EGE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

(YUKSEK LISANS TEZi)

STREPTOCOCCUS PYOGENES VIRULANS
PROTEAZINA SPESIFIK DNA APTAMERLERININ

GELISTIRILMESI

Kaan Sami TUZUN

Tez Damismani: Dog¢. Dr. Serap EVRAN

Biyokimya Anabilim Dah

Sunus Tarihi: 03.09.2018

Bornova-iZMiR

2018






Kaan Sami TUZUN tarafindan Yiiksek Lisans tezi olarak sunulan
“Streptococcus  pyogenes virulans proteazina spesifik DNA aptamerlerinin
gelistirilmesi” bashkl bu ¢ahsma EU Lisansiistii Egitim ve Ogretim Yonetmeligi
ile EU Fen Bilimleri Enstitiisii Egitim ve Ogretim Yénergesi’nin ilgili hikiimleri
uyarinca tarafimizdan degerlendirilerek savunmaya deger bulunmus ve

03.09.2018 tarihinde yapilan tez savunma sinavinda aday oybirligi/oyeektugu ile
basarili bulunmustur.

Jiiri Uyeleri: Imza
Jiiri Bagkam1  : Dog. Dr. Serap EVRAN A/’
Raportor Uye : Dog. Dr. Burcu OKUTUCU / é

.

Uye : Dr.Ogr.Uyesi Halil KOYU %







EGE UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU
ETiK KURALLARA UYGUNLUK BEYANI

EU Lisansiisti Egitim ve Ogretim Yonetmeliginin ilgili hiikiimleri
uyarinca Yiiksek Lisans Tezi olarak sundugum “Streptococcus Pyogenes
Virulans Proteazina Spesifik DNA Aptamerlerinin Gelistirilmesi” baslikli bu
tezin kendi calismam oldugunu, sundugum tiim sonug, dokiiman, bilgi ve
belgeleri bizzat ve bu tez c¢alismasi kapsaminda elde ettigimi, bu tez
caligmasiyla elde edilmeyen biitiin bilgi ve yorumlara atif yaptigimi1 ve bunlari
kaynaklar listesinde usuliine uygun olarak verdigimi, tez ¢alismasi ve yazimi
sirasinda patent ve telif haklarini ihlal edici bir davranisimin olmadigini, bu
tezin herhangi bir boliimiinii bu {iniversite veya diger bir liniversitede baska
bir tez calismasi i¢cinde sunmadigimi, bu tezin planlanmasindan yazimina
kadar biitiin sathalarda bilimsel etik kurallarina uygun olarak davrandigimi ve
aksinin ortaya ¢ikmasi durumunda her tiirlii yasal sonucu kabul edecegimi
beyan ederim.

03/09/2018

Imzas1
Adi1-Soyadi

Kaan Sami TUZUN






vii

OZET

STREPTOCOCCUS PYOGENES VIRULANS PROTEAZINA
SPESiFiK DNA APTAMERLERININ GELISTIRILMESI

TUZUN, Kaan Sami

Yiiksek Lisans Tezi, Biyokimya Anabilim Dali
Tez Danismani: Dog. Dr. Serap EVRAN
Eyliil 2018, 87 sayfa

Yanlis veya gereksiz antibiyotik kullanimi nedeni ile antibiyotik
direngliligi kazanmis patojen bakteriler tiim diinya i¢in bir tehdit
olusturmaktadir. S. pyogenes, penisiline duyarlidir ve giiniimiizde S. pyogenes
enfeksiyonlarinin tedavisinde ilk asamada kullanilmaktadir. Penisiline direng
rapor edilmemistir, ancak penisilin alerjisi olan kisilerde kullanilan makrolid

antibiyotiklere direngli izolatlarin sayis1 giderek artmaktadir.

Bu sorunun ¢6ziimii i¢in potansiyel ilag molekiillerinin elde edilmesi
amaci ile S. pyogenes’in virulans mekanizmasinda rol oynayan SpyCEP
enzimi hedef olarak segildi. DNA aptamerlerinin gelistirilmesi amaci ile
SELEX yontemi kullanilarak SpyCEP enzimine baglanan ve inhibe eden
DNA aptamerleri gelistirildi.

Key words: S. pyogenes, SpyCEP, Aptamer, SELEX.






ABSTRACT

DEVELOPMENT OF SPECIFIC DNA APTAMERS AGAINST
VIRULENCE PROTEASE OF STREPTOCOCCUS PYOGENES

TUZUN, Kaan Sami

Master of Science Thesis, Biochemistry
Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Serap EVRAN
September 2018, 87 pages

Pathogenic bacteria that have acquired antibiotic resistance due to
incorrect or unnecessary use of antibiotics pose a threat to the whole world. S.
pyogenes is penicillin sensitive and penicillin is currently used in the first step
in the treatment of S. pyogenes infections. Penicillin resistance has not been
reported, but the number of macrolide antibiotic resistant isolates used in

people with penicillin allergy is increasing.

To solve this problem, SpyCEP enzyme, which plays a role in the
virulence mechanism of S. pyogenes, was selected as a target for obtaining
potential drug molecules. DNA aptamers were developed using the SELEX
method to develop DNA aptamers that bind to and inhibit the enzyme
SpyCEP.

Anahtar sozciikler: S. pyogenes, SpyCEP, Aptamer, SELEX.






Xi

TESEKKURLER

Tez c¢alismalarimda benden bilgi ve destegini esirgemeyen tez

danismanim, Dog. Dr. Serap Evran’a;

Bilgi ve tecriibelerini paylasan, laboratuar ¢aligma arkadaslarim, Burhan
Bora, Dr. Canan Ozyurt, Ozge Ugurlu, Ezgi Man, Merve Giiltan ve Merve
Bilici’ye;

Tez calismasmm destekleyen ve burs imkami saglayan TUBITAK’a
(TUBITAK proje no. 214Z290);

BAP kapsaminda destek veren Ege Universitesi’ne;

Lisans ve yiiksek lisans egitimim boyunca destek olan biitlin hocalarima

ve biyokimya boliimii 6grencilerine;

Maddi manevi higbir destegini esirgemeyen aileme;

Tesekkiir ederim






Xiii

ICINDEKILER

Sayfa
OZET ettt ettt bbbttt b bbbt VII
ABSTRACT ..ttt ettt st st reereene et e s X
TESEKKURLER ....ocooviiiiiiteteieeeeeceete et eeete et esesae et ensssae et es st enssnae s Xi
ICINDEKILER ...ttt ettt ettt Xiii
SEKILLER DIZINT.....c.cooioiiiiiiiiececeeee ettt XVi
1. GIRIS oottt ettt ettt 1
1.1 APLAMETTET ... 1
1.2 Streptococcus Pyogenes Ve SPYCEP........ccoov i 5
2. MATERYAL VE METHOD .....ociiiiiiiiieieere et 8
2.1 Kullanilan BaKteriler..........ccoiiviiiiiiii e 8
V<) < o) 4 [ S UTRRRRPPP 8
2.3 PrIMEr DIZIIBTH...civiiiieiieiieee st 9
2.4 Bakteri KUItHr Ortamlarti............ocouveieiiiiiie et 10
2.5 Tamponlar ve COZEIIIET........coiiviiiiiiiiieee e 10
2.6 Diger Sarflar ve Clhazlar ...........ccooviiiiiiiiiic e 12
2.7 STEIIIZASYON ...ttt 13
2.8 S. pyogenes’den Genomik DNA 1zolasyonu..........cccccevevcruererevieecceeiereneeenne, 13
2.9 WGA Kiti ile Genomik DNA AMplIfiKasyonu .........c.ccocevevniinenencncsesen 13
2.10 DNA Fragmentlerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile
COZAIIMAST ... 14

2.11 Agaroz Jel EIeKtrofOrezi .......ccccevveiiiiiii it 14



Xiv

ICINDEKILER (devam)

Sayfa
2.12 DNA Framentlerinin Agaroz Jelden EKstraksiyonu ...........ccccccevevviiieieennenn, 14
2.13 Plazmit ve DNA fragmentlerinin Restriksiyon Enzimleriyle Kesilmesi........ 14
2.14 Plazmit ve DNA Fragmentlerinin LIgasyonu ..........ccccooerererenenenesinieeenns 14

2.15 Kimyasal Kompetent E. coli Hiicrelerinin Hazirlanmasi (CaCly/MgCl,

D011 14V I OO P PO RPR PR 15
2.16 Kimyasal Kompetent E. coli Hiicrelerine Transformasyon............c.ccccveenee. 15
2.17 KOIONT PCR ... 15
2.18 Kiigiik Olgekte Test EKSPreSYONU......cccvverecrrrererieerireierssssssesesesesesssesesenens 16
2.19 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)......... 17
2.20 Metal Selat Afinite Kromatografisi .........c.cveveviierieiiniisiesiccee e 17
2.21 ELISA Testi ve SpyCEP AKLIVIte Tayini ......cccoocviiiiiieieie s 18
2.22 DNA Aptamer Kiitiiphanesinin PCR ile Amplifikasyonu.............cccccoeienee 18

2.23 SELEX Adimlarinda Kullanilacak Olan SpyCEP-Immobilize Magnetik

Boncuklarin Hazirlanmast ..........coooeiiiiiiiiiiiie e 19
2.24 SELEX ProS@dUrli.....cccveeiieriiieiiieiieesiee e siee st e st e stee et snee e e nnee s 19
2.25 Tek Iplikli DNA (ssDNA) Kiitiiphanesinin Elde Edilmesi...............cc.coo...... 20
2.26 Kalitatif SpyCEP INhibisSyon TeSti........ccciveiieiiieiiiiic v 22
2.27 Kantitatif SpyCEP Inhibisyon Tayini ..........ccccceevveriirereriiiecceeesesseeeeenne 23
2.28 Aptamer SpyCEP Baglanmasinin karakterizasyonu.............ccccevvveeriiveeniinnnns 24
3. SONUCLAR VE TARTISMA ...t 25

3.1 Test Ekspresyonu Yoluyla Optimum Rekombinant Uretim Kosullarinin
BelIFENMEST ... 25

3.2 Biiyiik Olgekte Protein Uretimi ..........cocoveveveveiiiererereisiscseeessseese s 27



XV

ICINDEKILER (devam)

Sayfa
3.3 ELISA ile Proteaz Aktivitesinin Kontrol EAiIMeSi...........ccoccovviiiiiiiiiiinnns 29
3.4 Rekombinant Uretim Kosullarinin Optimizasyonu ..............cccceeereeevereeeennnn. 32
3.5 Tek iplikli DNA (ssDNA) Aptamer Kiitiiphanesinin PCR ile
AMPHTIKASYONU ... e 35
3.6 Cift iplikli DNA’dan ssDNA Elde Edilmesi Amaciyla ile Kullanilan
Lambda Ekzoniikleaz Kesim Reaksiyonu Kosullarinin Optimizasyonu............... 37
3.7 Rekombinant SpyCEP’in Magnetik Boncuklara Immobilizasyonu ................ 40
3.8 SELEX CaliSmMalarti.......ccucciuuieiiiiiiiiisiiie s siie st sire s sneessssee s 42
3.9 SeKans SONUGIATT ......vviiiiiiiiiiieiiie e 44
3.10 Aptamer SpyCEP Etkilesiminin ELAA Yontemiyle Analizi ............cccovene. 48
3.11 Inhibisyon Testi SONUGIAT .........ccvevieirivireieiiiiesete et 50
3.11.1 SDS-PAGE SONUGIATT......uuiiiiiiiiiiieiiii i 50
3.11.2 Western blot SONUGIATT ......cccviiiiiiiiiiii s 52
3.11.3 ELISA ile inhibisyon testi SONUGIAIT ..........ccoviiiiiiiiiiii e 54
3.11.4 Aptamerlerin sekonder yapilarinin karsilastirilmast .........cccoccoeevviiiinennn. 56
4. GENEL DEGERLENDIRME..........cccsviiiiiiiiiieicisee e, 58
KAYNAKLAR DIZINT ..o 60

(0746 21011 £SO OO 67



XVi

SEKILLER DiZINi
Sekil Sayfa
Sekil 1.1 Aptamer gelistirilmesi adimlart. ..........ccccoveiiiiiiiiii e 2

Sekil 1.2 Faz 3 klinik deneme asamasina gelen aptamerlerin yapilari

(Pegaptanib, Pegnivacogin, Pegpleranib).. .......ccccovviiiniiiiiiieneee e 5
Sekil 2.1 pET 21a vektor Raritast........cccovveiieiiiieiiiicic e 8
Sekil 2.2 SELEX adimlar........cccoiviiiiiiiiiiieiie et 22

Sekil 2.3 ssDNA elde edilmesi amaci ile kullanilan lambda ekzoniikleaz

kesimi ve kesim tirtinlerinin agaroz jel gorintliisii .......ccccovvvereeiinieniieninesenn 22

Sekil 3.1 Tam uzunluktaki SpyCEP ekspresyonu, E. coli Rosetta 2 hiicreleri
kullanilarak gergekIeStirildi.. .....c.oiiveriiiiiieiiieiie e 25

Sekil 3.2 20°C’de 2 giin siire ile gerceklestirilen iiretim ve saflastirmaya
1l1KIn Kromatogram. ...........ccooiiiiiiiiicccr e 28

Sekil 3.3 25°C’de gece boyu gergeklestirilen iiretim ve saflastirmaya iliskin
KIOMALOGIAM. ..ttt bbbt 28

Sekil 3.4 ELISA kiti i¢in olusturulan standart grafigi. ........ccccocvvvviiiiiicninnene 30

Sekil 3.5 ELISA test plakasinda proteaz aktivitesine iligkin olarak elde edilen
KOIOrMELriK SINYAL ........oiiiie s 31

Sekil 3.6 Tam wuzunluktaki SpyCEP’in rekombinant iiretimi i¢in
gergeklestirilen test ekspresyonlarina iliskin SDS-PAGE goriintiisii.. .................. 34

Sekil 3.7 Aptamer kiitliphanesinin amplifikasyonu i¢in uygulanan gradient

PCR’a iligkin agaroz jel gorintlisll. .........ccoovveieeiieiiiieseesee e 36

Sekil 3.8 PCR dongii sayisinin belirlenmesi...........ccooovereiiiiinieniicnc e 37



XVii

SEKILLER DiZINI (devam)

Sekil Sayfa

Sekil 3.9 Lambda ekzoniikleaz kesim reaksiyonu SUIesi. ........c.ccovveriiiierveiinnnn 38
Sekil 3.10 Lambda ekzoniikleaz aktivitesi..........coourruiriiriiiieiieieesee e 38
Sekil 3.11 SYBR Gold ile boyanmis agaroz jel.........c.ccoovviieiiiiiiieiiicnecieen 39
Sekil 3.12 SSDINA €IAESI.. ..eevuviiiiiiiiiiie i 40
Sekil 3.13 TL-8 ELISA TESTH.. c.eiueiiiiiiieieiesiesie et 42
Sekil 3.14 ssSDNA’dan dSDNA €ldesi. ......cevveiiiriiiriiiiiie e 43

Sekil 3.15 IL-8 Eliisyonundan elde edilen diziler i¢in alinan “MEME Suite”
SONUIENF........ AN0F....... J0F. . ... . .. ... ... 45

Sekil 3.16 Termal eliisyonundan elde edilen diziler i¢in alinan “MEME Suite”
01U 45

Sekil 3.17 Elde edilen biitiin diziler i¢in alinan “MEME Suite” sonucu............... 46

Sekil 3.18 Reverse prob'un degisen NaCl konsantrasyonlarinda aptamerle
S0 a1 () 110 TP UP PP PPR 49

Sekil 3.19 Forward prob'un degisen NaCl konsantrasyonlarinda aptamerle
EERILESTIMIL Lttt ane s 49

Sekil 3.20 8,14, 23, 29, 33 ve 49 numarali aptamerlerin SpyCEP ile etkilesimi

ELAA yontemiyle tespit edildi. .......ccooviiiiiiiiiiiiice e 50
Sekil 3.21 SpyCEP aktivitesinin inhibiSYONU.. .........ccevvvvriiirieeriieninee e 51

Sekil 3.22 Degrade olmayan IL-8 bantlarinin Image j programiyla hesaplanan
PIK QIANJATT. .o 52



XViii

SEKILLER DiZINI (devam)

Sekil Sayfa

Sekil 3.23 SpyCEP aktivitesinin inhibisyonun Western blot ile tayini. ................ 53

Sekil 3.24 Western blot i¢in IL-8 degradasyon iirlinlerinin Image j

programiyla hesaplanan pik ve pik alanlari. ..........ccccoviiiiiiii, 53
Sekil 3.25 SpYCEP aKtiVite teSti.. ...oovervirriiieiiiiiisieesiiee e 54
Sekil 3.26 ELISA inhibiSyon teSti.. ....cccviiviiiieiiiiiinieiiiieseeneeiesieesie e 55

Sekil 3.27 29, 33 ve 49 numarali aptamerler ile tekrar edilen inhibisyon

deNEMEST SONMUGIATT. ...e.vviiiiiiiee ittt sree s 56

Sekil 3.28 aptamerlerin (8, 14, 23, 29, 33 ve 49 numarali aptamerler)
SEKONAET YAPIIATT. ..ottt 57



XiX
CIZELGELER DiZiNi

Cizelge Sayfa

Cizelge 1.1 Aptamerler ve antikorlarin bazi 6zelliklerinin kargilastiriimasi

NIMJEE EL AL, 2017 ..ottt re b enne s 3
Cizelge 2.1 SDS-PAGE jel 1GeriKICTT......ccouiieiiiiiiiiciiciieeseee e 17
Cizelge 2.2 SELEX turlar1 boyunca degisen parametreler .............cccoovvveriinennnne 20

Cizelge 3.1 Tam uzunluktaki SpyCEP i¢in IL-8 proteoliz tayinine iligkin
sonuglar. Tabloda verilen hacimlerde eklenen fraksiyonlarin aktivitesi,
Bacillus subtilis tarafindan tiretilen SpyCEP’in aktivitesi ile karsilastiriimustir.
Bacillus subtilis tarafindan iretilen SpyCEP, pozitif kontrol olarak
KUITANTIMISEIL. oottt bbbt 31

Cizelge 3.2 Klonlama amaci ile kullanilan primerler ..........cccoooevviiiiiiiniiniennns 32

Cizelge 3.3 Rekombinant SpyCEP iiretimi icin gece boyu siiresince

gerceklestirilen test ekspresyonu kosullart ... 33
Cizelge 3.4 Gradient PCR Kari$imi.........cooviieieeese e 35
Cizelge 3.5 Gradient PCR Programi .........cccccooveiriiiiennienee s 36

Cizelge 3.6 IL-8 Elisyonundan elde edilen diziler “MEME Suite”
programindan eslestirilmeSi ... 45

Cizelge 3.7 Termal eliisyonundan elde edilen diziler “MEME Suite”

programindan €S1eStIrTIMEST .......covverviiiiii e 46

Cizelge 3.8 Elde edilen biitiin dizilerin “MEME Suite” programindan

ESLESITTIMEST. .ot 47

Cizelge 3.9 Karakterizasyon i¢in segilen diziler, E ve G degerleri...........c.ccveenee. 48






1. GIRIS
1.1 Aptamerler

Aptamerler hedeflerine yiiksek spesifiklik ve ilgi ile baglanan tek iplikli
DNA ya da RNA molekiilleridir. Aptamerler SELEX (Systematic Evolution of
Ligands by Exponential Enrichmen) ismi verilen bir proses ile gelistirilirler
(Stoltenburg et al., 2007). ilk aptamer 1990 yilinda iki farkli grup tarafindan
tanimlanmistir (Tuerk and Gold, 1990, Ellington and Szostak, 1990). Bu tarihten
itibaren pek ¢ok farkli hedef icin aptamer gelistirilmistir. Bu hedefler arasinda
kiiciik molekiiller (McKeague and DeRosa, 2012), canli hiicreler (Renders et al.,
2017) ve hatta dokular da yer almaktadir (Heilig and Gold, 2000). SELEX
yonteminde, 20-80 bazlik rastgele bir bolge ile bu bolgenin 5' ve 3' uclarinda sabit
primer baglanma bdlgeleri igeren tek iplikli DNA (ssDNA) veya RNA
kiitiiphanesi kullanilir (Sekil 1.1). Baslangi¢ kiitiiphanesindeki toplam dizi sayisi
10'%-10" arasinda degismektedir ve bu say1 ¢esitlilik i¢in yeterlidir. SELEX in ilk
turunda bu rastgele kiitliphane hedef protein ile uygun kosullarda inkiibe edilir.
Ardindan, hedef proteine baglanmayan diziler uzaklastirilir. Hedefe bagh diziler
elie edilir ve ssDNA durumunda PCR ile, RNA durumunda RT-PCR ile
cogaltilir. Bu dongii 7-20 kez tekrar edilir. Ilerleyen SELEX turlarinda hedefe
baglanan niikleotid dizilerinde iistel bir zenginlesme gerceklesene kadar prosese
devam edilir Sonucta, hedefe yiliksek spesifiklik ve afinite ile baglanabilen
aptamerler elde edilir. Hedefe baglanan diziler E. coli’ye transforme edilir ve dizi
analizi ile aptamer dizileri belirlenerek karakterize edilir (Stoltenburg et al., 2007,
Zhuo et al.,2017 ). Aptamerler antikorlara kiyasla pek c¢ok avantaja sahiptir
(Cizelge 1.1). Aptamer gelistirilmesi antikor {iretimi siirecine gore daha az zaman
alic1 ve daha diigiik maliyetlidir. Aptamerlerin depo kararlilig1 ve farkli ¢evresel
kosullara adapte edilebilir oluslar1 en Onemli avantajlarindandir. Antikorlarin
kullanim alanlar1 genellikle fizyolojik kosullar ile snirlidir (Nimjee et al., 2017).
Ancak aptamer gelistirme asamasinda, aptamerlerin baglanma kosullar1 istenen
kosullara uygun olarak degistirilebilir. Bu agidan, aptamerlerin SELEX ile
secilmeleri asamasinda istenilen pH, iyon siddeti ve tampon bilesenleri gibi
parametrelerin kontrol edilebilmesi gercek zamanli bir hedef baglanmasinin

gerceklestirilmesi acisindan biiyiik bir 6nem tasir. Aptamerler antikorlardan farkli



olarak kiigiik boyutlu olmalar1 nedeni ile immiin sistem tarafindan yabanci olarak

algilanmazlar.

Aptamerlerin baglanma
afinitelerinin karakterizasyonu

x A

Aptamer Kiitiiphanesi Hedef protein

A WAVAY AN
NN\
- | I— | S
DMNA sekans analizi 5 Flunk T Flank
T Rastgele
ELOMNA ile karakterizasyon bdlge Yo
L L
L.!
i A
B Baglanmayan
Transformasyon I ssDNA-hedef protein ssDNA
. . kanisimi
G N
Rekombinant Vektdr w%
Hedefe bagh
%@ﬁ * ssDNA
Klonlama
Eliisyon

1. PCR amphf'kasyonu

2. Lambda ekzonikleaz

kesimi ile dsDMNA'dan ssDNA

eldesi Hedef proteinden
ayrilan ssDNA

Serbest hedef protein

Sekil 1.1 Aptamer gelistirilmesi adimlar1 (Heiat vd., 2016).



Cizelge 1.1 Aptamerler ve antikorlarin bazi dzelliklerinin karsilagtirilmast Nimjee et al.,

2017

Aptamerler

Antikorlar

Baglanma afinitesi pikomolar ile nanomolar
araliginda olacak kadar diistiktiir

Baglanma afinitesi pikomolar ile nanomolar
araliginda olacak kadar diigtiktiir

Tiim se¢ilim in vitro olarak yapilan kimyasal
bir prosestir ve bu nedenle her protein
hedeflenebilir

Segcilim biyolojik bir sistem gerektirir, bu
nedenle toksinlere kars1 (hayvanlar
tarafindan tolere edilemez) ve immiinojenik
olmayan hedeflere kars1 antikor gelistirmek
zordur

Degisik kosullar altinda olan ligandlar i¢in in
vitro diagnostike elverisli se¢ilim yapilabilir

Diagnostik i¢in optimize edilen antikorlar
fizyolojik kosullar ile sinirlanmigtir

Bilinen hedefe karsi tekrar eden turlar tarama
prosesini sinirlar

Monoklonal antikorlarin taramasi zaman
alic1 ve pahalidir

Bir defada yapilan sentezden bagimsiz olarak
sergilenen tek tip (standart) aktivite

Antikorlarin aktivitesi tiretimden iiretime
degisebilir

Farmakokinetik parametreler istege gore
degistirilebilir

Farmakokinetik parametreleri modifiye
etmek giitiir

Proteinin hedef bolgesini arastirmaci belirler

Proteinin hedef bolgesini immiin sistem
belirler

Cesitli fonksiyonlar i¢in molekiile genis aralikta
kimyasal modifikasyon yapilabilir

Molekiile yapilabilecek modifikasyonlar
siirlidir

Sicaklik degisimi sonrasinda orijinal
konformasyona doniis miimkiindiir

Sicaklik duyarhidirlar ve geri doniigiimsiiz
denaturasyona ugrarlar

Sinirsiz raf dmril

Sinirli raf 6mrii

Immiinojenite hakkinda bir kanit yok

Dikkate deger immiinojenite

Capraz reaksiyon veren bilesenler gegis (toggle)
stratejisi ile izole edilebilir ve bu yaklagim
preklinik ¢aligsmalar1 kolaylastirir

Capraz reaksiyon yapan bilesenleri izole
etmek i¢in strateji yoktur

[lacin inhibitér aktivitesini geri déniistiirmek
icin aptamer spesifik antidot gelistirilebilir

Molekiilleri geri doniistiirmek i¢in rasyonel
bir metot yoktur

Trombin i¢in ¢esitli aptamerler gelistirilmistir ve bazi aptamerlerin baglama
0zelligi yaninda aktivitenin inhibisyonunu da sagladigi bulunmustur. (Avino et al.,
2012). Benzer olarak, prostat-spesifik antijen (PSA) baglayan aptamer
kullanilarak aptasensor gelistirilmistir (Cha et al., 2014). Cesitli serin proteazlar,
katepsin E, B-sekretaz 1 icin aptamerler gelistirilmistir. PSA icin bir aptamerin
kompetetif inhibisyon etkisi gosterdigi, diger aptamerlerin ise ekstraseliiler enzim
aktivitesini kompetetif olmayan sekilde inhibe etttigi gosterilmistir (Dupont et al.,
2011). Birgok aptamer igin klinik testler devam etmektedir (Keefe et al., 2010;
Xing et al., 2014). Aptamerlerin basarili uygulamalarina 6rnekler, aptamer ile
fonksiyonellestirilmis lipozomlar ile anti-kanser ilaglarinin tasiimi (Xing et al.,

2013), ilaglarin hedefli transportu i¢cin DNA nano-trenler (Zhu et al., 2013), ve



hedefli transport i¢in nano-robotlar (Douglas et al., 2012) seklinde 6zetlenebilir.
Bakteriyel proteolitik kompleksler terapotik hedef olarak dikkat ¢ekmektedir
(Raju et al., 2012). Antimikrobiyal aptamerlerin analitik ve terapotik amaglar ile
kullanimina yonelik ¢alismalarin sayisi giderek artmaktadir (Hamula et al., 2011,

Ozalp et al., 2013).

Aptamerlerin terapétik ajan olarak kullanimi umut vericidir. Ornegin, kanser
tedavisinde yeni bir yaklasim olarak, hiicre proliferasyonunu, sinyal iletimini ve
immun fonksiyonlar1 diizenleyebilen yeni aptamerler gelistirilmistir (Zhou et al.,
2016). Bu aptamerlerin kanser hiicre biiylimesini veya metastazi durdurabildigi in
Vvitro ve in vivo calismalar ile gosterilmistir. Bir¢ok kanser tiirtinde niikleolin
proteini ve kemokin CXCLI12 ifadesinde artiy meydana gelmektedir. Niikleolin-
spesifik AS1411 ve CXCL12-spesifik NOX-A12 aptamerlerinin anti-kanser
etkinligi gosterilmis ve bu iki aptamer i¢in klinik faz ¢alismalar1 baslatilmistir.
Terapotik uygulamalara yonelik gelistirilen bazi aptamerler patentlenmistir.
Aptamerlerin terapotik ajan olarak kullanimi umut vericidir. Bununla birlikte,
SpyCEP proteazina yonelik aptamer temelli bir antimikrobiyal strateji

bulunmamaktadir.

Aptamerlerin terapdtik uygulamasini sinirlandiran en 6nemli faktor, serum
niikleazlar1 tarafindan pargalanmalaridir. Niikleazlar, aptamerin yari Omriinii
dakikalar ile simirlandirmaktadir.  Bu sorunun ¢oziimiine yonelik olarak,
aptamerler c¢esitli sekillerde modifiye edilmektedirler. Seker veya fosfat
gruplarinin modifikasyonu ya da 5', 3' uglarma cesitli gruplarin eklenmesi
yoluyla serum niikleazlarina karsi kararli hale getirilmektedirler (Maier and Levy,

2016). Faz 3 klinik asamasina gelen ii¢ aptamer bulunmaktadir (Sekil 1.2).
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Sekil 1.2 Faz 3 klinik deneme asamasina gelen aptamerlerin yapilari (Pegaptanib,
Pegnivacogin, Pegpleranib). Aptamerler, afinitelerinin arttirilmast amaci ile kisaltilmig, serum
niikleazlarina karsi kararliliklariim arttirilmasi amaci ile 40kDa PEG grubu ile modifiye edilmis

veya 3' ucundan idTgrubu ile modifiye edilmislerdir (Maier and Levy, 2016).

1.2 Streptococcus Pyogenes ve SpyCEP

Streptococcus pyogenes (group A Streptococcus; GAS) faranjit, impetigo,
nekrotizan fasiit, ve toksik sok sendromu gibi cesitli enfeksiyonlara neden
olmaktadir (Turner et al., 2009). Diinya genelinde GAS ile iliskili pyojenik deri
enfeksiyonlarmin goriilme sikligi 111 milyondan fazladir. Invazif hastaligin yillik
goriilme sikligi ise yaklasik 600,000 olarak bildirilmistir (Tan et al., 2014).
Incelenen bakteriyel izolatlarin tiimii invazif karakterde degildir. Ancak,
enfeksiyon sirasinda non-invazif karakterden invazif karaktere fenotipik bir
degisim olasidir. Bu degisim, CovRS gibi regiilatorler tarafindan kontrol
edilmektedir. Bu regiilatorler virulans faktorlerinin ve oOzellikle kemokinleri
parcalayan SpyCEP proteazinin ekspresyonunu diizenlemektedir (Edwards et al.,
2005, Sumby et al., 2006). Streptococcal hiicre yiizey fibriler M proteininin anti-

fagositik ozellikleri dikkat cekmekle beraber, S. pyogenes patojen mekanizmasina



etki eden cesitli faktorler bulunmaktadir. Streptolysin S (Sls), ekstraseliiler
streptococcal karboksilik esteraz (sse), immunoglobulin pargalayan enzim
(Mac/ldes), S. pyogenes hiicre zar1 proteazt SpyCEP, C5a peptidaz (scpA), ve
ekstraseliiler streptococcal proteaz B (SpeB) diger virulans faktorleridir (Olsen
and Musser, 2010). Hiicre disina salgilanan ve membrana bagl virulans faktorleri
immun cevabi etkisiz hale getirirler ve direkt olarak konak¢i dokuda hasar
olusturarak bakterinin yayilmasina katki yaparlar. Bunun yaninda, invazif
karakterdeki S.pyogenes suslari konakg¢1 tarafindan tiretilen proteazlari aktive eder
ve doku hasarina neden olabilir. Ozellikle, MMP-2 ve MMP-9 enzimleri
ekstraseliiler proteaz SpeB tarafindan aktive edilirler. Bakterinin sahip oldugu
SpyCEP proteolitik aktivite, konak¢i immun sistemin inaktivasyonuna katki
yapar. SpyCep, streptococcal hiicre duvarina C-terminal iizerinden kovalent
baglhidir ve hiicre disina salgilanir. Interlokin-8’in (IL-8) SpyCEP proteazi
tarafindan degradasyonu sonucu nétrofil gogii ve bakterinin etkisiz hale
getirilmesi  engellenir. Polimorfoniikleer nétrofillerin (PMN) fonksiyonun
zayiflamasi, nekrotizan fasiit patojenezinde 6nemli bir rol oynar (Hidalgo-Glass et
al., 2006). SpyCEP’in IL-8/CXCLS8’i proteolitik pargalama aktivitesi yaninda,
CXCLI, 2, 3, 5, 6, ve 7 parcalama aktivitesi de bulunur. Bu sekilde, notrofil
kemokin reseptorleri CXCRI1, CXCR2 ile etkilestigi bilinen tiim kemokinleri
etkiler (Sumby et al., 2008, Kurupati vd., 2010).

SpyCEP, patojen S. pyogenes’de IL-8 degradasyonundan sorumlu tek
enzimdir. SpyCEP aktivitesi sonucu konak¢t CXC kemokinlerin degradasyonu ve
PMN fonksiyonunun 6nlenmesi S.pyogenes’in sistemik olarak yayilmasini saglar.
Bu nedenle, SpyCEP ag1 adayi olarak tanimlanmistir (Rodriguez-Ortega et al.,
2006, Turner et al., 2009). SpyCEP’in yeni terapotik yaklasimlar igin iyi bir hedef
oldugunu gosteren c¢esitli in vivo ¢alismalar yapilmistir. Chiappini et al. (2012)
tarafindan IL-8 degradasyonu ve bunun sonucunda gerceklesen polimorfoniikleer
notrofil fonksiyonu zayiflamasi arastirilmistir. Bu ¢aligmada, SpyCEP-defektli S.
pyogenes’in neden oldugu enfeksiyonlardaki kemokin diizeyleri, dogal sus
enfeksiyonuna kiyasla 10-1000 kat daha yiiksek bulunmustur. Zinkernagel et al.
(2008) tarafindan yapilan ¢alismada, Lactococcus lactis’de SpyCEP’in heterolog

ifadesi sonucu bakterinin nétrofillere karst %50 direng kazandigi bulunmustur. Bu



nedenle, SpyCEP’in S. pyogenes’i de nétrofillerden korudugu one siiriilmiistiir.
Kurupati et al. (2010) tarafindan bakterinin sistemik yayilmasi i¢in SpyCEP’in
gerekli ve yeterli oldugu rapor edilmistir. Farelerde SpyCEP’e kars1 asilamanin S.
pyogenes yayilmasini ve bu sekilde bakterinin neden oldugu invazif enfeksiyonu
onledigi belirlenmistir. Baglica koruyucu mekanizmanin opsonizasyon yerine

notralizasyona dayali oldugu belirtilmistir.

Penisilin, alerjik olmayan bireylerde S. pyogenes enfeksiyonlarinin
tedavisinde halen giivenilir olarak tercih edilen bir antibiyotiktir. Penisiline
duyarl bireyler i¢in ise, alternatif olarak makrolidler onerilmektedir. Fakat, S.
pyogenes’in makrolide direngliligi diinya genelinde artis gostermektedir.
Antibiyotiklerin yanlis kullanimi1 ve antibiyotik diren¢li bakterilerin gelismesi
arasindaki baglant1 nedeniyle, Tiirkiye de riskli bir durumda kabul edilmektedir.
Saglik Bakanligi verilerine gore, 2007 ve 2013 yillar1 arasinda Tiirkiye’de
antibiyotik kullanimi artig egilimindedir. Avrupa iilkeleri ile karsilastirildiginda,
antibiyotik tliketimi bakimindan Tiirkiye ilk sirada yer almaktadir. Penisilin
kullanimi1 daha yiiksek olmakla birlikte cephalosporin, fluoroquinolone ve
makrolid kullanim oranlar1 da oldukga yiiksektir. Son raporlara gore, en yiiksek
diizeyde penisilin kombinasyonlar1 kullanimi (genelde amoksisilin-klavulanik asit
ile birlikte) Tirkiye’de gozlenmistir (Versporten et al., 2014). Kuzey Amerika ve
Avrupa’da S.pyogenes enfeksiyonlari 1980’lerden bu yana yogun bir arastirma
konusu olmasina ragmen, S.pyogenes Tiirkiye’de halen ciddi bir saglik sorunudur.
Yakin zamanda, kardiyovaskiiler cerrahi departmaninda S.pyogenes vakasi
meydana gelmistir (Tezer et al., 2014). Penisilin, halen S.pyogenes’e karsi etkin
bir sekilde kullanilmaktadir. Antibiyotik tedavisi detayli molekiiler analizlere gore
sekillenmelidir. Tiirkiye’de, S. pyogenes enfeksiyonlarina yonelik epidemiyolojik
arastirmalar birkag¢ ¢alisma ile sinirlidir. 2007 yili’'nda yayimlanan bir ¢aligmaya
gore (Ozakkas vd., 2007), S.pyogenes’in azitromisine duyarli oldugu rapor
edilmistir. 2012 Yili’'nda, S.pyogenes’in makrolidlere direngliliginde artig rapor
edilmistir (Telli vd, 2012). 5-15 yas arasi ¢ocuklarin %12.3’iinden S. pyogenes
izole edilmistir (Dogan et al., 2014).



2. MATERYAL ve METHOD

2.1 Kullanilan Bakteriler

1. E. coli DH5-Alpha, klonlama susu.
2. E. coli Rosetta 2, ekspresyon susu. Nadir kodonlar igin gerekli tRNA’lar1

kodlayan plazmit igerir.

2.2 Vektorler

pET 21a (+)

Klonlama bdlgesinin 3" bolgesinde alt1 histidin kodonu bulunmaktadir. C-
terminalde alt1 histidin artig1 ((His)6-tag) icerecek sekilde ifade edilen protein,
nikel-selat afinite kromatografisinden yararlanilarak saflastirilabilir. pET21a(+)
vektorii beta-laktamaz kodlayan ampisilin direnglilik geni (bla) icermektedir ve
vektori tagiyan hiicreler bu sekilde secilebilir. Bu suslarda transkripsiyon
izopropil-B-D-tiyogalaktopiranozid (IPTG) indiiksiyonu sonucu gergeklesir. Sekil
2.1 pET 21a vektor haritasi‘de pET 2la(+) vektorline ait gen haritasi

gosterilmistir.

5443bp

Sekil 2.1 pET 21a vektor haritast



2.3 Primer Dizileri

Klonlama igin gerekli restriksiyon bolgelerini i¢eren primerler Sentegen
(Ankara) firmasindan saglandi. Primer dizileri asagida olup, restriksiyon tanima

bolgeleri alt ¢izgi ile isaretlenmistir.

5'T7 Promotor

5-TAATAC GAC TCA CTATAG GG -3'

3' T7 Terminator

5'- GCT AGT TAT TGC TCA GCG G -3

ZF Forward

GTGCGTCATATGGCAGATGAGCTAAGCACA

ZF_Reverse

ATTTGCGGCCGCAGGCTTTTGCTGTTGCTGA

ZN_Reverse

GCGTGCGGCCGCATTGGGGACGATAGATCTTG

ZC_Forward

GTGCGTCATATGTCAACCCAGGCACCGAAA

PRAF_pET21

GATATACATATGGATGCGACTCAAAAAAGCGC

PRAR_pET?21
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GTGGTGCTCGAGGTTTAGGTGATCTCCTAACTT

2016_0416A-F

GTGCGTCATATGGCAGATGAGCTAAGCACAATGAGC

2016_0416A-R

ATTTGCGGCCGCTCACTCTGAACCAAGAGTGACAAGTCCTGA

Spy0416A1-F

TAGTAGGAATTCGGCAGATGAGCTAAGCACAAT

Spy0416A1-R

TAGTAGCTCGAGTCATGCCCCTTGCTGACGCGGTG

2.4 Bakteri Kiiltiir Ortamlar

Trypticase soy yeast ortami

Trypticase soy broth 30.0 g, Yeast ekstrakt 3.0 g, Agar, 15.0 g (kat1 besi yeri
i¢in), Distile su 1000.0 mL, (pH 7.0 - 7.2).

Luria-Bertani-(LB)

% 0.5 (w/v) Yeast ekstrakt, % 1.0 (w/v) NaCl, %1.0 (w/v)

2.5 Tamponlar ve Cozeltiler

Ampisilin stok ¢ozeltisi (1000x)

150 mg/mL ampisilin (Na-tuzu) suda ¢oziildii ve steril filtreden gegirildi.



11

PCR-dNTP ¢dzeltisi (10 mM)

Her bir NTP (N = A, C, G ve T) son konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde
suda ¢oziildii ve -20 °C’de saklandi.

10x TAE

48.4 g Tris-baz; 10 mL glasyal asetik asit; 2.92 g EDTA.

TFB | tamponu

80 mM MgCl;, ve 20 mM CacCl,

TFB Il tamponu

100 mM CacCl; ve %15 gliserin.

[zopropil-B-D-tivogalaktopiranozid stok cozeltisi

0.5 M IPTG suda ¢oziildi, steril filtreden gecirildi ve -20 °C’de saklanda.

Coomassie boyama ¢ozeltisi

% 0.2 (w/v) Coomassie Brilliant Blue G250, %50 (v/v) etanol, % 10 (v/v)

asetik asit. Filtre edilen ¢6zelti oda sicakliginda saklandi.

SDS-PAGE ayirma jeli tamponu

% 0.4 (W/v) SDS, 1.5 M Tris/HCI, pH 8.8

SDS-PAGE iist jel tamponu

%0.4 (w/v) SDS, 0.5 M Tris/HCI, pH 6.8

SDS-PAGE yiiriitme tamponu (pH 8.5)
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% 0.1 (w/v) SDS, 0.025 M Tris, 0.2 M Glisin

SDS-PAGE 6rnek tamponu (2%):

%2 (w/v) SDS, %10 (w/v) Gliserin, %5 (v/v) B-Merkaptoetanol, %0.01
(w/v) Bromfenol mavisi, 1.25 M Tris/HCI, pH 6.8

Kromatografi tamponlari:

A tamponu: 50 mM KH,PO,4, 500 mM NaCl, 10 mM imidazol, pH=7.8

B tamponu: 50 mM KH,PQO,4, 500 mM NaCl, 500 mM imidazol, pH=7.8

SELEX tamponu: 137 mM NaCl, 5 mM KCI, 10 mM Na,HPO,4, 1.8 mM
KH,POy4, 2 mM MgClz

2.6 Diger Sarflar ve Cihazlar

SELEX c¢alismasinda kullanilan ssDNA Kkiitiiphanesi Alpha diagnostic
(Texas, USA) firmasindan temin edildi. PCR calismalarinda kullanilan Taq
polimeraz enzimi (5 U/uL) ve ¢alisma tamponlari, SM1211 kodlu ultra low range
DNA markeri, SYBR Gold jel boyasi, InsTAclone PCR Klonlama Kiti ve
GeneJET Genomic DNA Purification Kit, Thermofisher Scientific (Waltham,
USA), Nu-mikropor agaroz prona Conda (Spain), Lambda ekzoniikleaz New
England Biolabs (USA), PCR iiriinlerinin saflastirilmasinda kullanilan PCR-
clean-up kiti Macherey-Nagel GmbH & Co. KG (Berlin, Germany), diger sarflar
Sigma-Aldrich  (Steinheim, Almanya) firmalarindan temin edildi. PCR
caligmalarinda kullanilan primerler Sentegen (Ankara), HPLC-grade aptamerler
ELLA (Germany) ve Metabion (Martinsried, Almanya), termal dongii cihazi
Applied Biosystems (California, USA), agaroz jel elektroforezi sistemi Hoefer
Pharmacia Biotech (USA ve Embi Tec, CA, USA), agaroz jel goriintilleme icin
Blue LED Illuminator Nippon Genetics Europe GmbH (Dueren, Almanya)
firmalarindan temin edildi. DNA konsantrasyonlar1 Epoch Biotek (USA) marka
mikroplaka spektrofotometre ile olgiildii. SELEX i¢in inkiibasyon asamalarinda
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kullanilan Isitici-Sogutucu ve calkalamali termal blok Eppendorf (Hamburg,
Germany), masa ustii santrifiij 200 R Hettich (Tuttlingen, Germany),
firmalarindan temin edildi. Klonlamada kullanilan agar petrilerin hazirlanmasi
icin maya ekstrakti, tripton, ampisilin ve agar Carl Roth GmbH (Germany),
biiyiime ortamlar1 ve petrilerin inkiibe edildigi inkiibator New England Biolabs
(USA) firmalarindan temin edildi. Steril filtreler (0.2 pm) VWR firmasindan
temin edildi. Human CXCLB8/IL-8 Quantikine ELISA Kit (R&D Biosystems,
Mineapolis, USA), HisTrap HP 5 mL kolon ve, AKTAprime plus kromatografi
sistemi GE Healthcare (Little Chalfont, UK), UV3 HEPA PCR kabini UVP (CA,
USA) firmasindan temin edildi.

2.7 Sterilizasyon

Kiiltiir ortamlar1 kullanilmadan once otoklavlanarak sterilize edildi (20
dakika, 121 °C ve 2 bar). Pipet uclar1 ve kompetent hiicrelerin hazirlanmasinda

kullanilan malzemeler otoklavlandiktan sonra 50°C’de kurutuldu.

2.8 S. pyogenes’den Genomik DNA izolasyonu

DSMZ firmasindan temin edilen liyofilize S. pyogenes (DSMZ 20565),
firmanin tavsiye ettigi Tripticase soy-yeast brothda canlandirildi. Ardindan yine
ayni ortamda hazirlanan broth ve agara bu kiiltiirden inokiilasyon yapildi. 37°C’de
inkiibasyonun ardindan, elde edilen kiiltirden “GeneJet Genomic DNA

Purification Kit” kullanilarak genomik DNA izolasyonu gerceklestirildi.

2.9 WGA Kiti ile Genomik DNA Amplifikasyonu

S. pyogenes’ten elde edilen genomik DNA, WGA kiti protokolii kullanilarak
cogaltildi. 25 ng genomik DNA, kit protokoliine gore ¢ogaltildi ve “Gel and PCR
Clean-up kiti (Macherey-Nagel)” kullanilarak reaksiyon karisimindan izole edildi.
Eliisyon 20 pL eliisyon tamponu ile yapildi. EPOCH2 mikroplaka okuyucunun

Take3 aparat1 kullanilarak izolasyon sonrast DNA konsantrasyonu belirlendi.



14

2.10 DNA Fragmentlerinin Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
ile Cogaltilmasi

SELEX’in ¢esitli agsamalarinda kullanilacak olan proteinleri kodlayan gen

fragmentleri standart PCR ile ¢cogaltildi.

2.11 Agaroz Jel Elektroforezi

PCR ile elde edilen DNA fragmentlerinin kontrol edilmesi amaci ile agaroz
jel elekroforezi kullanildi. %1°lik 100 mL jelin hazirlanmast i¢in 1 g agaroz
tartildi ve lizerine 100 mL 1XTAE tamponu eklendi. Coziinen agaroza 5 pL
SafeViewTM Classic niikleik asit boyasi eklendi. Jel 6rneklerinin yiliklenecegi
kuyucuklar1 olusturacak olan taraklarin yerlestirildigi kaliba dokiildii. Agaroz jel,
oda sicakliginda katilasmaya birakildi. Hazirlanan agaroz jel -elektroforez
sistemine yerlestirildi, ornekler yiikklendi ve 100V’da 30 dakika yiiriitildi.

Biometra UV Star transilluminator yardimi ile DNA fragmentleri goriintiilendi.

2.12 DNA Framentlerinin Agaroz Jelden Ekstraksiyonu

DNA ekstraksiyonu amaci ile GeneJETTM Gel Extraction Kit kullanildi.

2.13 Plazmit ve DNA fragmentlerinin Restriksiyon Enzimleriyle
Kesilmesi

Plazmit ve DNA fragmentleri, ilgili restriksiyon enzimleri ile son reaksiyon
hacmi 50 pL olacak sekilde muamele edildi. Restriksiyon, gece boyu 37°C’de,
200 rpm’de gergeklestirildi. Restriksiyon reaksiyonu, enzimlerin termal blokta
termal denatiirasyonu ile sonlandirildi. Reaksiyon karigimlari, 6x yilikleme
tamponu ile karistirildi ve agaroz jele yiiklendi. Goriintiilemenin ardindan ilgili

bantlar agaroz jelden ekstrakte edildi.

2.14 Plazmit ve DNA Fragmentlerinin Ligasyonu

Restriksiyon enzimleri ile muamele edilmis DNA fragmentleri ve plazmit
arasindaki fosfodiester baglarmin olusturulmasi ve klonlamanmn tamamlanmasi
amaci ile T4-DNA ligaz reaksiyonu gergeklestirildi. Plazmit ve fragmentler 1:1 ve

1:5 arasinda degisen mol oranlarinda karistirildi. DNA ligaz, reaksiyon tamponu
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ve restriksiyon lriinleri ligasyon reaksiyonunun ger¢eklesmesi amaci ile gece
boyu +4°C’de inkiibe edildi. 60°C’de 10 dakika termal denatiirasyon ile reaksiyon
sonlandirildi. Toplam hacmi 20 pL olan ligasyon karigimindan 10 pL alinarak
kimyasal kompetent hiicrelere 1s1 soku yardimi ile transforme edildi. Kalan

ligasyon karigimi -20°C’de saklandi.

2.15 Kimyasal Kompetent E. coli Hiicrelerinin Hazirlanmasi
(CaCl,/MgCl, yontemi)

Kimyasal kompetent hiicrelerin hazirlanmasi amaci1 ile su adimlar
uygulandi: 100 mL LB besi ortamina ODgoo 0.1 olacak sekilde gece kiiltiiriinden
inokiilasyon yapildi. Hiicreler ODggo degeri 0.6’ya ulasana kadar 37°C’de ve 200
rpm’de inkiibe edildi. Buzda 15 dakika bekletilen hiicreler, 4000 rpm’de 10
dakika santrifiijlendi. Hiicre pelletine 20 mL TFB I tamponu eklendi, resiispanse
edildi ve ikinci kez santrifiijlendi. Hiicre pelletine 2 mL TFB Il eklendi ve
resiispanse edildi. Hiicreler 200 pL lik hacimlerde, 1.5 mL’lik eppendorf tiiplerine
aktarildi ve -80°C’de depolandi.

2.16 Kimyasal Kompetent E. coli Hiicrelerine Transformasyon

-80°C’de depolanan kimyasal kompetent hiicreler buz lstiine alinarak 15
dakika bekletildi. Kompetent hiicrelere ligasyon karisimimdan 10 pL eklendi ve 30
dakika buz iizerinde bekletildi. Ardindan, hiicrelere 42°C de 45 saniye 1s1 soku
uyguland1 ve tekrar buz iizerinde 5 dakika bekletildi. Hiicre siispansiyonuna 800
pL taze LB ortami eklendi ve 37°C’de 1 saat siire ile 200 rpm’de inkiibe edildi.
Ardindan hiicreler 8000 rpm’de 2 dakika santrifiijlendi ve pellet 100 pL hacimde
reslispanse edildi. Hiicreler, ilgili antibiyotikleri i¢eren LB-agar petrilere
yayildilar. Petriler 37°C’de gece boyu inkiibe edildi ve olusan kolonilerden
plazmit DNA izole edildi.

2.17 Koloni PCR

Transformasyonun ardindan rekombinant plazmitin belirlenmesi amaci ile
koloni PCR gergeklestirildi. Transformasyonun ardindan antibiyotik iceren agar

petri ylizeyinde olusan koloniler sterilize edilmis kiirdanla alindi ve ayr1i PCR
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tiiplerine aktarildi. Her bir PCR tiipiine 10 pL PCR karisimi eklendi. Primer
olarak plazmite spesifik T7 promotor ve T7 terminator bolgelerine komplementer
oligoniikleotidler kullanildi. Koloni PCR’da, standart PCR’dan farkli olarak 6n
denaturasyon 95°C de 10 dakika uygulandi. Denatiirasyon 95°C de 45 saniye,
primer baglanmasi 55°C’de 45 saniye, uzama 1000 bp i¢in 1 dakika olacak
sekilde, PCR adimlar1 30 kez tekrarlandi. Son uzama 72°C’de 10 dakika siire ile
gerceklestirildi. PCR f{irtinleri agaroz jele yiiklenerek klonlanan geni igeren

plazmiti tasiyan koloniler belirlendi.

2.18 Kiiciik Olcekte Test Ekspresyonu

Plazmite klonlanan genlerin ekspresyon kosullarinin optimize edilmesi
amaci ile, test ekspresyonu gerceklestirildi. Ilgili plazmitleri tasiyan E. coli
hiicreleri, 37°C’de gece boyu inkiibe edildi ve ardindan gece kiiltiiriinden 6rnek
almarak ODgyy = 0,1 olacak sekilde 50 mL LB taze biiyiime ortamina inokule
edildi. Kiiltiir, ODggo = 0,4-0,6 degerine ulagincaya kadar 37°C’de 200 rpm’de
inkiibe edildi. 50 mL kiiltiirden (ODggoo = 0.4-0.6), 20 mL alinarak iki adet steril 50
mL’lik falkona aktarildi. Protein ekspresyonunun indiiklenmesi amaci ile ortama
0.5 mM izopropil-p-D-tiyogalaktopiranozid (IPTG) eklendi ve inkiibasyona farkli
sicakliklarda (20 °C, 25 °C veya 37 °C) devam edilerek rekombinant protein
iiretiminin gergeklesmesi saglandi. Inkiibasyonun ardindan hiicreler 4000 rpm, 30
dakika, 4°C’de santrifiijlendi. Hiicre pelleti, 4 mL A tamponunda siispanse edildi.
Hiicre siispansiyonu buzda bekletilen eppendorf tiipline alindi ve ultrasonik
homojenizatér yardimi ile hiicreler pargalandi (% 25 siddet, 2,5 dakika).
Homojenat 13000 rpm’de, 30 dakika stire ile 4°C’de santrifiijlendi. Siipernatant ve
pellet fraksiyonlar1 ayrilarak SDS-PAGE’e uygulandi. IPTG ile indiiklenen ve
indiiklenmeyen hiicrelere ait hiicre lizatlarinin protein igerikleri SDS-PAGE’de
karsilastirildi.  SDS-PAGE goriintiileri  karsilagtirilarak, en yiiksek diizeyde

SpyCEP proteininin elde edildigi iiretim kosulunun belirlenmesi amaglandi.



17

2.19 Sodyum Dodesil Siilfat Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-
PAGE)

SDS-PAGE i¢in Cizelge 2.1 SDS-PAGE jel icerikleri’de verilen oranlar
kullanildi. SDS-PAGE’e uygulanacak érnekler 1:1 oraninda 2xSDS-PAGE 6rnek
yiikleme tamponu ile kanistirildi ve 95 °C’de 10 dakika inkiibe edildi. SDS-
PAGE’e 5 pL ornek uygulandi. Tek jel icin 25 mA, 150V; cift jel i¢in 50 mA,
300 V jel yiiriitme kosullar1 uygulandi.

Cizelge 2.1 SDS-PAGE jel icerikleri

5 mL Toplayic jel

Eklenen madde Ekleme miktari (mL)
H,O 3.025

0.5 M Tris-HCI, pH 6,8 1.25

% 10 (w/v) SDS 0
Akrilamid-bisakrilamid (% 30- % 0.8 w/v) 0.67

% 10 Amonyum persiilfat 0.05

TEMED 0.005

10 mL Ayirma jeli

Eklenen madde

Ekleme miktari (mL)

H,0 3.9
1.5 M Tris-HCI, pH 8.8 2.6
% 10 (w/v) SDS 0
Akrilamid-bisakrilamid (% 30- % 0.8 w/v) 34
% 10 Amonyum persiilfat 0.1
TEMED 0.001

2.20 Metal Selat Afinite kromatografisi

Hiicre lizat1 13000 rpm’de, 30 dakika, 4 °C’de santrifiijlendi ve siipernatant
ayrildi. Rekombinant SpyCEP’i igeren siipernatantin kromatografi sistemine
uygulanmasinin 6ncesinde, olas1 partikiillerin uzaklastirilmasi amaci ile 0.45 pm
siringa filtre yardimi ile filtrelendi. Filtrasyonun ardindan 6rnek, A tamponuyla
dengelenmis olan HisTrap HP 5 mL kolona (Ni Sepharose) 1 mL/dakika hizda
uygulandi. Kolon tekrar A tamponuyla dengelendi ve E. coli kaynakli diger
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proteinlerin yikanarak uzaklastirilmasit amaglandi. C-terminalde 6xHis tag iceren
SpyCEP’in saflagtirilmasi amaci ile imidazol iceren B tamponuyla gradient

eliisyon gergeklestirildi.

2.21 ELISA Testi ve SpyCEP Aktivite Tayini

Elde edilen rekombinant SpyCEP enziminin aktivitesinin kontrol edilmesi
amaci ile, enzimin hidrolizledigi insan interlokin 8’1 (IL-8) tayin eden ELISA Kiti
kullanildi. Kitin mikroplaka kuyucuklarina immobilize edilmis IL-8 antikoru
nedeni ile, uygulanan 6rnekte bulunan IL-8 kuyucuga baglanmaktadir. ELISA nin
ikinci asamasinda, enzim bagl ikincil bir IL-8 antikoru uygulanmaktadir. Bu
prensipe dayanan Kkit, IL-8 konsantrasyonunu pg/mL mertebesinde tayin
edebilmektedir.

Tayin adimlari, kit protokoliinde belirtilen sekilde uygulandi. SpyCEP
aktivitesinin belirlenmesi amaci ile, SpyCEP ve IL-8 substrat1 37°C’de PBS
tamponunda 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan 98°C’de 2 dakika termal
denatiirasyon gergeklestirildi ve enzim inaktivasyonu yoluyla reaksiyon
sonlandirildi. ELISA kiti kullanilarak, par¢alanmadan kalan IL-8 miktar1 yoluyla
enzim aktivitesi belirlendi. Spektrofotometrik 6l¢tim, her kuyucuk i¢in 450 nm ve
540 nm dalga boylarinda gergeklestirildi. Dalga boyu diizeltmesi amaci ile, 450

nm’de elde edilen absorbans degeri, 540 nm’deki absorbans degerinden ¢ikarildi.

2.22 DNA Aptamer Kiitiiphanesinin PCR ile Amplifikasyonu

SELEX turlarinda kullanilacak olan DNA aptamer Kkiitiiphanesi, Alpha
Diagnostic International (San Antonio, Texas, USA) firmasindan temin edildi.
Kiitiiphane, 5'-AGGAATTCAGATCTCCCTGCAG (N) 40
CTCGAGGAGCTCAGGATCCCG-3' oligoniikleotid dizisine sahiptir. N(40) ile
ifade edilen bolge, deoksiriboniikleotidlerin rastgele siralanmasindan olusan ve
aptamer kiitliphanesini olusturan dizileri temsil etmektedir. N(40) bolgesinin 5' ve
3' sabit dizileri, PCR amplifikasyonu icin primer baglanma bdlgelerini
olusturmaktadir. Primer baglanma sicakligt ve PCR dongli sayis1 gibi

parametrelerin optimizasyonu gergeklestirildi.
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2.23 SELEX Adimlarinda Kullanilacak Olan SpyCEP-Iimmobilize
Magnetik Boncuklarin Hazirlanmasi

Hedef proteinin magnetik boncuklara immobilizasyonu, SELEX turlar
sirasinda baglanmayan aptamerlerin karisimdan daha kolay ve hizli bir sekilde
ayrilmasimi saglamaktadir (Weng vd., 2012; Wang vd., 2014). SpyCEP i¢in
uygulanacak SELEX adimlarinda benzer yontemden yararlanildi. Rekombinant
SpyCEP, karboksil grubu kapli Dynabeads® M-270 magnetik boncuklara
immobilize edildi. Immobilizasyonun SpyCEP’in enzimatik aktivitesi iizerinde
herhangi bir olumsuz etkisi olusturmadiginin dogrulanmasi amaci ile aktivite
tayini gergeklestirildi.

Magnetik boncuklar {iretici firmanin tavsiye ettigi sekilde hazirland1 ve
SpyCEP enziminin kovalent olarak immobilize edilmesi amaci ile kullanidi.
Magnetik boncuklar, 25 mM MES tamponu ile (pH 5.0) yikandi. Ardindan,
karboksil gruplarinin aktivasyonu amaci ile 0.5 M 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) karbodiimid hidroklorir (EDC) ve 0.5 M sulfo-N-
hidroksisuksinimid (NHS) reaktifleri eklendi. Aktive edilen boncuklar iki kez
yikand1 ve rekombinant SpyCEP eklenerek 2 saat 4°C’de inkiibe edildi.
Baglanmayan SpyCEP’in uzaklastirilmasi amact ile boncuklar 10 mM PBS
(pH=7.4) tamponu ile yikandi. Boncuk yiizeyindeki serbest karboksil gruplarinin
bloklanmas1 amac1 ile 50 mM etanolamin eklendi ve ardindan boncuklar yikandi.
SpyCEP-immobilize boncuklar 10 mM PBS (pH=7.4) tamponunda +4 °C’de

saklandi.

2.24 SELEX Prosediiri

Her SELEX turunun basinda tek iplikli DNA kiitiiphanesi -20°C’den alind1
ve uygun seyreltmeler SELEX tamponuyla yapildi. Termal cycler kullanilarak,
80°C’de 10 dakika inkiibe edildi ve 37°C’ye 15 dakika siire ile yavasca sogutuldu.
Kiitliphane once bos karboksil aktive boncuklarla (Bos-MB) inkiibe edildi. Bu
inkiibasyon termal karigtiricidda 37°C’de, 800 rpm’de 30 dakika siire ile
gerceklestirildi. Inkiibasyon 100 pL hacimde, 1,5 mL eppendorf tiiplerde
gerceklestirildi. Magnetik boncuklarin inkiibasyon sirasinda disperse oldugu
minimum rpm 800 oldugu i¢in bu hiz kullanildi. inkiibasyon sununda boncuklar,

magnetik ayirict kullanilarak tlipiin ¢eperine toplandi. Geride kalan ¢ozeltinin
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tamami, bos boncuklara baglanmayan kiitiiphane, SpyCEP bagli karboksil aktive
magnetik boncuklarin (SpyCEP-MB) fizerine eklendi ve disperse edilerek 800
rpm, 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon oncesinde SpyCEP-MB
100 upuL SELEX tamponuyla 10 dakika inkiibe edildi ve magnetik alan
uygulanarak tampon uzaklastirildi.

Kiitiiphane SpyCEP-MB’larla etkilestikten sonra ilk tur i¢in 2 defa, 200 pL
SELEX tamponuyla, 30 saniye yikama yapildi. Yikama, inkiibasyonlarla ayni
kosullarda yapildi. Yikanmis SpyCEP-MB’lara bagh tek iplikli DNA, 95°C’de 15
dakika, ¢alkalamali olarak eliie edildi. Eliisyon i¢in 100 pL SELEX tamponu
kullanildi. Elde edilen eliatin tamam ile toplamda 1 mL hacimde PCR Karigimi
hazirlandi. Buradan elde edilen amplifiye edilmis birinci tur kiitiiphanesi lambda
ekzoniikleaz kesimi ile tek iplikli hale getirilip ikinci turda kullanild.

SELEX turlart boyunca degistirilen parametreler Cizelge 2.2 SELEX

turlar1 boyunca degisen parametreler’de verilmistir.

Cizelge 2.2 SELEX turlar1 boyunca degisen parametreler

SpyCEP Kutlphane Salmon DNA HSA

SELEX turu | (pmol) (pmol) PCR turu Yikama (mg/mL) (mg/mL)
1 15 50 11 2 kez,200(uL),30 saniye 0 0

2 15 3 12 2 kez,200(pL),30 saniye 0 0

3 15 25 11 2 kez,200(pL),30 saniye 0 0

4 11.25 16 20 3 kez,200(uL),30 saniye 0.1 0

5 11.25 20 19 3 kez,200(pL),30 saniye 0.1 0

6 7.5 25 20 3 kez,200(pL),30 saniye 0.1 1

7 7.5 14.9 20 3 kez,200(pL),2 dakika 0.2 1

8 5.625 25 23 3 kez,200(pL),2 dakika 0.2 25
9 5.625 24.1 14 3 kez,200(uL),2 dakika 0.2 5

10 3.75 19.2 23 3 kez,200(pL),5 dakika 0.2 10
11 3.75 24 20 3 kez,200(uL),5 dakika 0.2 10
12 3.75 115 22 3 kez,200(pL),5 dakika 0.2 10
13 3.75 25 18(T) 16(1) 3 kez,200(uL),5 dakika 0.2 10

2.25 Tek Iplikli DNA (ssDNA) Kiitiiphanesinin Elde Edilmesi

Sekil 1.1 ve Sekil 2.2°de goriildiigii gibi, her bir SELEX adiminda hedefe

baglanan aptamer dizilerinin PCR ile amplifikasyonu gerceklestirilmektedir.
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Ancak, PCR amplifikasyonunun ardindan ciff iplikli (dsDNA) PCR iiriinleri
olusmaktadir. ikinci tur SELEX adiminda kullanilmak iizere, PCR fiiriinlerinin
ssDNA seklinde elde edilmesi gerekmektedir. ssDNA elde edilmesi amaci ile
cesitli yontemler kullanilmaktadir. Biyotinlenmis DNA’nin streptavidin boncuklar
ile ayrilmast ve bu sekilde ssDNA elde edilmesi, bu yontemlerden biridir. Bu
yontem i¢in, PCR primerlerinden biri biyotinlenmistir ve bu sekilde biyotinlenmis
DNA streptavidin boncuklara baglanmaktadir. Ancak, biyotinlenmemis olan
ipligin boncuklardan ayrilmasi i¢in alkali denatlirasyon gerekmektedir. Alkali
denatiirasyon sirasinda, streptavidinin ve biyotinlenmis DNA’nin girisim yapacak
diizeyde aptamer kiitiiphanesine karigmasi riski bulunmaktadir (Wilson, 2011).
Kilili et al. (2016) tarafindan, alkali denatiirasyon amaci ile kullanilan NaOH
konsantrasyonunun optimize edilmesi gerektigi gosterilmistir. Bunun yaninda,
DNA niikleotid uzunlugu ile biyotinleme prosediiriiniin alkali denatiirasyon
kosullarini degistirebilecegini belirtmislerdir (Kilili et al., 2016).

Alkali denatiirasyonun ortaya ¢ikardigi sorunlar nedeni ile, alternatif olarak
lambda ekzoniikleaz ile kesim Onerilmistir (Avci-Adali et al., 2009). Bakteriyofaj
kaynakli lambda ekzoniikleaz, ¢ift iplikli DNA molekiiliindeki fosforillenmis
ipligi 5'-3' yoniinde se¢imli olarak kesen bir ekzoenzimdir (Sekil 2.3). Bu enzimin
fosforillenmis 5'-ucuna olan afinitesi, hidroksillenmis 5' —ucuna kiyasla 20 kat
daha yiiksektir (Marimuthu et al., 2012). Bu nedenle, fosforillenmemis 5' —ucu
enzim tarafindan kesime ugramamaktadir. Bunun yaninda, lambda ekzoniikleazin
ssDNA’ya kars1t olan aktivitesi oldukc¢a diisiiktiir. Lambda ekzoniikleazin bu
0zelligi nedeni ile, SELEX sirasinda ssDNA eldesi i¢in kullanimi avantajhdir.

Lambda ekzoniikleazin kullaniminin saglayacag iistiinliikler nedeni ile, tez
kapsaminda ssDNA eldesi i¢in lambda ekzoniikleaz kullanildi. Enzim (10 U/uL)
Thermo Scientific firmasindan temin edildi ve kesim reaksiyonunun
optimizasyonu gerceklestirildi. 2 pg ¢ift iplikli DNA’nin (PCR iiriinii) kesim
reaksiyonu i¢in 10 U veya 20 U enzim kullanildi. 10x reaksiyon tamponu, son
konsantrasyonu 1x olacak sekilde reaksiyona eklendi. Kesim reaksiyonu, 37
°C’de farkli siirelerde (60-90 dakika) gergeklestirildi. Kesim ftriinleri %4 (w/v)
agaroz jele yiiklendi. dsDNA ve ssDNA bantlar1 karsilastirildi. Kesim
reaksiyonunun optimizasyonu sirasinda, jelin boyanmasi amaci ile iki farkli boya

kullanildi. ssDNA’nin goriintiilenmesi acisindan Safeview (Applied Biological
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Materials (ABM) Inc.) ve SYBR® Gold Nucleic Acid Gel Stain (ThermoFisher
Scientific) boyalar1 karsilastirildi.

inkiibasyon
Cb) & :
N
il - &é -
b magnetik ayirma Baglanmayan ssDNA
ssDNA kitliphanesi t dizilerinin yikanarak uzaklastiriimasi
g i\m Baglanan ssDNA
- I dizilerinin magnetik
o##  boncuklardan eliisyonu
ve PCR amplifikasyonu
L e py
SpyCEP-immobilize o~ rf‘:; q\Ng
magnetik boncuklar W, f ke %
Cift iplikli PCR
urunlerinden ssDNA elde
edilmesi

Sekil 2.2 SELEX adimlar, (Weng,, et al., 2012 yaymindan uyarlanmistir.)

l g/ Lambda dsDNA
exonuclease ssDNA

Sekil 2.3 ssDNA elde edilmesi amaci ile kullanilan lambda ekzoniikleaz kesimi ve kesim

riinlerinin agaroz jel goriintisti (Marimuthu et al., 2012).

2.26 Kalitatif SpyCEP Inhibisyon Testi

Inhibisyonun tayini igin kalitatif olarak SDS-PAGE ve Western Blot
yontemleri  kullanildi. Yar1 kantitatif analiz amact ile Imagel

(https://imagej.nih.gov/ij/) (Erisim Tarihi: 19 Haziran 2018) programi kullanildi.

Inhibisyon diizeylerinin belirlenmesi amaci ile drnekler 0.125 mg/mL IL-8 ve
3.75 nM SpyCEP igerecek sekilde hazirlandi. Reaksiyon PBS tamponunda
gerceklestirildi. Kor olarak kullanilan &rneklere SpyCEP eklenmedi. Inhibisyon

analizi yapilacak ornekler icin, IL-8 eklenme adimi Oncesinde aptamerler ve


https://imagej.nih.gov/ij/
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SpyCEP 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Enzimatik reaksiyon 37°C’de 24 saat

stire ile gergeklestirildi.

SDS-PAGE o6rnekleri onceki boliimde belirtildigi  gibi  hazirlandi.
SpyCEP’in substrati olan IL-8 yaklasik 10 kDa boyutunda bir proteindir. Bu
nedenle ayirma jeli %17 olacak sekilde hazirlandi. Ayirmanin daha net olabilmesi
icin Ornekler 80V sabit gerilimde yiiriitiildii. Akim maksimum 25 mA olacak
sekilde kontrol edildi.

Western Blot i¢in benzer reaksiyon karigimlari hazirlandi ve reaksiyon
sonrast Ornekler SDS-PAGE’de goriintiilendi. SDS-PAGE’in ardindan, 6rnekleri
iceren jel western blot membranina (PVDF Transfer Membrane, Thermo Fisher
Scientific, prod# 88518) transfer edildi. Transfer icin Pierce Power Blotter
(Thermo Fisher Scientific) ve “1-Step Transfer Buffer”(Thermo Fisher Scientific,
Prod# 84731) kullanildi. Transfer islemi 1.3 A sabit akim ve 25V maksimum
gerilimde yapildi. Transfer sonrasinda, PVDF membran “His-Prob HRP
Conjugate”(Thermo  Fisher  Scientific,  Prod#15165) ve  “3,3’,5,5’-
Tetramethylbenzidine”(Alfa Aesar, J60461) ile muamele edildi. Transfer ve

boyama iglemleri tireticilerin talimatlarina gore yapildi.

2.27 Kantitatif SpyCEP Inhibisyon Tayini

Inhibisyon tayini i¢in drnekler 1000 pg/mL IL-8 ve 3.75 nM SpyCEP
icerecek sekilde hazirlandi. Reaksiyon PBS tamponunda 15 dakika siire ile
gerceklestirildi. Kor olarak kullanilan drneklere SpyCEP eklenmedi. Inhibisyon
analizi yapilacak ornekler i¢in, IL-8 eklenme adimi Oncesinde aptamerler ve
SpyCEP 37°C’de 30 dakika inkiibe edildi. Reaksiyon sonucunda érnekler 95°C’de
2 dakika inkiibe edildi ve enzim inaktive edildi. Orneklerdeki IL-8
konsantrasyonu ELISA kiti (Human CXCLS8/IL-8 Quantikine ELISA Kit) ile

tireticinin talimatlarina uygun olarak gergeklestirildi.
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2.28 Aptamer SpyCEP Baglanmasimin karakterizasyonu

Mikroplaka kuyucuklarina her bir kuyucuk 0.4 pmol SpyCEP igerecek
sekilde SpyCEP immobilize edildi (Suzuki, vd 1997). Streptavidin konjuge HRP
ve SpyCEP’e baglanacak aptamerler arasindaki baglanmay1 saglayacak problarin

dizileri asagidaki gibidir:

Reverse Prob: 5°-Biotin-TTT TTT CGG GAT CCT GAG C-3’

Forward Prob: 5’-Biotin-TTT TTT AGG ATT CAG ATC TCC-3’

SpyCEP’e baglanan aptamerlerin prob ile inkiibasyonu sonucu aptamer-
prob baz eslesmesi gerceklestirildi. Probun igerdigi biotin ile streptavidin-konjuge
HRP arasindaki baglanma sonucu aptamer-SpyCEP kompleksi HRP ile
isaretlendi. TMB (3,3°,5,5’-Tetramethylbenzidine) ve H,0, arasindaki HRP
katalizli reaksiyon sonucu sinyal amplifikasyonu saglandi. Reaksiyon 2N H,SO4
eklenmesi yoluyla sonlandirildi. Olusan sari renk i¢in 450 nm’de absorbans
Olgtimleri gergeklestirildi. Her bir kuyucugun 540 nm’de verdigi absorbans
degerleri de olciildii. ELISA kitinin 6nerdigi sekilde, 540 nm’deki absorbans 450

nm’deki absorbans degerinden ¢ikartilarak diizeltme yapildi.

Aptamerlerin inhibisyon 6zelliklerinin arastirilmasi amaci ile, SpyCEP ve
ilgili aptamer 37 °C’de 30 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon 100 uL hacimde ve
SELEX tamponunda gerceklestirildi. Inkiibasyon sonrasinda, baglanmayan

aptamerlerin uzaklastirilmas1 amaci ile 2 kez SELEX tamponuyla yikama yapildi.

Her bir kuyucuga 50 pmol prob (reverse veya forward) eklendi ve 37°C’de
30 dakika bekletildi. inkiibasyonun ardindan 2 kez SELEX tamponuyla yikama
yapildi. HRP konjugati ile 30 dakika inkiibe edildi ve ardindan 3 kez SELEX
tamponuyla yikama gerceklestirildi. Renk reaksiyonu i¢in 0.1 mg/mL TMB ve 2
mM H,0; igeren renk raktifinden her kuyucuga 100 pL eklendi ve 30 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Reaksiyon 2N H,SO,4 (50 uL) eklenerek sonlandirildi ve
absorbans ol¢iildi.
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3. SONUCLAR ve TARTISMA

3.1 Test Ekspresyonu Yoluyla Optimum Rekombinant Uretim
Kosullarinin Belirlenmesi

Farkli kosullarda gerceklestirilen test ekspresyonlart sonucunda hiicre

lizatlar1 elde edildi ve protein igerikleri SDS-PAGE yardimi ile karsilastirildi
(Sekil 3.1).

Sekil 3.1 Tam uzunluktaki SpyCEP ekspresyonu, E. coli Rosetta 2 hiicreleri kullanilarak
gerceklestirildi. 1 ve 2 numarali kuyucuklar 37 °C’de 3 saat ekspresyona iliskin orneklerdir.
Sirasiyla, indiiklenmis hiicrelerin siipernatanti ve pelleti seklindedir. 3 ve 4 numarali drnekler
sirast ile 25 °C’de indiiklenmis hiicrelerin siipernatanti ve pelleti seklindedir. 5 ve 6 numarali
ornekler 25 °C’de gece boyu indiikklenmemis siipernatant ve pellet; 7 ve 8 numarali 6rnekler
20 °C’de iki giin indiiklenmis siipernatant ve pellet; 9 ve 10 numarali 6rnekler 20°C’de iki giin
indiiklenmemis siipernatant ve pellet seklindedir. SpyCEP’in hesaplanan molekiil kiitlesine

karsilik gelen protein bantlar1 oklar ile ifade edilmistir.

Organizmalar arasindaki kodon kullanim farki nedeni ile E. coli’de diger
organizmalara ait proteinlerin iiretiminde zorluklar ile karsilasilmaktadir. Bu
sorunun ortadan kaldirilmasi1 amaci ile, S. pyogenes kaynakli SpyCEP iiretiminde
ticari E. coli Rosetta 2 hiicreleri kullanilmistir. Bu susun tasidigi ve kloramfenikol
direngli plazmit tizerinde E. coli tarafindan kullanilmayan 7 nadir kodon (AGA,
AGG, AUA, CUA, GGA, CCC, CGG) tRNA’lar1 bulunmaktadir.

Stipernatant fraksiyonu hiicrede ¢6ziiniir formda iiretilen proteini, pellet
fraksiyonu ise hiicre i¢inde dogru katlanamama nedeni ile agregatlasarak

inkliizyon cisimcigi olusturan proteini ifade etmesi agisindan onemlidir. Bu
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nedenle, hem siipernatant hem de pellet fraksiyonlarinin SDS-PAGE’de
goriintiilenmesi amaglanmustir.

Rekombinant tiretim kosullarinin optimizasyonu amaci ile gergeklestirilen
kiigiik olgekli test ekspresyonu sonucu, 37°C’de 3 saat inkiibasyon kosullarinda
tam uzunluktaki SpyCEP proteininin hiicre tarafindan iiretilemedigi belirlendi. 37
°C, E. coli i¢in optimum biiyime sicakligi olmasina ragmen, genellikle
rekombinant protein tiretimini sinirlandiran bir kosuldur. E. coli hiicrelerinin 37
°C’de hizli bir sekilde ¢ogalmasi, hiicre iginde iiretilen rekombinant proteinin
dogru katlanmasi ic¢in gerekli siireyi smirlamaktadir. Dogru katlanamayan
rekombinant proteinler hiicre icinde agregatlasarak birikmektedir. Bu nedenle,
SpyCEP i¢in 37 °C’de gece boyu iiretim yerine 3 saatlik kisa siireli inkiibasyon
uygulanmistir. Bu sekilde, SpyCEP’in 37 °C’de gece boyu inkiibasyon sirasinda
agir1  Uretiminin engellenmesi ve olasit agregat olusumunun &nlenmesi
amaclanmistir. Ancak, Sekil 3.1’de goriildiigii gibi, 3 saatlik inkiibasyon

sonucunda SpyCEP’in liretilemedigi belirlenmistir.

Ikinci bir iiretim kosulu olarak, sicakligin 37 °C’den 25 °C’ye diisiiriilmesi
ve inkiibasyon siiresinin arttirilmas1 incelendi. Inkiibasyon sicakligmin
digiiriilmest yoluyla, hiicre cogalma hizinin yavaslatilmasi ve bu sekilde
rekombinant proteinin katlanmasi i¢in ihtiya¢ duyulan zamanin saglanmasi
amaclandi. Bu tiretim kosulunda zayif bir protein bandi tespit edildi. 25 °C’de
gerceklestirilen kiiciik 6lgekli iretim sonucunda diisiik bir diizeyde protein liretimi
gerceklesmesi nedeni ile, E. coli hiicrelerinin inkiibasyon sicakligi 20 °C’ye
diistirtildii ve inkiibasyon siiresi iki giine uzatildi. Sekil 3.1°de goriildiigi gibi,
IPTG ile indiiklenmis hiicrelere karsilik gelen 6rnekte SpyCEP’e ait daha kalin bir
protein bandi belirlendi. Indiiklenmemis 6rnekte bu protein bandinin
gozlenmemesi, IPTG indiiksiyonunun basarili bir sekilde gerceklestigini ve kacak
ekspresyon sorununun bulunmadigini gostermektedir. Bununla birlikte, 7
numarali kuyucukta protein bandinin yogunlugunun beklenenden diisiik olmasi,
SpyCEP’in agir1 iiretiminin gergeklesmedigini ve diisiikk diizeyde bir iiretimin
saglanabildigini isaret etmektedir. Bu sonucun iki farkli sekilde agiklanmasi
miimkiindiir. Birinci neden, rekombinant proteaz iiretimi ile ilgili karsilagilan

genel bir sorundan kaynaklanabilir. Kwon et al. (2011) tarafindan belirtildigi gibi,
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yabanci proteazlarin E. coli’de tiretimi hiicre iizerinde bir strese neden olabilir. Bu
stres nedeni ile, E. coli hiicreleri inkliizyon cisimcigi olusturabilir, protein
ekpresyonunu gerceklestirmeyebilir veya liretilen rekombinant proteaz sitotoksik
etki gosterebilir.

1580 amino asitten olusan SpyCEP’in E. coli ‘de iiretimini siirlandiran
diger bir faktor protein biiytlikliigiidiir. Kii¢iik proteinler, hizli katlanma kinetigi
gostermeleri nedeni ile dogru katlanamama sorunu olusturmamaktadirlar. Ancak,
bliylik veya c¢ok altbirimli rekombinant proteinler i¢cin dogru katlanamama riski

bulunmaktadir (Baneyx and Mujacic, 2004).

3.2 Biiyiik Olg¢ekte Protein Uretimi

Kiigiik 6l¢ekli SpyCEP iiretimi i¢in 25 °C ve 20 °C’deki iiretim kosullarinin
uygun oldugu belirlendi. Bununla birlikte, kiiclik dl¢ek i¢in optimum bulunan
kosullarin biiyiik 6l¢ek i¢in de kullanilabilirliginin incelenmesi amaci ile biiyiik
Olcekli tiretim (2 L), 25 °C ve 20 °C kosullarinda tekrarlandi. Sekil 3.2 ve Sekil
3.3’de saflastirmalara iliskin kromatogramlar verilmistir.

SpyCEP’1 kodlayan genin klonlandigr pET vektor sistemi, proteinlerin C-
terminaline 6xHis kuyrugu eklenecek sekilde klonlama saglamaktadir. Bu
Ozellikten yararlanilarak, tek adimda saflagtirmaya imkan veren Ni-selat afinite

kromatografisinden yararlanilmasi1 amaglandi.
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Sekil 3.3 25°C’de gece boyu gergeklestirilen liretim ve saflagtirmaya iliskin kromatogram.

Sekil 3.2 ve Sekil 3.3’de goriildiigi gibi, uygulanan imidazol gradienti
sonucu protein pikleri elde edildi. Elde edilen protein piki, C-terminale eklenen
6xHis-kuyrugunun sterik olarak engellenmedigini ve rekombinant SpyCEP’in
afinite kolonuna spesifik olarak baglanabildigini gostermektedir. 280 nm’de en
yiiksek absorbsiyon sinyali veren pik tepe noktasi secildi ve SpyCEP proteaz

aktivitesinin kontrol edilmesi amaci ile ELISA testi uygulandi.
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3.3 ELISA ile Proteaz Aktivitesinin Kontrol Edilmesi

Uretilen rekombinant SpyCEP enziminin aktivitesinin tayini amaci ile
kullanilan ELISA kiti, sandvi¢ enzim immunoassay teknigine dayanmaktadir. Kit
igerigindeki mikroplaka kuyucuklarinda, insan IL-8’¢ spesifik bir monoklonal
aktikor immobilize edilmistir. Standart grafiginin hazirlanmasi amaci ile belli
konsantrasyonlara sahip IL-8 standartlar1 kuyucuklara eklendi ve IL-8’in
kuyucuklara immobilize durumdaki antikora baglanmasi amaci ile inkiibasyon
gergeklestirildi.  Yikama adimmi ile baglanmayan IL-8 molekiillerinin
uzaklastirilmasinin - ardindan, horseradish peroxidase (HRP)-konjuge ikincil
antikor eklendi. ikinci bir yikama adimmin ardindan, kuyucuklara renk reaktifi
eklendi ve olusan kolorimetrik sinyal mikroplaka okuyucu kullanilarak 450 nm’de
Olciildii. Elde edilen absorbans degerleri, artan IL-8 konsantrasyonuna karsi
grafige aktarildi ve standart grafigi olusturuldu (Sekil 3.4). Artan IL-8
konsantrasyonlar1 kullanilarak gergeklestirilen ELISA denemesine iliskin elde

edilen mikroplaka goriintiisii Sekil 3.5’de verilmistir.

Ikincil antikora bagli HRP’in katalizledigi reaksiyon sonucu olusan sar
renkli iirtin 450 nm’de belirlenmektedir. Kit protokoliinde ELISA plakasinin
tiretildigi materyalden (polistiren) kaynaklanan girisim etkisinin engellenmesi
amaci ile, 540 nm’de dalga boyu diizeltmesi yapilmasi Onerilmistir. Bu nedenle,
450 nm’de elde edilen absorbans degeri, 540 nm’de 6l¢iilen absorbans degerinden

cikartilmis ve kit protokoliinde 6nerilen bu diizeltme gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.4 ELISA kiti i¢in olusturulan standart grafigi.

SELEX asamasma gecilmesinin Oncesinde, elde edilen rekombinant
SpyCEP’in aktif formda saflastirildiginin dogrulanmasi gerekmektedir. Bu
nedenle, saflagtirmaya iligkin kromatogramlar esas alinarak secilen 11. ve 44.
fraksiyonlarin IL-8 pargalama aktiviteleri ELISA kiti kullanilarak degerlendirildi.
SpyCEP aktivitesine iliskin ELISA sonuglar1 Cizelge 3.1’de ve Sekil 3.5°de
verilmistir.

Enzim aktivitesinin belirlenmesi amaci ile, standart grafigi olusturulmasi
icin kullanilan benzer adimlar gergeklestirildi. IL-8 substrati ile inkiibe edilmis
olan rekombinant SpyCEP 6rnegi, IL-8 monoklonal antikoru immobilize edilmis
kuyucuklara uygulandi. SpyCEP enziminin virulans aktivitesi, IL-8’in enzimatik
olarak parcalanmasina ve bagisiklik hiicreleri tarafindan IL-8’in dedekte
edilmesinin engellenmesine dayanmaktadir (Fritzer et al., 2009; Zingaretti et al.,
2010). ELISA kiti ile enzim aktivitesinin tayininde, bu aktiviteden yararlanilmasi
amaglanmistir. SpyCEP tarafindan proteolitik yikima ugrayan IL-8’in
konsantrasyonundaki azalmadan yararlanilarak SpyCEP aktivitesi belirlenmistir.
IL-8’in SpyCEP tarafindan pargalanmasi, 450 nm’deki absorbans degerinin

azalmasina neden olmustur.
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Cizelge 3.1 Tam uzunluktaki SpyCEP i¢in IL-8 proteoliz tayinine iligkin sonuglar. Tabloda
verilen hacimlerde eklenen fraksiyonlarin aktivitesi, Bacillus subtilis tarafindan {retilen
SpyCEP’in aktivitesi ile karsilastirilmigtir. Bacillus subtilis tarafindan tiretilen SpyCEP, pozitif

kontrol olarak kullanilmustir.

parcalanan IL-8 yiizdesi
Enzim (%)

44, fraksiyon (0.5 pL) 85.14
44, fraksiyon (5 uL) 85.23
11. fraksiyon (0.5 pL) 83.41
11. fraksiyon (5 uL) 83.80
SpyCEP 15ng (pozitif

kontrol) 44.49
SpyCEP 75ng (pozitif

kontrol) 82.93

Negatif kontrol 0

Sekil 3.5 ELISA test plakasinda proteaz aktivitesine iligskin olarak elde edilen kolorimetrik
sinyal. Al: 1000pg interlokin, enzim eklenmedigi durumda, interlokinin enzim aktivite
reaksiyonundan sonra denatiire olup olmadiginin kontrolii amaci ile kullanildi. A2: SpyCEP 75ng;
A3: SpyCEP 75ng; A4: SpyCEP 15ng; A5: 11. fraksiyon 5 pL; A6: 11. fraksiyon 0.5 pL; A7: 44.
Fraksiyon 5 pul; AS8: 44. fraksiyon 0.5 pL. Standart grafiginin olusturulmasi amaci ile kullanilan
interlokin konsantrasyonlar1 ve olusturduklari kolorimetrik sinyal: B1: 0 pg interlokin; B2: 0 pg
interlokin; B3: 31.3 pg interlokin; B4: 62.5 pg interlokin; B5: 125 pg interlokin; B6: 250 pg
interlokin; B7: 500 pg interlokin; B8: 1000 pg interlokin seklindedir.
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ELISA sonuglarina gore, elde edilen protein fraksiyonlarinin aktif SpyCEP
proteazi igerdigi belirlendi. Bu sonuglara dayanarak, tam uzunluktaki SpyCEP’in
E. coli hiicrelerinde aktif formda {iretilebildigi gosterildi.

Tez kapsaminda aptamer gelistirilmesi asamalarinda kullanilmak tizere, tam
uzunluktaki proteaz klonlanarak iretildi. Cizelge 3.2’de belirtilen proteinlerden
yalnizca tam uzunluktaki proteaz (SpyCEP) ve PR+A’nin iiretim kosullari
incelendi, ancak SELEX asamasinda tam uzunluktaki proteaza spesifik DNA

aptamerleri gelistirildi.

Cizelge 3.2 Klonlama amaci ile kullanilan primerler

Protein Primer (Forward / Reverse)
PR+A ZF Forward / ZN_Reverse
0416A 2016_0416A-F /2016 0416A-R
0416A1 Spy0416A1-F / Spy0416A1-R
Tam uzunluktaki proteaz ZF_Forward / ZF_Reverse
N-term ZF _Forward / ZN_Reverse
C-term ZC_Forward / ZF_Reverse

3.4 Rekombinant Uretim Kosullarinin Optimizasyonu

Tam uzunluktaki SpyCEP iiretimi icin farkli sicaklik ve siire kosullarinda
gerceklestirilen test ekspresyonu c¢alismalar1 gergeklestirildi (Cizelge 3.3). Bu
amagcla, hiicre tipinin ve izopropil-p-D-1-tiyogalaktopiranozid (IPTG)
konsantrasyonunun etkisi incelendi. E. coli ekpsresyon hiicresi olarak, E. coli
BL21-Gold(DE3)pLysS kompetent hiicreleri (Agilent Technologies) kullanildu.
Bu hiicrelerin sahip oldugu bazi avantajlarin SpyCEP iiretimine olumlu etkisinin
olup olmadig: arastirildi. Bu hiicreler, yliksek transformasyon etkinligine sahiptir
ve endoniikleaz I (endA) enzimi agisindan defektlidir. Bu enzim agisindan
defektli  olmalar1 nedeni ile, rekombinant plazmidin parcalanmasi
engellenmektedir. Bunun yaninda, bu E. coli susu OmpT ve Lon proteazlarini da
icermemektedir. Proteaz defekti nedeni ile, rekombinant proteinin pargalanma

sorunu ortadan kaldirilmistir. SpyCEP’i tasiyan plazmidin hiicre i¢indeki
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stabilitesinin arttirtlmasinin  rekombinant iiretim verimine olan etkisinin
incelenmesi amaci ile bu sus kullanildi.

Diger bir test ekspresyonu parametresi olarak, IPTG ile protein
ekspresyonunun indiiklendigi ODggo degerinin etkisi incelendi. Galloway et al.
(2003), yiliksek molekiil kiitlesine sahip bir rekombinant proteinin iiretimi igin geg
logaritmik fazdaki IPTG indiiksiyonunun basgarili oldugunu gostermislerdir.
Benzer olarak, San-Miguel et al. (2013), E. coli ’de iiretimi zor olan ve inkliizyon
cisimcikleri seklinde iiretilen bitki proteinleri i¢in, ge¢ logaritmik fazda ve diisiik
sicaklikta IPTG indiiksiyonu 6nermislerdir. Bu nedenle, yiiksek molekiil kiitlesine
sahip olan ve E. coli hiicresi i¢in potansiyel toksik etkiye sahip SpyCEP’in

tiretiminde bu parametre de incelendi.

Cizelge 3.3 Rekombinant SpyCEP iiretimi i¢in gece boyu siiresince gergeklestirilen test

ekspresyonu kosullart

p Ureti IPTG IPTG
Ornek m sicakhi@: | indiiksiyonu konsantrasyonu (mM)
(°O) ODgy degeri

1 30 0.8 0.5

2 30 0.4-0.6 0.5

3 30 0.8 1.0

4 30 0.4-0.6 1.0

5 25 0.8 0.5

6 25 0.4-0.6 0.5

7 25 0.8 1.0

8 25 0.4-0.6 1.0
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Sekil 3.6 Tam uzunluktaki SpyCEP’in rekombinant {iretimi i¢in gergeklestirilen test
ekspresyonlarina iligkin SDS-PAGE goriintiisii. Cizelge 3.3’te belirtilen her bir 6rnek igin ilk iki
kuyucuk IPTG indiiksiyonu gergeklestirilen siipernatant ve pellet; son iki kuyucuk IPTG
indiiksiyonu yapilmayan kontrol siipernatant ve kontrol pelleti igermektedir. 1. kuyucuk: 1
numarali 6rnek i¢in IPTG indiiksiyonu sonrast elde edilen siipernatant. 2. kuyucuk: 1 numaralt
ornek i¢in IPTG indiiksiyonu sonrasi elde edilen pellet. 3. kuyucuk: 1 numarali 6rnek i¢in IPTG
eklenmemis hiicrelerin siipernatantidir. 4. kuyucuk: 1 numarali 6rnek i¢in IPTG eklenmemis
hiicrelerin pelletidir. 5, 6, 8, 9. kuyucuklar: Cizelge 3.3’te gosterilen 2 numarali 6rnek; 10, 11, 12,
13. kuyucuklar: Tablo 5°de gosterilen 3 numarali 6rnek; 14, 15, 16, 17. kuyucuklar Tablo 5’de
gosterilen 4 numarali 6rnek; 18, 19, 21, 22. kuyucuklar: Cizelge 3.3’te gosterilen 5 numarali
ornek; 23, 24, 25, 26.kuyucuklar: Cizelge 3.3’te gosterilen 6 numarali 6rnek; 27, 28, 29,
30.kuyucuklar: 7 numarali 6rnek; 32, 33, 34, 35. kuyucuklar 8 numarali 6rnektir. Protein markert;
7,20 ve 31. kuyucuklara yiiklenmistir.

Sekil 3.6°da goriildigli gibi, 30°C’de ve farkli IPTG konsantrasyonlari
kullanilarak gerceklestirilen test ekpsresyonlar1 sonucu belirgin bir protein

indiiksiyonunun  gergeklesmedigi gozlendi. 25°C’de gergeklestirilen IPTG
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indiiksiyonlarinin  protein ekspresyonunu arttirdigi  belirlendi. SDS-PAGE
sonuglarina goére, rekombinant SpyCEP iiretimi i¢in 25 °C’de gece boyu
inkiibasyonun optimum kosul oldugu belirlendi. Bununla birlikte, IPTG eklenen
OD600 degerinin ve farkli IPTG konsantrasyonlarinin anlamli bir farka neden
olmadigr gozlendi. 8 no.lu 6rnek icin IPTG konsantrasyonunun 1,0 mM’a

arttirtlmasinin protein tiretimini olumsuz etkiledigi sonucuna ulasildi.

3.5 Tek iplikli DNA (ssDNA) Aptamer Kiitiiphanesinin PCR ile
Amplifikasyonu

Kiitiiphanenin PCR amplifikasyon kosullarinin belirlenmesi amaci ile,
primerlerin baglanma sicakliginin optimizasyonu gerceklestirildi. Bu amacla,
farkli primer baglanma sicakliklarinda gradient PCR uyguland1 ( Cizelge 3.4,
Cizelge 3.5).

Cizelge 3.4 Gradient PCR karisimi

. . Hacim Son konsantrasyon
PCR bileseni
i (uL) (mM)
5°-Primer 1 107
3’-Primer 1 107
Taq polimeraz 0.5
DTT 2 2x10°
MgCl, 6 15
dNTP karigimi 2 0.2
10XReaksiyon 10 1
tamponu
ssDNA Kiitliphanesi 1 0.5x107
H,O 76.5
Toplam 100

Gradient PCR adimlar1 Cizelge 3.4’te verildigi sekilde uygulandi. Cizelge

3.5 de belirtilen 2, 3 ve 4 numarali adimlar 12 kez tekrarlandi.
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Cizelge 3.5 Gradient PCR programi

PCR adim Siire Sicakhik
(W(®)
1.denatiirasyon 3 dak 95
2.denaturasyon 30s 95
. - 56,58,60,62,

3.primer baglanmasi 30s 64.66

4.uzama 45s 72
5.son uzama 3 dak 72

Agaroz jelde en parlak PCR firiinii olusumunu saglayan primer baglanma

sicakligi, 62 °C olarak belirlendi (Sekil 3.7).

Sekil 3.7 Aptamer kiitliphanesinin amplifikasyonu i¢in uygulanan gradient PCR’a iligkin
agaroz jel goriintiisii. 1. kuyucuk: 56 °C; 2. kuyucuk: 58°C; 3. kuyucuk 60°C; 4. kuyucuk 62°C, 5.
kuyucuk: 64°C; 6. kuyucuk 66°C; 7. kuyucuk: DNA marker.

Kiitiiphanenin PCR amplifikasyonu ile ilgili ikinci bir parametre olarak,
PCR dongii sayisinin etkisi incelendi. Bu amagla, ii¢ farkli PCR dongii sayis1 (9,
11 veya 13) sonucunda elde edilen PCR fiiriinleri agaroz jelde goriintiilendi.Sekil
3.7’de klasik transluminatdr kullanilarak goriintiilenen agaroz jelde, PCR
iriinlerinin zayif goriintii verdigi belirlendi. Bu nedenle, laboratuar altyapimizda
bulunmayan ancak protein arastirma laboratuarinda kullanma imkani1 buldugumuz
GelDoc-It Imaging System kullanildi. Sekil 3.8’de goriildiigii gibi, 11 ve 13 PCR

dongiisti sonunda, non-spesifik PCR {iriinlerinin olustugu belirlendi. Non-spesifik
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tirtinlerin ilerleyen SELEX adimlarinda girisime neden olacag: dikkate alinarak, 9

PCR dongiisii optimum olarak belirlendi.
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Sekil 3.8 PCR dongii sayisinin belirlenmesi. 1. kuyucuk 9 PCR dongiisii, 2. kuyucuk 11
PCR dongisii, 3. kuyucuk 13 PCR dongiisii sonucunda elde edilen iriinleri igermektedir. 4.
kuyucuk DNA markeri, 5. kuyucuk kalip igermeyen negatif kontrol. Non-spesifik PCR iiriinleri jel

fotografi lizerinde isaretlenmistir.

3.6 Cift iplikli DNA’dan ssDNA Elde Edilmesi Amaciyla ile
Kullanilan Lambda Ekzoniikleaz Kesim Reaksiyonu Kosullarinin
Optimizasyonu

Lambda ekzoniikleaz aktivitesi i¢in en uygun siire ve enzim Unit aktivite
degerlerinin belirlenmesi amaci ile gesitli kosullar incelendi.

[lk parametre olarak, kesim reaksiyonu siiresi incelendi. Bu amagla, 10 U
lambda ekzoniikleaz ve 2 pg PCR iirlinii iceren kesim reaksiyonu hazirlandi ve
30, 45 ve 60. dakikalarda ornek alindi. 80 °C’de 10 dak inkiibe edilen orneklerde,
enzimin termal denatiirasyonu gerceklestirildi. Ornekler agaroz jelde gériintiilendi
(Sekil 3.9).
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Sekil 3.9 Lambda ekzoniikleaz kesim reaksiyonu siiresi. 1. kuyucuk 30 dak; 2. kuyucuk 45
dak; 3. kuyucuk 60 dak siire ile gergeklestirilen kesim reaksiyonu iriinlerini igermektedir. 4.

kuyucuk DNA markerdir.

Sekil 3.9’da goriildiigii gibi, kesim reaksiyonu sonucunda ortamdaki tiim
cift iplikli DNA molekiillerinin tek iplikli DNA’ya dontistiiriilemedigi belirlendi.
Cift iplikli DNA bandi, kirmiz1 renkli ok ile kesim {iriinii olarak beklenen tek
iplikli DNA band: siyah renkli ok ile gdsterilmistir.

Uretici firma tarafindan dnerilen enzim aktivitesi, 2 ug cift iplikli DNA igin
10 U enzim kullanilmas1 seklindedir. Uretici firma tarafindan 6nerilen 10 U enzim
aktivitesinin kesimin tamamlanmasi i¢in yeterli olmadigi sonucuna varildi ve bu

nedenle ayni reaksiyon 20 U enzim ile tekrarlandi (Sekil 3.10).

Sekil 3.10 Lambda ekzoniikleaz aktivitesi. 1. ve 3. kuyucuklar kesimin 0. dakikasinda
enzim eklenmeden Once alinan 6rneklerdir. 2. kuyucuk 2 pg DNA i¢in 10 U enzim kullanilan

ornek, 5. kuyucuk 2 pg enzim i¢in 20 U enzim kullanilan 6rnektir. 3. kuyucuk DNA markerdir.

Sekil 3.10°da goriildiigi gibi, 10 U enzim aktivitesi kullanilmasi durumunda

kesimin tamamlanmadigi belirlendi. 20 U enzim aktivitesi kullanilmasi
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durumunda ise, ¢ift iplikli DNA bandmin yogunlugu anlamli diizeyde azaldi.

Bununla birlikte, tek iplikli DNA molekiilii net bir sekilde goriintiilenemedi.

Kesim reaksiyonu sonucu olusmasi beklenen ssDNA fdirtinleri ile ilgili
gorlintiilleme sorunu, kullanilan Safeview (Applied Biological Materials (ABM)
Inc.) boyasinin ssDNA i¢in uygun bir boya olmayabilecegi seklinde
degerlendirildi. Bu nedenle, Safeview yerine dedeksiyon hassasiyeti daha ytliksek
olan SYBR Gold Nucleic Acid Gel Stain (ThermoFisher) kullanilarak kesim
reaksiyonlar1 tekrarlandi. Bu amagla, aptamer kiitliphanesi 9 dongii PCR
sonucunda c¢ogaltildi ve dsDNA, 20 U lambda ekzoniikleaz ile kesildi. Kesim 90
dakika stire ile 37°C’de gergeklestirildi. Ardindan, enzimin inaktivasyonu amact
ile 80°C’de 10 dakika inkiibe edildi. Ornekler %4 agaroz jele yiiklendi, 150V
sabit gerilimde 30 dakika yiiriitiildii. Ardindan, agaroz jel SYBR Gold boyasi ile
30 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi ve boyama islemi gerceklestirildi (Sekil
3.11).

Sekil 3.11 SYBR Gold ile boyanmis agaroz jel. 1. kuyucuk, reaksiyona enzim eklenmeden
once alinan dsDNA 6rnegi. 2. kuyucuk DNA marker. 3. kuyucuk 90 dakikalik kesimin ardindan

alinan Ornek.

Sekil 3.11°de goriildiigii gibi, 3. kuyucukta kesim sonrasi tek bant elde
edilmesi ve dsDNA molekiillerinin bulunmamasi, kesimin basar1 ile
tamamlandigin1  gostermektedir. Bunun yaninda, ssDNA dedeksiyonu ig¢in
kullanilan SYBR Gold boyasmin Safeview boyasindan daha uygun oldugu

sonucuna ulasildi.
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Bununla birlikte, kesim iiriiniiniin 50 baz ¢ifti biiylikliigiinde elde edilmesi
beklenmekteydi. Bu farkin nedeninin agiklanabilmesi amaci ile ssDNA
kiitiiphanesi kontrol olarak dogrudan agaroz jele yiiklendi (Sekil 3.12). Sekil
3.12°de goriildiigii gibi, kesim reaksiyonu sonucu elde edilen ssDNA {irliniiniin,
orjinal ssDNA Kkiitliphanesi ile ayn1 boyutta oldugu belirlendi ve kesimin basarili
oldugu sonucuna varildi. Bu durumda, ssDNA (irliniiniin beklenenden daha
yukarida bir bant vermesi, ssDNA molekiillerinin farkli karakterde sekonder yapi
olusturmasi ve denatiire olmayan jelde farkl yiirlime karakterine sahip olmas ile
aciklanabilir. Bunun yaninda, 60 dakikada kesimin tam gergeklesmedigi ve

reaksiyon siiresinin optimum 90 dakika oldugu belirlendi.

Sekil 3.12 ssDNA eldesi. 1. kuyucuk 90 dakika siireli ekzoniikleaz kesimi iriinii; 2.
kuyucuk 60 dakika siireli ekzoniikleaz kesimi iiriinii; 3. kuyucuk DNA markeridir. 4. ve 5.
kuyucuk orjinal ssDNA kiitiiphanesidir.

3.7 Rekombinant SpyCEP’in Magnetik Boncuklara
Immobilizasyonu

2 mg karboksil modifiye magnetik boncuga, 175 pikomol SpyCEP
baglandigi belirlendi. Magnetik boncuklara immobilizasyon sonucu, SpyCEP
aktivitesinin olumsuz etkilenmesi ve aktivitenin tamamen kaybedilmesi riskine
karst ELISA yardimu ile aktivite tayini gergeklestirildi (Sekil 3.13). Gelistirilecek

olan aptamerlerin SpyCEP’in aktif konformasyonuna baglanmasinin amaglanmasi
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nedeni ile immobilize SpyCEP’in insan interleukin-8 (IL-8) pargalama aktivitesi

ELISA testli ile dogrulandi. SpyCEP immobilize boncuklardan 25 pg alinarak
ELISA testinde kullanildi.

ELISA testi, ornekte bulunan IL-8’in varligim1 gostermektedir ve olusan

kolorimetrik sinyal, enzim aktivitesi ile ters orantilidir. Sekil 3.13’de gorildigi

gibi, SpyCEP-immobilize boncuklarda enzimatik aktivite belirlendi. Bu durum,

SpyCEP’in boncuk ylizeyinde aktif konformasyonda oldugunu ve SELEX

caligmalarinda kullanilabilecegini gostermesi agisindan olumludur.

ELISA sonuglarina dayanarak:

>

1 numarali Ornekte magnetik boncuklara baglanan SpyCEP’in
aktivitesi belirlenmistir. Eklenen 500 pg/mL konsantrasyondaki IL-
8’in tamamina yakinini proteolitik olarak parcalayabilmistir.

2 numarali Ornekte, ortama eklenen SpyCEP’in tamaminin
magnetik boncuklara baglanmadig goriilmektedir.

3, 4 ve 5 numaral1 ornekler, baglanan boncuklarla yapilan yikama
ve bloklama adimlarindan sonra, boncuklara kovalent baglanmayan
enzimlerin yikandig1 dolayisiyla bu 6rneklerde de SpyCEP aktivitesi
oldugunu gostermektedir.

8 numarali drnekte, boncuklara baglanmadan once enzimin aktif
oldugu goriilmektedir.

9 numarali 6rnek, SpyCEP ve IL-8 igermemektedir, negatif kontrol

olarak hazirlanmistir.



42

IL-8 ELISA Testi
__ 0,250
E
S 0,200
3
&8 0,150
<
E 0,100
=
[Ty
.‘;. 0,050 I ﬁ i =
2 i i
< 0,000 . . =
1 2 3 4 5 [+ I B L]
Grnek

Sekil 3.13 IL-8 ELISA testi. 1, 2, 3, 4, 5 ve 8 numarali 6rneklere 500 pg/mL
konsantrasyonda IL-8 eklendi ve 2 saat 37 °C’de inkiibe edildi. 1, 25 pg SpyCEP bagli magnetik
boncuk igermektedir; 2, magnetik boncuklara baglanmayan SpyCEP o6rnegi; 3, etanolamin ile
bloklama adimindan sonra alinan 6rnektir; 4, birinci yikama ve 5, ikinci yikama 6rnegidir; 6, 500
pg/mL IL-8 standartinin verdigi kolorimetrik sinyal, 7, 62.5 pg/mL IL-8 standartina ait sonugtur. 8,
magnetik boncuklara baglanmayan serbest SpyCEP ve 500 pg/mL IL-8 i¢ermektedir; 9, negatif

kontrol olarak kullanilan PBS tamponudur.

3.8 SELEX Calismalari

SpyCEP-immobilize magnetik boncuklar ile SELEX adimlari uygulandi. Bu
amacla, negatif-SELEX icin kullanilmak iizere etanolamin ile bloklanmis bos
magnetik boncuklar hazirlandi. Kiitiiphaneden PCR ile ¢ogaltilan dsDNA,
Lambda exoniikleaz ile kesildi ve ssDNA elde edildi. ssDNA karisimi, etanolamin
ile bloklanmis bos boncuklar ile 30 dakika inkiibe edildi. Bu adim ile, bos
magnetik boncuklar ile non-spesifik olarak etkilesen ssDNA molekiillerinin
eliminasyonu amaclandi. Magnetik boncuklar miknatis yardimiyla toplandi ve bos
magnetik boncuklara baglanmayan ssDNA molekiillerini igeren sivi faz alinarak
bu kez SpyCEP-immobilize magnetik boncuklar ile 37 °C’de 30 dakika inkiibe
edildi. Ardindan, magnetik boncuklar miknatis yardimiyla toplandi ve sivi faz
atildi. Magnetik boncuklar iki kez 5 dakika siire ile PBS tamponunda yikanda.
Ardindan, SpyCEP-immobilize magnetik boncuklara baglanan ssDNA

molekiillerinin eliie edilmesi amaci ile magnetik boncuklar 95 °C ‘de inkiibe
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edildi. Elde edilen eliiat lizerine PCR master karigimi eklendi ve 11 tur PCR
gergeklestirildi. 11 turun sonunda SpyCEP-immobilize magnetik boncuklardan
elie edilen ssDNA’nin amplifiye oldugu belirlendi (Sekil 3.14). Bu sekilde, 1.
SELEX turu tamamlandi. Negatif-SELEX sonucunda bos magnetik boncuklardan
elde edilen ssDNA’dan PCR diriinii olusumu belirlenmedi. Bu sonug,
kiitiiphanenin magnetik boncuklara non-spesifik olarak baglanmadigini veya ¢ok
az diizeyde baglandigin1 gostermektedir. Bu sonug, 1. tur protein-SELEX
oncesinde kiitiiphane c¢esitliliginin kaybedilmemesi agisindan olumludur.Sekil
3.14’te 3 numarali kuyucukta PCR iirlinii elde edilmesi, SpyCEP’e baglanan

aptamer kiitiiphanesinin varligini géstermektedir.

Sekil 3.14 ssDNA’dan dsDNA eldesi. 1: bos magnetik boncuklara baglanan ve eliie edilen
ssDNA’min kalip olarak kullanildigit PCR. 2: DNA marker. 3, SpyCEP-immobilize magnetik
boncuklara baglanan ve eliie edilen ssDNA nin kalip olarak kullanildigi PCR

Cizelge 2.2°de belirtildigi gibi 4 tur boyunca sartlarin zorlastirilmamasina
ragmen, kiitliphaneyi amplifiye etmek i¢in gereken PCR turu sayisinda belirgin
bir diisiis goézlenmedi. Bu nedenle zenginlesmenin gerceklestigi sonucuna
varilarak 13. turda SELEX sonlandirildi ve SpyCEP’e bagl olan aptamerler eliie
edildi. Yiiksek sicaklik uygulamasi (termal eliisyon) ile aptamerlerin sekonder
yapilarinin bozulmasi ve hedeften ayrilmalari amaglandi. Bununla birlikte, termal

eliisyon oncesinde 50uM IL-8 ile eliisyon gergeklestirildi. Bu eliisyonla enzimin
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aktif bolgesine baglanabilecek aptamerlerin, enzimin substratiyla yer degistirerek
eliie edilmesi hedeflendi. IL-8 Eliisyonunun ardindan termal eliisyon yapildi ve
enzim iizerine baglanan biitliin aptamerler eliie edildi. 13. tur kiitiiphaneleri (IL-8
Eliisyonu ve termal Eliisyon) “InsTAclone PCR Cloning Kit” kullanilarak

klonland1 ve sekans analizine gonderildi.

3.9 Sekans Sonuclari

13. SELEX turundan eliie edilen 6rnekler i¢in sekans analizi yapildi. IL-8
elisyonundan elde edilen diziler i¢cin “MEME Suite” (Sekil 3.15) ve IL-8
eliisyonundan elde edilen diziler i¢in alinan “MEME Suite” sonucu (Cizelge 3.6)
ile IL-8 eliisyonundan elde edilen dizilerin “MEME Suite” programindan
eslestirilmesi gerceklestirildi. Cizelge 3.7'da ve Sekil 3.16'da gosterildigi gibi,
termal ellisyondan elde edilen dizilerin de “MEME Suite” programindan
eslestirilmesi gergeklestirildi. Diziler kendi aralarinda ve tiim diziler birlikte
olacak sekilde karsilastirmalar yapildi. “MEME Suite” programi, girilen
sekanslart cakistirp, sekanslarin arasinda korunmus motifleri bulmaktadir.
Program biitiin sekanslar1 karsilastirdiktan sonra, her bir dizi i¢in birer “E” degeri
vermektedir. Bir dizi igin verilen E degeri ne kadar diisiikkse bu dizinin o kadar

zenginlestigini gostermektedir.
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Cizelge 3.6 IL-8 Elisyonundan elde edilen diziler “MEME Suite” programindan

Dizi E degeri Eslesen diziler
14 1.93e-10 GTAAA GTGGTTTGTTTGTGTGGGTTGTGTGGTGG TT
8 2.59%-10 TACAGT TGACTTTGGTTGTTTCTGTTTCGATGTTGT GGCGC
29 2.99¢-10 CGGTTGG TGTGGTGTGTGGTTTGTGTGGTGTGGTGA CGT
1 4.57¢-10 GTTGTA TGTGTCTGGTGGCTTTTGTGTTGTTATGG TCG
3 1.34e-9 CTGT TGTCGTATTTTGTGTTTGT CGTGGT GGGTTT
22 5.81e-9 TGTTGCTTGTTATTGTGGTTGCTTGTGGT ATGTACTCGT
12 1.15e-8 TCTCTTTGTTTTTTTGTGGCGCGATGT TTGTCGGTGG
23 2.43¢-8 CG TGTTCTCGTGTGTGTGTGTTTGTTGAGGT GGTGTTGTC
18 2.99¢-8 GTT TGGTTGAGGTGGCGTTTGGTGTTCGTTGT TGGGTGC
24 5.46¢-8 TGGCT TTGTGCGGTATGGTATTGTTGGGCTTTGT GA
21 6.03e-8 TGGCTTGGTT TTGGGTGGCCGETGGETCTCATCTGGTGT
2 7.31e-8 GT TGTCGTAGTATATTCCGGTTGTGTAGGGT TGTGTTCGC
6 1.07e-7 GTTGGT TGGAACAGTGTGTTGTGGTGTTGTCGATGT GCGT
26 2.62e-7 GTAG TTAGTTGTGATACTTCTGTTGTTTTT TTCCTC
15 4.02-7 CTG TGTGTGTT TTGCGGGTTCGTTTTAG CAGTG
5 7.11e-7 GACG TTGCTTCATTGTTTGTTGTTTATTGGTGT GTGG
19 7.70e-7 GGTTAGA AGTGGTTGTTTTGTGGTAGTACGTTTT
27 1.14e-6 CGA GTTTTTTGAAGGTTTGTGGTATGGGCTGT TGTGCA
4 1.23e-6 GTGCTG TGTTGTTGGTTCTACATGCCTTGTTTT GA
17 2.74e-6 GCTTGG TATGGTGGGTTACTGGTGTGTATGTG GCGT
16 3.38¢-6 TTCTTTT GGATGTGGGTAGCGTTTGTGTCGATTTCT TTG
1 5.79-6 GGNGNTGT TNNTGCNATNTN TGTTGCATTTTGT
9 1.98e-5 TGGTGTTTGGTTTGCGTGCGTGCGGACGG GTTTTTATGT
oy
T
ToEToe=T0. = A S S LG
FE e T e T e d g d e T E e E TSR RN A K NER AR
Sekil 3.15 IL-8 Eliisyonundan elde edilen diziler i¢in alinan “MEME Suite” sonucu
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Sekil 3.16 Termal eliisyonundan elde edilen diziler i¢in alinan “MEME Suite” sonucu
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Cizelge 3.7 Termal eliisyonundan elde edilen diziler “MEME Suite” programindan

eslestirilmesi

Dizi E degeri Eslesen diziler

49 8.12e-13 G GTGTGTGTGCGCTTTTGGGTGGTTTGTG CTTGCGTC
46 1.16e-10 GTTGGTTT GTGTTTGTGCGCTTATCTCTGTTGTTTG AC

43 2.56e-10 GGTGATCA GTGGGTTTGCTATGT TGGTGGTTT GCT

35 1.21e-9 GCTTTTA GGTTATGAGTGTTTTGTGGTTGTGGTTG TGTC

44 1.35¢-9 TGTT GGTGTTGTGTTCTGCTTGGTTTTGTTTT GTGCGTC

32 474e9 GGTTTTGTGT TTTTTGGTTTGCATTGGTATCGTGTGTT C

48 3.15e-8 TCTGTTTCGGTTCTGCAATAGAGTTGT ATGGTTCTGG
47 3.15¢-8 CNN GAGT TTGTTGGTGTGTGGTGTATG TGGTCGTG
42 6.39%-8 GGTTGC TCCTGGTTTCCTTGCTTCATTTTGGGTT TAT

33 6.89%-8 GGTGTGT TCTGCGGGCTGGCGGCTGGTTGTTG GTTGT

39 8.00e-8 TGGT TTGTTTGTCTGTTTCGCATTTTTTGGTT TTTTTA

50 4.40-7 C CGGGTTATAGGTTTGTGTGTCTAGTGTG AGTGAACC
45 4.66e-7 TTTGAAGTGT TGTGTTGGTGTTGT TAACTTGTGC
38 5.53-7 TT GTCGTGTCGTCAATGCTAATTCTCT TGTTTTGGGT

Kullandigimiz SELEX tamponunda K* ve Mg? iyonlar1 bulunmaktadir. Bu
iyonlar  G-kuadrupleks olusumunu desteklemektedir. “QGRS analyzer”
programina goére sekanslanan dizilerden 21 tanesinde G-kuadrupleks mevcuttur.
“QGRS analyzer” programi DNA dizilerinde olusabilecek G-kuadrupleksleri
tahmin etmektedir. Verilen diziye gore hangi bazlarin G-kuadrupleks
olusturabilecegini gdstermektedir. Dizilerin olusturacaklari bu yapi, daha stabil ii¢
boyutlu yapilarin olusumuna katkida bulunmaktadir. 33 numarali dizi, diger
dizilere kiyasla daha fazla G-kuadrupleks olusturma egilimindedir. Benzer

sekilde, 21 numarali dizinin de G-kuadrupleks olusturma ihtimali yiiksektir.

Sekil 3.17 Elde edilen biitiin diziler igin alinan “MEME Suite” sonucu
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Cizelge 3.8 Elde edilen biitiin dizilerin “MEME Suite” programindan eslestirilmesi

TCTCTCTGTGTTTGTTCGAGGTGGTGTTGT
TTGCTCTTCTCTTCTCGCTTGGTTTTGT
T TTCTTCGCTGTCTGGTGTATGTGGT

TCTCCTCGTCTCCTTTGTCTCCTGCTCET
TGTGTGTGTT TTGC TTCCTTTT
TGTCCTATTTTCTGCTTTCT CGTGGT
TGACTTTGCCTTCTTTCTCTTTGATGTTGT
TGGCTTGGTTTT TGGCCGEGT TGT
TCCTTTGTTTGTCT TTCTCTGGTGGT
T T
T T
T T
T T

H

T TCTGC CTGGCGGCTGETT
TTTTGCTCTTTTTTCCTTTGCATT
TTGCTTGTTATTGCTGGTTGCTTGT
TTGAGGTGCGCCTTTCCTCTTCETT
TATGCTCTCTGCTCGGCTTTTGTGTTGTTAT
TTTGCTTTTTTTCTCCCCGCCGATGTGGTTGT
TCACT TTTCCTATGT TGGTGGT
TTAGCTTATGAGCTGTTTTCTGGTTCTGGT
TTTCTCTTTCTCCGCTTATCTGTGTTGTT
TCTCTETGCNCTTTT TGGTTTGTGCT
T TATCCT TTACTGCCTCTCTAT
TCTCTTGGTGTTCTTAACTTGTGCT
TTGTGCGCTATCGCTATTCTT CTTTGT
TTGCTTGGAACAGTGTGTTCTGGTCTTGT
TTGCTTCATTCTTTCTTCTTTATTGGTGT
TGCAAGGCTTTGTCCTAT CTCTTGTGCA
AAGCTCCTTGTTTTCTGGTACGTACGTTTT
TTTCCGTGCGTECGGAC TTTTTAT
TGCTTTCTCTGTTTCGCATTTTTTGCTTTT
TCAATCGTAATTCTGT TGTTTT T
TAGTTCTGATACTTCTGTTCTTTTT T
TGTGTTT TTGCTCCAATAGCAGCTTGTAT
TCGTGCCTTTCCGTTGCTTGATTTT TTT
TGCTCCTAGTATATTCCGCETTGTGTA T
TNNTC-CNATNTN TGTTGCATTTTCT
TATAGCCTTTGTCTCTGTACTCTGAGTCAA
TGCTCTCTGTATCCTGTGTCCTAAGTTTCA
CTCTGTTGTTCGTTCTACATGCCTTCTT
ATGT TAGCCTTTGTCTCGATTTCT

C
TTTGTGCGTC
CGTG

GACGT
AGCAGTG
GGGTTT
GGCGC
GATGTGGTGT
T

TGGTTGT
ATGGTGTGTT
ATGTACTCGT
TGGGTGC
GGTCG
CGGTGGT
TTGCT
TGTGTC
TGAC
TGCGTC
GTGGCGT

GA
GATGTGCGT
GTGG

GG
GTT
TTTA

TCCTC
GGTTCTGGT
AT
TGTGTTCGC

cC
GTGTC
TTGGGA
TTG

Sekil 3.17 ve Cizelge 3.8’de elde edilen biitiin sekans sonuglari birbirleri ile

22. 9.83e-12 CGTGTTCTCG
36.  1.03e-9
39.  1.64e-9 CNNGAG
27.  2.58e-9 CGGTT
14. 5.34e-9 C
3. 5.34e-9 CTGT
7. 6.15e-9 TACAGT
20.  7.07e-9 T
13.  7.07e-9 GTAAAG
30. 1.06e-8 GGTG
29. 1.22e-8
21.  2.05e-8
17.  3.39%-8 GTT
10.  4.88¢-8 GTTG
11.  5.50e-8 TGTC
35. 7.81e-8 GGTGA
31, 1.10e-7 GCTT
38. 2.6le-7 GTTGG
41.  2.90e-7 GG
16. 2.90e-7 GCT
37. 5837  TTTGAAGTGT
23. 7.07e-7 TGGCT
6. 2.09-6 G
5. 2.27e-6 GACG
26. 2.47e-6 CGAGTTTTT
18.  2.92e-6 GGTTA
8. 2.92-6 TGGTGTTT
33. 5.97e-6 TGGTT
32. 5976  TGTGGTGTCG
25. 1.24e-5 GTAGT
40. 1.63e-5 G
34.  1.74e-5 GGTTGC
2. 1.99e-5 GT
1. 2.57e-5 GGNGNTGT
42.  3.50e-5 CCGGGT
12. 3.50e-5 GAT
4. 3.50e-5 GT
15.  4.18e-5 TTCTTTT
karsilastirilmistir.

Bu analizlerin sonucunda 8, 14, 23, 29, 33 ve 49 numarali diziler ileri

karakterizasyon icin secildi ve oligo formunda temin edildi. Secilen dizilerin

sekanslar1 E ve G degerleri asagidaki tabloda verilmistir (Cizelge 3.9).
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Cizelge 3.9 Karakterizasyon i¢in segilen diziler, E ve G degerleri

Sekans adi Sekans E . G .
degeri | degeri

Apta_Spy 14 5 AGGATTCAGATCTCCCTGCAGGTAAAGTGGTTTGTTTGTGT 1.93e- 18

— = GGGTTGTGTGGTGGTTCTCGAGGAGCTCAGGATCCCG 10
Apta_Spy 23 5 AGGATTCAGATCTCCCTGCAGCGTGTTCTCGTGTGTGTGTGT 9.83e- 10

— TTGTTGAGGTGGTGTTGTCCTCGAGGAGCTCAGGATCCCG 12
Apta_Spy_49 5 AGGATTCAGATCTCCCTGCAGGGTGTGTGTGCGCTTTTGGGT 8.12e-

— = GGTTTGTGCTTGCGTCCTCGAGGAGCTCAGGATCCCG 13

5

Apta_Spy_33 | AGGATTCAGATCTCCCTGCAGGGTGTGTGGGTCTGCGGGCTGG 1.06e- 21+17

CGGCTGGTTGTTGGTTGTCTCGAGGAGCTCAGGATCCCG

5" AGGAATTCAGATCTCCCTGCAGTACAGTTGACTTTGGTTGTTT | 2.59%-

APta_Spy_8 | 1GTTTGATGTTGTGGCGCCTCGAGGAGCTCAGGATCCCG 10

5

Apta Spy 29 AGGATTCNGATCTCCCTGCAGCGGTTGGTGTGGTGTGTGGTTTG | 2.99- 19
PE_SPy_ TGTGGTGTGGTGACGTCTCGAGGAGCTCAGGATCCCG 10

3.10 Aptamer SpyCEP Etkilesiminin ELAA Yoéntemiyle Analizi

Kolorimetrik test igin tasarlanan problar ile aptamerlerin etkilesimleri test
edildi. Reverse prob, aptamerin 3’ primer bolgesiyle baz eslesmesi yapacak
sekilde tasarlandi. Forward prob da, aptamerin 5’ primer bolgesine baz eslesmesi
yapacak sekilde tasarlandi. Reverse prob aptamerin primer bolgesiyle 13, forward
prob aptamerin diger primer bolgesiyle 15 baz eslesmesi yapmaktadir. Bunun
yaninda, ortamdaki Na® iyonlarmin konsantrasyonunun, aptamer ve problar
arasindaki komplementasyonu etkileyebilecegi dikkate alindi ve bu parametre de
kolorimetrik teste ge¢cmeden once denendi. SELEX tamponu 137 mM NaCl
icermektedir. Bu konsantrasyonda, reverse probun aptamerlerin %50’sini, forward
probun ise aptamerlerin %27’sini bagladigi belirlendi. NaCl konsantrasyonu iki
katina ¢ikarildiginda reverse prob’un aptamer baglama ylizdesi %70 olarak
belirlendi. Forward prob i¢in bu konsantrasyonda aptamer baglama yiizdesi %36
olarak belirlendi. Sekil 3.18Reverse prob'un degisen NaCl konsantrasyonlarinda
aptamerle etkilesimini gostermektedir. Sekil 3.19 forward prob'un degisen NaCl

konsantrasyonlarinda aptamerle etkilesimini gostermektedir.
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Reverse prob

80,0

137nMNacCl 205,5mMNaCl 274mMNaCl

Sekil 3.18 Reverse prob'un degisen NaCl konsantrasyonlarinda aptamerle etkilesimi.

Forward prob

45,0
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137nMNacCl 205,5mMNaCl 274mMNaCl

Sekil 3.19 Forward prob'un degisen NaCl konsantrasyonlarinda aptamerle etkilesimi.

Reverse probun aptamerleri daha yiiksek miktarda baglamasi nedeniyle
kolorimetrik teste reverse prob ile devam edildi. “Meme Suite” ve “QGRS
analyzer” programlariyla segilen 6 aptamer icin yapilan kolorimetrik testte, 33 ve
49 numarali aptamerlerin SpyCEP’e baglandig1 gozlendi. Diger aptamerlerin
SpyCEP’le etkilesimi bu kolorimetrik test ile gdzlemlenmedi. Test sonuglar1 Sekil

3.20°de verilmistir.
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Aptamerlerin SpyCEP ile etkilesimi
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Sekil 3.20 8,14, 23, 29, 33 ve 49 numarali aptamerlerin SpyCEP ile etkilesimi ELAA

yontemiyle tespit edildi.
3.11 inhibisyon Testi Sonuclari

3.11.1 SDS-PAGE sonugclari
33 ve 49 numarali aptamerlerin SpyCEP aktivitesini inhibe etme yetenekleri

incelendi. Enzim aptamerler ile etkilestirildi ve ardindan substrati olan IL-8 ile
PBS tamponunda inkiibe edildi. Kor olarak higcbir aptamer ile inkiibe edilmemis

enzim kullanildi. SDS-PAGE goriintiisii Sekil 3.21°de verilmistir.
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26kD

17kD

10kD
IL-8
- degredasyon

Sekil 3.21 SpyCEP aktivitesinin inhibisyonu. 1 yalmiz IL-8, 2 SpyCEP ve IL-8, 3 33
numarali aptamerle inkiibe edilen SpyCEP ve IL-8, 4 49 numarali aptamerle inkiibe edilen
SpyCEP ve IL-8.

SDS-PAGE sonuglarinda 1 numarali kuyucukta enzim ile reaksiyona
girmeyen IL-8 goriilmektedir. Enzim olmadigi kosulda IL-8 10 kDa’luk marker’in
biraz ilizerinde tek bir bant vermektedir. 2, 3 ve 4 numarali kuyucuklarda IL-8’e ait
bandin altinda olusan yeni bant enzimin aktivitesi sonucu degrade edilen IL-8 dir.
Degrade olmayan 1L-8’i gosteren bantlar “Image j” programi ile analizlendi (Sekil
3.22).
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ImageJ programiyla hesaplanan IL-8
bantlarinin pik alanlan
1
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Sekil 3.22 Degrade olmayan 1L-8 bantlarinin Image j programiyla hesaplanan pik alanlari.

Pik alanlan

3.11.2 Western blot sonuglari

SDS-PAGE 6rnekleriyle ayni sekilde hazirlanan 6rnekler icin Western blot
analizi gerceklestirildi. 1 numaral kuyucukta yalniz IL-8, 2 numarali kuyucukta
enzimle inkiibe edilen IL-8 bulunmaktadir. 3. kuyucuktaki 6rnekte SpyCEP once
33 numarali aptamerle inkiibe edildi, ardindan IL-8 ile inkiibe edildi. Ayn1 sekilde
4 numarali kuyucuktaki enzim 49 numarali aptamerle inkiibe edildi ve ardindan
IL-8 ile inkiibasyona birakildi. Western blot goriintiisii Sekil 3.23’te verilmistir.
Sekil 3.24’te aym1 goriintii i¢in Image] programiyla hesaplanan pik alanlar

verilmistir.
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Sekil 3.23 SpyCEP aktivitesinin inhibisyonun Western blot ile tayini. 1 yalmz IL-8, 2
SpyCEP ve IL-8, 3 33 numaral1 aptamerle inkiibe edilen SpyCEP ve IL-8, 4 49 numaral1 aptamerle
inkiibe edilen SpyCEP ve IL-8.

Bantlar karsilastirildiginda 3 numarali kuyucukta IL-8 degradasyon iirlinii
konsantrasyonu 2 numarali kuyucuga kiyasla daha azdir. Bu da SpyCEP’in

inhibisyonunu ifade etmektedir.

Image J programiyla hesaplanan IL-8 bantlarinin
pik alanlan

30.000,00 1'

25.000,00

20.000,00

15.000,00 -
10.000,00 -
g 3
5.000,00 4
! .‘ )
0,00 - T T T
1 2 3 4

Sekil 3.24 Western blot igin IL-8 degradasyon iiriinlerinin Image j programiyla hesaplanan

Pik alanlan

pik ve pik alanlari.
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3.11.3 ELISA ile inhibisyon testi sonug¢lari

Inhibisyonun ~ ELISA  kullanilarak  degerlendirilmesinin  &ncesinde,
SpyCEP’in aktivite gdsterdigi en kisa siire belirlendi. Onceki ELISA testlerinde
belirtildigi gibi, enzimin aktivitesi substratinin degradasyonu {izerinden
olciilmektedir. inhibisyonun belirlenebilmesi amaci ile aktivitenin gdzlenebildigi

en kisa siire belirlendi. Bu siire 15 dakika olarak belirlendi (Sekil 3.25).

SpyCEP aktivite testi

Absorbans (450nm-540nm)

Baslangic 15 dakika 30 dakika
Reaksiyon siiresi

Sekil 3.25 SpyCEP aktivite testi. 1000 pg/uL IL-8 SpyCEP ile inkiibe edildi ve farklh
stirelerde Ornekler alinarak, ELISA ile IL-8 konsantrasyonu tayin edildi. Baslangi¢, enzim
eklenmeden Once alinan 6rnegi, 15 dakika ve 30 dakika ise enzim eklendikten sonra alinan

ornekleri ifade etmektedir.

15 dakikalik siirenin enzimin aktivitesini gostermesi icin yeterli oldugu
belirlendi. Sekanslanan dizilerden segilen 6 aptamer igin gergeklestirilen

inhibisyon testinin sonuglar1 Sekil 3.26’da verilmistir.
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Sekil 3.26 ELISA inhibisyon testi. Her reaksiyon esit miktarda SpyCEP ve IL-8
kullanilarak gergeklestirildi. 8, 14, 23, 29, 33 ve 49 sayilari enzim ile muamele edilen farkli
aptamerleri; kor, enzim eklenmeyen 6rnegi; SpyCEP, aptamer ile muamele edilmeyen enzimi;

kiitiiphane, tek iplikli DNA kiitiiphanesi ile inkiibe edilen 6rnegi gostermektedir.

Sonuglar incelendiginde, 29, 33 ve 49 numaral1 aptamerler ile inkiibe edilen
ve daha sonra substrati ile reaksiyona sokulan enzimin aktivitesinin azaldigi
belirlendi. Diger aptamerler i¢in ise inhibisyon etkisi goriilmemistir. Rastgele
dizilerden olusan DNA kiitiiphanesi ile inkiibe edilen enzim aktivitesini
kaybetmemistir. Bu durum, aptamerin enzime baglanmasinin ve inhibisyon
yeteneginin non-spesifik bir etki sonucu gerceklesmedigini desteklemektedir.
Inhibisyon denemesi tekrarlandiginda, 33 ve 49 numarali aptamerlerin SpyCEP’i
tekrarlanabilir sekilde inhibe ettikleri goriilmiistir. 29 numarali aptamer

tekrarlanabilir sonuglar vermemistir (Sekil 3.27).
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Sekil 3.27 29, 33 ve 49 numarali aptamerler ile tekrar edilen inhibisyon denemesi sonuglart.

3.11.4 Aptamerlerin sekonder yapilarinin karsilagtirilmasi

33 numarali aptamer i¢in inhibisyon yilizdesinin %33 olarak belirlenmesi
nedeni ile, inhibisyon yiizdesinin arttirilmasina yonelik aptamer miihendisligi
yaklagiminin uygulanabilirligi incelendi. Bu amacla, aptamerlerin sekonder
yapilari mfold web server (http://unafold.rna.albany.edu/?g=mfold) (Erisim
Tarihi: 19 Haziran 2018) kullanilarak belirlendi (Sekil 3.28). Aptamer

mithendisligi yaklasiminda, sekonder yap1 iizerinde korunmus motifler ve primer
dizide zenginlesen motifler analizlenerek aptamer dizisinde ¢esitli
modifikasyonlar oOnerilmektedir (Gao et al.,, 2016). Ancak, SpyCEP ig¢in
zenginlesen dizilerin sekonder yapilari mfold programi ile analizlendiginde,
sekonder yapida korunmus motifler tespit edilememistir. Sekonder yapilardaki
varyasyon belirli bir yapiya odaklanma ve rasyonel tasarima dayali aptamer
miithendisligi yaklasimi kullanimini kisitlamaktadir. Enzim inhibisyon testlerinde
en iyi etkinligi gosteren 33 ve 49 numarali aptamerler incelendiklerinde, sekonder
yapinin yani sira primer dizinin de benzerlik tasimadigi belirlenmistir ( Cizelge

3.7).
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Sekil 3.28 aptamerlerin (8, 14, 23, 29, 33 ve 49 numarali aptamerler) sekonder yapilar.
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4. GENEL DEGERLENDIRME

Yanlis veya gereksiz antibiyotik kullanimi nedeni ile, antibiyotik direngliligi
kazanmis patojen bakteriler tim diinya i¢in bir tehdit olusturmaktadir. Davos’da
diizenlenen 2016 Diinya Ekonomi Forumu’nda, 18 iilkeden ve 80’den fazla
sirket ortak bir deklarasyon yaymlamislardir. Ortak deklarasyonda, antibiyotik
direncliligine kars1 yeni antibiyotiklerin ve tedavi stratejilerinin gelistirilmesi i¢in
AR-GE g¢aligmalarina ihtiya¢ duyuldugu belirtilmistir. ~ S. pyogenes, penisiline
duyarhdir ve giiniimiizde S. pyogenes enfeksiyonlarinin tedavisinde ilk asamada
kullanilmaktadir. Penisiline direng rapor edilmemistir, ancak penisilin alerjisi olan
kisilerde kullanilan makrolid antibiyotiklere direngli izolatlarin sayis1 giderek

artmaktadir.

Bu sorunun ¢6ziimii i¢in potansiyel ila¢g molekiillerinin elde edilmesi amaci
ile S. pyogenes’in virulans mekanizmasinda rol oynayan SpyCEP enzimi hedef
olarak se¢ildi ve DNA aptamerleri ile enzim aktivitesinin inhibisyonu amaglandi.
DNA aptamerlerinin gelistirilmesi amaci ile baslangi¢ aptamer kiitiiphanesi ticari
olarak temin edildi ve SELEX turlar1 uygulandi. SELEX sonucunda, SpyCEP’e

baglanan ve enzim aktivitesini inhibe eden DNA aptamerleri belirlendi.

Bu tez kapsaminda;

1. SpyCEP enziminin E. coli hiicrelerinde rekombinant {iretimi ve

saflastirilmasi gerceklestirildi.

2. Protein-SELEX uygulandi ve DNA aptamerlenin dizi analizi
gerceklestirildi.

3. Korunmus motif analizine dayanarak belirlenen aday DNA
aptamerlerinin SpyCEP’e baglanma 6zellikleri karsilagtirildi.
DNA aptamerlerinin  SpyCEP enzim aktivitesini inhibisyon yeteneklerinin

incelenmesi amaci ile yari-kantitatif ve kantitatif testler gergeklestirildi.
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Kantitatif degerlendirme saglayan ELISA  testine gore, 33 numarali
aptamerin inhibisyon yiizdesi yaklasik %33, 49 numarali aptamerin inhibisyon
yiizdesi yaklasik %14 olarak belirlenmistir. Yari-kantitatif SDS-PAGE ve
Western blot analizleri ile her iki aptamer i¢in inhibisyon etkisi dogrulanmistir,
ancak bu yontemlerin hassasiyetinin kantitatif ELISA testinden daha disiik
oldugu gozlenmistir. ELISA, SpyCEP tarafindan pargalanmadan kalan IL-8

miktarini tayin esasina dayanmaktadir.

ELISA testine gore yaklasik %33 inhibisyona neden olan 33 numarali
aptamer SpyCEP’in inhibisyonuna yodnelik ila¢ potansiyeli tasimaktadir. Fakat
mevcut inhibisyon yiizdesi bu aptamerin dogrudan ilag¢ olarak kullanilmasi igin
yeterli degildir. Hedeflenen inhibisyon yiizdesine ulasilmasi igin aptamer

miihendisligi yaklasiminin uygulanabilirligi degerlendirilmistir.

Aptamerin inhibisyon yiizdesinin arttirllmasimna yonelik olarak aptamer-
SpyCEP etkilesimlerinin modellenmesi yoluyla aptamerin enzim iizerindeki
baglanma bolgesinin belirlenmesi gerekmektedir. Aptamerin enzim aktivitesini
tamamen inhibe etmemesinin nedeninin anlagilmasi amaci ile baglanma
mekanizmasinin anlagilmasini saglayacak ek calismalara (6rnegin aptamer ve
enzimin birlikte kristalizasyonu ve aptamer-enzim etkilesiminin modellenmesi)
ihtiyag vardir. 33 ve 49 numarali aptamerlerin her ikisi de inhibisyon etkisine
sahip olmasina ragmen, aralarinda yap1 ve dizi benzerliginin bulunmamasi, daha

detayli olarak incelenmesi gereken diger bir sorudur.

Yapilan tez c¢aligmasi sonucunda elde edilen DNA aptamerleri, yeni
antibiyotik adaylaridir ve ilag potansiyellerinin degerlendirilmesi igin ileri
diizeyde c¢aligmalara ihtiya¢ vardir. Bunun yaninda, DNA aptamerlerinin
SpyCEP’e baglanma 0zelliklerinden yararlanilarak aptamer temelli yeni
dedeksiyon platformlarinin da gelistirilmesi miimkiin olabilecektir. Niikleik asit
aptamerlerinin ilag olarak kullanimini sinirlandiran en 6nemli faktor niikleazlar
tarafindan degrade edilmeleri ve serum kararliliklarmin diisiik olmasidir. Ileriye
yonelik ilag gelistirme caligmalar1 i¢in, serum kararliliklarini arttirma amaci ile
aptamerlerin polietilen glikol (PEG) ile modifikasyonu, baz modifikasyonlari gibi

aptamer miithendisligi uygulamalarindan yararlanilabilir.
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