sisteminden temizlenme kolaylasmis olur. invazyon mekanizmasinda en éne
cikan etkenlerden biri pndmokokal hiicre duvarit kolinini ve konake¢i epitelyal ve
endotelyal hiicrelerinin sitimiilasyonundan sorumlu trombosit aktive edici faktor
reseptOriine baglanmasidir. Bu reseptore baglanma pnomokoklarda solunum epitelleri
ile damar endotelinden gogli tesvik etmektedir, bu da bakteri yayilimi ile
sonuclanmaktadir. Ayrica CbpA’nin 0zgiin sitokin elementlerine ilgisi artmistir.
Konakg¢1 hiicreleri boylece aktive olur, bu da mukoz bariyerden yayilimi arttirmaktadir

(McCullers ve Rehg, 2002).

2.1.6. S. pneumoniae’nin Sebep Oldugu Hastahklar

Pnomokok enfeksiyonlarinin tedavisi penisilinin kullanilmast uzun yillar boyunca sorun
olusturmamis ama 1967 yilinda Avustralya’da ilk kez penisiline direngli pndmokoklarin
belirlenmesiyle penisiline direngli pndmokok enfeksiyonlari tiim diinyada sorun olmaya
baglamistir. Bundan sonraki on yil boyunca penisilin digindaki antibiyotiklere karsi
onemli bir diren¢ sorunu goriilmemistir ancak 1977 yilinda Gliney Afrika’da penisilin
disinda eritromisin ve kloramfenikol’e de direng¢ gosteren ilk S. pneumoniae suslar
bildirilmistir. 1980°1i yillardan baslayarak antibiyotiklere direngli S. pneumoniae suslar
giderek yayginlasmis ve diinya genelinde dnemli bir sorun haline gelmistir (Hansman

ve Bullen, 1967).

S. pneumoniae genizde kolonize olan normal flora bakterilerinden birisidir. Hastalar ve
tastyict olanlar Oksiiriikk yoluyla ¢evreye sagilan damlaciklar ile bakteriyi yayarlar.
Pnémokoklarin genizde yerlesimi ve tasiyicilik, enfeksiyon gelisimi ile siki bir iliski
gostermektedir. Genizde yerlesen pnomokoklar, direk yayilim gostererek orta kulak,
siniisler, trakea, bronglar ve akcigerlerde enfeksiyona zemin hazirlayabilir. Bakterinin

kana karigmastyla sepsis ve menenjit gibi enfeksiyonlar meydana gelirken eklem, kemik
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ve yumusak dokular gibi uzak bélgelerde de enfeksiyonlara yol agabilir (Sekil 2.1.6.1)
(Abramson ve Overturf, 2004).

> | Hava Damlaciklari

@ Nazofarenjial ——» Yerel Yayilma
Tasima

——| Alveol
Pnémoni Orta Kulak Iltihab1

b4 v
[Akciger Zan | Kalp Zar1 | [ Kan |
l Ampiyem ‘ Ampiyem | ‘ Septisemi |

___________________________________

; v v

[ Eklember

Eklem Iltihab1 Menenjit
Kemik {ligi {itihabs

Sekil 2.1.6.1. S. pneumoniae enfeksiyonu i¢in patojenik yollar (Bogaert ve ark., 2004)

Pnémokok hastaliklar, S. pneumoniae adli bakteri tiiriiniin, viicudun farkli bolgelerinde
ciddi enfeksiyonlar gostermesiyle olusur ve diinyada yilda, 1,2 milyon g¢ocugun
Oliimiine neden olmaktadirlar. En yiiksek 6liim oranina %21 ile pndmokokal menenjit
sahiptir (Appelbaum, 1992). Gegirilen bir enfeksiyon sonrasinda bakteri uygun ortam
buldugunda kana geger, beyin ya da omurilik zarina ulasan bu bakteri menenjite neden
olur. Menenjitin en yaygin semptomlar1 arasinda bas agrisi, ense sertligi, ates, kusma,
biling kaybu, 1518a ve sese tahammiil edememe gelmektedir. Tani i¢in omurilik kanalina
sokulan bir igne yardimiyla beyin-omurilik sivisindan 6rnek aliir ve alinan 6rnek
laboratuvar ortaminda kiiltiire edilir. Mikrobiyolojik tanida tespit edilemezlerse antijen

taramasi ve lateks testi yapilarak tan1 konur (Scott ve ark., 1999).

Gegmis yillara gére pnomokokal pnomoni goriilme sikligindaki biiytik diisiise ragmen,
ozellikle gelismis tilkelerde, S. pneumoniae akcigerlerin bakteriyel enfeksiyonlarinin
hala en yaygin sebebidir. Ust hava yollar1 ile hava keselerinde iltihaplar olusturur ayrica

oksiiriik, nefes darligi, ates, g6giis agris1 gosterilebilir.
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Orta kulak iltihabi, kulak zar1 arkasinda iltihap toplanmasi sonucu meydana gelir, tiptaki
ad1 otitis media’dir. Siklikla nezle, grip gibi bir iist solunum yolu enfeksiyonu ile
beraber meydana gelir, dolayisiyla bu durumlarin en fazla oldugu kis aylarinda veya
ilkbahar mevsiminin ilk aylarinda goriiliir. Belirtileri genellikle bir veya her iki kulakta
agri ve beraberinde atestir. Ostaki tiiplerinin asil gorevleri orta kulagi geniz
sekresyonlarina karsi korumak olmasina ragmen, orta kulak boslugunu genize baglar ve
bakteriyel yayilimin dogal yolunu olusturur. Otitis media goriilme sikligindaki artisa
katkida bulunan risk faktorleri S. pneumoniae enfeksiyonu yaninda nikotine maruz

kalmak ve kalabalik bolgelerde yasamak da gelmektedir (Green ve Rothrock, 1993).

Siniizit; yiiz siniisleri ylizeyindeki mukoza zarmin iltihaplanmasi sonucu ortaya g¢ikan
hastaliktir. Bu iltihaplanma genellikle S. pneumoniae enfeksiyonu ile meydana
gelmektedir. Yiiz ve bas agrilari, gerginlik, yiizde 6dem, oksiiriik ve burun akintisi en

yaygin belirtileridir (Newman ve ark., 1994).

2.1.7. Diinyada ve Tiirkiye’de Durum

Pnomokoklar ¢ocuklarda, yashlarda, immiin yetmezligi olanlarda yaptigi
enfeksiyonlarla diinyada ve iilkemizde basta gelen hastalik ve 6liim nedenleri arasinda

bulunmaktadir (Musher, 1995).

1997 yilinda Amerika Birlesik Devletlerinde yilda yaklasik 4 milyon kiside pndémoni
olustugu ve bunlarin 600.000 kadarmin hastanede tedavi edilmesinin gerektigi
bildirilmistir (Fine ve ark., 1997). Pnémoni kaynakli 6liimler, ABD’de 6liim nedenleri
arasinda 6. siray1 aliyorken enfeksiyonlara bagli oOlimler arasinda ise 1. sirayi

almaktadir (Pinner ve ark., 1996).

Tiirkiye’de, Saglik Bakanlig1 verilerine gore 1992 yilinda bakteriyel pndmoni tanisi ile
seksen yedi bin kisi hastaneye bagvurmus ve bu hastalarin yaklasik dortte biri hayatin
kaybetmistir (Savas ve Kaya, 2000). Yine Saglik Bakanliginin 2002 yilindaki verilerine
gore pnomoni tanistyla yaklasik yliz on dokuz bin kisi hastaneye kaldirilmis ve bu

hastalarin %2,2’si hayatin1 kaybetmistir (Biilbiil, 2014).
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Toplumda gelisen pnomoniler 6liim oranlarimin yaminda tedavi siiresi ve maliyeti
acisindan da onemlidir. Yapilan bir ¢alismada ortalama yatig siiresi 11+6,6 giin olarak
tespit edilirken bu silire boyunca yatan hastanin ilag maliyeti, radyoloji maliyeti ve

laboratuvar maliyetinin toplam1 1660,77 Euro olarak bildirilmistir (Biilbiil, 2014).

2.2.Aptamer

Aptamerler farkli hedeflere yliksek etkinlik ve Ozgiinliikte baglanabilen tek zincirli
oligoniikleotidlerdir ve 1990 yilinda ¢ farkli grup tarafindan birbirinden bagimsiz
olarak bulunmustur (Ellington ve Szostak, 1990; Robertson ve Joyce, 1990; Tuerk ve
Gold, 1990). Aptamer kavrami latincede “uymak” anlamina gelen “aptus” kelimesinden

tiretilmistir (Jayasena, 1999).

Niikleik asitlerin {i¢ boyutlu yapilarina bagli bir sekilde 06zgiil ligandlara karsi
gosterdikleri yiiksek afinitenin anlasilmasi, gliniimiizde aptamer tabanli molekiiler
tanima mekanizmalarimin ve yeni tekniklerin gelistirilmesi lizerine yeni bir arastirma ve
gelistirme alammi olusturmustur. Biiylik oligoniikleotit kiitliphanelerinden segilen
aptamerlerin, hedef molekiillere kars1 gosterdikleri pikomolar seviyelerine erisebilen Kqg
degerleri ile ifade edilen yiiksek afinite bu teknolojinin protein tabanli monoklonal

antikorlarin yerini alabilecegini ortaya koymaktadir (Jenison ve ark., 1994).

Aptamerler hedeflerine farkli dizilerin olusturdugu {i¢ boyutlu yapr sayesinde
baglanirlar. Aptamer ve hedef molekiilii arasindaki etkilesim genis bir yiizey alaninda
gerceklesmektedir. Yiizey alaminin genis olmasi sebebi ile hedef molekiildeki en kiigiik
degisiklikler bile aptamerin baglanmasini engelleyebilmektedir, 6rnegin ATP aptameri
sadece bir fosfat grubu eksik olmasina ragmen ADP’ye baglanmayarak ATP’yi etkin bir
sekilde ayirt edebilmektedir (Sassanfar ve Szostak, 1993). Aptamerler bu o6zellikleri
sayesinde, belirli bir protein ailesindeki benzer proteinleri ya da aym proteinin farkli

bigimsel durumlarini dahi birbirlerinden ayrilabilmektedirler.

Literatiirde bulunan aptamerlerin birgogu RNA veya tek zincir DNA molekiilleridir,
bunlarin yaninda modifiye ve sentetik niikleik asitlerden yapilmis bazi aptamerler de

mevcuttur. Literatiirde etanolamin, asetilkolin gibi kiiclik organik molekiilleri, biiyiik
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protein komplekslerini, ve farkli biitlin hiicreleri hedef alan bir¢ok aptamer
bulunmaktadir (Bayrag ve ark., 2011). Aptamer-hedef kompleksleri pikomolar-

submikromolar araliginda ¢oziisiim katsayilarina (Kq) sahip olabilmektedir.

DNA aptamerlerinin hedefe baglanmasinin baz eslesmesi ile bir ilgisi olmadig1 ve
hedefin bir gen olmadigini anlamak olduk¢a 6nemlidir. DNA bahis oldugunda bilim
insanlarinda olusan baglanma algis1i Watson-Crick baz eslesmesinde bulunan adenin-
timin ve guanin-sitozin eslesmesi oldugu icin DNA aptamerlerinin baglanmasim
anlamakta problemler olusabilmektedir. Kiitiiphanedeki 10*° dizinin her biri birbirinden
farkli i¢ boyutlu sekillere sahiptir. Bu nedenle, i¢lerinden bir grubun hedef molekiille
iic boyutlu sekil eslesmesine, diger bir deyisle indiiklenmis uyum iligkisine girmeleri
olas1 goriilmektedir. Bu eslesme grubu her dongiide cogaltilarak ve tekrar yeni bir
dongiiye sokularak en i1yi eslesme elde edilmeye c¢alisilmaktadir. Yani aptamer hedef
eslesmesi Watson-Crick baz eslesmesi degil, Sekil 2.2.1’de de gosterildigi gibi

tamamen ii¢ boyutlu yap1 eslesmesi anlamina gelmektedir.

RNA vada ssDNA oligoniikleotitleri ~ Aptamer ii¢ boyutlu seklini alir Aptamerin hedefi tanimasi
(~ 100 nt)

Sekil 2.2.1. Aptamer-hedef etkilesimi (Stoltenburg ve ark., 2007)

Aptamer segiliminde kullanilan DNA’y1 dort alt birimli bir polimer olarak diisiinerek,
olusturulan farkli dizilerle elde edilen farkli sekillerin baglanmay1 sagladigimi ve
hedefin kii¢iik molekiiller, proteinler, makromolekiiller, hiicreler vb. olabilecegini

unutmamak gerekmektedir.
Aptamerlerin yiiksek afinite ve secicilik Ozellikleri goéz Oniine alindiginda, bu

molekiillerin yakin gelecekte terapdtik, biyoanalitik uygulama ve molekiiler tamn

alanlarinda sahip oldugu yiiksek potansiyel goriilmektedir (Deisingh, 2006).
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Sensor ve biyosensor alanlarinda aptamerler gida tahlillerinde kullanilirken (Tombelli
ve ark., 2007), kokain (Stojanovic ve ark., 2000), dopamin (Mannironi ve ark., 1997)
gibi kimyasallarin teshisinde ve asetamiprid (He ve ark, 2011) gibi insektsitlerin
teshisinde de kullanilabilmektedir. Hastaliga neden olan molekiile karst hedefleme
amach tretilen aptamer olan anti VEGF aptameri FDA tarafindan 2004 te ilk onay alan
aptamer temelli ila¢ 6zelligi tasimaktadir ve bu ilag ile VEGF biiytime faktorii inhibe
edilmistir (Keefe ve ark., 2010).

Aptamerler SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment
(Ussel Zenginlestirmeyle Ligandlarin Sistemik Evrimi)) isimli bir in vitro ¢ogaltma
teknigi ile gelistirilmektedir. Teknik 10" molekiil iceren bir sentetik oligoniikleotid

havuzundan hedefe baglanabilen dizilerin zenginlestirerek secilmesinden olusur.

2.2.1. Aptamer ve Antikorlarin Karsilastirilmasi

Antikorlar in vivo sekilde belirli bir molekiile karsi olusturulan protein yapilardir.
Benzer gorevler istlenen antikorlar ile aptamerlerin birbirlerine gére bazi1 avantaj ve

dezavantajlar1 bulunmaktadir.

Monoklonal antikorlar protein yapida olduklar1 i¢in proteazlara karst dayanikli
degillerdir. Aptamerler niikleik asit zinciri olduklari i¢in niikleazlara karsi hassastirlar.
Antikorlar ise niikleaz yikimina ugramazlar. Bununla beraber protein yapilar pH,
sicaklik, tuzluluk orani gibi ¢evresel kosullara karst dayanmikli olmadiklar icin
antikorlarda bu kosullara dayanikli degillerdir. Antikorlarin raf omiirleri kisadir, soguk
zincirde tasinmali ve saklanmalidir. Buna nazaran aptamerler protein yapilar
olmadiklart i¢in bu tip ¢evresel kosullara daha dayaniklilardir ve soguk zincir ihtiyaglari

yoktur ve raf 6miirleri de daha uzundur (Mascini, 2008).

Aptamerlerin antikorlara gore bagisiklik yamtina daha az neden olduklar1 bilinmektedir
ciinkii niikleik asitler insan immiin sistemi tarafindan yabanci ajanlar olarak
algilanmazlar (Ireson ve Kelland, 2006). Vaskuler Endotelyal Biiyiime Faktoriine
(VEGF) 0zgii aptamerlerin maymunlara 1000 kat daha fazla yiiksek dozda verildiginde
dahi ¢ok diisiik immiin etki olusturdugunu goézlemlenmistir (Eyetech Study Group,
2002).
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Aptamerler tiniform aktivite gosterirken antikorlar her iiretim serisinde farkli aktivite
gosterebilirler. Antikorlar daha pahali ve zahmetli bir yontem olan in vivo ortamda
tiretilmektedir, aptamerler ise daha ucuz ve basit bir yontem olan in vitro ortamda
tiretilmektedir bu ylizden antikorlarin iiretimi aptamerlere gore daha pahalidir (Birch ve

Racher, 2006).

Aptamerlerde hedef bolgeyi arastirmaci belirlerken antikorlarda hedef bolgeyi immiin
sistem belirler yani antikorlarin hedef skalas1 aptamerlere gore daha dardir. Aptamerler
herhangi bir hedefe kars1 secilebilirken, toksik veya non-immiinojenik molekiillere karsi

antikorlar gelistirmek olduk¢a zordur (Jayasena, 1999).

Aptamerler ve antikorlarin boyut farkliliklar1 vardir. Antikorlar biiyiik molekiiller
olduklari i¢in bobrek siizliliimiine maruz kalmamaktadir ancak biiyiikliikleri hiicre i¢ine
girmelerini engeller. Aptamerler ise bobrek siiziiliimiine maruz kalacak kadar kiiclik
molekiillerdir ancak hiicre icine girebilirler. Aptamerlerin antijenlere gore daha kiiciik
olmasi hedef basina baglanabilme sayilarin1 oldukga arttirmaktadir ve hiicre igi, dokular
arasit tasinmasini kolaylastirmaktadir. Antikorlarda iiretim sonrasi herhangi bir
modifikasyon yapilmasi olduk¢a zordur ancak aptamerlerde modifikasyonlar sentez
esnasinda kolayca yapilabilmektedir. Bu sayede aptamerlerde bobrek siiziiliimii gibi
negatif etkiler yok edilebilmektedir. Aptamerler hedefe yonelik hi¢bir 6n bilgi olmadan
iiretilebilirlerken, antikorlar i¢in 6n bilgiye ihtiya¢ vardir. Hedef molekiile karsi secilmis
olan aptamerlerin dizileri kolayca belirlenebileceginden, yiiksek miktarda ve saflikta

sentezlenebilir (Jayasena, 1999).

Teofilin ve kafein molekiillerinin yapilar1 Sekil 2.2.1.1°de de gosterildigi gibi
birbirlerinden sadece bir metil grubuyla ayrilmaktadir. Ancak teofilin icin secgilen
aptamer ve kafein i¢in secilen aptamer teofilin ile inkiibe edildiginde, teofilin i¢in
secilen aptamer kafein i¢in segilen aptamerden 10.000 kat daha fazla teofiline

baglanabilmektedir (Jenison ve ark., 1994).
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Sekil 2.2.1.1. Kafein ve teofilin molekiilii (Jenison ve ark., 1994)

Cizelge 2.2.1.1°de de verildigi iizere yapilan bazi ¢alismalarda ayni hedefe yonelik

aptamer ve antikorlarin afinitelerine bakildiginda aptamerlerin 6nemi daha net

anlasilmaktadir.

Cizelge 2.2.1.1. Baz biyolojik belirteclerde aptamer ile antikorlar arasinda baglanma

afinitesinin karsilastirilmasi

Biyolojik Belirtecler Eksprese Oldugu Antikor Aptamer
Tiimorler Ka(nM) Kq(nM)

Vaskiiler endotelyal Yumurtalik, gogiis, 0,49 (Witte 0,14 (Green ve

biiyiime faktorii reseptorii | serviks vb. ve ark., 1998) | ark., 1995)

Integrin a3y Pankreas, 16semi, prostat | 3,1 (Eble ve | 2 (Mi ve ark.,
vb. ark., 1998) 2005)

Musin 1 Yumurtalik, gogis, 1,7 (Lavrsen | 0,13 (Ferreira ve
akciger, prostat vb. ve ark., 2013) | ark., 2006)

Trombosit kaynakli Gastrointestinal stromal | 0,9 (Fretto ve | 0,1 (Green ve

biiyiime faktorii timor, 16semi vb. ark., 1993) ark., 1996)

Prostat-spesifik membran | Prostat, bobrek, idrar 18 (Smith- 2,1 (Lupold ve

antijeni kesesi vb. Jones ve ark., | ark., 2002)

2000)

Protein trozin kinaz 7 Losemi, akciger, gastrit | 50 (Bratu ve | 0,8 (Shangguan

kanseri vb. ark., 2003) ve ark., 2006)
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2.3. SELEX

SELEX prosediiriinde ilk adim yaklagik 10" farkl diziden olusan DNA kiitiiphanesinin
kimyasal olarak sentezlenmesidir (James, 2000). Bu kiitiiphane Sekil 2.3.1°de
gosterildigi gibi iki ucunda primer baglanma bolgeleri bulunan ve orta kisminda 20-80

arasi rastgele niikleotidler igeren niikleik asit dizileridir.

Primer Rastgele Sirah Niikleotitler Primer
5- —

(18-21 nt) (20-80 nt) (18-21 nt)

Sekil 2.3.1. Kiitliphane dizayni

Kiitiiphane sentezlendikten sonra hedef molekiiller ile inkiibasyona tabi tutulur.
Inkiibasyon siiresince kiitiiphanede bulunan bir¢ok tek zincirli DNA dizisi, sahip
olduklar1 6zgiin {i¢ boyutlu yapilar1 sayesinde farkli afinitelerle hedef molekiile ya da
hiicre ylizeyinde bulunan g¢esitli hedef molekiillerle etkilesime girerek baglanirlar.
Inkiibasyon sonrasinda hedefe baglanmamis ya da zayif bir etkilesimle baglanmus
niikleik asit dizilerini uzaklastirmak icin yikama islemleri yapilir. Yikama islemlerinden
sonra ortamda hedef ve ona bagli bulunan aptamer adaylar1 kalir, bundan sonraki adim
ise bu aptamer adaylarim hedeften aywarak PZR yolu ile ¢ogaltmak olacaktir.
Cogaltilan bu diziler bir sonraki SELEX dongiisii i¢in kiitliphane gorevini gorecektir,
baslangicta rastgele olusturulan niikleik asit havuzu tekrarlayan secilimlerle hedefe
yiiksek afiniteyle baglanan daha az ¢esitte dizilere indirgenmis olur (Dua ve ark., 2011).
Genellikle PZR’da kullanilan primerlerden bir tanesi FAM, digeri de biyotin
modifikasyonuna sahip sekilde se¢ildigi i¢in biyotin bagh sarmalin ucundan streptavidin
kiirelere giiglii bir sekilde baglanacaktir. Bu baglanmadan sonra ortama NaOH ya da iire
gibi kiricilar eklenip ¢ift zincirli DNA’nin ayrilmas1 ve FAM igeren diger zincirin
serbest kalmasi saglanmaktadir. Serbest kalan tek zincir halindeki bu diziler ortamdan
alimarak NAPS5 kolonlar1 ile tuzlar ve iireden temizlenir ve kurutma cihaz1 ile
kurutularak bir sonraki SELEX turu i¢in hazir hale getirilmektedir. Bir sonraki turda,
kurutulan kiitiiphane, baglanma tampon ¢ozeltisinde ¢oziiliip kullanilmakta ve dongii

birinci turda oldugu gibi tekrar edilmektedir (Sefah ve ark., 2010).
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Ilerleyen SELEX turlarinda hedef ve kiitiiphanenin inkiibasyon siiresi kisaltilip, yikama
kosullar1 her bir dongiide arttirilarak hedefe en iyi afniteye sahip olan dizinin se¢ilimi
saglanmaktadir. Eger ortamda hedef molekiile benzer molekiiller varsa sececek
oldugumuz aptamerin 6zgilinliigiinii arttirma amagli, benzer molekiillere karsi negatif-
SELEX de yapilarak 6zgiilliik saglanabilmektedir. Negatif-SELEX’te hedefe baglanmig
niikleik asitler elde edildikten sonra bunlarin baglanmasini istemedigimiz molekiille
inkiibasyonu gerceklestirilmektedir. Buradan ise molekiile baglanmamis olanlar yikama

asamalarindan sonra elde dilerek diger SELEX dongiisiine gegilmektedir.

SELEX’te kullanilan dongii sayis1 hedef molekiiliin konsantrasyonuna, ozelliklerine,
kompleksligine, kiitiiphanenin tasarimina, SELEX prosediiriiniin kosullarina, yikama
islemlerinin etkinligi gibi bir¢gok parametreye bagli olarak 8 ila 20 tur arasinda
degismektedir. SELEX turlari, secilen havuzlar belirli bir baglanma degerine erisinceye

kadar devam ettirilmektedir (Djordjevic, 2007).

flerleyen SELEX turlarinda giiclii baglanabilen dizilerin sayisinda artis gdzlemlenirken
baglanmayan ya da zayif baglanan dizilerin sayis1 azalacaktir. SELEX boyunca
zenginlestirilmis dizilerden kacar adet bulundugu biyoinformatik analizlerle tespit
edilebilmektedir. Giiniimiizde yeni nesil dizileme islemi i¢in en ¢ok kullanilan yontem

bizim de tercih etmis oldugumuz MiSeq illumina ile yapilan dizileme islemidir.

Her SELEX dongiisii sonunda elde edilen havuzlarin baglanma afiniteleri belirli
miktarda FAM bagh havuzu belirli sayida hedef ile inkiibe edip yikadiktan sonra
yikama soliisyonundaki floresansin floresans spektroskopi veya hedef iizerindeki

floresansin akis sitometrisi ile belirlenmesi sonucu elde edilebilmektedir.
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Sekil 2.3.2. SELEX turu (Stoltenburg ve ark., 2007)

SELEX prosediirii, orijinal se¢im prosediiriiniin temel basamaklarinin modifiye
edilmesiyle ¢esitlendirilmistir (Aquino-Jarquin ve Toscano-Garibay, 2011). Modifiye
edilmis birgok SELEX metodu mevcuttur bunlardan sik kullamlan bazi ¢esitler kapiler
elektroforez SELEX, manyetik boncuk SELEX, GO-SELEX, photo-SELEX, bakteriyel-
SELEX, hiicre SELEX dir.

2.3.1. Kapiler Elektroforez-SELEX
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Sekil 2.3.1. 1. Kapiler eletroforez-SELEX (Darmostuk ve ark., 2015)
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Bu yontemin prensibi ilk olarak 2004 yilinda gelistirilmistir. Amag¢ aptamer-hedef
kompleksinin baglanmayan oligoniikleotitlerden elektroforetik hareketlerle ayrilmasidir.
Hedefe baglanan oligoniikleotitler serbest niikleotitlerden ¢ok daha yavas hareket
ederler. Hizla kapilerden akan serbest oligoniikleotitler ortamdan uzaklastirilir. Daha
sonra basing uygulanarak aptamer-hedef kompleksi toplanir (Sekil 2.3.1). Bu SELEX
tekrarlanan az sayida dongiide bile yiliksek verimlilik saglayabilmektedir, ancak biiyiik

molekiiler agirhiga sahip molekiiller i¢in uygun degildir (Mendonsa ve Bowser, 2004).

2.3.2. Manyetik Boncuk Tabanh SELEX

—— . Manyetik BoncuKklara Baglanmayan
ssDNA Kiitiiphanesi Bagh Hedef ile Inkiibasyon Diziler

i

T
ATy ey T i Ll
AT T %m
ann

&3 Manyetik Ayirma
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Bagh Hedeﬂerb

PZR ﬂ

Denaturasyon

e
raerazey ress AUALLLLL

% Sekanslama
TGTGGCGTGTCTCACCTGGAATCGTAGCT

AGGAATGCCAATGT TGCAAGATACGTAGC

GGAATCTCGGTATCGTTAATCGCTATCGTT

Sekil 2.3.2.1. Manyetik boncuk tabanli SELEX (Darmostuk ve ark., 2015)

Hedefi manyetik boncuklara baglayarak olusturulan bu SELEX metodu ilk defa 1997
yilinda kullanilmistir. Genel olarak proteinlerin kullanildigi bu metotta, hedef protein
manyetik boncuklar iizerinde sabitlendikten sonra oligoniikleotit kiitiiphanesiyle inkiibe
edilir, daha sonra hedef-aptamer kompleksi manyetik ayiric1 ile baglanmayan
oligoniikleotitlerden temizlenir (Sekil 2.3.2) (Bruno, 1997).

2.3.3. GO-SELEX

GO-SELEX yonteminde, tek tabaka karbon atomundan olusan grafen oksit (GO)
materyali kullanilmaktadir. Kiitliphane ilk 6nce hedefle inkiibe edilir. Daha sonra bu
karistma GO eklenir. Hedefe baglanmamis olan oligoniikleotitler m—n bagi yaparak

GO’e baglanirlar, santrifiij ile ¢oktiirme sonrasi bu molekiillerin ortamdan temizlenmesi

22



amaglanmaktadir. Bu yontemle hedefin sabitlenmesine gerek kalmadan, diistik maliyetli
ve hizli bir sekilde yiiksek afiniteli aptamerlerin se¢imi saglanabilir (WoodKim ve

BockaGu, 2012).

2.3.4. Photo-SELEX

Bu teknikte 1518a duyarli niikleotitler baglangi¢ kiitiiphanesine eklenir. UV ile
uyarildiklar1 zaman bu modifiye niikleotitler hedef proteinin aromatik ve kiikiirt bagh
amino asitleriyle capraz kovalent baglar olusturur. Baglanan ve baglanmayan
niikleotitler SDS-PAGE yontemi kullanilarak tespit edilir. Daha sonra bagh
oligoniikleotitler jelden izole edilip hedeften ayirilir. Bu yontemle yiiksek afiniteli

aptamerler tespit edilebilirken, sadece tepkime gosteren bolge igeren ligandlarla
smirhidir (Golden ve ark., 2000).

2.3.5. Bakteriyel-SELEX

Kiitiiphanesi

) s’ &2
!

Dizileme

Sekil 2.3.5.1. Bakteriyel-SELEX iglemi

Bakteriyel-SELEX Sekil 2.3.5.1°de gosterildigi gibi, bakteri hiicreleri i¢in modifiye
edilmis bir SELEX c¢esididir. Bu SELEX c¢esidinde hiicreye baglanan aptamerlerin
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secilmesi hedeflenmektedir, yani aslinda hiicre yiizeyinde bulunan hedeflere baglanacak

aptamerler se¢ilmis olacaktir.

Iki farkli hiicre tipinin yiizey farkliliklar1 ¢ogunlukla burada bulunan proteinlerdeki
sadece birka¢ farkli molekiiler diziden ibarettir. Bakteriyel-SELEX’de bu molekiiler
dizilerin her biri potansiyel birer hedeftir bu nedenle basarili bir se¢ilim i¢in aptamer
adaylarimin baglanabilecegi ¢ok farkli hedefler bulunacaktir. Boylece aptamerler
kisisellestirilmis tip i¢in yeni firsatlar doguracak ve ¢cogu hastaligin tanisinda daha ¢ok

veri sunacaktir (Tan ve ark., 2013).

Bakteriyel-SELEX’de hedef hiicrelerin molekiiler 6zellikleri hakkinda 6n bilgiye gerek
yoktur, ¢ok farkli hiicre tipleri araligi i¢in bile Bakteriyel-SELEX kullanilarak 6zgiin
aptamerler tanmimlanabilir. Bakteriyel-SELEX’de hedef molekiiller hiicre yiizeyi
iizerindedir, bdylece SELEX siirecinde baglanmamis oligoniikleotidler kolaylikla
santrifiijle ve yikayarak uzaklastirilabilir. SELEX 6ncesi hedef molekiilleri arindirmak
ya da kat1 destek materyalleri lizerine sabitlemek gereksizdir. Bakteriyel-SELEX ayni
zamanda yeni biyomarkerlar1 kesfetmek i¢in olanak saglar. Patolojik veya fizyolojik
degisiklikler hiicrelerin molekiiler seviyesindeki degisiklikleri i¢erir. Bu degisikliklerin
birgogu bilinmemektedir. Bakteriyel-SELEX’le aptamer bilinmeyen biyomarkerlara
baglanacak ve hedefe yonelik bilgi olmasa bile hedefin tespit edilmelerini saglayacaktir

(Shangguan ve ark., 2015).

Bakteriyel-SELEX islemi de Sekil 2.3.1°de de goriildiigii gibi baglanma inkiibasyonu,
baglanan DNA’larin ayristirtlmasi, PZR ¢ogaltimi, tek zincirli DNA havuzu
olusturulmasi ve dizileme gibi temel basamaklar1 icermektedir. Baglanma inkiibasyonu
asamasindan once kullanilacak olan bakteri ekimi yapilarak biiyiitiillmeye baslanmalidir.
Spekrofotometrik dl¢iimlerde OD (optik yogunluk) degeri istenilen degere ulastiginda
yeteri kadar bakteri alindiktan sonra kiitiiphane ile inkiibasyona birakilabilir. Yasayan
bir canliyla calisildig1 icin tekrar eden her SELEX turunda kullanilacak bakteri aym

fiziksel ve kimyasal sartlarda ve ayni kararlilikla ¢ogaltilmalidir.
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Son yillarda biitiin hiicre ile yapilan SELEX c¢aligmalar1 gittik¢e artmaktadir. Birgok
hastaligin erken teshisi i¢in umut vaat eden, bir¢ok basarili aptamer c¢aligmasi

bulunmaktadir.

Enfeksiyona sebebiyet veren organizmalarin tespiti i¢in geleneksel yoOntemler
karmagiktir, birden fazla adim gerektirir ve hizli tespite ihtiya¢ vardir. Biyosensorler
patojenlerin hizli tespiti i¢in biiyiik bir potansiyel gostermektedir. Aptamerler de
bahsedildigi iizere kii¢iik olmalari, sentezinin ve etiketlemesinin kolay olmasi, toksik
olmamasi, antikorlara gore diisiik iiretim maliyetinin olmas1 ve hedef spesifikligi goz
Oniine alindiginda biyosensor ¢aligmalarinin gelisimi i¢in biiytik bir potansiyele sahiptir.
Yapilan bir bakteriyel-SELEX calismasinda Salmonella typhimurium’a 6zgii ssDNA
aptamerleri bakteri tabanli SELEX prosediirii ile elde edilmistir. S. typhimuriumun
hedef olarak segilirken, Salmonella enteritidis, Escherichia coli ve Staphylococcus
aureus karsit hedef olarak se¢ilmis ve 10 SELEX turundan sonra, zenginlestirilmig
oligoniikleotit havuzundan, akis sitometrisi kullanilarak 12 aptamer aday1 dizilenmistir.
Floresan analizi ile aptamerlerin hedefe yliksek baglanma afinitesine ve segicilige sahip

oldugu gosterilmistir (Moon ve ark., 2013).

Salmonella i¢in yapilan baska bir ¢aligmada S. typhimurium ve Salmonella enteritidis
bakterileri hedef olarak kullanilmigtir. Calismada bakteriyel-SELEX prosediirii
kullamlmig ve seciciligi arttirmak i¢in gram negatif bakteriler olan E. coli ve
Pseudomonas aeruginosa karsit hedef olarak kullanilarak ilk 10 turda toplam 12
aptamer aday1 dizilenmistir. Bu 12 adaydan hedefe yiiksek baglanma afinitesi ve diistik
¢Ozilisim katsayis1 gosteren (S. enteritidis i¢in 57,86+£14,5 nM ve 55,84+27,7 nM, S.
typhimurium igin 25+5,6 nM) ti¢ aptamer tespit edilmistir (Park ve ark., 2014). Ayrica
Labib ve arkadaglar1 S. typhimurium’a yonelik yapilan bagka bir bakteriyel-SELEX
caligmasinda 25 nM ¢6ziisiim katsayisiyla baglanabilen aptamer tespit ederken(Labib ve
ark., 2012), Pan ve arkadaslar1 da ayni yontemle Salmonella enterica’ya karsi 8,56 nM

¢Ozlisiim katsayisiyla baglanan bir aptamer tespit etmislerdir (Pan ve ark., 2005).

Hamula ve arkadaglarinin yaptig1 bir bakteriyel-SELEX calismasinda hedef molekiiliin
saflastirilmasi ihtiyacini ortadan kaldirmak i¢in hiicre yiizeyindeki molekiillere ssDNA

aptamerlerinin secilmesi amaglanmis ve bunun i¢in hedef olarak siispansiyon halde
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bulunan canli Lactobacillus acidophilus bakterisi belirlenmistir. Bakteriyel-SELEX
yontemi kullanilarak 6-8 tur SELEX sonrasi dizilenen 27 aptamer adaymin akis
sitokiyometrisi ve mikroskop kullanilarak floresans miktarlar1 6l¢lilmiis ve bir sekansin
1343 nM gibi yiiksek bir afiniteyle L. acidophilus’a baglandigi tespit edilmistir. Secilen
aptamerin siki bir sa¢ tokasi seklinde ikincil bir yapiya sahip oldugu ve L. acidophilus
hiicrelerinin yiizeyinde bulunan hemaglP proteinine baglandig1 tespit edilmistir

(Hamula ve ark., 2008).

Bakteriyel-SELEX c¢alismalarinda hedef olarak kullanmilmis bir diger bakteri olan S.
pyogenes, hiicre yiizeyinden eksprese edilen M proteini farkliliklartyla ¢esitli serotipleri
olan, Kklinik olarak 6nemli bir patojendir. Béylece M tipi proteinleri S. pyogenes’in
popiilasyonlarinin invazif yayilmasini izlemek i¢in belirte¢ olarak kullanilabilir. M tipi
proteinlerin tanimlanmasi i¢in serotiplendirilmesi ve niikleik asit dizilerinin dizilemesi
zahmetli ve pahalidir, ayrica bunu yapacak olan referans laboratuvarlar sinirlidir. Yine
Hamula ve arkadaglarinin yaptigi baska bir calismada dogrudan canli bakteri
hiicrelerinin yiizeyinde bulunan M-tipl1 proteinine karst SELEX ydntemiyle aptamer
gelistirilmesi hedeflenmistir. Pozitif SELEX’te S. pyogenes kullanilirken Kkarsit
SELEX’te Streptococcus bovis, S. pneumoniae kullanilmistir. Cesitli aptamer sekanslari
S. pyogenes’in M-tipl1 proteinine baglanirken karsit SELEX’te kullanilan hedeflere
baglanmamis ve baglanan sekanslardan bir kisminin 71 nM gibi diisiikk Ky degerlerine
sahip olduklar1 tespit edilmistir. Bu aptamerler S. pyogenes’i tespit etmek icin
kullanilabilecekken aym zamanda nokta tedavi testleri ya da yeni M tipleme testleri i¢in
kullamlabilecektir (Hamula ve ark., 2016). Ayrica yine Hamula ve arkadaslarinin 2015
yilinda S. pyogenes’e kars1 bakteriyel-SELEX kullanarak 4 nM’lik ¢6ziisiim katsayisina
sahip aptamer tespit ettigi bagka bir ¢alisma da bulunmaktadir (Hamula ve ark., 2015).

E. coli ¢ogu hayvamin bagirsak florasinda yaygin olarak bulunan bir bakteri tirii
olmasina ragmen patojenik varyantlar1 Onemli halk sagligi sorunlarina neden
olmaktadir. Bakteriyel-SELEX’1 kullanilarak yapilan bir ¢alisma sonucunda 4 tane
aptamer dizisinin E. coli hiicrelerine baglandig1 tespit edilmistir. i¢lerinden en iyi
baglanma afinitesine sahip dizinin Kg’si 11,97 nM olarak bulunmustur. Floresan
mikroskobuyla, floresan etiketli bu dizilerin E. coli hiicre yiizeylerine tutundugu

gorilmistir. E. coli i¢in secilen bu aptamerlerden iki tanesiyle 12 karsit bakteri
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kullanilarak tutunma deneyleri yapilmistir ve bu aptamerlerin sadece E. coli’ye spesifik
oldugu goriilmistiir. Tespit edilen bu aptamer, menenjit iliskili E. coli’nin klinik
izolatlarina baglanmaktadir ve E. coli kokenli menenjit kaynakli patojenlerin
tedavisinde kullanilabilmek i¢in tanimlanan ilk aptamer olma 6zelligini gosterir (Marton

ve ark., 2016).

Diger bir bakteriyel-SELEX ¢alismast Mycobacterium tuberculosis bakterisi
kullanilarak yapilmistir. Diinya c¢apinda en yaygin ve en Onemli enfeksiyon
hastaliklarindan biri olan tiiberkiiloz ve buna bagl 6liimlere neden olan M. tuberculosis
bakterisinin mevcut ilaglara karsi direngli hale gelmesi biiyiik sorunlara kapi aralamis ve
yeni ila¢ sistemleri gelistirmek ka¢inilmaz olmustur. Bu sebeple yola ¢ikan bir ¢caligma
M. tuberculosis’e kars1 aptamer gelistirilmeyi amaglamistir. Tiim bakteri hiicresi hedef
olarak kullanilarak SELEX islemi gerceklestirilmistir. Ayrica aptamerlerin 6zgiinligiinii
arttirmak i¢in Mycobacterium bovis bakterisi de karsit hedef olarak kullanilmistir.
Secilen aptamer ile tedavi edilen farelerin dalaklarindaki bakteri sayilar1 dnemli dlgiide
diismistiir. Yapilan akciger biyopsi Orneklerinin histopatolojik incelemesi aptamer
varliginda daha az pulmoner alveoler flizyon ve daha az sislik gostermistir. Bu sonuglar,
caligmada bulunan aptamerin M. tuberculosis {izerinde 6nleyici etkilerinin oldugunu ve
antimikrobakteriyel madde olarak kullanilabilecegini gostermektedir (Chen ve ark.,
2007). Ayrica M. tuberculosis bakterisine karsi yapilan bagka ¢alismalarda da Kq’leri 22
nM (Baig ve ark., 2015) ve 12 nM (Aimaiti ve ark., 2015) olan aptamerler seg¢ilmistir.

Ozellikle ¢ig ya da kismen pisirilmis kiimes hayvani iiriinlerinden, siit iiriinlerinden,
islenmemis su ve deniz iriinlerinden kaynakli olan ve gastritin baslica sebebi olan
Campylobacter jejuni’ye yonelik yapilan bir ¢alismada dogal ortaminda bulunan biitiin
bakteriye kars1 SELEX islemi kullanilarak aptamer se¢ilimi saglanmistir. SELEX, FAM
etiketli ssDNA Kkiitiiphanesi kullanilarak uygulanmistir ve SELEX isleminin ardindan
akig sitometresi ile C. jejuni’ye yiiksek baglanma egilimi olan diziler tespit edilmistir

(K¢=292,8+53,1 nM) (Dwivedi ve ark., 2010).

Baska bir calismada bakteriyel-SELEX islemi deri ve solunum sisteminde cesitli
enfeksiyonlara sebep olan Staphylococcus aureus’a aptamer se¢mek igin biitiin

bakteriye karsi uygulanmustir. Ayrica spesifikligi arttrmak icin Streptococcus ve
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Staphylococcus epidermidis’de karsit hedef olarak kullanilmistir. SELEX isleminde
elde edilen 11 adayin niikleotit dizisi ¢ikarilmis ve bunlardan 5 tanesinin hedefle yiiksek
baglanma afinitesi gosterdigi tespit edilmistir. Bu 5 aptamer hem ayr1 ayri hem de
hepsinin karigimi  seklinde kullanilarak hedefe baglanabilme yetenekleri tespit
edilmistir. Sonuclar 5 dizinin karisiminin bireysel aptamerlerden daha iyi bir sekilde
hedefi tamidigim1  gostermistir. BoOylece bu c¢alismada bulunan 5 aptamerin
kombinasyonuyla, irinli sivilardan alinan Orneklerde S. aureus’n tanimaya yonelik
problar tasarlanabilecektir (Cao ve ark., 2009). Yine bakteritel-SELEX’le S. aureus’a
karst 2015 yilinda Kq4’si 3,5 nM (Moon ve ark., 2015), 2016 yilinda ise Kg’si 2,3 nM

(Cha ve ark., 2016) olan aptamerler gelistirilmistir.

Dizanteriye sebep olan Shigella dysenteriae igin DNA aptameri se¢gmek amaciyla
yapilan bir ¢alismada yine bakteriyel-SELEX yontemi kullanilmistir. Yapilan secilim
turlarindan sonra zenginlestirilmis oligoniikleotit havuzlar dizilenip gruplandirilmistir.
Bu dizilerden en iyi baglanan dizi 23,47+2,48 nM ¢6ziinme Katsayisi1 degerine sahiptir.
Ayrica aptamer Ozgiilligiinii degerlendirmek i¢in yapilan baglanma deneyleri hedef
olarak belirlenen S. dysenteriae’e yliksek baglanma afinitesi gosterirken diger bakteriler
icin belirgin seviyede diisiik baglanma afinitesi gostermistir. Boylece tespit edilen bu
aptamerle bakteri gibi karmasik bir hedef i¢in uzun izolasyon ve saflastirma
gereksinimlerinin iistesinden gelinerek yeni tiir problar i¢in 6n adim saglanmistir (Duan
ve ark., 2013). Ayrica Gong ve arkadaslart da Shigella sonne’ye karsi yaptiklari
bakteriyal-SELEX sonucunda 5,98 nM ¢ozlisiim katsayisina sahip bir aptamer
se¢mislerdir (Gong ve ark., 2015).
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Yapilan bakteriyel-SELEX ¢aligmalar1 bir tabloda 6zetlenecek olursa;

Cizelge 2.3.5.1. Bakteriyel-SELEX lerle gesitli bakterilere karst se¢ilmis aptamerler

Bakteriyal-SELEX

Sebep oldugu

Secilen en iyi

Kaynak

yapilan bakteri hastaliklar aptamerin Kq’si (nM)
Tifo, gida 25+5,6 (Park ve ark., 2014)
zehirlenmesi 25 (Labib ve ark., 2012)
S. typhimurium
- (Moon ve ark., 2013)
Gida 57,86+14,5 (Park ve ark., 2014)
S. enteritidis zehirlenmeleri, 55,84+27,7 (Park ve ark., 2014)
tifo
Salmonella enterica Tifo 8,56 (Pan ve ark., 2005)
L. acidophilus 13+3 (Hamula ve ark., 2008)
Deri 4+1 (Hamula ve ark., 2015)
S. pyogenes enfeksiyonlari, 7+ 1 (Hamula ve ark., 2016)
faranjit
Ishal, kanli ishal, 17,97 (Marton ve ark., 2016)
E.coli idrar yolu
enfeksiyonlari
- (Chen ve ark., 2007)
M. tuberculosis Tiiberkiiloz 22,35 (Baig ve ark., 2015)
12,02 (Aimaiti ve ark., 2015)
C. jejuni Gastrit 292,8+53,1 (Dwivedi ve ark., 2010)
Deri ve solunum 61,50+22,43 (Cao ve ark., 2009)
S. aureus sisteminde 2,3 (Cha ve ark., 2016)
enfeksiyonlar 349+ 1.43 (Moon ve ark., 2015)
S. dysenteriae Dizanteri 23,47+ 2,48 (Duan ve ark., 2013)
Merkezi sinir 0,002017 (Lee ve ark., 2015)
Listeria sistemine ait
monocytogenes bozuklluklar 48,74+ 3,11 (Duan ve ark., 2013)
S. sonnei Dizanteri 5,98 + 0,835 (Gong ve ark., 2015)

29




Biitiin hiicre kullanilarak yapilan SELEX, bakteri, virlis ve ¢esitli mikroorganizmalarla

simirlt  kalmamistir. Memeli hiicreleriyle yapilan birgok hiicre-SELEX  ¢aligmasi

mevcuttur. Zhao ve ark, biitiin hiicre-SELEX’1 kullanilarak memeli hiicrelerine karsi

yapilan aptamer segimlerini bir tablo haline getirmislerdir (Zhao ve ark., 2015) (Tablo

2.3.5.2).

Cizelge 2.3.5.2. Biitiin hiicreye yonelik yapilan SELEX’le cesitli memeli hiicrelerine secilmis

aptamerler
Alinan Baglandigi Secilen en iyi
kaynak Hedef hiicre protein aptamerin Ky’si Kaynak
bolgesi (nM)
Akut lenfoblastik PTK7 0,8+0,09 (Shangguan ve
T-hiicreleri ark., 2008)
Losemi B-hiicresi lenfoma 0,76+0,13 (Tang ve ark.,
hiicre hatt1 2007)
Glioblastoma 61,82 (Bayrag ve ark.,
hiicreleri 2011)
Beyin Glioblastoma Tenasin-C 104 (Hicke ve ark.,
hiicreleri 2001)
Primer EGFR vlll 0,62+0,04 (Tan ve ark.,
glioblastoma 2013)
Biiyiik akciger 28,255 (Zhao ve ark.,
kanser hiicreleri 2009)
Akciger Akciger 45+5 (Jimenez ve
adenokarsinomu ark., 2012)
Bagirsak kanser 32,1+3,4 (Sefah ve ark.,
Bagirsak hiicreleri 2010)
Fare kolon GlikoproteinE?2 1,05+0,4 (Chen ve ark.,
karsinoma hiicreleri 2009)
Berrak hiicreli 0,25+0,08 (Van Simaeys
Yumurtalik adenokarsinom ve ark., 2010)
Ser6z 39+20 (Van Simaeys
adenokarsenom ve ark., 2010)
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Rahim agiz1 Serviks 1,6+0,4 (Graham ve
adenokarsinoma Zarbl , 2012)
Gogiis Metaztatik gogiis 2,6+1,2 (Li ve ark.,
kanseri 2014)
Gogils kanseri HER?2 45,8 (Thiel ve ark.,
2012)
Hepatoseliiler 4,51+0,39 (Shangguan ve
Karaciger karsinoma ark., 2008)
Metaztatik 167,3+£30,2 (Wang ve ark.,
hepatoseliiler 2013)
karsinoma
Pankreas Pankreatik ALPPL-2 22,5 (Dua ve ark.,
karsinoma 2013)
Kanser kok hiicresi 2,2+0,8 (Sefah ve ark.,
Prostat 2013)
Prostat kanseri 73,59+11,01 (Wang ve ark.,
2014)
Yag doku Olgun adipositler 17,8+5,1 (Liu ve ark.,
2012)
Bobrekiistii Fare RET RTK 35+3 (Cerchia ve
bezi feokramositoma ark., 2005)
Fare Fare embriyonik - (lwagawa ve
embriyosu kok hiicresi ark., 2012)
Lenfoblastom Insan Burkitt c-kitt 12,21 (Meyer ve ark.,
lenfomasi 2013)
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3. MATERYAL & METOT

3.1. MATERYAL

Tez c¢alisgmasinda kullanilan bakteriler; Streptococcus pneumoniae (Klein) Chester
(ATCC® 49619™), Enterococcus faecalis (ATCC® 19433™)_ Streptococcus pyogenes
(ATCC® 19615™), Streptococcus mutans (ATCC® 25175™), Streptococcus
pneumoniae (ATCC® 6301™), Streptococcus pneumoniae (ATCC® 6303™) ve
Streptococcus pneumoniae (ATCC® 49136™) Microbiologics firmasindan temin

edilmistir.

Tez caligmasinda kullanilan kimyasallardan; Sodyum klorit (BCBJ7747V), sodyum
hidroksit (SZBD0940V), sodyum fosfat dibazik dihidrat (SZBC162AV), potasyum
fosfat monobazik (SZBC3290V), kalsiyum kloriir dihidrat (SZBC346AV), magnezyum
kloriir hekzahidrat (SZBC2070V), D-(+)-glikoz (SLBF1738V), gliserol (SHBF0091V),
aseton (SZBD331SV), etanol (SZBF1240V), agoroz (SLBL4377V), etidyum bromiir
(MKBJ1136V), sigir serumu (13J360), sigir serum albumini (SLBJ9814V) Sigma’dan

temin edilmistir.

Bakterilerin biiyiitilmesinde kullamlan besi yerleri ve anaerob ortam saglayan
malzemeler olan; Brain Heart Agar (1.13825.0500), Brain Heart Broth (1.10493.0500),
Tryptic Soy Broth (1.05459.0500), Tryptic Soy Agar (1.05458.0500), Anaerocult
(1.13829.0001), Anaerotest (1.15112.0001) ve Anaerobic jar (1.16387.0001) Merck’den
temin edilmistir. Bunlarin yam sira GE Healthcare’den, Streptavidin sepharose high
performance (10239342) ve Beckman Coulter’den, Agencourt AMPure XP (15294900)

temin edilmistir.

Tez calismasinda kullanilmig olan cihazlardan; spektrofotometre (Optizen, POP),
manyetik karstirict (Torrey Pines Scientific, HS10-2), pHmetre (Inolab Ph7110),
santrifiij (Eppendorf centrifuge, 5810R), mini santrifiij (Scilogex, D1008), gercek
zamanlh PZR(Qiagen, Rotorgene Q), termal cycler (Biorad, C 1000 Touch), termal
cycler (Proflex, EN61326;Class B, Group 1), jel elektroforez sistemi (Thermo, OWL
B1A), jel goriintilleme cihazi (Biorad, ChemiDoc MP), gii¢c kaynag1 (Consort, EV 231),
mikrodalga firm (Vestel, 1120135), vorteks (WiseMix, VM-10), thermo mixer
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(Eppendorf, Thermomixer C), dry block thermostat (Biosan, TDB-120), revolver rotator
(Thermo, 88881002), florometre (Invitrogen, Qubit 2.0), su banyosu (Daihan,
Wisecircu, WCB-22 ), ¢eker ocak (Hedlab), hassas terazi (And, HR-250AZ), hassas
terazi (Highland, HCB1002), -20 dondurucu (Sanyo, MDF-U334), buzdolab1 (Vestel
BZP-X1.3302W), buzdolabi (Samsung, RSAI1STSL), -80 dondurucu (Thermo
Scientific, Forma 88000 Series), inkiibator (Daihan, WiseCube WIS-30R), inkiibator
(Niive, EN 120), steril kabin (Niive, MN 120), otoklav (Niive, OT 90L) ve goriintii
almak icin kullanilan mikroskop (LEICA, DM3000) Karamanoglu Mehmetbey
Universitesi, Biyomiihendislik Laboratuvari’dan temin edilmistir ayrica Karamanoglu
Mehmetbey Universitesi, Merkezi Laboratuvar’dan, freze dryer (Scanvac, coolsafe,110-
4PRO), Miseq cihazi (Illimiina, MiSeq) ve flow sitometri cihazi (BD Accuri, C6)
kullanilmigtir. Buz tedarigi igin ise Karamanoglu Mehmetbey Universitesi, Gida

Miihendisligi Laboratuvari’ndan, buz makinasi (Hoshizaki, FM-80EE) kullamlmustir.

3.2. METOT

3.2.1. SELEX ’te Kullanilacak Mikroorganizmalar ve Biiyiitiilme Kosullar:

Aptamer segilimi i¢in Streptococcus pneumoniae (Klein) Chester (ATCC® 49619™)
susu kullanilmistir. Bu susun se¢ilme sebebi VITEK, BD Phoenix™, Sensititre gibi
otomatik mikrobiyoloji tanimlama sistemlerinde S. pneumoniae i¢in kalite kontrol ve
disk testlerinde kontrol susu olarak kullanilmasidir. Aptamer gelistirilirken literatiirde
yaygin bir uygulama olan negatif sec¢ilim de kullanilmis boylece gelistirilen
aptamerlerin tiire 6zgili olmasi, ¢capraz reaktivite gdstermemesi ve hiicre zarinda bulunan
yaygin proteinlere baglanmamasi saglanmaya calisilmigtir. Negatif secilim i¢in 3
mikroorganizma  karigimindan  olusan  bir  kokteyl  kullanilmistir.  Bu
mikroorganizmalarin belirlenmesinde S. prneumoniae’ya yakin, yaygin ve kolay elde
edilebilir 3 sus belirlenmistir. Belirlenen tiirler ve suslart Streptococcus mutans
(ATCC® 25175™),_ Streptococcus pyogenes (ATCC® 19615™) ve Enterococcus
faecalis’dir (ATCC® 19433™), Filogenetik agidan yakin tiirlerin kullanilmasi ile hiicre
ylizeyinde bulunan benzerlikler arttirilmaya ¢alisilmistir. Liyofilize olarak gelen
bakteriler oncelikli olarak Brain Heart Agar (BHA)’a ekilmis, bunlardan S. mutans, S.

pyogenes, S.pneumoniae ve suslari anaerobik olarak, E. faecalis ise aerobik olarak
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37°C’lik etiivde biyiitiilmiistiir. Secilim i¢in kullamlacak S. mutans, S. pyogenes
bakterileri kati besi yerinde biiyiidiikten sonra tek kolonileri alinarak 50 mL Brain Heart
Broth (BHB) s1v1 besi yerine anaerob ekilmis, E. faecalis ise 50 mL’lik tiipteki 20 mL
BHB s1v1 besiyerine ¢alkalamali inkiibatérde aerob olarak 37°C’lik etiivde inkiibasyona
birakilmistir. S.pneumoniae suslari ise %5 sigir serumu igeren BHB’da 37°C’de
inkiibasyona birakilmigtir. Her saat basi OD degerlerine bakilarak biiylime egrileri elde
edilmistir. Biiylime egrileri elde edilen bakteriler log fazina kadar biiyiitiilmiis ve her
biri i¢in daha sonra kullanilmak {izere gliserol stoklar1 hazirlanmistir. Biiylime egrileri
cikarilan bu bakterilerin sayisini hesaplayabilmek i¢in bakteriler log fazindayken yarim
saat arayla bakterilerin OD’leri 6l¢iilmiis ve OD’leri kaydedilen bu bakterilerden
petrilere 100’er pLL yayma yapilarak biiyttiilmiis ve sayilmistir. OD degerine karsilik
bakteri sayis1 grafikleri olusturulmustur, boylece artik herhangi bir OD degerindeki
bakteri sayis1 hesaplanabilir hale getirilmistir. Boylece kullanilan mikroorganizmalarin
farkli SELEX basamaklarinda birbirine yakin biiyiime fazlarinda bulunarak daha yakin
ylizey karakterine sahip olmasi ve SELEX’teki kompleksligi azaltmas1 beklenmektedir.

3.2.2. SELEX ’te Kullanilan Kiitiiphane ve Primerler

SELEX isleminin basarisinda, aptamer se¢iminde kullanilacak olan kiitliphane ve
primer dizaynt olduk¢a Onemlidir. Tasarlamis oldugumuz 80 baz uzunlugunda
kiitiphane ve primerler PZR’da 95°C’de kolayca denatiire olacak sekilde %51,3 ve
%52,6 oranlarinda GC igerigine sahiptir. Ayrica secilen primer ve kiitiiphanenin 5’ ve
3’ uglarmin guanin olmamasina dikkat edilmistir ¢iinkii 5° ucunda bulunan guanin,
floresans ajanlarda sonme etkisi yaparken 3’ ucunda bulunan guanin ise DNA sentezini
zorlagtirmaktadir. Bunlarla beraber primerlerin uzunlugu 19 baz uzunlugunda
secilirken, erime sicakligi 55-65°C arasinda bir sicaklik secilmistir ayrica primer
ciftlerinin erime sicakliklar1 arasinda 1°C’den fazla fark olmamasina dikkat edilmistir.
1 kiitiiphane:5-TGACGAGCCCAAGTTACCT(42N)AGAATCTCCGCTGCCTACA-3
1 .kiitliphanenin primerleri: 5-FAM-TGACGAGCCCAAGTTACCT-3
5-Biotin-TGTAGGCAGCGGAGATTCT-3
2 kiitiiphane:5-AAGGGCTGGCTGGGATGGA(42N)TCACTTCACGGACCCCACT-3

2 kiitiiphanenin primerleri: 5-FAM-AAGGGCTGGCTGGATGGA-3
5-Biotin-AGTGGGGTCCGTGGAGTGA-3
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SELEX siiresince kullanilan primerlerin 5’ u¢larina FAM ve biyotin eklenmistir. FAM
modifikasyonu ile segilen havuzlarin floresans spektroskopisi ile baglanmalarimin
Olcimiinde belirteg, biyotin modifikasyonu ise her tur sonrasinda PZR yolu ile

cogaltilan havuzlari ¢ift zincirden tek zincire indirgemede kullanilmustir.

3.2.3. SELEX ic¢in Kullanilacak Kiitiiphanenin PZR Optimizasyonu

SELEX’te kullanacak oldugumuz kiitiiphaneye primer, MgCl,, Tm ve dongii
optimisazyonu yapilmistir. Primer konsantrasyonunun optimum degerini belirlemek i¢in
3, 5, 8 ve 10 pM’lik konsantrasyonlar kullamilarak PZR yapilmistir. MgCl,
optimizasyonu i¢in 0,25, 0,5, 1, 2, 3, 4 ve 5 mM’lik konsantrasyonlar kullanilarak en 1yi
konsantrasyon secilmistir. Ty optimizasyonu i¢in 55,5-65°C sicakliklar arasindan PZR
islemi yapilmis ve en uygun baglanma sicaklig1 secilmistir. Dongli optimizasyonu i¢in

ise 6-20 turluk dongiilerle PZR yapilarak en iyi dongii sayisi da belirlenmistir.

Cizelge 3.2.3.1. T, optimizasyonu i¢in kullanilan PZR sartlart

Bilesenler Stok konsantrasyonlari Miktar (uL)
10X PCR Buffer 2 uL
dNTP 2,5 mM 1,6 uL
Primer 10 uM 1 uL
DNA 5nM 2 uL
dH,O 11,74 uL
Taq Enzimi 5 U/uL 0,06 uLL
MgCl; 25 mM 1,6 uL
Toplam 20 uL

Adim Sicaklik (°C) Zaman (saniye)
Baglama Sicaklig1 95 180
Denatiirasyon 95 30
Baglanma Gradient sicaklik* 30
Uzama 72 30
Final 72 120
Bekleme 12 0

Dongii Sayist : 20
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Cizelge 3.2.3.2. Primer optimizas

onu i¢in kullanilan PZR sartlari

Bilesenler Stok konsantrasyonlari Miktar (uL)
10X PCR Buffer 2 uL
dNTP 2,5mM 1,6 uL
Primer 3uM, 5uM, 8 uM,10uM 1 uL
DNA 5nM 2 uL
dH.0 11,74 uL
Taq Enzimi 5 U/ul 0,06 uL
MgCl, 25 mM 1,6 uL
Toplam 20 uL
Adim Sicaklik (°C) Zaman (saniye)
Baglama Sicaklig1 95 180
Denatiirasyon 95 30
Baglanma 59,3 30
Uzama 72 30
Final 72 120
Bekleme 12 0
Dongii Sayist : 20
Cizelge 3.2.3.3. MgCl, optimizasyonu i¢in kullanilan PZR sartlar
Bilesenler Stok konsantrasyonlari Miktar (uL)
10X PCR Buffer 2 uL
dNTP 2,5 mM 1,6 uL
Primer 10 uM 1 uL
DNA 5nM 2 uL
dH,0
Taq Enzimi 5 U/uL 0,06 uL.
MgCl; 5mM, 4mM, 3mM, 2mM,

1mM, 0,5mM
Toplam 20 uL
Adim Sicakhik (°C) Zaman (saniye)
Baglama Sicakligi 95 180
Denatiirasyon 95 30
Baglanma 59,3 30
Uzama 72 30
Final 72 120
Bekleme 12 0

Dongii Sayist : 20

36




Cizelge 3.2.3.4. Dongii optimizas

onu i¢in kullanilan PZR sartlari

Bilesenler Stok konsantrasyonlari Miktar (uL)
10X PCR Buffer 2 uL
dNTP 2,5mM 1,6 uL
Primer 10uM 1 uL
DNA 5nM 2 uL
dH.0 11,74 uL
Taq Enzimi 5U/uL 0,06 uL
MgCl, 25 mM 1,6 uL
Toplam 20 uL

Adim Sicakhik (°C) Zaman (saniye)
Baglama Sicaklig1 95 180
Denatiirasyon 95 30

Baglanma 59,3 30

Uzama 72 30

Final 72 120

Bekleme 12 0

3.2.4. SELEX

SELEX sirasinda kullanilmak tizere DPBS, yikama soliisyonu ve baglanma soliisyonu

hazirlanmistir. 1X DPBS i¢in 6nce asagida verilmis olan soliisyonlar hazirlanmistir.

Soliisyonl= 80 g NaCl + 2 g KCl + 7,18 g NayHPO4.2H,0 + 2 g KH,PO,4 + 800 mL
dH0 eklenerek pH 7,4’¢ ayarlanmis ve bu karisim etiketlenerek otoklavlanmustir.
Soliisyon2= 1 g MgCl,.6H20 + 100 mL dH0 eklenerek otoklavlanmistir.

Soliisyon3= 1,3 g CaCl,.2H,0 + 100 mL dH0 eklenerek otoklavlanmistir.

Soliisyond4= soliisyonl ve soliisyon2’nin tamami karistirilarak olusturulmustur.

Soliisyon4’ten 10 hacim alinarak iizerine 80 hacim dHO eklenmis ve bu karigima
eklenmek {izere ayr1 bir yerde soliisyon3’den 1 hacim alinarak iizerine 9 hacim dH;O
eklenmistir. Hazirlanan bu iki soliisyon karigtirilarak 1X DPBS olusturulmustur.
Hazirlanmis olan 40 mL 1X DPBS’in iizerine 18 g glukoz ve 1 M 0,2 mL MgCl,
eklenerek 1X yikama soliisyonu ve yine 40 mL 1X DPBS’in iizerine 0,8 g glukoz, 1 M
0,2 mL MgCl; ve 0,04 g BSA eklenerek 1X baglanma soliisyonu hazirlanmistir.
Hazirlanan DPBS, yikama soliisyonu ve baglanma soliisyonu otoklavlanmis ve 0,45

pm’lik filtrelerden gecirilmistir.
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Pozitif SELEX’te kullanacak oldugumuz S. pneumoniae (Klein) Chester (ATCC®
49619™) susunu %5’lik Bovine calf serum igeren BHB’da biiyiiterek ilk SELEX turuna
baslanmistir. Bulaniklagsmaya bagslayan sivi besi yerinden plastik kiivete 1 mL alinarak,
spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda Ol¢lilmistir. OD degeri 0,3 oldugunda
y=9"%+0,1815 denkleminde y’nin yerine 6l¢iilen OD degeri yazilarak, 10° adet bakteri
icin s1v1 besi yerinden alinmasi gereken miktar hesaplanmis ve uygun tiipe aktarilmistir.
Tiipe alan bakteriler 3200 g’de 5 dk santrifiijledikten sonra bakteriler pellet halinde
cokerken, besi yeri iist fazda kalmistir. Ust fazda bulunan besi yeri daha sonra pipet
yardimiyla ¢ekilerek ortamdan uzaklastirilmistir. Pellet olarak kalan bakterilerin {izerine
daha sonra 1000 pL yikama soliisyonu eklenmis ve nazikg¢e vortekslenerek yikanmistir.
Yikanan bakteriler 3200 g’de 5 dk santrifiijlendikten sonra iist fazda bulunan yikama
soliisyonu pipetle ¢ekilerek, bakterinin tiipiin altinda pellet halinde kalmasi1 saglanmigstir.

Yikama islemi iki kere tekrarlanmistir.

Aptamer kiitliphanesi, daha 6nceden sicakligi 95°C’ye getirilmis olan 1siticida 5 dk
bekletilmis ve sonra ¢ikarilarak buza alinmis ve 10 dk da buzda bekletilmistir. ilk once
95°C’de daha sonra buzda bekletilen aptamer kiitiiphanesinden 5 nmol 300 uL olacak
sekilde almarak, yikanmis ve ¢oktiiriilmiis bakterinin {izerine eklenmistir. Uzerine
kiitiiphanenin eklendigi bakteriler nazik¢e vortekslenerek karigmalari saglanmistir. Bu
kiitiiphane-bakteri karigimi, 4°C’de c¢alkalamali karigtiricidda 15 rpm’de 60 dk
inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sirasinda aptamer kiitiiphanesinde bulunan
bir¢ok tek zincirli DNA dizisi, sahip olduklar1 6zgiin 3 boyutlu yapilari sebebi ile farkl
afinitelerle hiicre yiizeyinde bulunan cesitli molekiillerle etkilesime girerek hedefe

baglanmstir.

Inkiibasyon siiresi biten bakterilere, 3200 g’de 5 dk 4°C’de santrifiij islemi yapilmustir.
Santrifiij isleminden sonra bir kisim tek zincirli DNA dizisi hedefe baglanip bakterilerle
birlikte pellet seklinde ¢okerken, bir kismi da hedefe baglanmayarak iist fazda kalmustir.
Ust fazda bulunan baglanmayan diziler pipetle ¢ekilerek ortamdan uzaklastirilmstir.
Bakterilere baglanan dizilerden, zayif baglanmis olan dizilerin uzaklastirilmasi icin de
bakterilerin tizerine 300 pL yikama soliisyonu eklenmis ve hafif¢e vortekslenerek
karigtinnlmigtir.  Zayif baglanmis dizilerin uzaklastirilmasi amaciyla vortekslenen

karistma 3200 g’de 5 dk 4°C’de santrifiij islemi yapilmis ve {ist fazda bulunan zayif
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baglanmis diziler pipet yardimiyla ortamdan alinmistir. Bakterilere baglanan dizileri,
bakterilerden ayirmak igin ise sicakligr 95°C olan 500 uL saf su, ¢okeltinin {lizerine
eklenerek vortekslenmistir ve 5 dk boyunca 95°C’de spontane sekilde baglanan dizilerin
ayrilmalar icin inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda &rnek bekletilmeden
37°C’de 12000 g’de 10 dk santrifiijlenmistir. Santrifiij sonunda, yaklasik olarak 500 uL
olan iist fazda sadece hedefe baglanan diziler kalmistir. Hedefe baglanan bu diziler, {ist
fazdan pipet yardimiyla alinarak uygun bir tiipe aktarilmis ve ‘eliisyon’ olarak

etiketlenmistir.

SELEX 1’e 6zel olarak, bu eliisyon tamamini kullanilarak hacmi 1 mL olan karigimla

daha 6nceden yapilmis PZR optimizasyon sartlarinda 10 turluk bir PZR yapilmstir.

Cizelge 3.2.4.1. SELEX 1 i¢in yapilacak 1 mL’lik PZR kosullar

Bilesenler Stok konsantrasyonlari Miktar (uL)
10X PCR Buffer 100 pL.
dNTP 2,5 mM 80 ulL
Primer 10 uM 50 uL
DNA seleksiyon havuzu 5nM 500 uL
dH.0 187 uL
Taq Enzimi 5U/uL 3ul
MgCl, 25 mM 80 uL
Toplam 1000 pL

Adim Sicakhik (°C) Zaman (saniye)
Baglama Sicaklig1 95 180
Denatiirasyon 95 30
Baglanma 59,3 30
Uzama 72 30
Final 72 120
Bekleme 12 0

PZR iiriinlimiiz sonraki basamakta template olarak kullanilip 1.SELEX havuzu olarak

etiketlenmistir. Bu SELEX havuzunun dongii optimizasyonu i¢in 6, 8, 10, 12, 14, 16,

18, 20 turluk dongiilerle PZR iglemi yapilmistir.
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Cizelge 3.2.4.2. Biitiin SELEX’ler i¢in yapilacak olan ddngii optimizasyonu PZR kosullar

Bilesenler Stok konsantrasyonlari Miktar (uL)
10X PCR Buffer 2 uL
dNTP 2,5mM 1,6 uL
Primer 10 uM 1 uL
DNA 5nM 2 uL
dH.0 9,34 uL
Taq Enzimi 5U/uL 0,06 uL
MgCl, 25 mM 4 uL
Toplam 20 uL

Adim Sicakhik (°C) Zaman (saniye)
Baglama Sicaklig1 95 180
Denatiirasyon 95 30
Baglanma 59,3 30
Uzama 72 30
Final 72 120
Bekleme 12 0

Bu PZR firiinleri %3’liikk agaroz jele yiiklenmis ve en uygun banda gore kullanilacak
olan dongii sayis1 belirlenmistir ve bu dongii sayisim kullanarak toplam hacmi 2 mL

olan karigim ssDNA olusturmak lizere PZR yapilmistir. Yapilmis olan PZR kosullar

Cizelge 3.2.4.3’de gosterilmistir.

Cizelge 3.2.4.3. Biitiin SELEX ler i¢in yapilacak olan 2 mL’lik PZR kosullari

Bilesenler Stok konsantrasyonlari Miktar (uL)
10X PCR Buffer 200 pL
dNTP 2,5 mM 160 pL.
Primer 10 uM 100 uL
DNA 5nM 200 pL
dH,O 934 uL
Taq Enzimi 5U/uL 6 uL
MqgCl, 25 mM 400 puL
Toplam 2000 pL

Adim Sicaklik (°C) Zaman (saniye)
Baglama Sicakligi 95 180
Denatiirasyon 95 30
Baglanma 59,3 30
Uzama 72 30
Final 72 120
Bekleme 12 o
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PZR {iriiniinii tek zincirli hale getirmek i¢in streptavidin sepharose bead kullanilmagtir.
Streptavidin ¢ok giiclii bir sekilde biyotine baglanmaktadir. Streptavidinin bu
ozelliginden yararlanarak biyotin bagli DNA ipliginin streptavidine baglanmasi
saglanmig, DNA iplikleri arasindaki hidrojen bag1 ¢oziicii yardimryla kirilip tek zincirli

DNA elde etmek amaclanmistir (Sekil 3.2.4.1).

- a—
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Sekil 3.2.4.1. Cift zincirli DNA kiitiiphanesinin tek zincir hale getirilmesi

ssDNA elde etmek amaciyla, iyice karistirilan streptavidin sepharose bead stogundan
her 1 mL PZR iiriinii i¢in ayr1 ayr1 200 pL alinarak 2 mL’lik tiiplere alinmustir. Tiipler
spin down yapilarak ¢oktiiriilmiis ve {ist fazlart atilmigtir. Coktiirtilmiis sepharose bead
izerine, yikama yapmak i¢in 1 mL 1X DPBS eklenerek vortekslenmis ve karisim spin
down yapilarak c¢oktliriilmiis, st faz atilmistr. Bu yikama islemi 2 kez
gerceklestirilmistir. PZR {irlinlinden 1’er mL alinarak her iki tiipteki yikanmig sepharose
beadlerin iizerine eklenmis ve 1 saat oda sicakliginda calkalamali karistiricida 15
rpm’de inkiibasyona birakilmistir. inkiibasyon sirasinda biotinin bagh oldugu ug¢ c¢ok
sik1 bir sekilde streptavidine baglanmistir ve bu baglanma ssDNA elde etmek icin
kullanmistir. Yapilan 1 saatlik inkiibasyon sonrasinda karisim spin down yapilarak
coktliriilmiis, tist faz atilmis ve pellette bulunan sepharose beadlere baglh dizilere 1 mL

1X DPBS eklenerek vortekslenmis ve yikanmistir.

Yikanan sepharose beadler spin down yapilarak ¢oktiiriilmiis ve tiist faz1 atilmistir. Bu
yikama islemi iki kere tekrarlanmistir. Yikanan sepharose beadlere ¢ift ipligin ayrilmasi
icin 500 pL 200 mM NaOH eklenmigtir. NaOH’1n homojen etki gostermesi i¢in karigim
hafifce vortekslenmis ve 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyona birakilmistir.
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Inkiibasyon sonunda karisim spin down yapilarak ¢oktiiriilmiis ve floresan bagli tek

zincirli DNA’y1 igeren iist faz alinmistir.

Tek zincirli DNA elde etme sirasinda kullamilan tuzlardan kurtulmak i¢in Nap5 kolon
kullanilmistir. Oncelikle Nap5 kolonu iizerine yaklasik 30 mL dH,O eklenmis ve suyun
tamaminin akmasi beklenerek kolonun yikanmasi saglanmistir. Yikama sonrasinda
kolon iizerinde hi¢ s1vi kalmayincaya kadar beklenmistir. Kolon eliisyon hacmi 500 puL
oldugu i¢in tek zincirli hale getirilmis 500 pL DNA 6rnegi, tistiinde s1vi bulunmayan bu
kolona eklenmis ve igerdeki 500 uL. suyun digar1 ¢ikmasi saglanmistir. Kolon altina 2
mL’lik bos tiip koyulmus ve kolon iistiinden de kolona 1 mL dH>O eklenmistir.
Kolondan ¢ikan 6rnek, kolonun altinda bulunan 2 mL’lik tiipte toplanmis ve ilgili

SELEX turuna ait tek zincirli DNA olarak etiketlenmistir.

Quartz bir kiivet, 1 kez asetonla sonra 1 kez etanolle ve daha sonra da 3 kez dHO ile
yikanarak temizlenmistir. Temizlenmis quartz kiivete, tek zincirli hale getirilmis ve
daha sonra tuzlarindan arindirilmis DNA havuzundan 1 mL 6rnek alinarak eklenmis,
260 ve 280 nm dalga boylarinda spektrofotometrede okunmus ve ssDNA miktari
hesaplanmigtir. ssDNA miktar1 tespit edilen karisim freze drier kullanilarak
kurutulmustur. Kurutulan ssDNA daha sonra baglanma soliisyonunda ¢oziilmiis ve

ikinci tur SELEX i¢in kullanilmaya hazir hale getirilmistir.
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Cizelge 3.2.4.4. SELEX turlarina ait bilgiler

Kullanilan Kullanilan
SELEX | Bakteri Kiitiiphane Inkiibasyon | Yikama Kullanilan Bakteri
Turu Sayisi Konsantrasyonu | Siiresi(dk) | Sayisi

1 10° 100 pmol 60 0 S. pneumoniae
2 10° 120 pmol 60 1 S. pneumoniae
3 10° 118,103 pmol 60 1 S. pneumoniae
4 10° 100,665 pmol 50 2 S. pneumoniae
5 10° 110,337 pmol 50 2 S. pneumoniae
6 10° 104,4 pmol 40 2 S. pneumoniae
7 10° 105,52 pmol 40 3 E. feacalis

8 10° 106,205 pmol 30 3 S. pneumoniae
9 10° 100,97 pmol 30 3 S. pyogenes+S. mutans
10 10° 85,51 pmol 30 3 S. pneumoniae
11 10° 100 pmol 30 3 S. pneumoniae
12 10° 113 pmol 30 3 S. pneumoniae
13 10° 100,9 pmol 30 3 S. pneumoniae
14 10° 107,5 pmol 30 3 S. pneumoniae
15 10° 106,875 pmol 30 3 S. pneumoniae
16 10° 100 pmol 30 3 S. pneumoniae
17 10° 104,8 pmol 30 3 S. pneumoniae
18 10° 103,4 pmol 30 3 S. pneumoniae
19 10° 100 pmol 30 3 S. pneumoniae
20 10° 100 pmol 30 3 S. pneumoniae
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3.2.5. Dizileme ve Biyoinformatik

Havuzlarin dizilenmesi i¢in Illumina Miseq pyrosequencing sistemi kullanilmistir.
Aptamer havuzlarinin dizilenmesinde yeni nesil dizileme sistemleri literatiirde
kullanilmis olmasina ragmen dizileme i¢in gerekli kiitliphanelerin hazirlanmasinda
okuma i¢in gerekli adaptér dizilerin eklenmesi i¢in genom dizileme sistemlerinde
kullanilan Nextera, TruSeq vb. kitler kullanilmaktadir. Bu kitler genom dizileme
yapilirken enzim temelli veya fiziksel kuvvetlerle genomu pargalamakta ve gerekli
diziler enzimler yolu ile pargalanan dizilere eklemektedir. Oldukga karmasik islevleri ve
enzim icerikleri sebebiyle bu kitler Tirkiye sartlarinda bir SELEX dizilemesi i¢in
yaklasik 15.000 TL’ye mal olmaktadir. Tez kapsaminda bu maliyetli sistemi kullanmak
yerine metagenomics ¢aligmalarinda kullanilan yeni nesil dizilme metodunu modifiye
ederek SELEX’e uyarladik boylece bu yiiksek masraf ve is yiikiinden kaginmay1
basardik. Metagenomics genellikle prokaryotik 16S ribozomal RNA genlerinde bulunan
tirlere 6zgli bolgeleri dizilemek ve bu sayede kompleks Orneklerde filogenetik
smiflandirmay1 saglamak amaciyla kullanilmaktadir. Metagenomics yontemlerin
dizilenmesinde gerekli kiitiiphanenin olusturulmasi PZR temelli oldugu i¢in gorece ucuz
ve kolaydir. Dizilemede

16S Amplikon PZR Ileri Primer:
STCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGCCTACGGGNGGCWGCA
G

16S Amplikon PZR Geri Primer:
S'GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAGGACTACHVGGGTATCT
AATCC

kullanilarak tiirler aras1 varyasyonlar1 olusturan 16S ribozomal RNA bdlgeleri uclarina
dizilemede gerekli adaptoriin bir kismi eklenerek ¢cogaltilmis olur. Bu daha sonra farkl
ornekleri ayrit etmek ve yine dizileme i¢in gerekli baz1 dizileri iceren indeks primerleri

ile tekrar PZR yolu ile ¢ogaltilarak dizilemeye hazir hale getirilir (Sekil 3.2.5.1).
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Forward primer oveshang adapler
5-TCOTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-T'
Region of intarest-specific primer

'\ Rovorse primoes overhang adaptes

F-GTCTCGTGGGCTCGGRAGATGTGTATAA GAGA CAG-3'

N = v

Attach indices and lllumina sequencing adapters
using the Nextera®™ XT Index Kit
PS5 \
Index 2

Ragion of mternst-spacific primer

Index 1
P

Normalize and pool libraries

Sequence

Sekil 3.2.5.1. Miseq dizilemede kullanilan primerler

Tez kapsaminda SELEX turlar1 sonucunda elde edilen her bir DNA havuzu oncelikle
5" TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-[lokusa 6zgii dizi]

5 GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-[lokusa 6zgii dizi]
dizilerinin “lokusa 0zgii dizi” yazan bolimiine SELEX kiitliphanesinde kullanilan
primer bolgeleri eklenerek yapilan ilk 20 turluk SELEX’te
5’TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-
TGACGAGCCCAAGTTACCT3’
5’GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-
GTAGGCAGCGGAGATTCT3?

ikinci 10 turluk SELEX’te ise
5’TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAG-
AAGGGCTGGCTGGGATGG-3'
5’GTCTCGTGGGCTCGGAGATGTGTATAAGAGACAG-
AGTGGGGTCCGTGGAGTGA-3'

primerleri kullanilmis ve SELEX’de optimize edilmis PZR sartlar1 ve dongii sayisi ile
cogaltilmistir, bu PZR basamagi amplikon PZR olarak adlandirilmstir. Elde edilen PZR

iiriinleri agaroz jel elektroforez yontemi ile goriintiilenmistir. Elde edilen PZR iirlinler
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Ampure XP bead kiti kullanilarak primer, dNTP vb. arindirilmis ve tekrar agaroz jel

elektroforez sisteminde goriintiilenmistir.

Elde edilen PZR iiriinii Nextera Index Kitinde bulunan primerlerden N701, N702,
N703, N704, N705, N706, S502 ve S503 kullanilarak ¢ift tarafli farkli varyasyonlarda
PCR yolu ile indekslenmistir. Bu PZR indeks PZR olarak adlandirilmistir. Bu indeksler
daha sonra biyoinformatik araglar kullanarak elde edilen dizinlerin birbirinden

ayirilmasinda (demultipleksing) kullanilmistir.

Cizelge 3.2.5.1. Index 1 Primer Dizisi

N701 N702 N703 N704 N705 N706

N502 | SELEX 4 | SELEX6 |SELEXS8 |SELEX10 |SELEX12 |SELEX 14

N503 | SELEX 16 | SELEX 18 | SELEX 20 | 2.SELEX-8 | 2.SELEX-9 | 2.SELEX-10

Index 1 Primer Dizisi;

5" CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATII7T]JGTCTCGTGGGCTCGG kullanilan bu
primerde i7 bolgesi yerine asagida belirtilen diziler eklenerek indeks primerleri
tretilmigtir (N701-TCGCCTTA, N702-CTAGTACG, N703-TTCTGCCT, N704-
GCTCAGGA, N705-AGGAGTCC, N706-CATGCCTA).

Index 2 Primer Dizileri

5’ AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACII5S]TCGTCGGCAGCGTC
kullamlan bu primerde i5 bolgesi yerine asagida belirtilen diziler eklenerek indeks
primerleri iiretilmistir (S502-CTCTCTAT , S503-TATCCTCT).

Indeks PZR sonuglar1 agaroz jel elektroforezde goriintiilendikten sonra AmpureXP
Bead kiti kullanilarak temizlenmis ve tekrar Agaroz jel sisteminde kontrol edilmistir.
Elde edilen temizlenmis indeks PCR iiriinlerin Qubit Assay kiti kullanilarak Qubit 2.0
cithazinda miktar tayini ng/puL cinsinden yapilmis ve

‘nM konsantrasyon= (ng/puL. konsantrasyon x 106) / (660g/mol x ortalama kiitliphane
uzunlugu)’

formiilii kullanilarak nM cinsine c¢evrilmistir. Daha sonra hazirlanan her bir
indekslenmis dizi grubu 10mM Tris (pH 8.5) tamponu kullanilarak 4nM konsantrasyona

seyreltilmistir.
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Seyreltilen indekslenmis her bir DNA havuzundan 5 pL alarak birlestirilmis ve
vorteks yolu ile karistirilarak final DNA havuzu elde edilmistir. Final DNA havuzunun
5 puL alinmig 0,2 N 5Sul. NaOH eklenerek oda sicakliginda 5 dakika bekletilerek
denatiire edilmistir. Elde edilen 10 pL denatiire DNA iizerine dizileme kitinin i¢inden
bulunan ve igerigi firma tarafindan belirtilmeyen HT1 tampon ¢ozeltisinden 990 pL
eklenmistir. Bu basamak sonucunda 1mM NaOH ig¢inde denatiire 20 pM final
kiitiphane elde edilmistir. Elde edilen 20 pM final kiitliphane tekrar HT1 tampon
¢Ozeltisi kullanilarak 6 pM’a seyreltilmis ve PhiX kiitiiphanesi hazirlamincaya kadar buz

izerinde bekletilmistir.

PhiX kiitliphanesi Illumina temelli dizilemelerde integral kontrol olarak kullanilan ve
hazir satilan par¢alanmis uglarina dizileme i¢in gerekli adaptorler eklenmis bir viriis
genomudur. Bu genom ayni dizilenmesi hedeflenen kiitiiphaneye uygulandigi gibi 6nce
4 nM’e seyreltilmis, NaOH ekleyerek denatiire edilmis ve sirasiyla 20 pM ve 6 pM
konsantrasyonlara indirilmistir. Denatiire ve seyreltilmis dizilenmesi hedeflenen
kiitiiphane ve PhiX kontrol, %10 PhiX olacak sekilde karistirilmig (60 uL PhiX + 540
uL kiitiiphane) ve boylece dizilemeye hazir hale getirilmistir.

Dizileme kartusunun eritilmesi saglandiktan sonra gerekli dizileme bilgileri cihaza
girilerek Ornek kartusa yiiklenmis ve dizileme baglatilmistir. Dizileme ig¢in 150
dongtiliik bir kit kullamlmis 1x150 bg tek tarafli okuma ve 16 turluk indeks okumasi
gerceklestirilmistir. Dizileme yaklasik 20 saat stirmiistiir.

Dizileme sonuglar1 cihazda bulunan lisansl reporter programi kullanilarak oncelikle
fastq formatinda demultipleks dosyalar haline getirilmistir béylece her bir SELEX
havuzu ayr listeler halinde analize tabi tutulabilecektir. Elde edilen her bir DNA
havuzu dosyasi oncelikle NextGen Sequence Workbench v3.2.3 kullanilarak analiz
edilmistir. Analiz sonucu oncelikli olarak okuma sayilari, kaliteleri, baz dagilimlari,
okuma uzunluk dagilimi gibi veriler elde edilmistir. On veri analizi sonrasinda her bir
dizi grubunda okuma araligi 79-81 baz olarak ayarlanmis ve bu aralik disinda kalan

daha kisa ve daha uzun diziler ilerleyen analizlerde kullanilmamustir.
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Elde edilen yeni dizlerde oncelikli olarak zenginlesmeyi belirlemek icin normalde
genom okumalarinda birden fazla okunmus dizileri dizi listesinden g¢ikararak
alignment programlarinin daha kolay caligmasini saglayan
overrepresented/contaminat belirleme i¢in Avalanche Sequence Dereplicator
kullanilmigtir. Bu program kullamlarak dizi gruplarinda en ¢ok tekrar eden diziler
belirlenmistir. Biitiin diziler i¢inde en ¢ok tekrar eden 25 dizi belirlenerek diger

analizler bu diziler listiinden devam ettirilmistir.

Belirlenen bu 25 dizi dncelikle MAFFT v.7 kullanilarak birbirlerine align edilmistir.
Alignment Oncesinde biitlin dizilerde ayn primer bdlge bulunmasindan dolay1 primer
bolgeleri ¢ikarilmistir. Olusturulan alignment jalview kullamlarak clustalX ve baz
benzerligi verilerine gore renklendirilmistir. Alignment sonrasinda diziler bir
hiyerarsik kiimeleme metodu olan UPMGA (Unweighted Pair Group Method with
Arithmetic Mean) kullanilarak filogenetik simflandirmaya tabi tutulmus ve agaclari
olusturulmustur. Olusturulan agacin her bir kolunda en ¢ok zenginlesmis dizi aday
aptamer olarak belirlenmistir. Aptamerlerin tahmini ikincil yapilart NUPACK

programi kullanilarak tespit edilmistir.

3.2.6. Baglanma Afinitesinin Belirlenmesi

Afinitelerin belirlenmesinde 10° adet hiicre farkl konsantrasyonlarda (0, 5, 10, 20, 40,
80, 160, 320 nM) FAM isaretli aday aptamerlerin bulundugu 1 mL tampon ¢6zeltide 30
dakika 4°C’de hafif ¢alkalamada inkiibe edilmis sonra hiicreler santrifiij yolu ile 3200
g’de ¢oktiiriilmiistiir. Coken bakterilerin iist fazinda bulunan besi yeri pipetle ¢ekilerek
atilmistir. Coken bakterilerin tizerine 1 mL yikama soliisyonu eklenmis ve sonra hafifce
vortekslenmistir. Bu yikama islemi sayesinde baglanmayan aday aptamerler ortamdan
uzaklagtirilmigtir.  Son  olarak  hiicreler 200 pupL  baglanma soliisyonunda
coziildiirilmistiir. Qubit floresans spektrofotometesinde uyarim filtresi blue, 430-495
nm ve emisyon filtresi green, 510-580 nm se¢ilmis ve baglanma soliisyonunda
¢ozdiiriilen orneklerin floresans yogunlugu oOl¢iilmiistiir. Baglanma afinitesinin (Kg)
hesaplanmasi i¢in her bir mikroorganizma Orneginde floresans yogunluguna karsi
eklenen aday aptamer konsantrasyonunun grafigi ¢izilmistir. Daha sonra lineer olmayan

regresyon analizi ile buldugumuz 3 farkli aptamerin hedef bakterimiz olan S.
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pneumoniae’ya Kkarst gostermis oldugu Ky degeri Sigma Plot kullanilarak

hesaplanmustir.

3.2.7. Akim Sitometresi ile Aptamerlerin Baglanma Etkinliklerinin Belirlenmesi

S. pneumoniae, BHA kati besi yerlerine ekilip biiyiitilldiikten sonra tek koloni alinip
BHB sivi besi yerlerine ekilip biiylimeleri beklenmistir. Bakteriler lag fazlarinin
baglarindayken her birinden ayr1 ayri 10" bakteri hesaplanarak tiiplere alinmus,
¢Oktiiriilmiis ve siipernatant kisimlari atilmistir. Her bir bakteri i¢in; sadece bakterinin
oldugu, bakteritkontrol aptamerinin oldugu, bakteri+10 1 aptamerinin oldugu,
bakteri+20 4 aptamerinin oldugu ve bakteri+20 7 aptamerinin oldugu toplam 5 6rnek
hazirlanmigtir. Her bir tiipiin lizerine 300 pL baglanma soliisyonu eklenerek hafifce
vortekslenmis, karismalar1 saglanmistir daha sonra 4°C’de ¢alkalamali karistiricida 15
rpm’de 30 dk inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonunda 3200 g’de 5 dk
santrifiijleme yapilarak siipernatantt alinan orneklerin iizerlerine 300 pL baglanma

sollisyonu eklenmig ve flow sitometrede 10000 hiicre/sn hizda dl¢timleri alinmistir.

3.2.8. Floresans Mikroskopi ile Aptamerlerin Baglanma Etkinliklerinin
Belirlenmesi

S. pneumoniae, BHA kati besi yerine ¢izilip, 37°C’lik etiivde biiyiitiildiikten sonra tek
kolonisi alinip BHB s1v1 besi yerine ekilmis ve bilylitiilmiistiir. Biiyiiyen bakterilerden 1
mL kiivete alinarak spektrofotometrede 600 nm dalga boyunda 6lgiilmiistiir. OD=0,3
oldugunda 10® bakteri hesaplanarak hem 10_1, 20 4, 20_7 aptamerleri hem de kontrol
aptameri icin tiiplere alinmis, 3200 g’de 5 dk ¢oktiiriilmiis, list fazlar1 atilmistir. Her bir
tiipteki coken bakterilerin lizerine 20 pL baglanma soliisyonu ve sirasiyla 100 pM’lik
20 7 aptamerinden 20 pL, 100 uM’lik 20 4 aptamerinden 20 pL, 100 pM’lik 10 1
aptamerinden 20 pL alinarak eklenmistir. Kontrol aptameri i¢in ise ¢oken bakterinin
iizerine 20 pL baglanma soliisyonu ve 100 uM’lik kontrol aptamerinden 20 pL alinarak
eklenmistir. Her tiip 4°C’de calkalamali karistiricida 15 rpm’de 30 dk inkiibasyona
birakilmustir. Inkiibasyon sonunda ¢oktiirme yapilmadan 6rneklerden birer damla lam
iizerine damlatilmig, bakteriler tespit edilmistir. Daha sonra 100X’te hem beyaz 1s1k

hem de floresans 151k altinda goriintiileri alinmustr.
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3.2.9. Aptamerlerin Biyofilm Olusturma Uzerine Etkilerinin Incelenmesi

Secilen aptamerlerin hedef {izerinde biyofilm olusumuna etkisine bakmak i¢in aptamer
hedefi olarak seg¢tigimiz S. pneumoniae’nin 49619 susu sivi besi yerinde biiyiitiilldiikten
sonra, sivi besi yerinden 1 mL kiivete alinarak spektrofotometrede 600 nm dalga
boyunda Olgiilmiistiir. Bakteriler OD=0,3 oldugunda, flaska, her bir kuyucuk i¢in 100
pL bakteri eklenmistir. Bakteriler kuyucuk yiizeyine tutunup burada biyofilm
olusturmaktadirlar. En iyi biyofilm tabakasinin hangi saatte olustugunu tespit edebilmek
icin bakteriler sirasiyla 4, 8, 12 ve 24 saat kuyucuklarda biiyltilmis, saatleri
tamamlanan bakteriler kuyucuklardan alinmistir. Her bir kuyucuga ¢ok yavas bir sekilde
150 pL dH20O eklenmis ve eklenen bu su pipetleme yapilmadan yine ¢ok yavas bir
sekilde pipet yardimiyla kuyucuktan c¢ekilerek yikama islemi yapilmistir. Biyofilm
tabakasina zarar vermeden yapilan yikama iglemi iki kere tekrarlanmistir. Olusan
biyofilm tabakasini tespit etmek icin yikanan kuyucuklarin tizerine 25 pL %1 lik kristal
viyole boyasi eklendikten sonra boyanin biyofilme tutunmasi i¢in 15 dk 37°C’lik etiivde
inkiibasyonda birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuk icerisi pipetle dikkatlice
bosaltilmistir. Sonra kuyucuga 400 uL %96’lik etil alkol eklenerek pipetleme yapilmis
ve boya bagli bakterilerin yani biyofilm tabakasinin yerinden kaldirilmasi saglanarak
ayr1 ayri tiiplere alimmustir. Tiipler tizerlerine 600 pL su eklenerek 1 mL’ye
tamamlanmistir. Toplam hacmi 1 mL olan bu 6rnekler spektrofotometrede 540 nm
dalga boyunda Olgiilmiistiir. Bu deney sonunda kullanabilecek oldugumuz en iyi
biyofilm tabakasinin kacinci saatte olustugunu tespit ettikten sonra farkli aptamer
konsantrasyonlarinin biyofilm tabakasi tizerindeki etkisine bakmak i¢in, bakteri eklenen
kuyucuklarin {izerine son konsantrasyonu sirasiyla 1000, 800, 600, 400 ve 200 nM
olacak sekilde ayr1 ayr1 aptamerler eklenmistir. 12 saat inkiibasyona birakildiktan sonra
her bir kuyucugun tizerine %1°lik 25 pL kristal viyole eklenip 15 dk tekrar inkiibasyona
birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuk igerisi pipetle bosaltilmistir. Sonra
kuyucuga 400 pL %96’lik etil alkol eklenerek pipetleme yapilmis ve boya bagh
bakteriler yerlerinden kaldirihp ayri ayr tiiplere almmustir. Uzerlerine 600 pL su
eklenip 1 mL’ye tamamlanan Ornekler spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda
olciilmiistiir. Ug ayr1 aptamer igin bu islem ayr ayri1 tekrarlanmistir. Biyofilm olusturma
iizerinde en ¢ok etkiye sahip olan aptamer segilerek, SELEX’te kullandigimiz S.
pneumoniae’mn elimizde bulunan 3 farkli susu i¢in de biyofilm olusturma tizerindeki

etkisine bakilmigtir. Bunun i¢in her bir sustan 3 farkli kuyucuga 100’er puL 4 tekrar
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olacak sekilde eklenmistir. Ik kuyucuga son konsantrasyon 1000 nM olacak sekilde
20 7 aptameri eklenmis, ikinci kuyucuga da yalniz bakteri ekilmistir. Daha sonra 12
saat inkiibasyona birakilan her bir kuyucugun iizerine %]1°’lik 25 pL kristal viyole
boyas1 eklenip 15 dk tekrar inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon sonrasinda kuyucuk
icerisi pipetle bosaltilmigtir. Sonra kuyucuga 400 uL %96’lik etil alkol eklenerek
pipetleme yapilmis ve boya bagl bakteriler yerlerinden kaldirilip ayr1 ayn tiiplere
alinmstir. Uzerlerine 600 pL  su eklenip 1 mL’ye tamamlanan &rnekler

spektrofotometrede 540 nm dalga boyunda dl¢iilmiistiir.
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4. BULGULAR

4.1. Bakterilerin Biiyiime Egrileri ve Bakteri Sayis1 Hesaplama

S. pneumoniae Biiyiime Egrisi (FBA'l)
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Sekil 4.1.1. S. pneumoniaeya ait biiylime egrisi

S. pneumoniae I¢in Bakteri Sayis1 - Zaman Grafigi
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Sekil 4.1.2. S. pneumoniae igin bakteri sayisi-zaman grafigi

S. pneumoniae I¢in Bakteri Sayis1-ODg, Grafigi
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Sekil 4.1.3. S. pneumoniae igin bakteri say1si-ODgq grafigi

Yukarida verilen Sekil 4.1.1.’de goriildiigii lizere S. pneumoniae sivi besi yerine tek

koloni ekildikten sonra 4. saate kadar lag fazinda kalms, 4. saatte log fazina gegmis ve
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7. saate kadar da logaritmik bir sekilde artig gostermistir. 7. saatten sonra da duraklama

fazina girmistir. Sekil 4.1.3.’de olusturulan grafikteki lineer denklem y = 9E-10x +

0,1815 logaritmik fazda OD’ye bagh bakteri sayisimin belirlenmesinde biitiin deneyler

boyunca kullanilmigtir. E. faecalis, S. pyogenes, S. mutans bakterileri i¢in de aym

grafikleri elde edebilmek i¢in ayni islemler tekrarlanmustir.

Bu denklemler

S. pyogenes i¢gin y=4E+08x2E+07,

E. faecalis i¢in y=6E+08x-6E+08,

S. mutans igin ise y=4E+09x-2E+09°dur.
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Sekil 4.1.5. S. pyogenes i¢in bakteri sayisi-zaman grafigi
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S. pyogenes Icin Bakteri Sayisi - ODg Grafigi
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60000000 - £+
40000000 R%=0,9921

20000000
O T T T 1
0 0,1 0,2 0,3 0,4

ODGOO

Bakteri Sayisi

Sekil 4.1.6. S. pyogenes i¢in bakteri sayisi-ODggo grafigi
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3,500
3,000
2,500
2,000
1,500
1,000
0,500
0,000

ODGOO

E. feacalis Biiyiime Egrisi

*
PRIV RS
,“" y
R
.
*
5 10 15 20 25
Zaman(saat)

Sekil 4.1.7. E. feacalis’e ait biiyiime egrisi

1,2E+09
1E+09
800000000
600000000
400000000
200000000
0

Bakteri Sayisi

E. feacalis I¢in Bakteri Sayisi - Zaman Grafigi

2 4 6 8
Zaman(saat)

Sekil 4.1.8. E. feacalis i¢in bakteri sayisi-zaman grafigi

1E+09

800000000

600000000

400000000

Bakteri Sayis1

200000000

0

E. feacalis I¢in Bakteri Sayis1 - ODg,, Grafigi

/

* y = 6E+08x - 6E+08
R? = 0,9742

OD600

Sekil 4.1.9. E. feacalis i¢in bakteri say1s1-ODggo grafigi
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OD600

2,000

1,500

1,000

0,500

0,000

S. mutans Biiyiime Egrisi

Sekil 4.1.10. S. mutans’a ait biiyiime egrisi

Bakteri Sayisi

Bakteri Sayisi

300000000
250000000
200000000
150000000
100000000
50000000
0

2,5E+09
2E+09
1,5E+09
1E+09
500000000

0

*e
+ ¢ .
L 4
‘Q‘
L 4
4
4‘—‘4 T T T T 1
2 4 6 8 10 12 14
Zaman(saat)
S. mutans i¢in Bakteri Sayis1 - Zaman Grafigi
;
i
. 3
*
T T T T .\ T 1
1 2 3 4 5 6 7
Zaman(saat)
Sekil 4.1.11. S. mutans i¢in bakteri sayisi-zaman grafigi
S. mutans i¢in Baktesi Sayisi - ODg,o Grafigi
2 4
s y = 4E+09x - 2E+09
R? = 0,9856
0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
ODs0o

Sekil 4.1.12. S. mutans i¢in bakteri say1s1-ODggg grafigi
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4.2. PZR Optimizasyonu

Optimizasyon i¢in Oncelikle primer baglanma sicakligimin ne olacagina karar vermek
icin Cizelge 3.2.3.1°de verilen bilesenler kullanilarak gradiyent PZR yapilmistir. Primer
baglanma sicakliklar1 olarak 65-64,5-63,4-61,5-59,3-57,4-56,1-55,5°C’leri kullanilmig
ve istenilen bandin en parlak oldugu ayn1 zamanda istenmeyen yan tirlinlerin az oldugu

59,5°C T sicakligr olarak secilmistir (Sekil 4.2.1).

65 645 634 615

Sekil 4.2.1. T, optimizasyonu jel goriintiist

Primer optimizasyonu i¢in Cizelge 3.2.3.2°de verilen PZR sartlarinda 3 uM, 5 uM, 8§
pM, 10 uM konsantrasyonlar1 denenmistir. Sekil 4.2.2°de goriildiigii lizere en iyi bant
parlakligi 10 uM’da saglandig1 icin bir sonraki PZR’larda kullanilmak {izere bu

konsantrasyon se¢ilmistir.

3 NI0O N8 N5

Sekil 4.2.2. Primer optimizasyonu jel goriintiisii
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Optimize edilen primer konsantrasyonu ve Tq sicakligr kullanilarak farkli
konsantrasyonlarda MgCl; ile Cizelge 3.2.3.3’deki sartlar saglanarak PZR yapilmustir.
Yapilan PZR iiriinleri agaroz jelde yiiriitiildiikten sonra kullanilan konsantrasyonlarin en

yliksegi secilerek optimizasyona devam edilmistir (Sekil 4.2.3).

Sekil 4.2.3. MgCl; optimizasyonu jel goriintiisii

Tm, primer, MgCl; optimizasyonu yapildiktan sonra, bu optimizasyonlarda tespit edilen
en iyi sartlar ve Cizelge 3.2.3.4’de gosteriler PZR sartlar1 kullanmilarak dongii

optimizasyonu yapilmigstir.

Sekil 4.2.4. Dongli optimizasyonu jel goriintiisii
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4.3. SELEX Turlanr

SELEX turlarinda kullanmilacak en uygun dongii sayisini belirlemek amaciyla her

SELEX sonunda o tura ait dongii optimizasyonu yapilmustir.

Y68 100 W16 N L 8 10 2 4161820 N

1111311

.
-

.

§ 100 W16 18 N

L IMuE

Sekil 4.3.2. SELEX 3 ve SELEX 4 i¢in yapilan PZR dongii optimizasyonu jel goriintiileri
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Sekil 4.3.5. SELEX 9 ve SELEX 10 icin yapilan PZR déngii optimizasyonu jel goriintiileri
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Sekil 4.3.8. SELEX 15 ve SELEX 16 i¢in yapil

°
R

ah PZR dongii optimizasyonu jel goriintiileri

61



i B8 Nl

-
.

.
.

N—
Ny
N —
ey
..
B
) R
-
Lt ]

!

IR
TR

8
g

8
-]
@

Sekil 4.3.10. SELEX 19 ve SELEX 20 igin yaplblyan PZR dongii optimizasyonu jel goriintiileri
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Cizelge 4.3.1. SELEX turlarinda secilen optimum PZR ddngii sayilar

SELEX Turlar Secilen PZR Dongli
Sayist
1 6
2 8
3 8
4 12
5 17
6 12
7 14
8 12
9 14
10 12
11 16
12 18
13 20
14 14
15 16
16 20
17 20
18 12
19 10
20 10

SELEX’lerde yapilan dongii optimizasyonlarinda secilen en uygun dongii sayilari

Cizelge 4.3.1°de gosterilmistir.
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4.4. Dizileme ve Biyoinformatik Analizler

SELEX sonunda 20 turluk SELEX 1’den 2., 4., 6., 8., 10., 12., 14., 16., 18. ve 20. turlar
ve 10 turluk SELEX 2°den 8., 9. ve 10. turlar secilerek yontem boliimiinde belirtilen
amplikon primerleri ile ¢ogaltilmistir. Amplikon PZR sonucu SELEX dizilerine ek
olarak 67 bg¢ eklenmis olmasi gerekmektedir. Kullanilan 80 bazlik kiitiiphanelerin 67
bazlik primer eklentisi sonucu 147 bg’lik bir bant vermesi beklenmektedir Sekil
4.4.1’de SELEX 1 DNA havuzlariin amplikon PZR sonuclar1 beklenen bant
biiyiikliigiinde goriilmektedir.

S6 S8 S10 S12 S14 S16 S18 S20

Sekil 4.4.1. SELEX 1 DNA havuzlarimin amplikon PZR sonuglari

Elde edilen amplicon PZR iiriinleri AmpureXP Beads kullamlarak primerlerden

temizlenmis ve agaroz jel elektroforez yontemi ile goriintiilenmistir (Sekil 4.4.2).

S6 S8 S10 S12 S14 S16 S18 S20

Sekil 4.4.2. SELEX 1 DNA havuzlarim1 amplikon PZR iiriinlerinin AmpureXP bead ile
temizlenmesi sonrasi jel goriintiisii

Elde edilen temizlenmis amplikon PZR fiirtinleri farkli varyasyonlarda indeks primerler
kullanilarak ¢ogaltilmistir. Indeks PZR sonucunda 216 bg’lik bir iiriin beklenmektedir.
Sekil 4.4.3 ve Sekil 4.4.4’de SELEX 1 ve 2 indeks PZR iiriinlerinin agaroz jel
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elektroforez sonuglar1 beklenen biiytikliikte goriilmektedir.

S8 S10 S12 S14 S16 S18  S20

Sekil 4.4.3. SELEX 1 DNA havuzlarinin indeks PZR iiriinleri

Sekil 4.4.4. SELEX 2 DNA havuzlarinin indeks PZR iiriinleri
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Elde edilen indeks PZR {iriinleri AmpureXP Beads kullanilarak temizlenmis ve tekrar
agaroz jel elktroforezde gézlemlenmistir (Sekil 4.4.5, Sekil 4.4.6).

S10 S1 S1 S16 S18 S20

Sekil 4.4.5. SELEX 1 DNA havuzlarini indeks PZR iiriinlerinin AmpureXP bead ile
temizlenmesi sonrast jel goriintiisii

Sekil 4.4.6. SELEX 2 DNA havuzlanmi indeks PZR iiriinlerinin AmpureXP bead ile
temizlenmesi sonrasi jel goriintiisii
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Cizelge 4.4.1. Indeks PZR iiriinlerinin Qubit sonuclar1 ve konsantrasyonlari

Assay Stok Stok Konsantrasyon
SELEX | TUR | Konsantasyonu | Konsantrasyonu | Konsantrasyonu (nM)
(ng/mL) (ng/mL) (ng/nL)
SELEX 4 160,00 10667 10,67 75
SEEEX 6 90,50 603 6,03 42
SEEEX 8 182,00 12133 12,13 85
SEEEX 10 137,00 9133 9,13 64
SEEEX 12 221,00 14733 14,73 103
SEEEX 14 220,00 14667 4,67 103
SEEEX 16 244,00 16267 16,27 114
SEEEX 18 164,00 10933 10,93 77
SEEEX 20 174,00 11600 11,60 81
SEEEX 8 223,00 14867 14,87 104
SEEEX 9 232,00 15467 15,47 108
SEEEX 10 235,00 15667 15,67 110
2
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Cizelge 4.4.2. Dizileme sonrasi elde edilen okuma sayilari

SELEX TUR Okunan Dizi
Sayis1
SELEX 1 4 552553
SELEX 1 6 699190
SELEX 1 8 720912
SELEX 1 10 806457
SELEX 1 12 771550
SELEX 1 14 725854
SELEX 1 16 833268
SELEX 1 18 701985
SELEX 1 20 746060
SELEX 2 8 1406076
SELEX 2 9 908225
SELEX 2 10 1410689
Toplam 10282819

Yapilan dizileme sonucunda kalite filtresinin iistiine gecen okuma sayis1 turlar arasinda
yaklagik 500 bin ile 1 milyon 400 bin arasinda degismektedir. Her tur i¢in okunan dizi
sayist detaylarina Cizelge 4.4.2°den ulasilabilir. Dizileme sonucunda kalite skorlar
yiiksek, toplam 10 milyon 282 bin 819 farkli dizi elde edilmistir. Her bir dizi yaklasik
80 be olmasi sebebi ile yaklagik 800 milyon baz okumasi gerceklestirilmistir.

Elde edilen dizileme sonuglarinin dncelikle kalite kontrolleri yapilmis adaptor dizileri
kesilmis ve olusan DNA havuzlarinda bulunan dizilerinin okuma uzunluklarina gore
dagilim grafikleri olusturulmustur. Sekil 4.4.7°de 20. tur SELEX’den elde edilmis
DNA dizilerinin uzunluk dagilimi bulunmaktadir. Beklenildigi gibi dizilerin ¢ok
biiytik bir kismmi kiitiiphane uzunlugumuz olan 80 b¢ uzunlugundadir. 20. tur
SELEX’in dizilenmesinden elde edilen 740060 diziden 79 ila 81bg arasinda uzunluga
sahip olanlarin sayis1 616370 olarak belirlenmistir. 150 b¢ uzunlugunda bulunan ikinci
yogunlagsmanin bu boyuttaki dizilerin incelenmesi sonucunda ufak baz farkliliklar
sebebi ile biyoinformatik programi tarafindan tanmnmayip kesilemeyen adaptor
dizilerin sahip oldugu belirlenmistir. Analizi yapilan biitin DNA havuzlarinda
80bg’lik dizi uzunluklarinin toplam dizi sayisimin %80’ninden fazlasini olusturmasi
dizileme icin Ornek hazirlama ve dizileme esnasinda bir problem olusmadigin

gostermektedir.
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Sequence length distribution [v= Mo of reads) Eefore processing After processing
559070

503163
247258
391349

335442

167721

111814

) i

104 7 10 13 16 19 2 5 2B 3N M I 4 43 4 49 52 55 5B 61 64 67 70 73 76 79 B2 65 & 91 54 57 100 103 106 109 112 115 116 121 124 127 130 133 136 135 142 145 148 151 154

Sekil 4.4.7. SELEX 1, 20. Turda bulunan dizi uzunluk dagilim

Yapilan baz dagilimi analizinde (Sekil 4.4.7) ilk 1-19 ve 62-80 arasi bazlarin her bir
dizide ayn1 oldugu ortada bulunan 20-61 baz arasi bolgenin ise sitozin agirlikli olmak
izere 4 bazin farkli dagilimlarim igerdigi gézlemlenmektedir. Bu veriler kiitiiphanenin
primer bdlgeleri ve 42N’den olusan rastgele sentezlenmis bdlgelerinin dogru

dizilendigini gostermektedir.
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ACGTN  Up=BEsfore/Down=4fter |

Sekil 4.4.8. SELEX 1, 20. turun baz dagilim grafigi (acham data, b: 79-81 baz uzunlugunda

olan diziler)

Oncelikli olarak MAFFT programi DNA havuzlarnin biitiiniinde kullanilarak
alignment yapilmaya calisilmis fakat veri sayisinin fazlaligindan dolayi olusan
alignment ve agag¢ anlasilamaz karmasiklikta ve biiylikliikte olmustur. Verinin daha
anlagilabilir olmasi i¢in yalmz over-represented datanin BLAST ve aga¢ olusturmada
kullanilmasina karar verilmistir. Sekil 4.4.10°dA 20. tur SELEX’in overrepresented
dizilerin 200 adedi fastq dosyasindan ayiklanmis fasta formatina gevrilmis ve MAFFT
ile alignmenti yapilmig ve agact olusturulmustur (Sekil 4.4.9). Her ne kadar
alignmentta renklendirme ile benzer ve ayni diziler bu sekil ile gézlemlenebilse ve
olusturulan agagta gruplasan diziler belli olsa da verilerin daha net anlagilabilmesi ve
sunulabilmesi i¢in over-represented diziler bir sonraki paragrafta agiklandig: sekilde

tekrar diizenlenmis ve biyoinformatik analizleri bu halleriyle siirdiiriilmiistiir.
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Sekil 4.4.9. Secilen overrepresented dizilerin filogenetik agaci
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Sekil 10. Secilen overrepresented dizilerin MAFFT alignmentlart
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Her bir DNA havuzunun analizi yapilarak over-represented diziler olusturulmustur.
Her havuzda olusan bu ¢ok tekrarli diziler son tur olan 20. turdan baglayarak en ¢ok
tekrar edenleri sirayla 20 1, 20 2 vb. sekilde isimlendirilmis ve sonrasinda primer
dimer vb. diziler elemine edilmistir. Biitiin diziler arasinda en ¢ok tekrarlayan 20 dizi
secilerek aday aptamer listesi olusturulmustur. Asagida aday aptamerlerin primer

bolgesi igermeyen dizi bilgileri fasta formatinda bulunmaktadir.

>20_4 CACCCGCCTGGCAAAAAACACCACGACATTTTTCTCACCCCC
>20_5 GCCACACCCGACCAAGCCCCAACCTAAGCCACCGCCTCTCCG
>20_6 AGACCCGCCCACAACACCAACCCCGAGGAAAAACCCGACGCC
>20_7 GCCCCCGAACCATACCACACGATGCCCCGTACCCCAGCCACC
>20_8 CCCCTCGACGCGAAGGCCCTCCCGAACCCCAACTGCACCCTC
>20_9 CGACGATCGACCGGAAGGAGCTGAATAACCCGGAACCcceeCT
>20_10 GCAGCCAAAAGCCGACCCACATGAAAACCCCCAGAATCCGCG
>20_12 GCACACCCCCACAGAACCAAACGAACCTAGAACTATACGCCC
>20_13 ACCCAACAAAAGTGTAAACCCTGCCCACCATCCCCACGCCCG
>18_7 CGCCCACCCGTAAGCTTTCCCACTCACCACATTCCGACGCC
>18_9 ACGACAACCAATCCTGACCACTTCCCCGTTCATCCTACCCCC
>18_11 CCCCACGCCCTACCTCCCCACCTCCAGACATCTACCCTCGCC
>18_12 CCCACCAAAACGCCATAAGTTTGTTAATAGTCCAACTGACCC
>18_13 CCTGAGCACAACTCACCGACCCGAATCAGCCGGACGCACCCC
>18_15 CCCCACTTAGAACTAGACCCAGAACGCTGACCATGACCCTCT
>18_16 CACCGCCCCCCAAGCTCAATACGCCACCCCTGTCCACGCTCC
>18_17 CCCACACCCCGGTACCCAACCCCGCTAGCCTCCACGCCCGCA
>18_18 CCCACAGAAACCACATGCCGAGAACGGAGTAATCCACTTTCG
>16_11 ACAGAAGACACGCACAGGGACTCCAACCTCAATAAGCCCC
>16_14 CCCACAACGCACAGTACACCCCCTATACGACGCCCCATCTCA
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Elde edilen bu diziler oncelikle MAFFT kullanilarak primer bolgeleri ile birlikte
alignment yapilmistir fakat her birinin primer boélgelerinin aym olmasi sebebi ile
program toplam 38 bazdan olusan benzerligi géz Oniinde bulundurarak primerlere
gore bir alignment yapmistir (leave gappy regions opsiyonunun agik birakilmasina
ragmen) (Sekil 4.4.11). Bunun {izerine bu alignmentin kullanilarak filogenetik agacin

olusturulmasinin mantikli olmadigina karar verilmis ve alignment yalniz ortada

bulunan 42 bazlik boliim kullamlarak yapilmis ve filogenetik aga¢ olusturulmustur
(Sekil 4.4.12, Sekil 4.4.13).

10 20 30 40 S0 B0 70

20_4/1-80
18_/1-80
20_8/1-80
20_&1-80
18_17/1-80
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18_12/1-80
16_14/1-78

Consensus

TGACGAGCCCAAGTTACCTCCCCC+ COCAACAAAACCCCCCGCOCAACCC+CCCCCCCCCCCAGAATCTCCGOTGOCTACA

Sekil 2 Aday aptamerlerin MAFFT alignment1 (primer bolgeleri dahil)
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ACA+++CACACGCCCCACA+CACCAACCC+HAA+GAGCCCCCC+HACCCCCCCCCCC+CCC+HCH

Sekil 3 Aday aptamerlerin MAFFT alignmenti (primer bolgeleri haric)
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Sekil 4.4.13. Aday aptamerlerin filogenetik analizi

Aday aptamerlerden yalmz 3’iiniin sentezlenerek denenmesine karar verilmistir.
Secilen aday dizilerden hangilerinin sentezleneceginin belirlenebilmesi i¢in Oncelikli
olarak secilimin dizilenmis son 2 turu olan 18 ve 20. turdan en ¢ok tekrar eden 20 4
ve 18 7 nolu aptamer ve biitiin havuzlarda tekrar miktar1 yiiksek olan 20 6, 20 7,
18 16 ve 16_14 isimli adaylarin 37°C’de almalar1 beklenen 3 boyutlu tahmini yapilar
nupack kullanilarak ¢izilmistir (Sekil 4.4.8). Adaylarin 3 boyutlu sekilleri sayesinde
4°C’de yapilan SELEX’e ragmen 37°C’de de seklini koruyabilen ve baglanma

afinitesini kaybetmeyen aday aptamerler belirlenmeye calisilmistir.
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Sekil 4.4.14. Aday aptamerlerin 37°C'de olusturduklar sekiller

Aday aptamerlerin 3 boyutlu sekilleri, olusturulan Filogenetik agagta farkli kollarda
yer almasi, alignment verileri degerlendirilerek 20 turluk S. pneumoniae
SELEX’imizden 20 4 ve 20 7 isimli adaylar sentezlettirilmek {izere secilmistir.
Sentezlettirilmek i¢in segilen 3. aday aptamerimiz ise yapilan 10 turluk 2. SELEX’in
dizilenen her 3 kiitliphanesinde de baskin ve en c¢ok sekilde bulunan ve 10 1 olarak
adlandirilan dizi olarak belirlenmistir. Belirtilen dizilerin 4°C ve 37°C’de

olusturduklar1 sekiller Sekil 4.4.15 ve Sekil 4.4.16 *da bulunmaktadir.

>20_4 TGACGAGCCCAAGTTACCTCACCCGCCTGGCAAAAAACACCACGAC
ATTTTTCTCACCCCCAGAATCTCCGCTGCCTACA

>20_7TGACGAGCCCAAGTTACCTGCCCCCGAACCATACCACACGATGCCCC
GTACCCCAGCCACCAGAATCTCCGCTGCCTACA

>10_1 AAGGGCTGGCTGGGATGGACCCTCCCGAAACGAGCTGTCTCTTAAC
GGAAGCTAATCTGCCTCACTCCACGGACCCCACT
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MFE structure at 4.0 C MFE structure at 4.0 C MFE structure at 4.0 C
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Sekil 4.4.15. Sentezlenen aday aptamerlerin 4 ve 37°C'deki ikincil yapilar
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4°C 4°C

101 2.7
S 37°C 37°C
101 207

20 4

Sekil 4.4.16. Sentezlenen aday aptamerlerin 4 ve 37°C'deki {li¢ boyutlu yapilart

78



4.5. Baglanma Afinitesinin Belirlenmesi

Baglanma afinitesinin (Kq) hesaplanmasi i¢in her bir mikroorganizma orneginde
floresans yogunluguna kars1 eklenen aday aptamer konsantrasyonunun grafigi
cizilmistir. Daha sonra lineer olmayan regresyon analizi ile buldugumuz 3 farkh
aptamerin hedef bakterimiz olan S. pneumoniae’ya karst gostermis oldugu Kg degeri

hesaplanmustir. Elde edilen grafikler ve Kq degerleri Sekil 4.5.1°de verilmistir.

80 1 300 1

250 A

60

200

40 + 150 +

A Floresans
A Floresans

Ky=844,7 + 123,6 nM Ky=1984,8 + 347,5 nM

100

2
20 A 2_ =
R?=0,98 R'=0,99
50
[
03 . . . . . . . s 09 . . . . .
0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 0 500 1000 1500 2000 2500
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0

0 200 400 600 800 1000 1200 1400 1600
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Sekil 4.5.1. 10_1, 20_4 ve 20_7 aptamerlerine ait K, grafikleri

10 1 aptameri Kq=844,7+123,6 nM, 20 4 aptameri K¢—1984,8+347,5 nM, 20 7
aptameri ise Kg=661,8+111,3 nM’lik bir ¢oziisim Kkatsayisiyla hedefi olan S.
pneumoniae’ya baglanmaktadir.
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4.6. Aptamerlerin Baglanma Profilleri

SELEX sonucu secilen aptamerlerin floresans spektroskopi kullanilarak farkl
mikroorganizmalara ve farkli S. pneumoniae suslarina baglanma etkinlikleri
belirlenmistir. Bu kapsamda segilen aptamerlerin hedef S. pneumoniae’ya yiiksek
etkinlikte baglandig1 fakat S. pyogenes ve E. facealis’e karsi segici bir baglanma
gostermedigi gozlemlenmistir (Sekil 4.6.1). Segilim esnasinda kullanmilan S. mutans
baglanma deneylerinde tampon ¢6zelti ile yikanmalar sonrasinda birleserek topakciklar
olusmus bu da floresans dl¢iimlerin saglikli bir sekilde yapilamamasina sebep olmustur.

Bu sebep dolayisiyla S. mutans’a karsi baglanma etkinligi belirlenememistir.

180,0

160,0 I I
140,0
120,0 ac

100,0 +— S. pneumoniae (ATCC 49619)

Floresans

80,0 +— W S. pyogenes
60,0 +— W E. facealis

40,0 +—
20,0 —
0,0

Aptamer 10_1 Aptamer 20_4 Aptamer 20_7

Sekil 4.6.1. Aptamerlerin S. pneumoniae, S. pyogenes ve E. facealis'e baglanma etkinlikleri

Secilen aptamerlerin farkli S. pneumoniae suslarma baglanma etkinligi i¢in farkli 4
serotip denenmis ve bu baglamda gelistirilen aptamerlerin ATCC 49619 ve 6303
suslarina etkin olarak baglandigi fakat denenen diger suslara karsi segici bir
baglanmanin olmadig1 gézlemlenmistir (Sekil 4.6.2). Bu sonuglar aptamerlerin farkli S.
pneumoniae suslarina karst farkli segicilikte baglandigin1 ve susa 6zgii bir karakter

sergiledigini géstermektedir.
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o B S.pneumoniae 6303

60,0
40,0
20,0

0,0

W S.pneumoniae 49136

Aptamer 10_1 Aptamer 20_4 Aptamer 20_7

Sekil 4. Aptamerlerin farkli S. pneumoniae suslarina baglanma etkinlikleri

4.7. Akim Sitometrisi

Aptamerlerin hedef hiicrelere baglanmasini akim sitometrisi yontemi ile de desteklemek
icin floresans tagleri bulunan aptamerler ve kontrol dizisi (rastgele dizi) hiicrelerle
inkiibe edilerek floresans dagilimlart belirlenmistir. Sekil 4.7.1, Sekil 4.7.2, Sekil 4.7.3
ve Sekil 4.7.4°de gortildiigii gibi sadece bakteri ve kontrol aptamerinin kullaniminda
elde edilen FL-1 histogrami ayni iken aptamerler floresans yogunlugunda ciddi bir
artisa sebep olarak peakin logaritmik skalada saga kaymasina sebep olmustur. Elde
edilen veriler degerlendirilerek hiicrelerin aritmetik floresans ortalamalar1 alindiginda
aptamerlerin kontrol DNA dizisine gore 7 ila 40 kat arast bir floresans yogunlugu

artigina sebep oldugu gézlemlenmektedir.
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S.preurnoniae

S.preumoniae + ne gatif kontrol

Count

10 10
FL1-H
Sekil 5. S. pneumoniae ve kontrol aptameri ile inkiibe edilmis S. pneumoniae'nin akim
sitometrisi FL-1 histogram
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5 phewrnoniqe + Aptamer 10_1
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1o’ 10° 3

10 10°
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Sekil 4.7.2. S. pneumoniae ve Aptamer 10 1 ile inkiibe edilmis S. pneumoniae'nin akim
sitometrisi FL-1 histogrami
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Sekil 4.7.3. S. pneumoniae ve aptamer 20_4 ile inkiibe edilmis S. pneumoniae'nin akim
sitometrisi FL-1 histogrami
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Sekil 6. S. pneumoniae ve aptamer 20_7 ile inkiibe edilmis S. pneumoniae'min akim sitometrisi
FL-1 histogramm
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Sekil 4.7.5. S. pneumoniae'ya baglanan aptamerlerin floresans yogunluklari

4.8. Floresans Modifiyeli Aptamerlerle Mikroskop Goriintiisii Alma

SELEX’te kullandigimiz S. pneumoniae’min 49619 susuna se¢mis oldugumuz, FAM
bagli 10 1, 20 4 ve 20 7 aptamerlerin hedef hiicrelere baglanmalar1 Sekil 4.8.1°de
gosterilmektedir. Floresans goriintiilerde secilen aptamerlerin hedef hiicreye baglanarak
floresans kanalda 1s1ma sagladigi goriilmektedir. Kontrol olarak kullanilan FAM isaretli
DNA dizisi ise 1s1mma gostermemektedir. Bu sonuglar aptamerlerimizin S.

pneumoniae’ya baglandigim ispatlamaktadir.
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Sekil 4.8.1. 10 1,20 4 ve 20 7 aptamerleri bagli S. pneumoniae'nin floresan goriintiisii,
beyaz 151k goriintiisii ve bu iki goriintiiniin st lste oturtulmus halleri (10_1 aptameri
bagli S. pneumoniae'nin beyaz 1sik gorintiisi (A), 10 1 aptameri bagli S.
pneumoniaenin floresan 11k goriintiisii (B), 10 1 aptameri bagh S. pneumoniae'min
beyaz 151k ve floresan goriintiilerinin {ist iiste oturtulmus hali (C), 20_4 aptameri bagh S.
pneumoniae’nin beyaz 1gik goriintiisii (D), 20 4 aptameri bagli S. pneumoniae’nin
floresan 151k goriintiisii (E), 20 4 aptameri bagli S. pneumoniae'nin beyaz 1sik ve
floresan goriintiilerinin  list iiste oturtulmus hali (F), 20 7 aptameri bagl S.
pneumoniae’nin beyaz 1gik goriintiisii (G), 20 7 aptameri bagli S. pneumoniae’nin
floresan 1s1k goriintiisii (H), 20 7 aptameri bagli S. pneumoniaenin beyaz 1sik ve
floresan goriintiilerinin iist iiste oturtulmus hali (I), kontrol aptameri bagli S.
pneumoniae’nin beyaz 1s1k goriintisii (J), kontrol aptameri bagli S. pneumoniae’nin
floresan 151k goriintiisii (K), kontrol aptameri bagh S. pneumoniae'nin beyaz 151k ve
floresan goriintiilerinin st liste oturtulmus hali (L))
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4.9. Aptamerlerin Biyofilm Olusturma Uzerine Etkileri

Biyofilm olusturabilme etkinliginin belirlenebilmesi i¢in biyofilm olusturmayan
bakteriler ortamdan uzaklastirildiktan sonra biyofilm olusturan bakteriler boyanarak

biyofilm miktar1 belirlenmistir (Sekil 4.9.1, Sekil 4.9.2 ve Sekil 4.9.3).

Sekil 4.9.1. 10 1 aptamerinin farkli konsantrasyonlarinin, S. pneumoniae’nin 49619 susunda
biyofilm olusturma etkisi

Sekil 4.9.2. 20 4 aptamerinin farkli konsantrasyonlarimin, S. pneumoniae’nin 49619 susunda
biyofilm olusturma etkisi

Sekil 4.9.3. 20 7 aptamerinin farkli konsantrasyonlarimin, S. pneumoniae’nin 49619 susunda
biyofilm olusturma etkisi
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10_1, 20_4 ve 20_7 aptamerlerinin 5 farkli konsantrasyonu

Sekil 4.9.4. 10_1, 20_4, 20_7 aptamerlerinin 5 farkli konsantrasyonunun, S. pneumoniae’nin
49619 susu tizerinde biyofilm olusturma etkisi

10 1, 20 _4 ve 20_7 aptamerlerinin her ii¢clinde de aptamer konsantrasyonunun artigina
bagli olarak absorbans degeri azalmaktadir. Bu azalis her ii¢ aptamerinde S.
pneumoniae’mn 49619 susunun biyofilm olusturmasi {izerinde etkili oldugunu
gostermektedir. Aptamer konsantrasyonu arttik¢a bakteri ylizeye tutunamamis, biyofilm
olusturamamis ve buna bagli olarak Olciilen absorbans degeri azalmistir. Absorbans
degerindeki en fazla azalis 20 7 aptamerinin artan konsantrasyonlarinda 6lgiildiigii igin,
biyofilm tabakasi olusturma tizerindeki en etkin aptamer 20 7 olarak tespit edilmistir.

S. pneumoniae’nin 49619 susunun biyofilm olusturma yetenegine en fazla etki gosteren
aptamer, 20 7 aptameri olarak segcildikten sonra 20 7 aptamerinin S. pneumoniae’mn

farkl suslar iizerinde biyofilm olusturabilme etkinligine bakilmastir.
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6301 susu + sadece 6301 6303 susu + sadece 6303
1 El 20 7 :ﬁ susu o 1uM20 7 aﬁ. susu

9619 susu + sadece 49619 49136 susu + sadece 49136
1uM 20=7 apt. susu 1M 20 7 apt. susu

Sekil 7. Aptamer 20 7'nin farkli S. pneumoniae suslarinda biyofilm olusturmasi iizerine etkisi

100,00 T
80,00
60,00
40,00
20,00 I
0,00

Aptamer Sadece |Aptamer Sadece | Aptamer Sadece | Aptamer Sadece
20 7 bakteri 20 7 bakteri 20 7 bakteri 20 7 bakteri

Biyofilm Olusturma Yiizdes

S. pneumoniae 6301|(S. pneumoniae 6303| S. pneumoniae S. pneumoniae
susu susu 49136 susu 49619 susu

Sekil 4.9.6. 20_7 aptamerinin S. pneumoniae’nin 6301, 6303, 49136 ve 49619 susu iizerinde
biyofilm olusturma etkisi

S. pneumoniae’min 6301, 6303, 49136 ve 49619 suslan ilizerinde 20 7 ve kontrol
aptamerinin absorbans degerlerine bagli olarak biyofilm olusturma etkinligine
bakildiginda, 20 7 aptamerinin se¢ilmis oldugu 49619 susu iizerinde etkiye sahip
oldugu diger suslar lizerinde etkin ve istatiksel olarak anlamli bir azalis gostermedigi

saptanmistir.
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5. TARTISMA

S. pneumoniae, Streptococcaceae ailesinden gram pozitif, alfa hemolitik, fakiiltatif
anaerobik bir mikroorganizma tiiriidiir. Otitis media (orta kulak iltihabi), sinusitis
(siniizit), pneumonia (zatlirre) ve meningitis’in (menenjit) temel etkenlerindendir
(Torok ve Day, 2014). Daha az rastlansa da bakteremia (toksemi), perikardit,
endokardit, peritonit, septik artrit (eklem iltihab1), osteomyelitis ve yumusak doku
enfeksiyonlarina da yol acabilmektedir. Orta kulak iltthabi ve menenjite yol agan
mikroorganizmalar arasinda S. pneumoniae ilk siray1 yer almaktadir (Sommerflack vd.,
2013; Bhattacharya vd., 2013). S. pneumoniae ve Neisseria meningitidis Avrupa ve
Amerika Birlesik Devletlerindeki menenjit vakalarinin 2/3’iinden sorumludur ve gelisen
tibbi tekniklere ragmen 6liim oran1 %37 civarindadir (Mook-Kanamori ve ark., 2011).
Ulkemizde 2408 hasta iizerinde yapilmis bir arastirmada S. pneumoniae’min %58,2 ile
en sik rastlanan menenjit ajani oldugu ve S. pneumoniae temelli menenjit hastalarinda
oliim oraninin %29,7 oldugu belirlenmistir (Arda ve ark., 2008). Bunun disinda WHO
verilerine gore her yil diinyada 5 yas alti 1,2 milyon ¢ocuk pnomokok sebebi ile
hayatini kaybetmektedir ve bu kayiplara % 18’lik oranla birinci sirada S. pneumoniae
sebep olmaktadir (WHO, 2013).

1881 yilinda Louis Pasteur tarafindan ilk defa izole edilen S. pneumoniae (Pasteur,
1881) tip ve teknolojideki biitiin ilerlemelere ragmen hala ciddi problemler
olusturmakta ve oliimlere sebep olmaktadir. Tez kapsaminda modern mikrobiyolojinin
tarihi kadar eski olan bu bakteriye 6zgiin olarak baglanan aptamerlerin seg¢ilmesi ve bu
aptamerlerin karakterizasyonu hedeflenmistir. Tezimizin gelistirilen bu aptamerler
tizerinde 3 hedefi bulunmaktadir:

e S. pneumoniae’ya submikromolar ya da nanomolar aralikta bir ¢6ziisim

katsayist (Kg) ile baglanabilen aptamerlerin gelistirilmesi.

e S. pneumoniae’mn farkli suglarina baglanabilen fakat arastirmada negatif segilim
icin kullanilan S. mutans, S. pyogenes ve E. faecalis’e baglanmayan, 6zgiin

aptamerlerin gelistirilmesi

89



e Floresans etiketlenmis aptamerler kullanilarak hedef mikroorganizmanin ayirt

edilmesi.

Bu kapsamda Streptococcus pneumoniae (Klein) Chester (ATCC® 49619™) susuna
karst 20 turluk bir SELEX yapilmistir. Yapilan bu SELEX siirecinde S. mutans, S.
pyogenes, E. faecalis’e karsi negatif se¢ilim uygulanmis ve secilen aptamerlerin 6zgiin
olmas1 hedeflenmistir. Yapilan 20 turluk SELEX sonrast grubumuz tarafindan
SELEX’te kullanilmak iizere modifiye edilmis bir metagenomiks dizileme teknigi
kullanilarak birgok SELEX turu dizilenmis ve SELEX turlar1 siiresince zenginlesen

aptamerler belirlenmistir.

Tez kapsaminda ayriyeten belirlenen aday aptamerlerin karakterizasyonu
gergeklestirilmistir. Bu kapsamda Oncelikle aptamerlerin hedefe karsi ¢oziisim
katsayilart belirlenmistir. Cozlisim katsayilar1 844,7+163,6 nM, 1984,8+347,5 nM,
661,8+111,3 nM olarak belirlenen aptamerlerden 2 adedi submikromolar aralikta bir

baglanma katsayist ile tez hedeflerine ulagilmasini saglamistir.

Bu {i¢ aptamerin negatif secilimde kullanilan bakteriler kars1 baglanma etkinlikleri
arastirildiginda S. pyogenes ve E. faecalis’e kars1 etkin bir baglanma gostermedikleri bu
bakterilere kars1 hedef hiicremizi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde ayirt edebildigi
belirlenmistir. Negatif secilimde kullanilan S. mutans hem se¢ilimde hem de
karakterizasyon esnasinda yikama ve baglanma sollisyonlarinda ve santrifiijler
esnasinda ayrilmayan kiimelesmeler olusturarak spektroskopi, akim sitometrisi ve
mikroskopi deneylerini tutarsiz ve anlamsiz hale getirmis bundan dolay1 tez

kapsamindan ¢ikarilmustir.

Segilen aptamerlerin farkli S. pneumoniae suslarina baglanma etkinligi de tez
kapsaminda arastirilmig, bunun i¢in dort farkli serotip denenmis ve bu baglamda
gelistirilen aptamerlerin ATCC 49619 ve 6303 suslarina etkin olarak baglandigi fakat
denenen diger suslara karsi segici bir baglanmanin olmadigi gozlemlenmistir. Bu
sonuglar aptamerlerin farkli S. pneumoniae suslarina karsi farkli segicilikte baglandigin

ve susa 0zgii bir karakter sergiledigini gdstermektedir.
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Karakterizasyon kapsaminda aptamerlerin baglanmasi floresans mikroskopi ve akim
sitometrisi yontemleri ile rastgele DNA dizilerinden olusan kontroller de kullamlarak
teyit edilmis ve S. pmneumoniae’ya aktif ve ayirt edici bir sekilde baglandigi

kanitlanmistir.

Secilen aptamerlerin S. pneumoniae’nin biyofilm olusturmasina etkisi incelenmis ve bu
kapsamda gelistirilen aptamerlerin hedef olarak secilen susun biyofilm olusturma
kapasitesini ciddi miktarda diislirdiigii gozlemlenmistir. Aym aptamerlerin diger S.
pneumoniae suslarinin biyofilm olusturmasina karsi bir etki gostermemis olmasi dikkat
cekici bulunmus belirlenen aptamerlerin hiicre yiizeyinde baglanan hedeflerinin
biyofilm olusumu ve/veya kolonizasyonda gorevli bir biyomarkdr olma olasiligim

giiclendirmistir.

Tez kapsaminda S. pneumoniae’ya karsi gelistirilen bu aptamerler literatiirde bir ilktir.
Bununla birlikte literatiirde S. pneumoniae’mn biyofilm olusumunun inhibisyonu ile
ilgili oldukca az veri bulunup biyofilm olusumunu 6zgiin bir sekilde engelleyen bir
calisma veya yayin bulunmamaktadir. Calismamin devami niteliginde yapilabilecek
birgok arastirma ve sorular ortaya ¢ikmistir. Bu kapsamda belirlenen hedeflerin hasta
izolatlarinda taranmasi sonucu elde edilecek veriler kapsaminda tibbi kullanim yolu
acilabilecektir. Bir diger konu olarak baglanan aptamerlerin hedef molekiillerinin
proteomik veya glykomik yontemlerle belirlenmesi sonucu bu hedeflerin hiicrelerde
susturulumasi veya fazla ekspresyonu ile farkli biyomarkdrlerin belirlenmesi ihtimal
dahilindedir. Bir¢ok aptamer ¢aligmasinda oldugu gibi gelistirilen aptamerlerin farkli
biyosensor platformlarda (SPR, QCM, floresans temelli vb.) kullanilmasi kolaylikla
arastirilabilecektir. Bu kapsamda hastanede PZR kullanimi ortadan kaldirmaya yonelik

kagit tipi renk degisimi temelli bir proje hedeflenmektedir.
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