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OZET

MADDE BAGIMLILIGINDA ROL OYNAYAN FOS AILESI
TRANSKRIPSiYON FAKTORLERININ DNA APTAMERLERI iLE
HEDEFLENMESI

UGURLU, Ozge
Doktora Tezi, Biyokimya Anabilim Dah
Tez Damgmani: Prof. Dr. Serap EVRAN

Temmuz 2023, 119 sayfa

Bagmlilik, beyindeki gen ekspresyon diizeyinin degismesiyle
iliskilendiritmektedir. Spesifik genlerin diizenleyici bdlgelerine baglanarak gen
ekspresyon seviyelerini kontrol eden transkripsiyon faktorleri, bu sayede
bagmlilik siirecinde transkripsiyonel yollar araciigyla aktif rol alrlar. Fos ailesi
proteinleri madde bagmihg ile iliskilendirilmis ve en kapsamh sekilde
arastrilmig transkripsiyon faktorlerindendir. Bu nedenle, Fos proteini iceren AP-1
kompleksi, ozellkle beyindeki 6diil mekanizmasmmn diizenlenmesindeki islevi

nedeniyle Onemli bir hedeftir.

Bu doktora tezi kapsaminda, c-Fos ve FosB proteinlerine spesifik olarak ve
yiksek afinite ile baglanan, protein-protein etkilesim bolgesini bloke eden ve AP-
1 kompleksi olusumunu inhibe eden DNA aptamerlerinin  SELEX yontemi ile
gelistirimesi  hedeflendi. ik olarak, FOSB ve c-Fos transkripsiyon faktdrlerinin
Jun proteini ile heterodimer olusturmasmda rol oynayan bZIP domamleri,
Escherichia coli hiicrelerinde rekombinant olarak iretildi ve saflastrild. Daha
sonra, manyetkk boncuk tabanl SELEX teknolojisi kullanlarak FosB ve c-Fos'un
bZIP domamleri icin DNA aptamerlerini gelistirildi. SELEX turlarmm ardindan,
zenginlestirilmis DNA  aptamerleri, NGS ile tammlandi. Aday aptamerlerin
baglanma afinitesini (Kq) karakterize etmek i¢in de ITC yontemi kullaniddi Buna
gore, FosB'ye en iyi afinte gosteren iki aday aptamerm FosBApt 1 ve
FosBApt 13 aptamerlerin Ky degeri srasiyla 727 nM ve 634 nM olarak
belirlendi. Ayrica, c-Fos'a en iyi afinte gosteren cfosApt 1 ve cfosApt 2
aptamerlerin Kq degeri srasiyla 302 nM ve 390 nM olarak belirlendi.
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Hedeflerine en iyi afinite ile baglanan DNA aptamerlerinin AP-1 kompleks
iizerindeki mhibisyon etkisinin deneysel olarak dogrulanmasi i¢in ki yOntem
kullanildi.  FosBApt 1’n FosB:JunD protem kompleks olusumu iizerindeki
inhibisyon  etkisinin incelenmesi amac1 ile His-tag pull-down assay yontemi
kullanilirken, cfosApt 2’nin c-Fos:MafB/c-Jun etkilesimleri lizerindeki
mhibisyon etkisi i¢inse kolorimetrik analiz gerceklestirildi. Her iki yontem ile
belirlenen nhibisyon yiizdesi, aptamer konsantrasyonuna karst grafife gecirildi
Son olarak, FosBApt 1 ve cfosApt 2 aptamerleri ayr1 ayr1 U-87 MG insan
glioblastoma hiicre hattma transfeksiyon ajam yardmu ile uygulandi ve hiicre
morfolojisi ile hiicre miktarmdaki degisimler belirlendi. Kontrol aptamer ile
karsilagtirildignda, FosBApt 1 aptamerinin hem hiicre canlhiginda azalmaya hem
de hiicresel morfolojide farklanmaya yol agtigi gosterildi. Bu farklanmalar,
FosBApt 1 aptamerinin hedefine baglanarak hiicresel yanta yol actigm
gostermektedir. cfosApt 2 i¢in kontrol aptamer ile karsilastrildiginda, canhhk
sonuclarmda anlamh bir farklanma goriinmemesine ragmen morfolojik degisimler
g6zlendi.

Anahtar sozciikler: Madde bagmhhg, FosB, c-Fos, Transkripsiyon
Faktorti, AP-1 kompleks, Aptamer, SELEX



ABSTRACT

TARGETING OF FOS FAMILY TRANSCRIPTION FACTORS
PLAYING ROLE IN DRUG ADDICTION WITH DNA APTAMERS

UGURLU, Ozge
PhD in Biochemistry
Supervisor: Prof. Dr. Serap EVRAN

July 2023, 119 pages

Addiction is associated with changes in the level of gene expression in the
brain. Transcription factors, which control gene expression levels by binding to
the regulatory regions of specific genes, take an active role in the addiction
process through transcriptional pathways. Fos family proteins have been
associated with substance abuse and are among the most extensively studied
transcription factors. Therefore, the AP-1 complex containing the Fos protein is
an important target, particularly because it regulates the brain's reward

mechanism.

In this doctoral thesis, it was aimed to develop DNA aptamers that bind to c-
Fos and FosB proteins specifically and with high affinity, block the protein-
protein interaction region and inhibit the formation of AP-1 complex by SELEX
method. First, bZIP domains of FosB and c-Fos transcription factors,
predominantly involved in heterodimer formation with Jun protein were produced
recombinantly in Escherichia coli and purified. Subsequently, DNA aptamers
were developed for the bZIP domains of FosB and c-Fos using magnetic bead-
based SELEX technology. Following SELEX rounds, enriched DNA aptamers
were identified by NGS. The ITC method was also used to characterize the
binding affinity (Kq) of candidate aptamers. The Ky values of the two candidate
aptamers FosBApt 1 and FosBApt 13 aptamers with the best affinity for FosB
were determined as 727 nM and 634 nM, respectively. The Ky values of
cfosApt 1 and cfosApt 2 aptamers with the best affinity for c-Fos were
determined as 302 nM and 390 nM, respectively.



Two methods were used to experimentally confirm the inhibition effect of
DNA aptamers that bind to their targets with the best affinity on the AP-1
complex. While the His-tag pull-down assay method was used on the inhibition
effect of FosBApt 1 on FosB.JunD protein complex formation, colorimetric
analysis was performed for the inhibition effect of cfosApt 2 on c-Fos:MafB/c-
Jun interactions. Percent inhibition determined by both methods was plotted
against aptamer concentration. Finally, FosBApt 1 and cfosApt 2 aptamers were
applied separately to the U-87 MG human glioblastoma cell line with the help of a
transfection agent, and changes in cell morphology and cell count were observed.
Compared to the control aptamer, FosBApt 1 aptamer was shown to cause both a
decrease in cell viability and differentiation in cellular morphology. This
differentiation indicates that the FosBApt 1 aptamer binds to its target, leading to
a cellular response. For cfosApt 2, morphological changes were observed when
compared to the control aptamer, although no significant difference was observed

in the viability results.

Keywords: Drug addiction, FosB, c-Fos, Transcription Factor, AP-1
complex, Aptamer, SELEX
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ONSOZ

“‘Madde bagmhligmda rol oynayan Fos ailesi transkripsiyon faktorlerinin
DNA aptamerleri ile hedeflenmesi” baghkh tezim kapsammnda ozellikle c-Fos ve
FosB protemlerinin bZIP domainleri hedeflenerek protein etkilesimlerini  inhibe
eden ve AP-1 kompleks olusumunu bloke eden DNA aptamerlerinin gelistirilmesi
stireci basarth birr sekilde gerceklestirildi. Bagmliligin gelisimde 6nemli rol
oynadig bilinen Fos ailesi transkripsiyon faktorlerne karsi gelistirlen bu DNA
aptamerlermin ~ madde  bagmliigmn  etkilerinin  tedavisinde ve  tamisinda
kullanlmak  iizere aptamer temelli yeni stratejilerin  gelistirilmesi konusunda
literatiire katki saglayacagimi da siiphesizdir.

Zorlu bir siire¢ olan doktora egitimim boyunca mutfagn her asamasmnda
tecriibe kazanma ve deneyim edinme firsatmi saglayan saym danigmann Prof. Dr.
Serap EVRAN’nin katkilar1 tartisilamaz. Bu silireg, bana ik giinden itibaren
akademik hayatimda emin admlarla ilerlememde biyikk katki sagladi Doktora

egitimim tamamlandiktan sonra da edindigim tecribe ve bilgi donanmu is18inda
aym disiplin ve kararhlikla akademik hayatima devam edecegim.

[ZMIR

14/07/2023

Ozge UGURLU
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1. GIRiS

Bagmlilk, genetik ve ¢evresel faktorlerin etkisiyle ortaya cikan karmasik
brr davranig bozuklugudur (Morrow and Flagel, 2016). Bagmllik, zorunlu madde
kullanmu ile karakterize edilen ve bireylerin yogun uyusturucu Ozlemi gosterdigi,
yillarca yoksunluktan sonra bile tekrarlama riskinin arttifi ve yasam boyu siirme
potansiyeline sahip kronk bir hastalktr. Bu durum, bagmllign beyinde uzun
Omiirlii ~ davramigsal — anormalliklerden  sorumlu  olan son derece kararh
degisiklikleri igerdigi anlamma gelmektedir (Nestler, 2005; Nestler, 2001; Berke
and Hyman, 2000).

Bagmlilk, toplum iizerinde muazzam bir oranda hem insani ve hem de
mali maliyetlere neden olmaya devam ederken mevcut tedaviler ¢ogu zaman
yetersiz kalmaktadr (Nestler, 2001). Diinya Saghk Orgiitii (WHO, 2021)
verilerine gore, 2019 yilinda, diinya ¢apmnda yaklasik 275 milyon kisi (15-64 yas
arast diinya niifisunun %35,5') en az bir kez uyusturucu madde kullannustr.
2019'da dinya capmnda yaklaskk 36,3 milyon kisi uyusturucu madde kullanm
bozuklugu yasamis ve yaklasik 0,5 miyon Oliim uyusturucu kullanimma
baglanmistir

Madde bagmhligmmn biyolojikk temelinin daha iyi anlasiimasi, nihayetinde
daha etkili tedavi stratejilermin  ve Onleyici tedbirlerin ortaya konulmasmm
saglayacaktr. Bu yiizden de bagmhlkla iligkii uzun siireli davramgsal
plastisitenin  altmda yatan molekiller ve hiicresel mekanizmalarmm daha 1yi
anlagilmasi, daha etkili tedavilerin ve Onleyici tedbirlerin ortaya ¢ikmasma katkida
bulunacaktir.

Kotiiye kullanidlan ilaglara maruz kalma, beyinde kisa ve uzun vadeli adaptif
degisikliklere yol acmaktadwr. Bu degisikliklerin birgogunun da gen ifadesinin
diizenlenmesinin  bir sonucu oldugu disiiniilmektedir. Bununla birlikte, madde
bagmhhgmn altnda yatan molekiller mekanizmalar hala anlaglamanmustr. Gen
ekspresyonu, transkripsiyon faktorleri olarak bilinen belirli DNA  dizilerini
baglayan proteinler tarafindan diizenlenmektedir. Bu yiizden de transkripsiyon
faktorlerinin  gen ekspresyonunu diizenleyerek bagmhlk mekanizmasmda Onemli

rol oynadig1 da oOne siiriilmektedir.



Cok sayda farkh transkripsiyon faktdrii bulunmasma ragmen, ¢esith
cahsmalarda Ozellkle AFosB ve CREB'nin bagmhlk ile iliskili néroplastisiteye
dahil edimektedir. Ek olarak, literatirdeki bir cahsmada, kisa siireli (5 giinliik)
kokain kullanmu ile kisa siireli AFosB (1-2 hafta) ve CREB ifadesinin aym
genlerin bircogunu  diizenledigi, daha uzun siireli (4 haftalk) kokain kullanimmm
ise uzun siireli AFosB (4-8 hafta) tarafindan diizenlenen genlerin daha fazlasm
indiikledigi gosterimistr (McClung and Nestler, 2003). Bu durum, AFosB'nin,
kronkk  kokan  kullanmmm bir sonucu olarak meydana gelen gen
ekspresyonundaki degisikliklere araciik etmede daha baskm bir rol oynadigm
desteklemektedir. Ayrica, diger Fos ailesi proteinleri (c-Fos, Fra-1, Fra-2), kotiiye
kullanilan maddelerin akut uygulanmasmdan sonra belirli beyin bolgelerinde hizla
ve gecici olarak uyarilirken, AFosB isoformlari, stabilitesinin yiiksek olmasmdan
dolayr bagmlilik yapict maddeye maruz kaldiktan sonra bile en az birka¢ hafta
daha noronlarda kalmaya devam eder. Sonu¢ olarak, AFosB izoformlarmm bu
stabilitesi, madde almmdan nispeten uzun siire ge¢mis olmasma ragmen, gen
ekspresyonundaki  degisim  mekanizmasm  desteklemeye devam  etmektedir

(Larson etal.,, 2010; Nestler, 2008).

Bu doktora tezi kapsaminda bagmliikta etkin hedef genlerin
transkripsiyonunun  diizenlenmesinde rol oynayan Ve JuniFos heterodimeri
olusturan AP-1 transkripsiyon faktoriine odaklaniddi. Oncelikle, c-Fos ve FosB
proteinlerinin -~ bZIP  domainlerinin  rekombinant  dretimi  Escherichia  coli
hiicrelerinde  gergeklestirildi. Ardmndan, FosB ve c-Fos proteinlerinin - bZIP
domainleri igin ayr1 ayrn manyetik boncuk tabanh SELEX (Ligandlarm Ustel
Zenglestirme ile  Sistematikk Evrimi) teknolojisi Kkullanilarak yiiksek afiniteye
sahip DNA aptamerleri gelistirildi. SELEX sonrasi, zenginlesen DNA aptamerleri
belirlendikten sonra baglanma afinitelerinin  (Kg) Olgtimii igin izotermal titrasyon
kalorimetrisi (ITC) kullaniddi. Segilen hedef-spesifik aptamerlerin Ky 6lgtimleri
tamamlandiktan sonra belirlenen aptamerlerin c-Fos ve FosB proteinlerinin
srasiyla  c-Jun/MafB  ve JunD partnerleri ile  olan etkilesimleri iizerindeki
inhibisyon etkisi belirlendi. Son olarak da segilen aptamerler, U-87 MG hiicre
kiiltlirine uygulanarak hiicre igi girisi, canhliktaki degisinm ve hiicre morfolojisi

tzerine etkileri incelendi.



Bu tez kapsammnda elde edilen verilerin, Fos ailesi transkripsiyon
faktorlerme karst gelistiriimis olan DNA aptamerlernin, madde bagmhligmmn
etkilerinin molekiiler diizeyde anlasimasi, tedavisinde ve tamsmda kullamimak
lizere yenm stratejilerm  gelistiriimesi  agismdan  literatire  katki  yapmasi
beklenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Madde Bagimlilig:

Madde bagmlihg, kronik olarak tekrarlayan bir hastalktr (Koob and Le
Moal, 2001). Bagmlhhgm temel Ozellikleri, olumsuz sonuglara ragmen maddeyi
arama ve alma zorunlulugu, madde ahmmi smrlandrmada kontrol kaybi1 ve
maddeye erisim engellendiginde olumsuz bir duygusal durumun (kaygy sinirlilik
gibi) ortaya ¢ikmasmi igermektedir (Koob and Le Moal, 2008; Koob and Le Moal
2001). Bu durum, kotiiye kullamlan bir ilaca tekrar tekrar maruz kalma siireci
srasinda kademeli ve ilerleyici bir sekide gelisir ve uyusturucu kullanmmm
kesilmesinden sonra da aylarca veya yillarca devam edebilir (Nestler, 2004).

Madde kullanmu ile ilgii {ic terim yaygmn olarak kullanimaktadir: tolerans
(tolerance), fiziksel bagmhlk (dependence) ve bagmhlk (addiction). Tolerans,
bir ilaca sabit bir dozda tekrar tekrar maruz kalndigmnda azalan etkiyi veya aym
etkiyi siirdirmek icin artan bir doza duyulan ihtiyaci temsil eder. Fiziksel
bagmhlk, ilag kesildiginde yoksunluk sendromundan (fiziksel ve/veya psikolojik
rahatsizliklar) kagmmak i¢in ilaca siirekli maruz kalma ihtiyaci olarak tanmlanir.
Ayrica, disforiye ve yoksunlugun erken evrelerinde gorillen yiiksek niiks
oranlarma katkida bulunabilir. Bagmlilk, olumsuz sonuglarma ragmen bir
uyusturucuyu zorunlu olarak kullanmak olarak tammlanmaktadr (Bodnar, 2019;
Nestler, 2001).

Madde bagmhhgndaki en tutarh bulgu, kotiiye kullamlan maddelerin hem
farmakolojik hem de dogal odiilleri pekistiren mezolimbik dopamin sistemini
harekete gecirmesidi. Mezolimbik sistem, ventral tegmental alandaki (VTA)
dopaminerjik noronlardan ve bunlarin nikleus akumbens (NAc) ve prefrontal
korteksteki terminal alanlara aksonal projeksiyonlarmdan olusur. Opioidler, alkol,
nikotn, kannabinoidler ve psikostimillanlar gbi maddeler beyinde belirli
reseptorler ile etkilesir ve bu sistem ilizerine etki ederek siaptik dopamin (DA)
diizeylerini arttrr (Gupta and Kulhara, 2007). Tablo 2. 1’de verilen kotiiye
kullanmu olan maddeler, VTA ve NAc'yi innerve eden endojen opioid yollarm
taklit ederek (opiatlar) veya aktive ederek (alkol, nikotin gibi) mezolimbik

dopamin sistemini de aktive eder. Diger ilaclar, NAc'de baska mekanizmalar



(kannabinoidler ve fensiklidin gibi) araciigiyla dogrudan etki etmektedir (Nestler
2001; Hyman and Malenka, 2001).

Tablo 2.1 Bagmliik yapan ilaglar. ( Nestler, 2001; Hyman and Malenka, 2001).

Madde ismi Bagimhlikla ilgili molekiiler hedefler

Opioidler (eroin dahil morfin benzeri | p- ve d-opioid reseptorleri (agonistler)

ilaglar)

Kannabinoidler CBl ve CB2 kannabinoid reseptorleri
(agonist)

Nikotin Nikotinik asetilkolin reseptorii (agonist)

Etanol GABA, reseptdr fonksiyonunu kolaylagtirir

ve NMDA reseptdr fonksiyonunu inhibe

eder

Psikomotor uyaricilar  (kokain ve | Kokain, dopamin, serotonin (5-HT) ve
amfetaminler) noradrenalin  tagiyicilarmi  bloke  eder;
amfetaminler, tagiyic1 aracihi salimmma neden

olur, dopamin tasiyict (DAT) en Onemli

hedeftir
Fensiklidin (PCP) ve ilgili ilaglar NMDA glutamat reseptor (antagonist)
Inhalanlar Bilinmiyor

Kronkk ilag kullanmu ile beyindeki baz ndronal hiicre tiplerinin
morfolojisinde ve ¢esitli ndrotransmitter  sistemlerin  isleyisinde meydana gelen
degisiklikler kismen gen ekspresyonundaki degisiklikler aracihgiyla
diizenlenmektedir (Nestler, 2012). Gen ekspresyonunun transkripsiyonel ve post-
transkripsiyonel mekanizmalar tarafindan diizenlenmesi, bagmliliz tanmlayan
davranigsal anormalliklerin ortaya c¢ikmasimu hizlandran koétiiye kullanmu  olan
ilaglar tarafindan beyin fonksiyonunda uzun siireli degisikliklerde Onemli bir rol
oynamaktadrr (Bali and Kenny, 2022).

2.2 Transkripsiyon Faktorleri ve Madde bagimlilig:

Transkripsiyon faktorleri gen ekspresyonunun diizenlenmesinde — kritik
roller oynayan DNA baglayici protemlerdir. Bu proteinler, biiylime, gelisme ve
homeostaz dahil olmak {izere tiim ana hiicresel siirecleri kontrol etmektedir
(Mondragéon and Maher, 2016).



Birgok transkripsiyon faktoriiniin bagmlilk siirecinde de aktif rol oynadigt
bilinmektedir. Literatiirde, hedef genlerin promotor bdlgelerindeki spesifik yant
elementlerme baglanan ve bu genlerin  ekspresyonunu  diizenlenmesinde rol
oynayan baz transkripsiyon faktorlermn madde bagmhligndaki roline dair
calgsmalar mevcuttur (Namba et al, 2022; Larson et al, 2011). Bagmliign
transkripsiyonel mekanizmas1 iizerine yapilan arastrmalarm biyilk c¢ogunlugu
NAc bolgesine odaklanmugtr. Madde  kullammu ile  gen  ekspresyon
seviyelerindeki meydana gelen degisimler, bagmhigm gelisimnde Onemli rol
oynamaktadr ve bu nedenle ilgili transkripsiyon faktorleri biiyilk Onem arz
etmektedir (Nestler, 2012). Simdiye kadar, c¢esitli transkripsiyon faktorleri madde
bagmliligi ile iliskilendirimistir (Bali and Kenny, 2022; Pulipparacharuvil et al.,
2008; Ang et al, 2001). Ancak, madde bagmhhg kapsammda en kapsaml
sekilde arastrimis transkripsiyon faktorleri, Fos ailesi proteini (AFosB) ve cAMP
yanit elemam baglayici protein (CREB) transkripsiyon faktorleridir (McClung and
Nestler, 2008; McClung and Nestler, 2003).

2.3 CREB (cAMP Yanmit Elemam Baglayic1 Protein)

cAMP yant elemani (CRE) baglayici protein (CREB) transkripsiyon ailesi,
hiicresel metabolizmann  kontrolinde, 0Ogrenme ve hafiza gbi fizyolojik
stireclerin ~ diizenlenmesinde, anksiyete ve madde bagmlli§ gibi patofizyolojik
stireclerde, smaptik plastisite ve siir sistemi gelisimnde Onemhl  roller
istlenmektedir. Kronik olarak kotiiye kullanilan baz maddelere maruz kalma,
NAc’de transkripsiyon faktorii olan CREB’in aktivitesini artrr (Teague et al,
2023; Larson et al, 2011). CREB, homodimerler olusturarak hedef genlere
baglanirlar. Protem kinaz A ve diger protein kinazlar, CREB'ye bagh
transkripsiyonu aktive etmek icin CREB'yi serin kalntis1 133'te fosforile eder.
Fosforilasyonun ardndan, CRE'ye bagh CREB, hedef gen transkripsiyonu
tizerindeki etkisini gOsterebilir ve promotora bagh kofaktorlerle etkilesime
girebilir (Nestler, 2012; McPherson and Lawrence, 2007). Bu homodimerlerin
yart 6mrii 10-20 dakika olup CREB aktivasyonu, akut ila¢ uygulamasma yanit
olarak oldukca gegicidir ve ilacm kesimesinden sonraki bir veya iki giin icinde
normal seviyelere doner (McPherson and Lawrence, 2007). Kokamne veya diger
bazi kotiiye kullanlan ilaglara kronk maruz kalma, cAMP diizeylerini ve



NAc’deki cAMP'ye bagh protein kinaz (PKA) aktivitesini artrr. Bu durum,
CREB'nin stirekli aktivasyonuna neden olur (Barrot et al., 2002).

CREB'nin hedef genleri

CREB, transkripsiyon faktorii olarak, hedef gen ekspresyonunun
diizenlenmesine aracilik ederek etki gostermektedir. CREB, bagmllk yaratan
maddeler tarafindan stimiilasyona yanit olarak uzun siireli yukari regiilasyon
gosteren genlerin ve Fos gibi hizh ve gecici olarak indiikklenen genlerin ifadesinde
gorev almaktadr (Hyman and Malenka, 2001).

En cok c¢ahsilan hedef genler arasmda, NAc’e dopaminerjik sinyali geri
besleyen ve baskilayan opioid peptid dinorfin yer almaktadir. NAc ndronlarmnm
terminallerinden salman dinorfin, sinir terminallerinde ve DA noronlarmmn hiicre
govdelerinde bulunan «-opioid reseptorlerine etki ederek islevierini engeller.
Kokain veya opioidlere kronk maruziyet, cAMP yolunun yukari regiilasyonu,
CREB'nin aktivasyonu ve dinorfin indiiksiyonu yoluyla bu negatif geri bildirim
dongiistiniin aktivitesni yukar1 regiile eder (McClung and Nestler, 2003; Nestler
2001). cAMP yolu, CREB ve dinorfin'in regiilasyonu, madde almu brakildiktan
birka¢ giin veya bir hafta sonra sistemin normale donmesi nedeniyle nispeten kisa
omirlidir. Bu durum, geri c¢ekimenin erken asamalarmda olumsuz duygusal
duruma katkida bulinsa da bagmhhkla iligkili daha istikrarh davramgsal
anormalliklere dogrudan araciik etmesi olas1 goriilmemektedir (McClung and
Nestler, 2008; Nestler 2001).

CREB'nin bilinen hedeflerinden biri olan beyin kaynakh ndrotrofik faktor
(BDNF), CREB tarafindan diizenlenen norotrofik bir faktordir (Muschamp and
Carlezon, 2013). BDNF, &dil bilgisini isleyen beyin bolgelerindeki  sinaptik
plastisiteyi diizenlemede Onemlidir. Kokainin 6diillendirici etkileri igin kritk bir
beyin alani olan NAc'deki BDNF, kalci kokain arama davranglarm tesvik eder
ve nikksetmeye karst savunmasizh@y artrr (Graham et al, 2007; Schoenbaum et
al., 2007).

CREB indiiksiyonunun ayrica kokainin NAc’de orta dikenli ndronlar
tizerindeki dendritk dikenleri indiiklemesine katkida bulundugu da gosterimistir
(Anderson etal., 2017; Cahill et al., 2018).



2.4 Fos Ailesi Transkripsiyon Faktorleri

Fos transkripsiyon faktorleri ailesi, c-Fos, FosB, Fra-1 ve Fra-2’nin yanisira
FosB varyantlarmi i¢erir (Milde-Langosch, 2005). Bu proteinler, yiikksek oranda
korunmus  o-sarmal-sarmal  olusumuyla ~ molekiiller arasi  bir  etkilesimin
kolaylastirarak dimerizasyonda ve DNA baglamada etkin olan bazk 16sin fermuar
(bZIP) ile karakterize edilir (Yin et al, 2019; Milde-Langosch, 2005). Bu
domain, N-terminal DNA baglama domaini bir de C-terminal bZIP yapism igerir
(Sekil 2.1) (Brennan et al, 2020). Fos proteinleri, Jun proteinleri (c-Jun, JunB ya
da JunD) ile heterodimer aktivator protein-1 (AP-1) kompleksini olusturur
(Nestler, 2008). AP-1 transkripsiyon faktorii, regile ettkleri genlerin
promotorlarmda yer alan AP-1 DNA baglanma bolgelerine (TGA(G/C)TCA)
bZIP domaini aracihigiyla baglanr (Nestler, 2008; Yin, et al., 2019). Bu sayede,
AP-1, proliferasyon, apoptoz, farkhlagma, hayatta kalma, hiicre migrasyonu ve
transformasyon gibi ¢ok c¢esith hiicresel siirecleri de diizenleyen Onemh bir
transkripsiyon faktorii olarak karsmiza ¢ikmaktadr (Ye et al, 2014; Matthews et
al., 2007; Garces de los Fayos Alonso et al., 2018).

Fos Jun 1 380
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1 338
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1 271
Lésin frot (CTHCHCIOH)— (—"-(H-(—— (- [
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Fra2 (CTH" TOCHT 1 {7
(L2)
1 331
cun [H HIEHA I |
) 347
JunB [II}—I 1 1 _:
1 347
DNA JunD (I T HOH
Baglayici (
e y. bZIP domain
Domain o Transaktivasyon
domain
(DBD) B Transrepresyon DBD Lz
Ed o domain
5'-TGA C/G TCA-3' islevi bilinmeyen
korunmus bélge
C. DBD 1z
abcdefgabcdefgabcdefgabcdefgabedefgab Uniprot Code

cFos 140- RRIRRERNKMAAAKCRNRRREL TDTLQAETDQLEDEKSALQTEIANLLKEKEKLEFILA -198 P01100
FosB 158- RRVRRERNKLAAAKCRNRRREL TDRLQAETDQLEEEKAELESEIAELQKEKERLEFVLV -216 P53539
Fral 108- RRVRRERNKLAAAKCRNRRKEL TDFLQAETDKLEDEKSGLQREIEELQKQKERLELVLE -166 P15407
Fra2 127- RRIRRERNKLAAAKCRNRRREL TEKLQAETEELEEEKSGLQKEIAELQKEKEKLEFMLV -185 P15408

cJun 255- AERKRMRNRIAASKCRKRKLER IARLEEKVKTLKAQNSELASTANMLREQVAQLKQKVM -313 P05412
JunB 271- VERKRLRNRLAATKCRKRKLER IARLEDKVKTLKAENAGLSSTAGLLREQVAQLKQKVM -329 P17275
JunD 271- AERKRLRNRIAASKCRKRKLER ISRLEEKVKTLKSQNTELASTASLLREQVAQLKQKVL -329 P17535

Sekil 2. 1 AP-1 proteinlerinin dizileri ve yapilar. A. DNA'ya baglanan Fos:Jun
heterodimerinin yapisi (PDB kodu: 1FOS); B. AP-1 proteinlerinin 6zel
bélgelerinin yapilarmin sematik gosterimi; C. Segilen AP-1 proteinlerinden

bZIP domainlerinin dizi hizalamas1 (Brennan et al., 2020).



Fos ailesindeki proteinler, madde bagmhhginda hem kronik hem de akut
madde kullanmindan sonra beyinin spesifik bolgelerinde hizla ve gegici olarak
uyarihrlar (Larson et al, 2011). Bu yiizden hiicresel uyaranlara karsi Fos ailesi
protein genleri ilk cevap veren genler (IEG'ler) arasmdadr. Bu tepkiler, ilacn
Odiillendirici ve lokomotor hareketlernin 6nemli aracilari olan nukleus akumbens
ve dorsal striatumda en belirgin olarak goriilir (Larson et al, 2010; Nestler,
2008).

2.4.1 c-Fos ve diger fos ailesi iiyeleri

c-Fos, Fos protein ailesinin en ¢ok calisilan iiyelerinden biridir. Noronlarda,
c-Fos ifadelenmesinin, CREB/CRE kompleksinin aktivasyonu yoluyla cAMP ve
Ca** tarafindan uyarildi@ goriilmektedir (Gallo et al, 2018). AP-1, c-Fos ve c-
jun proteinlerinin  bir heterodimeri olarak karakterize edilir (Faubert and
Kaminski, 2000). AP-1 transkripsiyon faktorleri ailesi, hem homodimer hem de
heterodimer  yapilar1  olusturabilirler.  c¢-Fos  proteini  kararh  homodimerler
olusturmazlar ancak, Maf proteinleri (c-Maf, MafB, MafA, MafG/F/K, ve Nrl)
veya C-Jun ile daha kararh olan heterodimer yapilar1 olusturabiimektedirler
(Shaulian and Karin, 2001; Szaloki et al, 2015). AP-1, kompleksi olusturan
proteinlere bagh olarak DNA'ya degisken afinite ile baglanr: heterodimer
FosJun, DNA'yt bir homodimerden (Jun:Jun) daha yikksek afiniteyle baglar (Ye
et al., 2014). JunJun ve JuniFos dimerleri TPA'ya yanit veren eleman (TRE, 5'-
TGA(C/G)TCA-3") olarak bilinen palindromik konsensiis DNA dizisine baglanir
(Ozanne et al, 2007). c-Fos ve c-Jun, proliferasyon, farkllasma, apoptoz ve
onkogenez dahil olmak tizere cesitli siiregleri diizenler (Shaulian and Karin,
2001).
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Sekil 2. 2 Fos ailesi proteinlerinin, akut bir uyaranla néronlardaki indiiksiyon seviyelerinin
zamansal Ozellikleri. c-Fos hizla indiklenir ve akut uyarandan sonraki saatler
icinde yikilir. FosB, Fra-1 ve Fra-2 bir siire sonra indiiklenir ve c-Fos'tan biraz

daha uzun siire devam eder (Nestler, 2012).

c-Fos c¢esitli hiicresel uyaranlara yamtt olarak gecici ve hizh bir sekilde
indiiklenmektedir (Sekil 2. 2) (Kovacs, 2008; Hoffman et al., 1993). Akut madde
kullanmmlarmda c-Fos ve diger Fos ailesi protemlerinin seviyesindeki hizh artis
Ozellkle c-Fos protemni maddeye verdigi yamtmn saptanmasmda etkin hedef
yapmaktadir. Fos ailesindeki proteinler stabil degillerdir ve saatler i¢inde bazal
seviyelere geri donerler (Nestler, 2008; Nestler, 2012). Bu sayede, ilag

kullanimmin kisa stireli etkilerinin gézlemlenmesi i¢in etkili hedef protemlerdir.

2.4.2 AFosB

Fos ailesi iginde en ilgi ¢eken transkripsiyon faktorlerinden biri olan FosB
proteini, AP-1 kompleksinin biyolojik siireglerinde 6nemli bir role sahiptir. FosB,
DNA baglanma domaini, dimer olusumu i¢in gerekli bZIP ve C-terminal
transaktivasyon domaini ile Fos ailesinden c-fos ile yapisal benzerlikler
gostermektedir (Wagner, 2010). FosB kodlayan gen, inflamasyon cevabi, stres ve
antikanser tedaviler gibi cesitli siirecler tarafindan diizenlenmektedir (Nascimento
et al, 2021; Na et al, 2016). FosB’nin, hiicre proliferasyonunu, apoptozu ve
mnflamasyon yanttlarmn diizenledigi ile ilgii cahsmalar da mevcuttur (Liao et al,
2020; Wagner, 2010; Tang et al.,, 2016; Cervantes-Madrid et al., 2017; Park et al.,
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2019). Diger Fos proteinleri, birgok akut uyaran tipine yanit olarak hizh ve gecici
olarak mdiklenir ve birka¢ saat igcinde bazal seviyelere donerler. Ancak, AFosB
icin, tekrarlanan stimiilasyondan sonra essiz kararh yapiya sahip 35-37 kDa
izoformlarmmn kademeli olarak birikimi s6z konusudur (Nestler, 2008; Nestler et
al., 2001).

AFosB, fosB geni tarafindan kodlanan Fos transkripsiyon faktorleri ailesinin
bir tyesidir. (Nestler, 2012). Sekil 2.3’te gosteridigi gibi, AFosB, FosB
proteminin kisa formudur (Ulery et al, 2006). AFosB, alternatif splicing ile ortaya
cikmaktadr. Diger tim Fos ailesindeki proteinlerin C-terminalinde bulunan 101
amino asithk kisim olan iki degron doman’mn AFosB 'de bulunmamasi ve
proteazomal degredasyondan koruyan fosforilasyonu AFosB  transkripsiyon
faktoriiniin ~ stabilitesini artrmaktadrr (Ulery-Reynolds et al.,2009; Carle et al.,
2007; Ulery et al, 2006). AFosB, essiz uzun yar1 émrii nedeniyle kronik ilaca
maruz  kalma durumunda birkimi  s6z konusudur. Ayrica, maruziyetin
sonlandriimasmda sonra da en az birkagc hafta boyunca noronlarda
gozlenmektedir (Nestler et al., 2001).

FosB (338 aa, M, ~38 kD)

Transaktivasyon domain

1] EE Leu-Zip » 338

DNA Dimerizasyon
baglama domaini /
domaini

iki degron domainleri

AFosB (237 aa, M, ~26 kD)

N | [Basic VA IE: i 237

7

Fosforilasyon bolgesi

Sekil 2. 3 AFosBnin FosB’den farkinin ve benzersiz stabilitesinin biyokimyasal temeli.
(Nestler, 2015).

Kokain, opioidler ve nikotin dahil olmak iizere, neredeyse tiim kotiiye
kullanmu olan maddeler AFosB'yi indikkler. Bu indiksiyon agrlkh olarak
nikkleus akumbens ve dorsal striatumda goriilir, ancak prefrontal korteks ve
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amigdala gbi diger bazi beyin alanlarmda daha disiik indiksiyon seviyeleri
goriilir. AFosB, bu beyin bdlgelerinde aktif ve uzun vadeli bir fonksiyonel form
olan AP-1 kompleksini olusturmak i¢in esas olarak JunD ile dimerize olur
(Bejjani et al., 2019; Alibhai et al., 2007). Bu durum, gen ifadesinde maddeye
bagh degisikliklerin nispeten uzun siire kullandmamasma ragmen devam
edebildigzi bir molekiiler mekanizma saglamaktadr. (Nestler, 2008). Diger Fos
proteinlerine gore goreceli olarak sahip oldugu yiiksek stabilite, AFosB proteinini,
madde bagmlilig, stres tepkileri, psikoterapotik ilaglarm klinik etkileri - gibi
faktorler dahil olmak {izere, cesitli uyaranlara kronik maruziyetin yol actit uzun
streli etkilerinin  gbzlemlenmesinde Onemli bir odak noktasi haline getirmistir.
(Nestler, 2008; Alibhai et al, 2007). AFosB'nin bu kararh izoformlarmm, g¢esith
kronik uyaran tiirlerme yant olarak beyinde bdlgeye 6zgii olarak indiiklendigini,
bagimhlikla  ilgili  néroplastisitenin = gelismesinde  ve  madde  kullanmmmn
davramigsal etkilerme karsi artan duyarhhgm inceleyen cahsmalar mevcuttur
(Grueter et al., 2013; Garcia-Garcia et al., 2021; Robison et al, 2013; Andersson
et al., 2003; Gajewski et al., 2016; Noback et al., 2021).

Kronik

AFosB birikimi

indiiksiyon

Sekil 2. 4 AFosB’nin tekrarlanan uyaranlarla noéronlardaki indiiksiyon seviyelerinin
zamansal Ozellikleri. Tekrarlanan uyaranlarla, her uyaran diisiik bir AFosB
diizeyine neden olur ve bu da AFosB diizeylerinde kademeli bir artisa neden
olur. Bu, her bir akut uyaran tarafindan indiiklenen AFosB'yi gdsteren list

iiste binen alt dizi ile gosterilir (Nestler, 2012).
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Cesiti maddelerin akut kullanmi, NAc ve dorsal striatumda Fos ailesi
tyelermin (c-Fos, FosB, Fra-1, Fra-2) hizh indikksiyonuna neden olur. Bu
indilksiyon aym zamanda olduk¢a gecicidir; bu proteinlerin ve mRNA'larmmn
kararsizhg nedeniyle madde kullannmmdan birkag saat sonra bazal seviyeye
doner (McClung et al, 2004; Kelz and Nestler, 2000). Buna karsiik, AFosB,
akut ila¢ uygulamastyla diigsik seviyelerde mdiklenirler, ancak kararhlklart
nedeniyle beyinde uzun siire kalrlar. Tekrarlanan ila¢ uygulamasiyla, her bir akut
uyaran, diisik seviyede stabil AFosB izoformlarmn indikler (Sekil 2.4). Sonug
olarak, tekrarlanan uyaranlarla beyindeki toplam AFosB diizeylerinde kademeli
bir artis gozlenir (Nestler, 2012).

AFosB hedef genleri

Transkripsiyon faktorii AFosB, kotiye kullanmm olan  maddelerin tekrar
tekrar uygulanmasiyla NAc ve dorsal striatumda indiiklenir (Wallace et al, 2008;
Zachariou et al, 2006). AFosB, JunD ile aktif ve uzun siireli bir AP-1 kompleksi
olusumu yoluyla gen ekspresyonunu etkiler. AMPA glutamat reseptorii alt birimi
GluR2, AFosB icin varsaylan hedeflerden biridir. Indiiklenebilir bitransgenik
farelerde AFosB asi1 ekspresyonu, NAc’ta GluR2 ekspresyonunu segici olarak
arttrrken diger AMPA  glutamat reseptorii alt biriminin  ekspresyon seviyesinde
degisiklige neden olmamaktadr (Vialou et al, 2010;. Peakman et al, 2003).
Kronik olarak madde kullanmmi, GluR2 de dahil olmak iizere ¢ok sayida hedef
geni diizenleyen AFosB'yi indikler. Bu durum, NAc’de GluR2 alt birimmni igeren
noronlarda  AMPA reseptorlerinin  (AMPA-R) oranmi artrarak AMPA’nin genel
fletkenliginn  ve Ca*  gecirgenliginin  azalmasma neden olur. Bu azaltims
uyarilabilirlk, noronlar1 ilaclarm akut mhibitdr etkilerme ve dolayisiyla ilaglarm
gliclendirici etkilerine karst daha duyarh hale getirebilir. Bu azalan uyarilabilirlik,
noronlan ilaglarm etkilerine karsit daha duyarh hale getirerek kotiye kullanlan bir
flaca verilen yanttlar1 artrabilir (Vialou et al., 2010).

Dimnorfin, AFosB i¢in bir diger hedef olarak karsimiza ¢ikmaktadr. Dinorfin,
GABAerjik sinir terminallerinden salmr ve NAc ve VTA'daki dopaminerjik
ndronlar lizerinde bulunan x opioid reseptorleri aracii@yla etki eder (Andersson
et al., 2003; Nestler et al., 2001). NAc'de dinorfin ekspresyonunun AFosB aracih
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baskilanmasi, kotiiye kullandlan  ilaglarm  Odiillendirici  etkilerme  duyarliig

artrabilir.

Diger bir AFosB geni hedefi Cdk5 olarak ifade edilen sikline bagml kinaz
5°dir. AFosB, Cdk5 genini, genin promotoru iginde bulunan bir AP-1 bdlgesi
aracihgryla  aktive eder. Kokainin AFosB yoluyla Cdk5 ekspresyonunu
indiikledigi bir mekanizmayr destekledigi bilinmektedir (Nestler et al, 2001;
Pulipparacharuvil et al, 2008). Kronk kokan kullanmiy, NAc'deki Cdk5
seviyelermi ve aktivitesini arttrr ve CdkS5S aktivitesi, dendritik dikensi yapmmn
yogunlugunda artisa neden olur. AFosB  birkkiminin, dendritk omurga
yogunlugundaki artis1 kolaylastrmak i¢in  kilit yapilart fosforile eden Cdk5'i
yukari dogru diizenlemektedir. (Bibb et al, 2001; Norrholm et al., 2003).

2.5 Niikleik Asit Aptamerleri ve in vitro SELEX Yontemi

Nikleik asit aptamerleri, monoklonal antikorlara rakip olan, spesifik hedef
molekiillere baglanma yeteneklerine sahip, yaklasik 25-80 baz uzunlugundaki tek
zincirli (DNA veya RNA) oligoniikleotid dizileridir. (Guo et al., 2023; Ni et al.,
2011). Kigik molekiller agwhga sahip (5-40 kDa) aptamerler, spesifik bir iig
boyutlu yapiya katlanabilmeleri sayesinde hedeflerine yiiksek baglanma afinitesi
(pikomolar-diisik nanomolar arahgnda) ile baglanabilirler (Sekil 2. 5) (Afrasiabi
et al, 2020; Sefah et al, 2010). Ayrica, aptamerler, benzersiz ve ¢esith st diizey
yapilarm (hairpin loop, bulge, G-kuadrupleks (G4), cift sarmal, Ucli, baz-fosfat
fermuar) olusumuyla hedeflerini tanwlar (Saito, 2021; Spiegel et al, 2020;
Sullivan et al., 2019).

3.

r\) Katlanma Baglanma
—_— ——
5!

§- 3

Uc boyutlu Hedef-aptamer

RNA ya da tekiplikli DNA Konformasyon kompleks

Sekil 2. 5 Aptamerin spesifik bir ii¢ boyutlu yapi olusumuna bagh olarak hedefine

baglanmasinin sematik gosterimi (Wolter and Mayer, 2017).
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Aptamerlerin bu yapilary, aptamer-hedef tanima yoluyla hedeflerine spesifik
bir sekilde baglanmasm saglar ve bu etkilesim, aromatik halkalar, elektrostatik
etkilesimler, -7 sistemi istiftme, van der Waals kuwvetleri veya hidrojen bag ile
gerceklesmektedir (Zou et al., 2019).

Tablo 2.2°de daha ayrmtili gosterildigi gibi aptamerler,

e kimyasal olarak hizli ve diigiik maliyetli sentezlenebilmeleri,

e Jotlar arasi farklanma olmamasi,

e kolaylkla modifiye edilebilmeleri,

e proteinler i¢in uygun olmayan gevresel kosullarda da yiiksek stabiliteye
sahip olmalari,

e kiiciik molekiil yapih olmalari,

e dokuya hizh penetrasyona ve diisiik immiinojenite sahip olmalar gibi
Ozellkleri nedeni ile antkorlara istiinlik saglamaktadr (Afrasiabi et al.,
2020; Ni et al., 2020; Thiviyanathan and Gorenstein, 2012).
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Tablo 2. 2 Niikleik asit aptamerleri ile monoklonal antikorlarin karsilastiriimasi (Ni et al.,
2020).

Niikleik Asit Aptamerleri Monoklonal Antikorlar

»  denatiirasy on/renatiirasy on »  kolayca denatiire olur.

adimlarma kars1 direnglidir. »  sicakliga kars1

» odasicakliginda kararhdir. hassastur.

» uzun depo Omrii (birkag yil) » smirh  depo  Omril

vardir. vardir.
o » liyofilize edilebilir. » depolama ve transport
Stabilite o o

» niikleaz degradasy onuna icin  sofuk  zincir

hassastir. gerekir.

»  proteaz direnglidir. » proteaz
degradasyonuna
hassastir.
niikleaz direnglidir.

» in vitro SELEX 2-8 hafta » in vivo dretimi 6

stirer. aydan fazla siirer.

» lotlar arast farklanma » lotlar aras1 farklanma

Hazirlama
gozlenmez. gozlenir.

»  sentez maliyeti disiiktiir. »  lretim maliyeti
yiksektir.

» iyonlardan ve kiigtik » hedefin gicli  bir

Hedef molekiillerden tiim hiicrelere immun cevap
Potansiyeli ve canli hayvanlara kadar genis olugturmasi gerekir.
hedef yelpazesi vardir.

»  kiiciik molekiillerdir. » aptamerlere  kiyasla

Boyut .
biiyiik molekiillerdir.
- » afinitede disis olmaksizin »  modifikasyon
Modifiye . — . .
modifiye edilebilirler. genellikle aktivite
Edilebilirligi
kaybma neden olur.
» yiksek ve multivalent »  antijendeki epitop
. aptamerler ile arttirilabilir. sayismna bagldir.
Afinite
S »  nokta mutasyonlariayrt »  farkl antikorlar ayni
Spesifiklik L . .
edilebilir. antijene baglanabilir.
Dokuya »  hizlidir. »  yavastir.
Alinim/Bobrek
Filtrasyonu
Aptamerlerin  gelistirilmesi  igin  kullamlan in vitro se¢im ydntemi olan

SELEX ik olarak 1990 yiinda gerceklestirimistir (Ellington and Szostak, 1990;



17

Tuerk and Gold, 1990). Giiniimiize kadar da SELEX yontemi veya diger modifiye
ediimis SELEX stratejileri kullanilarak hiicre ici ve hiicre dis1 proteinler (Roca et
al., 2022; Murakami et al., 2022; Chen et al., 2015; Mendonsa and Bowser, 2004),
antibiyotik, iyon, pestisit gibi kiiciik molekiiller (Yu et al., 2021; Bor et al., 2020;
Paniel et al., 2017; Qu et al., 2016), viriisler (Narayan et al., 2020), bakteri (Farrel
Cortes et al, 2022) ve kanser hiicreleri (Li et al, 2021b) gbi yapilara yiiksek
afinite ve spesifiklige sahip birgok aptamer gelistirilmistir.

SELEX yontemnin temel admlann Sekil 2.6 'da gosterimist. SELEX

yontemi su admmlar1 icermektedir:

I.  Hedef molekiillerin hem 5' hem de 3' uglarda sabit primer bdlgeleri
bulunan 20-60 niikleotiti 10-10*° randomize dizilerden olusan bir tek
zincirli oligontikleotit kiitiiphanesi ile inkiibasyonu,

ii. Hedefe baglanmamis oligoniikleotitlerin  uzaklastrlmasi ve baglanan
oligoniikleotidlerin fiziksel veya kimyasal yollarla eliisyonu,

iii.  Hedefe baglanan oligoniikleotitlerin PCR ile amplifikasyonu.

Bu dongi, hedefe yiiksek afinite ile baglanan diziler zengnlesene kadar
tekrarlanmaktadir (Amini et al, 2022; Lyu et al,, 2021; Wu et al., 2014).

N . . 2
Sabit Dizi Random Dizi Sabit Dizi 7 HEDEF
5- Em—— a—> 7*777‘7‘7 X
20-80nt V' f’
Baglangig Kiitiiphanesi 7

Amplifikasyon

Sekanslama ve Dizi Analizi 77 7

.
TGTGGCGTCTTCACC prd A W 7 z
AATGCCAATGTACGT ~r- % Baglanmayan dizilerin
TTGCTATCGCTAGCT ;’ uzaklagtirilmas

Sekil 2. 6 SELEX yonteminin akis semast.
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SELEX yontemini, daha az zaman alict hale getirmek, segilen aptamerleri
daha yiksek afinitelere ulastrmak, siirecin otomasyonunu saglamak Ve verimi
arttrmak icin  yillar i¢inde farkh sekillerde modifikasyonlar yapinustr
(Kohlberger and Gadermaier, 2022; Stoltenburg et al., 2007). SELEX'in 1990
yilinda gelistirilmesinden bu yana, grafen oksit (GOx)-SELEX (Kong et al, 2022;
Ozyurt et al, 2019), kapiler elektroforez (CE)-SELEX (Uemachi et al., 2021),
flow sitometri SELEX (Mayer et al., 2010), hiicre-SELEX (Bakhtiari et al., 2021;
Lyu, et al., 2016; Ninomiya et al., 2013), mikroarray-SELEX (Yu et al., 2019),
manyetik boncuk temelli SELEX (Lu et al, 2022; Wang et al, 2020) gibi
modifiye SELEX yontemleri yaygin olarak tercih edilmektedir.

2.5.1 Manyetik boncuk tabanl1 SELEX

Manyetik  boncuklar  (MB), stiperparamanyetik ~ Ozellikleri, hedef-spesifik
ligandlarm  immobilizasyonu  yoluyla  hedef analitin  karmasik  matrislerden
saflagtriimasma imkan Vvermeleri ve analizi kolaylastrmalari nedeni ile yaygn
olarak kullamlan ¢ok yonli materyallerdir (Modh et al, 2018). MB'ler, bir
miknatis kullanlarak hedefe bagh ve bagh olmayan aptamerlerin basit ve hizh bir
sekilde ayrimasmi saglayan bu Ozellkleri sayesinde SELEX'te yaygmn olarak
kullanlan boncuklar arasmdadr (Kim et al, 2021; Modh et al., 2018; Stoltenburg
et al., 2012).

Farklh amaglar dogrultusunda kullandmak tizere, MB'ler gegis metalleri
(NP, Cu** ve Co** gibi), streptavidin, amino, karboksill ve tosil gibi ¢esitli reaktif
gruplarla  fonksiyonel hale getirilebilir ve SELEX’in  hedefi olan molekiil
manyetik boncuk yiizeyine immobilize edilebilir (Siwal et al, 2022; Nikam et al,
2022; Li et al., 2021a; Kokpinar et al., 2011).

En yaygm kullanlan yontemlerden biri olan Ni-NTA ya da Co-NTA
manyetik  boncuklar, 6XHis-tag igeren peptit/proteinlerin - boncuk  yiizeyine
immobilize  edilmesini  miimkiin  kimaktadr. Bu nedenle, 6XHis-tag iceren
hedeflere karst DNA aptamerlerinin se¢imi i¢in sikhkla kullanlr (Yang et al,
2020). Bu yontem, ¢ok kiigiik miktarlarda hedef molekiil ve sert yikama kosullari
kullanilarak, bagh ve bagh olmayan aptamerlerin hizh ve verimli bir sekilde
ayrilmas1 saglamaktadr (L etal, 2021).
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Manyetik boncuk tabanh SELEX’i daha etkili hale getirmek icin, farkh
tekniklerle kombine edildigi cabsmalar da literatirde mevcuttur. Ozellikle,
manyetlkk  boncuk tabanh SELEX igleminin  mikroakiskan teknoloji ile
entegrasyonu sonucunda, hizh, yiiksek verimli otomatize edilebilen ve ¢ok gesith
hedeflere uygulanabilen yontemler gelistiriimistir (Saito, 2021; Olsen et al., 2017;
Lou et al., 2009).

2.6 Aptamerler: Potansiyel Terapotik Ajanlar

Aptamerler kendilerine has bir ii¢ boyutln katlanmaya sahip olmalari nedeni
lle  hedeflerine yikksek afinite (pikomolar-diisiik nanomolar arahgmda) ve
spesifiklk ile baglanabilirler. Bu oOzellkleri nedeni ile aptamerler “kimyasal
antikorlar” olarak da adlandmilarak antikorlara rakip olarak gosterimektedir
(Yang et al., 2021; Zhou et al., 2016).

Aptamerler, antikorlarm  zayifliklarmm {stesinden gelme potansiyeline
sahiptirler.  Kimyasal sentez  yoluyla  diisik  maliyeth  {iretimi, termal
kararhlklarmm yiiksek olmasi ve uygun sicaklk kosullar1 altmda yeniden uygun
konformasyona Katlanabilmeleri, immiinojenik olmamalari, aptamerlerin terapotik
ajan, ila¢ tasmm, hedefleme ve salmm ajami olarak kullanimlarma olanak
saglamaktadr (Chen et al, 2023; Ni et al, 2020). Ayrica, kiicik boyutlart
sayesinde de aptamerler doku bariyerlerini kolaylkla gecebilme ve hedef
hiicrelerin i¢ine alnabilme agismdan ¢ok biyilkk Ooneme sahiptir (Wang et al.,
2022; Ni et al,, 2020; Musumeci et al., 2017). Ek olarak, aptamerler, monoklonal
antikorlara benzer sekilde, bir hedef protemin normal islevine miidahale
edebilmektedir. Biitlin bu ozellklere ragmen, aptamerlerin ki ana zayif noktasi
vardr: (1) niikleaz tarafindan pargalanmaya duyarhhk ve (i) glomeriler filtrasyon
yoluyla viicuttan hizla atimalari nedeni ile in vivo Omirleri olduk¢a kisadur.
Bunlar, aptamerlerin terapotik kullammm engelleyen 6nemli sorunlardr. Ancak,
aptamerlerin en Onemli Ozelligi bu oligoniikleotid dizilerinin kolayca modifiye
edilerek aptamer konjugatlarmmn olusturulabilmesi ve Kklinik kullanm  miimkiin
terapOtik ajanlara doniistiiriilebilme potansiyelleridir (Kim et al., 2021; Agnello et
al., 2021).

Pegaptanib (Macugen; Pfizer/Eyetech), ABD FDA tarafindan 2004 yilinda
klnkk kullanim i¢in onaylanan tek aptamerdir. Yasa bagh kas dejenerasyonunun
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tedavisini amaglayan bu ilacm aptamer temelli olmasi ilgiyi arttrmustr (Ng et al,
2006). Ek olarak, klinkk faz cahsmalari devam eden ¢ok sayida aptamer de
bulunmaktadr (Zboralski et al, 2017; Schwoebel et al, 2013; Halawa et al.,
2021). Artan bu ilgi sayesinde, aptamerlerin, teshis ve tedavi amaci ile ve
biyosensor probu (Zhao et al., 2023; Zheng et al., 2022; Guo et al., 2020; Yang et
al, 2018) olarak kullanmlarma iliskin ¢ok sayida arastrma bulunmaktadir.
Bunun yannda, ilag salmm sistemlerinin - gelistirilmesi  ve  biyo-goriintilleme
(Cruz Da Silva et al.,, 2022; Li et al., 2018a; Lijuan et al., 2017) gibi ¢cahsmalarda
biyomateryal olarak kullanmlar1 ile ilgili basarih 6rnekler bulunmaktadir.
Aptamerlerin =~ 6zellikle  potansiyel terapotikk  uygulamalari  biiyik  dikkat
¢ekmektedir (Zou et al., 2019; Bruno, 2022; Liu etal., 2022).

2.7 Aptamerler: Hedef Olarak Transkripsiyon Faktorleri

Transkripsiyon faktorleri, hiicre fonksiyonunun ve kaderinin
belirlenmesinde ¢ok Onemli roller oynarlar. Transkripsiyon faktorlerinin - hedef
gene baglanmas1 yoluyla ilgli genlerin transkripsiyonunun  diizenlenmesinde
etkii rol oynamas, bu faktorleri Kritik bir hedef haline getirmektedir. Bir
transkripsiyon faktorii i¢cin, transkripsiyon faktoriiniin rollerini desifre etmek veya
hedef promotorlar1 iizerindeki protein-protein etkilesimlerini bozmak i¢in spesifik

aptamerlerin kullanilmas1 dikkat ¢ekici bir alternatif olarak karsmiza ¢ikmaktadir.

Xiang et al (2017) tarafindan yapilan calhsmada, SELEX yOntemi
kullanlarak hedef olarak secilen FOXMI’nin DNA baglama domainine DNA
aptameri (FOXM1 Apt) gelistirimistir.  Transkripsiyon faktérii olan FOXMI,
DNA baglama domaini araciigryla promotordaki konsensus sekansma baglanarak
proliferasyonla iligkili genleri aktive etmektedr. FOXMI1 Aptnin FOXMI1
proteinlerine baglanmasi, elektroforetik mobilite shift assay (EMSA) ve floresan
polarizasyon analizleri ile dogrulanmustr. FOXM1 DNA baglama domaini igin
FOXML1 Aptnin Ky'si 64,8 nM olarak belirlenirken, FOXM1 Apt'nin FOXM1 tam
uzunluktaki proteine Kg'si 172.1 nM olarak hesaplanmistr. Bu sonuca gore,
FOXM1 Aptnin FOXM1 tam uzunluktaki protene de yiiksek bir afinite ile
spesifik oOlarak baglanabilecegi gosterilmistir. Daha sonrasmda da gelistirilen
FOXM1 Apt transfeksiyon ajani olan lipofectamine 2000 ile birlikte HEK293T
hiicrelere transfekte edilerek inhibisyon diizeyi kontrol edilmistir. Bu ¢ahsmanm
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sonucu, elde edilen FOXMI1 Aptnin, FOXMI1 tespiti igcin bir prob ve aym
zamanda kanser hiicrelerinde FOXMI1 transkripsiyonel fonksiyonlarmm bir
inhibitérii olarak kullanidabilecegini ve ilerleyen asamalarda kanser teshisi ve

tedavisi i¢cin potansiyele sahip oldugunu gostermektedir.

Farkh bir c¢ahsmada da yalzca plasentah memelilerde bulunan double
homeobox protein 4 (DUX4) transkripsiyon faktorine karst SELEX yontemi
Kullamlarak DNA aptameri gelistirilmistir. Bu ¢alismada, floresan rezonans enerji
transferi ve floresan polarizasyon teknikleri ile karakterize edilen aptamerin
DUX4'e yiiksek afinite (Kg’si yaklasik 20nM) gosterdigi belirlenmistir.  Aynt
zamanda, dizi-yap1 iliskisinin 6nemi, DUX4'e karst nanomolar bir afiniteye sahip
olan optimize edimis bir DNA aptamer varyanti ile gosterimisti. Bu sayede,
spesifik yapwisal elementlerin (bulge loop, hairpin gibi) transkripsiyon faktorii
baglayict oligoniikleotidlere eklenmesinin  spesifikligi ve afiniteyi artrabilecegi
gosterilmistir (Klingler et al., 2020).

Daha oOncesinde de belirtidigi gibi, transkripsiyon faktorleri arasmndaki
protein-protein etkilesimleri de transkripsiyonun baslatimasmda Onemli bir rol
oynamaktadwr. Choi et al (2009) tarafindan yapilan bir ¢ahsmada [3-katenin
baglayict RNA  aptamerinin, transkripsiyon kompleksindeki protein-protein
etkilesimi ve hedef genin ekspresyon diizeyine olan etkisi incelenmistir. [-
katenine kars1 gelistirilen pU6-B-cat-Apt’in, B-katenin ve NF-kB p50 arasmdaki
protein-protein etkilesimini engelledigi GST-pull-down yontemi ile incelendikten
sonra, 293T ve HepG2 hiicre hatlarmda CRP ekspresyonunu azaltabildigi de
gosterimistir.  Ozellikle, PB-katenin baglayict pU6-b-cat-Apt, in vitro yiksek
afinitesi  (Kg’si 10 nM) ve kolon kanseri hiicre hatlarmda [-katenin aracih
transkripsiyon ve tiimorigenezin inhibe edebime Ozelligi sayesinde [-katenin ve
T-hiicre faktor ailesi proteinleri arasmdaki etkilesimi bozmada umut verici bir

ara¢ olarak One siirlimiistiir.

Bagka bir ¢alsmada, insan transkripsiyon faktorii NF-xB'ye spesifik olarak
baglanan bir RNA aptameri gelistirilmistir. Yiksek afinitei RNA aptamerinin
transkripsiyon ~ faktorine DNA ie rekabetci bir yaklasimla  baglandig
gosterimistir. NF-xB'nin p50 homodimer formuna karsi segilmis olan bu aptamer,
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NF-kxB DNA’sma benzer bir afinite (Kg'si yaklasikk 1nM) ile baglanmistir
(Cassiday and Maher, 2001; Lebruska and Maher, 1999).

Literatiirde, transkripsiyon faktorlerine karst tammlanmis birgok inhibitor
olmasma ragmen, bu inhibitérlerin bilinmeyen etkileri ve/veya istenmeyen
aktiviteleri sdz konusudur. Inhibitér olarak kullandan dogal ve sentetk kiigiik
molekiiller, hedef dis1 etkilere sahip spesifik olmayan nhibitorler olduklarmdan
dolayl, beklenmeyen etkilere neden olabilmektedirler (Fouzder et al, 2021; Yin,
2019; Bushweller, 2019). Aksine aptamerler, hedeflerini yiiksek spesifik il
tantyan yapilar olarak islev gérmektedir.

Diger taraftan, transkripsiyon faktorlerinme karst tammlanmis peptid
inhibitorleri de mevcuttur (Brennan et al, 2022; Simov et al, 2021). Hedeflerine
yiksek afinte gosteren mhibitér peptidler gelistirilmesine ragmen, proteolitik
kararsizlklart ve hizh bir sekilde metabolize edimeleri bunlarm dokularda
birikkimlerini engelleyerek etkinliklerini diigirmektedir (Henninot et al, 2018).
Aptamerler ise proteazlara karst direngl yapilarmm yaniswra uygun kimyasal
modifikasyonlar ile en etkin sekide uygulanma potansiyeline  sahiptir
(Kratschmer and Levy, 2017; Peng and Damha, 2007).

Small interfering RNA (siRNA), small hairpin RNA (shRNA) ve mikro
RNA (mRNA)lar da gen regilasyonunda Onemli rollere sahip kodlamayan
RNA'lardr ve transkripsiyon faktorlerin = inhibisyonu icin  kullaniimaktadirlar
(Chiarella et al., 2021; Li et al., 2018b; Ahmad et al., 2017; Lam et al., 2015).
Ancak, hedef dis1 etki gostermeleri, in vivo stabilitelerinin diisiikk olmasi ve
hiicreye giriste yasanan smirlamalar en biiylik eksiklkleri olarak karsmiza
cikmaktadr (Catuogno et al, 2012; Lam et al, 2015). Hicre ylizeyindeki
reseptorlere  baglandiktan sonra hiicre igine giris yapabilmeleri, aptamerleri
SiRNA, shRNA, miRNA ve gelencksel kiiciik molekiillii ilaglara kiyasla daha
avantajli hale getirmektedir.
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1 Proteinleri Kodlayan Genlerin Ekspresyon Vektoriine Klonlanmasi

3.1.1 DNA fragmentlerinin standart PCR ile amplifikasyonu

Proteinlerin  bZIP domainlerini igerecek sekilde, FosB (153-219. amino
asitler), JunD (266-332. amino asitler) ve c-Fos (139-193. amino asitler)
proteinlerini kodlayan gen fragmentleri GENEWIZ (NJ, ABD) firmasmdan kodon
optimize sekilde temin edildi (Sekil 3.1).

DNA
baglama
domaini

Lésin fermuar
domaini

Sekil 3. 1 FosB (153-219. amino asitler), JunD (266-332. amino asitler) ve c-Fos (139-193.
amino asitler) bZIP domaini. (PDB kodu: 5VPE).

flgli gen fragmentlerinihn PCR ile amplifkasyonu i¢in ileri ve geri
primerlerin 5" ucu BamHI, 3' ucu ise Xhol restriksiyon enzimlerinin tanima
bolgelerni  icerek sekilde Ticretsiz Unipro UGENE programn  kullanilarak

tasarlandi. Tasarlanan primerler,

FosB gen fragmenti icin;

5' primer: 5'-CGCGGATCCATGGAAGAAGAAGAAAAACGC-3
3' primer: 5'-CCGCTCGAGTTTATGGGCAACCAGAACGAACTC-3'

c-Fos gen fragmenti icin;

5' primer: 5'-CGCGGATCCATGGAAGAAGAAGAAAAACGCCGC-3'

3' primer: 5'-CCGCTCGAGGCGATGCGCCGCCAGAATAAATT -3
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JunD gen fragmenti icin:

5' primer: 5'-CGCGGATCCATGCAAGAACGCATCAAAGCC-3
3' primer: 5'-CCGCTCGAGAACGTGGCTCAGCACTTTCTGTT-3'
Sentebiolab (Ankara, Tiirkiye) firmasindan temin edildi.

Bu gen fragmentlerinin amplifikasyonu icin kalp DNA 4 ng/uL, Color Opti
Tag DNA Polimeraz (1 U/uL) 1,25 U, her bir dNTP 0,2 mM ve primer ise 1 uM
olacak sekide MQCL igeren 10XB polimeraz reaksiyon tamponu kullanilarak
reaksiyon hazrland1 ve standart PCR protokolii uygulandi:

95 °C, 3 dk,

95°C,30s
30 dongii Tm,30 s
72 °C, 1 dk/kb

72 °C, 2 dk

+4°C, o

3.1.2 DNA fragmentlerin restriksiyon endoniikleazlari ile kesimi

DNA fragmentlerinin kesimi spesifik palindromik dizileri tantyan BamHI-
HF ve Xhol restriksiyon enzimleri (New England Biolabs.) ile gergeklestirildi. 30
uLlik reaksiyon hacminde, en fazla 500 ng DNA oregi ve 1 pg pET-2la(+)
vektorii olacak sekilde restriksiyon enzimleri ile 37 °C‘de 2-3 saat ayr ayr
inkibasyona brakildi. Tampon olarak iretici firma tarafindan tavsiye edilen
CutSmart (New England Biolabs.) tamponu kullamildi Agaroz jel elektroforezi ile
kontrol edilen DNA oOrnekleri icin Macherey Nagel PCR Clean Up Kiti
kullanilarak jel ekstraksiyonu gerceklestirildi.

3.1.3 Agaroz jel elektroforez

Agaroz jel (% 1-3 whi) (PRONA), TAE tamponunda hazrlands
Gorintileme icin amaca uygun olarak SafeView™ Classic (Abm) veya SYBR®
Green | boyalart kullanidi. Ornekler agaroz jele yiiklendikten sonra 1X TAE
tamponunda 120 V da yaklagik 15-20 dk yiiriitiild .
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Tris-Asetik-asit-EDTA (TAE) tamponu

40 mM Tris, 20 mM asetk asit ve¢ 1 mM EDTA olacak sekilde saf suda

hazirland1

3.1.4 Ligasyon

Ligasyon, restriksiyon kesim sonrasmda pET-2la(+) wvektorin ve DNA
fragmentlerinin = 133 ve 1:5 mol oranlarmda bir araya getirilmesi ile
gerceklestirildi. Hazrlanan ligasyon karismm 1y T4-DNA-Ligaz
(ThermoScientific) varhgmnda gece boyu 4-8 °C‘de inkiibasyona brakildl Son
olarak, reaksiyonun sonlandmriimasi i¢in ligasyon karigimu 60 °C‘de 15 dk
bekletildi.

3.1.5 Kimyasal kompetent E.coli hiicrelerin haarlanmasi

Klonlama ve protein ekspresyon susu olarak srasiyla E. coli DH5a (New
England Biolabs) ve E. coli BL21(DE3) Rosetta 2 (Novagen) hiicreleri kullanild1.
Kimyasal kompetent hiicrelerin hazirlanmasnda ik olarak, E. coli hiicreleri gece
kiiltiirii icin LB ortammnda gece boyu 37 °C‘de inkilbbasyona birakildi Sonrasmnda,
hiicreler antibiyotikk icermeyen 100 mL’lk taze LB ortamma mokule edildi E.
coli hiicreleri 37 °C’de ODgoo 0,5 ‘e ulasana kadar inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan, hiicreler 50 mL’lk steril falkon tiiplerme almarak buzda 15 dk
bekletildikten sonra 10 dk 4 °C‘de 3600 rpm’de santrifiijlendi. Hiicre pelleti 30
mL Tfbl tamponu ile siispanse edildildi ve 15 dk daha buzda bekletildi. Ay
kosullarda santriftij tekrarlandiktan sonra, hiicre pelleti 5 mL Tfb2 tamponu ile
stispanse edildi. Stispanse edilen hiicreler, 1,5 mL’lik ependorf tiiplerine her biri
100-200 pL olacak sekilde porsiyonlandi ve daha sonra da kullanimak {izere -80
°C’ye kaldmrild1.

Luria-Bertani-(LB):

% 0,5 Maya ekstrakti, % 1 NaCl, % 1 Tripton olacak sekilde saf suda hazrlandi.
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Tfbl tamponu

100 mM KCI (veya RbCI), 50 mM MnCl,, 30 mM potasyum asetat, 2 mM CaCl,,
%15 gliserol, pH 5,8 olacak sekilde saf suda hazrlandi.

Tfb2 tamponu

10 mM KCI (veya RbCI), 75 mM CaCl,, 10 mM MOPS, %15 gliserol, pH 6,8
olacak sekilde saf suda hazrlandi

Tl ve Tfb2 tamponlar, steril fiteden gegirildikten sonra kullanlana kadar
+4 °C‘de sakland1.

3.1.6 Transformasyon

Transformasyon i¢in Onceden hazrlanmis olan kompetent hiicrelerin
tizerine 10 pL ligasyon karismu (6rnek plasmid DNA ise 1 pL (100-200 ng)) ilave
edildi. Ardindan, hiicreler buzda 30 dk, 42 °C‘de 45 s inkiibe edildikten sonra yine
buzda 15 dk inkiibe edildi Ardndan, 800-900 puL LB eklendi ve hiicreler 1 saat
37 °C‘de inkiibasyona brrakidi. Son olarak, hiicre siispansiyonu segici agar
ortamlarina yayilarak gece boyu 37 °C‘de inkiibe edildi

LB-Agar
LB-Medium (% 0,5 Maya ekstrakt, % 1 NaCl, % 1 Tripton) ve % 1,5 Agar olacak

sekilde saf suda hazrlandi.

3.1.7 Koloni PCR

Transformasyon sonrasi, hiicrelerin hedef DNA fragmentini iceren vektori
tastyp tasmadigmi belirlemek icin pET-21a(+) vektorine spesifik evrensel T7
Promotor ve T7 Terminatér primerleri kullanilarak koloni PCR gerceklestirildi:

T7_Promotor primer
5’- TAA TAC GAC TCA CTA TAG GC-3’
T7_Terminatér primer

5’- GCT AGT TAT TGC TCA GCG G-3’
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Sentebiolab (Ankara, Tiirkiye) firmasindan temin edildi.

LB agar ortamindaki tek diisen koloniler steril kiirdan yardimiyla 6nce PCR
tiipline sonra da yeni bir LB agar ortamma aktaridi. Koloni PCR i¢in her bir tiipe
10 pL olacak sekilde standart PCR karisimi hazrland:.

Koloni PCR kosullari:
95 °C, 5-7 dk,

95°C,45s
30 dongii { 55°C,45s
72 °C,1 dk/kb

72°C, 10 dk
+4°C, w0

PCR sonrasi Ornekler agaroz jele yiiklendi ve ilgili geni iceren vektorleri

tastyan koloniler bu sekilde belirlendi.

3.1.8 Sanger sekans analizi

Vektorlere klonlanan genlerin dizi analizleri Eurofins Genomics (Almanya)
firmas1 tarafindan yapild. Ornekler firmanmn talimatlart dogrultusunda hazrlandi.
Unipro UGENE yazilimi kullanilarak sekans sonuglar1 analizlendi.

3.2 Proteinlerin Rekombinant Uretimi ve Saflastirilmasi

3.2.1 Test ekspresyonu

PET-21a(+) ekspresyon vektoriine klonlanan FosB (153-219. amino asitler),
JunD (266-332. amino asitler) ve c-Fos (139-193. amino asitler) proteinleri
kodlayan gen fragmentleri E. coli BL21(DE3) Rosetta 2 hiicrelerine transforme
edildikten sonra proteinlerin rekombinant {retimi ve saflastirlmasi islemlerini
optimize etmek icin Oncelikle kiigiik Olcekte (test) ekspresyonlart gerceklestirildi.
Hiicreler, gece Kkiiltlirii icin gece boyu 37 °C‘de inkiibasyona birakidi. Hem LB
hem de otoindiiksiyon biiylime ortamu olmak iizere iki farkh tiretim ortammda test
ekspresyonu  gergeklestirildi.  Hiicreler, oncelikle ODegoo 0,4-0,5  degerine
ulasiincaya kadar 37 °C’de inkiibasyona bwakildi Hedeflenen ODggp degerine
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ulaginca  hiicreler 0,5 mM  izopropil-B-D-tiyogalaktopiranozid  (IPTG) ile
mndiiklendikten sonra 20 °C’de gece boyu mkiibe edildi Otoindiiksiyon biiylime
ortamu igin ODggp (0,3-0,4 degerine) ulasiinca sicaklk 20 °C’ye disiiriilerek gece
boyu inkiibbasyon gergeklestirildi.  Protemlern  rekombinant {iretim  sonrasi
safligm ve ekspresyon diizeyini kontrol etmek i¢cin Co-NTA magnetik agaroz
boncuklar (Jena BioScience, Germany. Kat. No: AC-602-5) kullanilarak kii¢iik
Olcekli saflastrma islemi yapildi Proteinlerin safign %16 Tricine-SDS-PAGE jel

elektroforezi ile kontrol edildi.

3.2.2 Trisin-SDS-PAGE

Schiagger (2006) tarafindan yaymlanan c¢alsmaya uygun sekilde % 16
Trisin-SDS-PAGE hazrland1 (Tablo 3.1). Ornekler, 6mek yiikleme tamponu ile
1:1 orannda karstirildi ve 95 °C’de 10 dk bekletildi. Jel, 5 pL 6rnek yiiklendikten
sonra 30 mA, 80 V yaklagik 50 dk yiiriitiild ii.

Tablo 3. 1 %16 Trisin-SDS-PAGE jel hazirlanmasinda kullanilan kimyasallarm oranlar (2

jel hazirlamak i¢in uygundur).

Ust jel (% 4) Alt jel (% 16)

AB karisim 1 mL 10 mL

Alt veya iist jel tamponu 3 mL 10 mL

Ure - 108 g

APS (% 10) 90 pL 100 pL

TEMED 9 uL 10 puL
(Tetrametiletilendiamin)

H,O 12 mL 30 mL

Trisin-SDS-PAGE tamponlar1 ve cozeltileri:
Ornek yiikleme tamponu

%12 SDS (w/v), %6 merkaptoetanol (v/v), %30 gliserol (w/v), %0,05 Coomassie
blue G-250, 150 mM Tris (pH 7,0)

10X Anot tamponu

2 M Tris (pH 8,9)
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10X Katot tamponu

1 M Tris, 1 M Trisin, %1 SDS (w/v) (pH 8,25)
3X Alt jel tamponu

3 M Tris, %0,3 SDS (w/v) (pH 8,9)

Ust jel tamponu

1 M Tris (pH 6,8)

Akrilamid/Bis-akrilamid (AB) karisimi

46,5 g akrilamid, 3 g bis-akrilamid son hacim 100 mL olacak sekilde saf su ile
hazirland1.

Amonyum persiilfat (APS) stok ¢ozeltisi
%10 APS (w/v) saf suda hazrrland1
Coomassie boyama ¢ozeltisi

%0,2 Coomassie Brilliant Blue G250, %10 asetik asit, %50 etanol olacak sekilde
hazirlanan ¢ozelti fitreden gecirildi.

3.2.3 Biiyiik olcekli iiretim

Biiylk Olgekli iiretim icin her biri 100 mL olacak sekilde 5 adet erlende
otoindiiksiyon biiytime ortanu hazrlandi (Lane and Seelig, 2016). Her bir 100
mL’lik ortam i¢in, son konsantrasyonu 50 pg/mL olacak sekilde ampisilin eklendi
ve 200 pL gece Kkiiltiirii inokiile edildi. Hiicreler, 37 °C’de ODgoo 0,3-0,4 degerine
ulasiincaya kadar inkiibasyona brakild. Ardmdan, sicaklk 20 °C’ye diisiiriilerek
inkilbasyona gece boyu devam edildi Inkiibasyon sonrasmda, hiicreler
santrifiijlenerek (4 °C, 4000 rpm, 30 dk) iiretim ortammdan ayridi. Pellet,
homojenizasyon tamponu (20 mM Tris; 2 mM TCEP; 500 mM NaCl; 10 mM
imidazol; pH 8,0) ile resiispanse edildi ve buz iistinde ultrasonik homojenizator
yardimt ile hiicreler homojenize edildi (5s on, 10 s off, %50 amplitude, 15 dKk).
Homojenat, eppendorf tiiplere aktarildiktan sonra santrifiijlendi (4°C, 15000 rpm,
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30 dk). Sipernatantlar ayri bir falkon tiipiinde toplandiktan sonra 0,45 pm
enjektor fitresinden gecirildikten sonra kolona yiiklendi.

Otoindiiksiyon biiyiime ortan

%2 Tripton, %0,5 Maya ekstrakt, 50 mM KH;PO4, 50 mM Na;HPO4, 2 mM
MgSOy4, %0,5 NaCl, %8 laktoz, %60 gliserol, %10 glukoz,

3.2.4 Metal selat afinite kromatografisi

HisTrap™ HP crude kolon (GEHEALTHCARE) kullandarak AKTAprime
plus  sisteminde proteinlerin  saflastrma  islemleri  gerceklestirildi.  Kolon,
homojenizasyon tamponu ile dengelendikten sonra siipernatant kolona Ornek
yikleme hzn 1 mL/dk olacak sekilde yiklendi Baglanmayan proteinlerin
uzaklagtirimas1 ve tekrardan sistemin dengelenmesi icin kolon aym tampon ile
yikandi. Eliisyon tamponu (20 mM Tris; 500 mM NaCl; 300 mM imidazol; 2 mM
TCEP; pH 8,0) ile gradient eliisyon gerceklestirildi. Elde edilen fraksiyonlar %16
Tricine-SDS-PAGE’e uyguland.

3.3 SELEX ile Hedef Spesifik DNA Aptamerlerinin Gelistirilmesi

3.3.1 Rekombinant proteinlerin Co-NTA manyetik agaroz boncuklara
non-kovalent immobilizasyonu

Ticari olarak alman rekombinant tam uzunluktaki c-Fos proteini (Abcam,
katalog no: ab84143) ve rekombinant olarak iiretilen c-Fos ve FosB proteinleri
Co-NTA manyetk boncuklara ayri ayrt immobilize edildi 6xHis-etiketli
proteinlerin immobilizasyonu amaci ile 6xHis ve Ni?*, Co?* gibi gecis metalleri
arasmdaki afiniteden yararlamldi. Hedef protemlerin immobilizasyonu i¢in {iretici
tarafindan Onerilen protokol uygulandi Proteinler, Co-NTA manyetik boncuklar
le 45 dk calkalamah olarak 25 °C’de inkiibe edildi Inkiibasyon sonrasmda
protein immobilize edimis manyetkk boncuklar miknatis yardimiyla 3 kez tampon
ile ykand. Ik asamada uzaklastrilan iist fazda Bradford yontemi ile protein
tayini yapidi (Bradford, 1976). Baslanggta ortama eklenen toplam protein
miktar1 dikkate almarak, manyetik boncuga immobilize edilmis protein miktar:
belirlendi.  Rekombinant ~ protein  immobilize  manyetik  boncuklar,  uygun

tamponunda siispanse edilerek +4 °C’de sakland.
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3.3.2 In vitro spesifik DNA aptamerlerinin se¢cimi

ExHis-etiketli proteinlere karst DNA aptamerlerin gelistirilmesi amaci ile,
manyetik  boncuk temelli SELEX yontemi kullamldi.  Hedefin  manyetik

boncuklara non-kovalent immobilizasyonu ger¢eklestirildi.

Baglanma tamponu olarak, satm alman rekombinant tam uzunluktaki c-Fos
icin 20 mM Tris, %10 gliserol, 1 mM DTT, 0,1 mM EDTA, 5 mM KCI, 5 mM
MgClk, %0,05 Tween 20, pH 7,9; c-Fos ve FosB iin ise 20 mM Tris, 120 mM
NaCl, 2 mM TCEP, 5 mM KCI, 5 mM MgCl, %0,05 Tween 20, pH 7,6
tamponlar1 kullamldi. Baglanma tamponunda hazrlanan ssDNA kiitliphanesi 95
°C’de 10 dk, 4 °C’de 10 dk ve ardmdan inkiibasyon sicakligmda 10 dk inkiibe
edidi.  Aptamer katlama igleminin ardmdan, ssDNA kiitiiphanesi ve protein-
immobilize  manyetkk  boncugun  inkilbasyonu  gerceklestirildi.  Inkiibasyon
admmm ardindan, baglanmayan ssDNA diuzleri tampon ile yikanarak
uzaklastrild..  Proteme bagh olan ssDNA dizilerin eliisyonu icin, manyetik
boncuklar 80 °C’de 10 dk inkiibe edildi. Eliie edilen ssDNA dizileri Tablo 3.2” de
verilen PCR kosullarmda c¢ogaltldi. Bir sonraki SELEX turunda kullaniimak
tizere PCR sonucunda elde edilen dsDNA, lambda ekzonikleaz ile muamele
edilidi. Bos manyetik boncuk yiizeyine non-spesifik olarak baglanan ssDNA
dizilerinin  eliminasyonunu  amacit il  negati-FSELEX  gerceklestirildi.  Bos
manyetik boncuga baglanmayan ssDNA havuzu ile SELEX’e devam edildi En
yilksek afiniteli aptamerlerin secilebilmesi amaci ile, SELEX turlan siiresince
aptamer ve hedef protein arasmdaki etkilesim kosullar1 kademeli olarak
zorlastrildi.  Benzer SELEX calgmalar1 referans alnarak, counter-SELEX,
mkiibasyon siiresinin  kisaltlmasi, tampon ile ykama sayismmn arttiriimasi,
kullanlan  hedef proteinssDNA havuzu molar oranmm diisiiriilmesi, salmon
sperm DNA kullanimas1 gibi degisiklikler yapildi (Cao et al, 2014; Valenzano et
al, 2016; Klingler et al., 2020; Shatila et al., 2020). Her tur sonunda elde edilen
ssDNA konsantrasyonu, 260 nm’de absorbans ol¢iimii almarak (BioTek Epoch
mikroplaka okuyucu, Take3 plate) belirlendi.

SELEX i¢cin baglangic kiitliphanesi olarak rasgele ssDNA kiitiphanesi,
Alpha Diagnostic firmasmdan (katalog no: DAL-N-40) temin edildi. 40 bazik
rastgele bolge iceren 83 nikkleotidlik 10**-10% farkh diziden olusmaktadir.



32

Alpha DAL-N-40 kiitiiphanesi:

5- AGGAATTCAGATCTCCCTGCAG-(N)40-
CTCGAGGAGCTCAGGATCCCG -3

Ileri Primer (fiv):

5'- AG GAATTC AGATCT CC CTGCAG -3'

Geri Primer (rv):

5'- (PHO) CGGG ATC CTG AGC TCC TCG AG -3'

Eurofins Genomics (Almanya) firmasindan temin edildi.

Tablo 3.2 PCR reaktif icerigi.

Bilesen Miktar (uL) Son Derisim
10X PCR Tamponu 110 1X
dNTP karisimu (10 mM her biri) 22 0,1 mM
lleri primer (100 pM) 11 0,1 uM
Geri primer (100 pM) 11 0,1 uM
VitaTaq DNA Polimeraz (5 U/pL) 44 1U
DTT 22 2mM
Kalip DNA 220
dH,0 699, 6
TOPLAM (uL) 1100
PCR kosullart:
95 °C, 3 dk,
95°C,30s
Tekrar dongii {64 °C,30 s
72°C,30s
72°C, 2dk
+4°C,

3.3.3 Lambda ekzoniikleaz ile ssDNA eldesi

Bir sonraki SELEX turunda kullanmak iizere PCR ile amplifiye edilen
dsDNA’nn  sSDNA formuna doniistiiriilmesi  igin = 5'  fosforillenmis  dizilere
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secimlilik gosteren Lambda ekzoniikleaz (New England Biolabs.) kullamildi (Frith
et al, 2018; Avci-Adali et al, 2009). Ik olarak, 1 pg dsDNA icin 10 U lambda
ekzoniikleaz olacak sekilde hazrlanan reaksiyon 37 °C’de yaklasik 90 dk siire ile
300 rpm’de inkiibe edildi Kesimin tamamlanp tamamlanmadigm belirflemek icin
belirli araliklarla 6rnek almarak %3 ’lik agaroz jelde kontrol edildi. Son olarak da
reaksiyon, 80 °C’de 10 dk inkiibe edilerek sonlandirildi ve Macherey Nagel PCR
Clean Up kiti ile sSDNA izolasyonu gerceklestirildi.

3.3.4 Yeni-nesil sekanslama (NGS)

Farkh SELEX turlarmdan elde edidlen ssDNA havuzlari icin NGS ve
biyoinformatik analizi hizmet almu seklinde gergeklestirildi (Komarova et al,
2020; UlHaq et al, 2019; Schiitze et al, 2011). Her bir ssDNA havuzunu
cogaltmak icin farkh primerler kullanildi Koyu isaretlenmis diziler, her bir primer
setindeki barkod dizilerini belirtmektedir. Dort farkh SELEX turundan elde edilen
her bir 6rnek icin farkh primer dizileri kullanildi:

R1_Fw 5-ATCACG AGG AAT TCA GAT CTC CCT GCA G-3'
R1_Rv 5'-CGTGAT CGGG ATC CTG AGC TCC TCG AG-3'
R2_Fw 5'-CGATGT AGG AAT TCA GAT CTC CCT GCA G-3'
R2_Rv 5'-ACATCG CGGG ATC CTG AGC TCC TCG AG-3'
R3_Fw 5-TTAGGC AGG AAT TCA GAT CTC CCT GCA G-3'
R3_Rv 5'-GCCTAA CGGG ATC CTG AGC TCC TCG AG-3'
R4_Fw 5'-TGACCA AGG AAT TCA GAT CTC CCT GCA G-3'
R4 Rv 5’-TGGTCA CGGG ATC CTG AGC TCC TCG AG-3’
R5_Fw 5'-ACAGTG AGG AAT TCA GAT CTC CCT GCA G-3'
R5_Rv 5'-CACTGT CGGG ATC CTG AGC TCC TCG AG-3'

NGS ile elde edilen sonuglardan yararlanidarak yiiksek afiniteli aptamerlerin
belirlenmesi i¢in, zenginlesme katsayis1 (Zk) hesaplandi
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Sekansin okunma sayist

Zk =
Toplamda okunan sekans sayist

Aptamer adaylari, zenginlesme katsayisilarma gore swalandi ve en yiiksek
zengnlesme katsayisina sahip aptamer adaylar belirlendi. NGS sonrasi en yiiksek
zenginlesme katsayismi dikkate alan c¢aligmalar referans alnarak farkh sayilarda
aptamer adaylar belirflendi. (Al-Ogaili et al., 2020; Eaton et al., 2015; Thiel et al.,,
2012;).

3.3.5 Aptamer dizilerininanaliz

NGS sonras1 aptamerler arasmdaki zengnlesmenin ve korunmus motiflerin
incelenmesi icin MEME Suite (https//meme-suite.org/meme/) internet sunucusu
kullanildi. Final turunda elde edilen en popiler dizilerin c¢oklu dizi analiz,
varsayilan parametreler kullanilarak Clustal Omega
(https//www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)  internet sunucusu ile  gerceklestirildi.
Aptamer  dizilerinin  ikincil yapt analizleri serbest enerji minimizasyon
algoritmas1 vasttastyla sicaklk (°C) ve Na* ve Mg?* derisimleri (mM) dikkate
alnarak Mfold (http//mwww.unafold.org/mfold/applications/dna-folding-
form.php) internet sunucusu kullanilarak gergeklestirildi  (Zuker, 2003). G
acismdan zengin oligomerler, kararh G-quadrupleks (G4) yapilara katlanma
yetenegine sahiptirler (Moreira et al, 2022). Bu yap1 sayesinde, G4 yapisim
olusturan G bakmindan zengin aptamerler, termodinamik ve kimyasal olarak
kararlllk, ¢ok sayida serum nikleazma karsi direncliik gbi cok sayida avantaja
sahiptirler (Li et al, 2021c; Roxo et al., 2019; Opazo et al, 2015). Aptamer
dizilerinde  G-quadrupleks  yapilarmi  olusturma  potansiyeli olan  dizilerin
belirlenmesi igin QGRS Mapper
(https//bioinformatics.ramapo.edw/QGRS/analyze.php) web  sunucusu  kullanild1
(Kikin et al., 2006).

3.4 Aptamerin Baglanma Afinitesinin Belirlenmesi

Aptamerlerin disosiasyon sabitlerinin (Kg) belirlenmesi amact ile ITC ve EMSA
yontemleri  kullanddi. ~ Kullanlacak ~ olan  aptamerler, Eurofins  Genomics
(Almanya) firmasindan temin edildi
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3.4.1 izotermal titrasyon kalorimetresi (ITC)

Secilen aday aptamerlerin hedef proteine baglanma afiniteleri (Kq degerleri)
ITC Olcimleri  ile  belirlendi ITC, biyomolekiilerin  etkilesimlerinin
karakterizasyonu i¢in standart olarak kullamlan bir metottur (Pagano et al, 2009).
Aptamer adaylarmn hedefe spesifikligmin  belirlenmesi icin  ITC  Slgtimleri
sonucu elde edilen termodinamik parametrelerden yararlanidi Aday aptamerlerin
hedef proteine baglandignn dogrulanmasi icin gerekli Slgtimler, EGE-MATAL
merkez laboratuvarinda bulunan Malvern MicroCal PEAQ-ITC (Malvern, United
Kingdom) cihazn ile gergeklestirildi. ITC, molekiillerin etkilesimi ile s agiga
cikmast veya absorbe edilmesi sonucunda etkilesime iligkin termodinamik
parametrelerin (baglanma ilgisi (Kq), reaksiyon sitokiometrisi (N), entalpi (AH) ve
entropi (AS)) dogru bir sekilde belirlenmesini saglanmaktadr (Sakamoto et al,
2018). Bu bilgiler dogrultusunda, tampon ortammindaki aptamer adayi, protein ile
titre edildi. Titrasyon egrileri, cihazm yazihmu kullandarak analizlendi ve Ky

degerleri belirlendi.

3.4.2 Elektroforetik mobilite shift assay (EMSA)

Elektroforetik ~ mobilite ~ shift assay (EMSA), protein-niiklekk  asit
etkilesimlerinin  incelenmesinde  yaygn olarak kullanlan yontemlerden  biridir
(Perea and Greenbaum, 2020; Hellman and Fried, 2007). EMSA, aptamer-protein
kompleksnin hizh bir sekilde direkt olarak gozlenebiimesini saglamaktadr. Bu
nedenle, aptamer-protein etkilesiminin  gdzlenebilmesi i¢cin EMSA  yOntemi
kullanidi. EMSA, Seo et al (2019) tarafindan yaymlanmis c¢ahsma dikkate
almarak gergeklestirildi. Bu amagla, 125 nM aptamer ile farkh konsantrasyonlarda
0; 0,5; 0,6; 0,7; 0,9; 1,25; 2; 2,5; 3 ve 6 uM) hazrlanmis hedef protein, toplam
reaksiyon hacmi 20 pL olacak sekilde, baglanma tamponunda 37 °C’de yaklagik
30 dk inkilbe edildi. Inkiibasyonun ardindan 6rnekler %35 ’lik poliakrilamid jele
yiklenerek 60 V’da yiiriitiildii. Islem sonlandmidiktan sonra jel ile SYBR Gold
yaklagik 30 dk inkiibe edildi ve jel transluminatdrde goriintiilendi.
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3.5 Aptamerin Inhibisyon Diizeylerinin Belirlenmesi

3.5.1 6xHis-etiketli protein pull-down assay

Pul-down assay, protein etkilesimlerinin ¢ahsimasmda kullamlan in vitro
bir tekniktir.  Sekil 3.2’de sematize edildigi gibi bu ydntem, olusan protein
kompleksinin manyetikk alan olusturularak ortamdan ayrilmasi ve sonrasmda da
SDS-PAGE’de goriintiilenmesi prensibine dayanmaktadr (Dawei et al., 2016;
Busschots et al., 2005). Ik olarak, secilen aday aptamerin farkh konsantrasyonlari
(0; 0,25; 0,5; 1; 5 uM) ile FosB (0,02 mg/mL) son reaksiyon hacmi 200 uL olacak
sekilde inkiibasyona brrakildi. Ardindan, Co-NTA magnetik agaroz boncuklara
immobilize  edilen  6xHis-etiketli JunD (0,02 mg/mL) reaksiyon ortammna
eklenerek inkiibasyona devam edildi. 6xHis-etiketli JunD sayesinde Co*? kaph
manyetik boncuklar tarafindan baglanan FosB:JunD kompleksi i¢cn %16 Trisin-
SDS-PAGE gerceklestirildi. Negatif kontrol olarak, benzer admlar kullanilarak
yalnizca 6xHis-etiketh JunD ve yalizca FosB igeren oOrnekler de hazrlandi
Trisin-SDS-PAGE  sonucunda, protein kompleksinin yiklendigi kuyucuklardaki
protein bantlar1 ayri ayr1 yikklenen serbest JunD ve serbest FosB protein bantlari
ile karsilastrildi. Son olarak da jel goriintiisii ImageJ programu ile analizlendi ve
FosB’e ait bandn yogunlugundaki degisim belirlendi. ICso degeri ise AAT
Bioquest internet sunucu aracitifiyla hesaplandi (Kaska and Secme, 2023;
Ziganshina et al., 2023).

kompleks olusumu
Trisin-SDS-PAGE

ile gozlemlendi.

Sekil 3. 2 FosB:JunD kompleks olusumunun inhibisyonun dogrulanmasi amact ile

gercgeklestirilen pull-down assay sematik gosterimi.
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3.5.2 Ni-NTA manyetik agaroz boncuk temelli kolorimetrik analiz
Sekil 3.3’te sematize edildigi gbi Secilen aday aptamerin, c-Fos:c-Jun ve c-
Fos:MafB protein etkilesimleri iizerme olan mhibisyon diizeyinin belirlenmesi
amact ile mikroplaka okuyucu kullamlarak kolorimetrik analiz gerceklestirildi
(Sekil 3.4) (Hu et al, 2022; Dawei et al., 2016). 6xHis-etiketli tam uzunluktaki c-
Fos (Abcam, katalog no: ab84143), GST-etiketli c-Jun (Novus biologicals,
katalog no: H00003725-P01) ve GST-etiketi MafB (Abcam, katalog no:
ab132192) ilgili firmalardan temin edildi Ik olarak, uygun konsantrasyonlara
seyreltiimis aptamerin (50 ve 100 nM) katlama islemi gergeklestirildi. Ardmdan,
c-Fos (0,25-0,5 mg/mL) eklenerek aptamer ile 400 rpm 37 °C’de 30 dk inkiibe
edildi. Inkiibasyonun ardindan, son reaksiyon hacmi 100 pL olacak sekildle MafB
veya c-Jun (0,25-0,5 mg/mL) eklenerek 45 dk daha inkiibasyona devam edildi.
Ardndan, 5 pL HisPu™ Ni-NTA manyetik boncuk (Thermo Fisher Scientific,
katalog no: 88831) eklendi ve 1300 rpm’de 45 dk inkiibasyona devam edildi.
Inkiibasyonun ~ardmndan, siipernatantn uzaklastriimas1 icin manyetk boncuk
miknatis kullanlarak 3 kez ykama tamponu ile ykandi. Ardindan, anti-GST
antikoru (1:4000) (Abcam, katalog no: ab111947) eklenerek 45 dk inkiibe edildi.
Manyetik boncuk tamponla ykandiktan sonra anti-lgG alkalen fosfataz konjuge
antikor (1:5000) (Abcam, katalog no: ab6722) eklendi ve aym kosullarda 45 dk
daha mkiibasyona devam edildi. Son olarak, reaksiyona 100 pL alkalen fosfataz
(ALP) substrati (pNPP) eklendi ve 30 dk 37 °C’de inkiibasyona birakildL
Inkibasyonun ardmdan 450 nm’de absorbans oOlgiimii yapidi Benzer admmlar
rekombinant olarak iiretilen c-Fos:MafB kompleksi i¢in de gergeklestirildi.
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+ 450
Substrat nm

/

Sinyal okuma

cfos-c-Jun/mafB $

Kompleksi
Sekil 3. 3 c-fos ile c-Jun/MafB kompleks olusumunun inhibisyonuna iliskin kolorimetrik

analizin sematik gésterimi.

3.6 Aptamerlerin Hiicre ile Etkilesiminin incelenmesi
Hiicre kiiltiiri ¢ahgmalart icin, RPMI 1640 (Biowest, L0501), FBS (Cytiva),
DMEM, L-Gln, P/S ve PBS (Capricorn), Lipofectamne™ 2000 ve DAPI
(Thermo-Fisher), jetPRIME (Polyplus), Asetik asit (Tekkim), SRB (Biomedicals),

Trikoloasetik asit (TCA) (AFG scientific), Tris baz (Wisent), (Thermo), Tripsin

(Gibco) firmalardan temin edildi.

3.6.1 Hiicre Kiiltiirii ve Orneklerin Hazrlanmasi
Cahsmada U-87 MG insan glioblastoma hiicre hattt kullanddi. U-87 MG

hiicreleri, %10 fetal sigr serumu (FBS), 2 mM L-glutamin, 100 U/mL penisilin ve

100 mg/mL streptomisin ilave edilmis RPMI 1640 ortaminda ve %5 CO; igeren
37 °C sicaklktaki inkiibatorde biiyiitiildii. Hiicreler ~%80 doluluk oranlarmda

once son

tripsinizasyon ile yiizeyden kaldmrilarak alt kiiltiirlere pasajland.
kullamimadan

kiltiri  denemelerinde

Aptamerler,  hiicre
konsantrasyonu 1 pg/mL olacak sekilde katlama tamponu (20 mM Tris; 120 mM

NaCl; 5 mM KCI; 5 mM MgCk; pH 7,6) i¢inde seyreltildi. Swrastyla 20 dk 95 °C,
5dk buz ve 5 dk 37 °C’de inkiibe edilerek aptamerin katlanmasi saglandi
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3.6.2 Hiicre I¢ci Aptamer Alin

U-87 MG hiicreleri kuyu basma 100.000 hiicre/2 mL olacak sekilde 96
kuyulu plakalara ekildi Hiicreler, adezyonun saglanmasi i¢cin 24 saat normal
kosullarda biiyiitiildii. Fluorescein amidite (FAM) isareti FosBApt 1, jetprime
transfeksiyon ajam ile ve tek basma hiicrelere verildi ve 24 saat sonra epifloresans
mikroskopi ile goriintilendi. Goriintli almmasmdan Once hiicre biiylime ortamu
uzaklastirilarak hiicreler PBS ile ykandi ve hiicre i¢ine girmeyen aptamerlerin
uzaklastriimas: saglandi.  Yikama sonunda, hiicre c¢ekirdeklerinin goriintiilenmesi

amaciyla DAPI boyasi eklenerek 5 dk inkiibe edildi.

3.6.3 SRB Canlilik Testi

U-87 MG hiicreleri, kuyu basma 10.000 hiicre/100 pL olacak sekilde 96
kuyulu plakalara ekildi Hiicrelerin adezyonu i¢in normal biiyiime kosullarmda 24
saat beklendikten sonra aptamer uygulamasi gerceklestirildi. Aptamerlerin hiicre
icine girisinin  saglanmas1 i¢cin transfeksiyon ajamt kullamildi. Kuyu basma son
konsantrasyonlar 0,4 pL transfeksiyon ajam ve 200, 400 ya da 600 ng aptamer
icerecek sekilde deney tasarlandi Ik olarak bir tiipte 25 pL FBS igermeyen
DMEM ortamu ignde 2 pL Lipofectamine 2000 iceren ¢ozelti hazrlandi Bir
diger tiipte 25 pL FBS icermeyen DMEM ortamu iginde 1 pg, 2 pg ya da 3 pg
aptamer iceren c¢oOzelti hazilandi Aptamer iceren ¢oOzelti, transfeksiyon ajam
iceren ¢ozeltiye eklenerek 5 dk oda sicakhgmda inkibe edildi. Inkiibasyon
sonunda her kuyuya 10 pL eklenerek deney gruplart 5 tekrarh olarak cahsildi
Ikinci bir deney setinde ise aptamer miktarlar1 sabit kalacak sekilde transfeksiyon
ajam miktar1 azaltldi ve son konsantrasyonu her kuyuda 0,2 pL olacak sekilde
gruplar olusturuldu. Herhangi bir hedefi olmayan rastgele diziye sahip aptamer
kontrol grubu olarak kullanildi Aptamerler ile 48 saat nkiibasyonun ardindan
kuyulara 27,5 pL soguk TCA (%50 w/v) eklenerek hiicreler fikse edildi 4 °C’de 1
saat inkiibasyonun ardmdan kuyular distle su ile 5 kere ykanarak TCA
uzaklastrildl. Kuyulara 50 pL SRB (%0,4 w/v, %]I’lik asetik asit icinde)
eklenerek, oda sicakligmda ve karanlkta 30 dk inkiibe edildi Baglanmayan SRB
boyas, %]1’lk asetik asit ile 5 kere yikanarak uzaklastrildi Bu asamada hiicreler
faz kontrast mikroskopi ile incelenerek gruplar fotograflandi Protemnlere baglanan
boyann ¢Oziinmesi i¢in kuyulara 150 uL tampon (pH 10,0; 10 mM Tris)



40

eklenerek, orbital calkalayicida 10 dk karnstrma iglemi  gergeklestirildi.
Mikroplaka okuyucuda (BMG LABTECH - LUMIstar Omega) 564 nm dalga
boyunda absorbans Olglimii yapildi 690 nm dalga boyunda Olclimler diizeltme
icin referans olarak kullamldi Higbir uygulama yapilmayan hiicrelerin canlii
%100 kabul edilerek, diger deney gruplarmdan elde edilen absorbans degerleri bu

gruba oranlanarak rolatif hiicre canhligi hesaplandi Veri gorsellestirme i¢in Prism
(GraphPad, ver. 9) kullanild1.
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4. BULGULAR
4.1 Proteinleri Kodlayan Genlerin pET-21a(+) Vektoriine Klonlanmasi

4.1.1 FosB ve JunD proteinleri kodlayan genlerin pet21a(+) vektoriine
klonlanmasi

FosB transkripsiyon faktoriinin (153-219. amino asitler) ve JunD proteinini

(266-332. amino asitler) kodlayan gen fragmentleri GENEWIZ (NJ, ABD)
firmasindan kodon optimize sekilde temin edildi

Bu gen fragmentlerinin PCR ile ¢ogaltimasi igin, uygun restriksiyon tanma
bolgelerini iceren primerlerin optimum baglanma sicakhgnmn belirlenmesi  amact
ile grandient PCR (58-60-62,5-65-68 °C) gerceklestirildi. PCR iiriinleri %3 ‘likk
agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 4.1).

Sekil 4. 1 JunD ve FosB proteinlerini kodlayan gen fragmentlerinin gradient PCR sonras1
agaroz jel gorintiisii. (1-5. kuyucuklar JunD gen fragmenti, 6. DNA Marker
(300-200-100-75-50-35-25-20-15-10 bp); 7-11. kuyucuklar FosB gen fragmenti
(6rmekler 58—68 °C olacak sekilde kuyucuklara yiiklendi).

PCR gergeklestirildikten sonra gen fragmentlerin pET-21a(+) vektoriine
klonlanmas1  i¢cin  restriksiyon enzimleri e kesim islemi  gergeklestirildi.
Retriksiyon enzimleri ile muamele edilen pET-21a(+) %l lik, diger fragmentler
ise %3‘lik agaroz jelde goriintilendi (Sekil 4.2). Sonrasmda, DNA fragmentleri
NucleoSpn® Gel and PCR Clean-up kit (Macherey-Nagel, Almanya) ile jelden
ekstrakte edildi ve ligasyon gerceklestirildi.
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Sekil 4. 2 Restriksiyon enzimleri ile muamele edilmis pET-21a(+) vektorii. (pET-21a(+)
vektor igin 5000, 3000, 2000, 1500, 1000, 750, 500, 300 ve 100 bp DNA marker
kullanildr), JunD ve FosB DNA fragmentleri (Fragmentler i¢cin 300-200-100-75-
50-35-25-20-15-10 bp DNA marker kullanildr).

Ligasyonu karigmu kompetent E. coli DHSo hiicrelerine transforme edildi
ve ardindan ilgli geni tasiyan kolonilerin  belirlenmesi i¢in  koloni PCR
gerceklestirildi. Koloni PCR i¢in pET-21a(+) vektoriine uygun T7 promoter ve T7
terminator primerleri kullamldi. PCR {irtinleri  kontrol edimek tizere %1°lik
agaroz jele yiiklendi (Sekil 4.3 ve Sekil 4.4).

Sekil 4. 3 Rastgele scgilen koloniler i¢in uygulanan koloni PCR sonucunda pET-
2la(+)/fosB igerdigi belirlenen koloniler. (Yuvarlak ig¢ine alman kuyucuga
kontrol olarak kullanilan bos pET-2la(+) vektorii yiliklenmistir) (Fragmentler
i¢in 300-200-100-75-50-35-25-20-15-10 bp DNA marker kullanildy).
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Sekil 4. 4 Koloni PCR sonucunda pET-2la(+)/junD igerdigi belirlenen koloniler.
(Fragmentler i¢in  300-200-100-75-50-35-25-20-15-10 bp DNA  marker
kullanildy).

JunD ve FosB transkripsiyon faktoriinii kodlayan gen fragmentlerini tagiyan
PET-21a(+) ekspresyon vektorinin E. coli BL21(DE3) Rosetta 2 hiicrelerine
transformasyonu gergeklestirildi.

412 c-Fos proteini kodlayan genlerin pET-21a(+) vektoriine
klonlanmasi

c-Fos transkripsiyon faktoriinii (135-201. amino asitler) kodlayan gen
fragmentleri GENEWIZ (NJ, ABD) firmasmdan kodon optimize sekilde temin
edildi. Restriksiyon tanma bdlgelerini igeren 5' ve 3' primerleri kullaniarak,
primer baglanma sicakhg 65-68 °C’de PCR amplifikasyonu gergeklestirildi (Sekil
4.5).

Sekil 4. 5 c-Fos proteinini kodlayan gen fragmentlerinin gradient PCR sonrasi agaroz jel
goriintiisii. (DNA Marker: 300-200-100-75-50-35-25-20-15-10 bp)

PCR i¢in uygun sicaklklar belirlendikten sonra gen fragmentlerinin pET-

2la(+) vektorine klonlanmasi icin restriksiyon enzimleri ie kesim islemi
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gerceklestirildi.  Restriksiyon enzimleri ile muamele edilen pET-21a(+) %! Ik,
diger fragmentler ise %3’liik agaroz jelde goriintilendi (Sekil 4.6).

Sekil 4. 6 pET-2la(+) vektori ve c-Fos DNA fragmentlerinin restriksiyon enzimleri ile
kesimi  sonrasindaki agaroz jel gorintisi. (pET-2la(+) vektoriniin
goriintiilenmesinde 5000, 3000, 2000, 1500, 1000, 750, 500, 300 ve 100 bp
DNA marker kullanildi).

Agaroz jelden izolasyonu gerceklestirilen pET-21a(+) wvektorii ve c-Fos
DNA fragmentleri i¢in hazrlanan ligasyon karismmm kompetent E. coli DH5a
hiicrelerine  transformasyon gergeklestirldi. Ardmdan segilen Kkolonilerin - c-Fos
DNA fragmentlerini tastypp tasmadigmn kontrol edilmesi i¢in  koloni PCR
gerceklestirildi. Koloni PCR i¢cin pET-21a(+) vektdrine uygun T7 promoter ve
termmator primerleri  kullamldi. PCR  irilinleri kontrol edilmek iizere %3’lik

agaroz jele yiiklendi (Sekil 4.7).

Sekil 4. 7 Koloni PCR sonucunda pET-21a(+)/c-fos igerdigi belirlenen koloniler. (Yuvarlak
icine aliman kuyucuga bos pET-21a(+) vektori yiiklenmistir.)
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c-Fos transkripsiyon faktorinii kodlayan gen fragmentini tasiyan pET-
2la(+) ekspresyon vektorinin E. coli BL21(DE3) Rosetta 2 hiicrelerine

transformasyonu gerceklestirildi.

413 pET-21a(+) ekspresyon vektoriine klonlanan genlerin diz
analizleri

figii proteinleri kodlayan genlerin pET-21a(+) vektdriine klonlanmasi
tamamlandiktan sonra segilen kolonilerden plazmid izole edildi Izole edilen
plazmidler, dizi analizleri i¢in hazirlanmadan 6nce, BamHI ve Xhol restriksiyon
enzimleri ile muamele edildi. Kesim firtinleri kontrol edilmek {izere agaroz jele
yiklendi (Sekil 4.8). Vektorlerin ilgili genleri tagidigi kontrol edildikten sonra
Sanger yontemi (Eurofins Genomics, Almanya) ile sekanslandi

Sekil 4. 8 c-Fos, FosB ve JunD proteinlerini kodlayan genleri igeren pET-2la(+)
vektoriiniin BamHI ve Xhol restriksiyon enzimleri ile kesim sonrasi agaroz

jel goriintiisii.
4.2 Proteinlerin Biiyiik Ol¢ekli Uretimi ve Saflastirilmasi

4.2.1 c-Fos, FosB ve JunD proteinlerinin biiyiik o6l¢ekli iiretimi ve
saflastirilmasi

Biiyiik Olgekli iiretim otoindiiksiyon biiylime ortammnda gergeklestirildi. Her
bir 100 mL’lk ortama, ampisiin ve gece kiiltiirii eklendi ve 37 °C’de inkiibe
edildi. ODgoo 0,3-0,4 degerine ulasimasmm ardmdan sicaklk 20 °C’ye
diisiiriilerek 20 saat daha inkiibasyona devam edildi. Uretim sonrasmda, ultrasonik
homojenizatér ~ yardmu ile  hiicreler homojenize edildi  ve santrifiijlendi.

Stipernatant, saflasgtrma iglemi i¢cin kolona yiiklenmeye hazir hale getirildi
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Saflagtirma, 5 mLlik HisTrapTM HP crude kolon kullanilarak AKTAprime plus
sisteminde  gerceklestirildi. Kolona baglanan proteinlerin  eliisyonu, elisyon
tamponu kullamilarak gradient eliisyon ile gerceklestirildi ve fraksiyonlar toplandi
Sekil 4.9°da FosB (A) ve JunD (B), Sekil 4.11°de c-Fos i¢in immobilize metal
selat afinite kromatografisi (IMAC) ile saflastrma sonrasi elde edilen
kromatogramlar gosterimistir. Elde edilen fraksiyonlar %16 Trisin-SDS-PAGE’e
uygulandi. Sekil 4.10 ve Sekil 4.12°de gbsterildigi gibi Trisin-SDS-PAGE analizi
ile FosB, JunD ve c-Fos proteinlerinin yikksek saflkta (>%90) elde edildigi
dogruland.. 500 mL lik ortamdan toplamda 18,3 mg FosB, 400 mL lik ortamdan
14,54 mg c-Fos ve 300 mL lik ortamdan ise 0,58 mg JunD elde edildi.

Sekil 4.9 FosB (A) ve JunD (B) IMAC ile saflastiriimasma iliskin kromatogram.
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Sekil 4. 10 FosB ve JunD proteinlerinin Trisin-SDS-PAGE goriintiisii.

Manual Run 810UV~ ~Manual Run 810_Loghook
Graert, LunmmlnT,Tmmnw Pase 00812021, 191 m‘m GT8 Dayligt Time Mamua)
11 |
50 800 &0 wn %0 1000

Sekil 4. 11 c-Fos IMAC ile saflastirlmasma iliskin kromatogram.

Sekil 4. 12 c-Fos proteininin Trisin-SDS-PAGE goriintiisii.
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4.3 In vitro Se¢im

4.3.1 FosB proteininin manyetik boncuklara immobilizasyonu ve in
vitro se¢imi

FosB proteini Co-NTA manyetik boncuklara immobilize edildi 180 pg
FosB, 20 pL Co-NTA manyetik boncuklar ile 60 dk 25 °C’de 900 rpm’de
calkalamah kosullarda inkiibe edidi Baglanmayan protemnlerin uzaklastiriimasi
icin manyetik aymict kullanildi. Boncuklar baglama tamponu ile 3 kez ykandiktan
sonra son hacim 1 mL olacak sekide +4 °C’de tamponda saklandi Manyetik
boncuklara baglanan protein derisiminin belirlenmesi igin, baglanmayan protein
miktar1 Bradford reaktifi idle olgiildii. Ayrica, boncuga bagh protemler %16 bk
Trisin-SDS-PAGE’e yiiklendi.

En yiiksek afiniteli aptamerlerin segilebimesi i¢in SELEX turlar1 siiresince
aptamer ve FosB arasindaki etkilesin kosullar1 kademeli olarak zorlagtirildi
(Tablo 4.1). Ik SELEX turunda, ssDNA kiitiiphanesi (300 pmol) 200 pL
baglanma tamponunda (20 mM Tris; 120 mM NaCl; 2 mM TCEP; 5 mM KCI; 5
mM MgChk; % 0,05 Tween 20; pH 7,6) srrasiyla 95 °C, buz ve 37 °C’de 5’er dk
mnkiibe edildi. Ardindan, ssDNA kiitiiphanesi ve 40 pL bos manyetik boncuk 37
°C’de 30 dk inkiibe edildi. inkiibasyon admmm ardmndan, baglanmayan ssDNA
dizileri uzaklastinlarak FosB immobilize manyetikk boncuk ile 37 °C‘de inkiibe
edildi ve ykama admlann gerceklestiriidi Daha sonra, FosB’ye baglanan
ssDNA’larm eliisyonu i¢cin, manyetik boncuklar 80 °C’de 10 dk inkiibe edildi
Manyetik aymict ile manyetik boncuklar uzaklastrildi ve eliie edilen ssDNA
dizileri PCR ile ¢ogaltildi. PCR iirlinii %3’lik agaroz jele yiklendi vee DNA band1
gozlenene kadar ilave turlar eklendi (Sekil 4.13).
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Tablo 4. 1 FosB proteinine iliskin SELEX boyunca kullanilan manyetik boncuklar,

inkiibasyon siireleri ve yikama kosullar.

SELEX Baslangigtaki protein Negatif selex boncuk Yikama sayisi x
turu miktar1 (pmol) / miktar1 (uL)/ siireleri (dk)
inkiibasyon siiresi (dk) Inkiibasyon siiresi (dk)

1 200 30 40 30 2xd
2 100 30 40 30 22
3 50 30 40 30 26
4 16 20 40 30 33
5 8 20 50 30 33
6 8 15 50 30 33
7 4 15 50 30 23

6
8 4 15 50 30 233

D6
9 4 15 50 30 23

6

Her turda elde edilen ssDNA havuzu 37 °C’de 30 dk bos-Co-NTA boncuk ile
inkiibe edilerek negatif SELEX gerceklestirildi.

1. Tur SELEX 2. Tur SELEX 3. Tur SELEX 4. Tur SELEX 5. Tur SELEX 6. Tur SELEX

7. Tur SELEX 8. Tur SELEX 9. Tur SELEX

plase, B lengh gal,
Wom h

Sekil 4. 13 FosB proteinine iliskin her bir SELEX turu sonucunda PCR ile elde edilen

dsDNA’nmn agarozjel goriintiileri.

FosB immobilize manyetik boncuklara non-spesifik baglanmann Oniine
gegebilmek i¢in 2. SELEX turundan baglayarak 0,1-0,5-0,8 mg/mL salmon sperm
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DNA ve 3. SELEX turunda 0,1 mg/mL bovine serum albimin (BSA) ve 8.
SELEX turunda da 10 mg/mL insan serum albiimin (HSA) kullanild1 (Tablo 4.2).

Tablo 4. 2 FosB proteinine iligkin SELEX turlarnda elde edilen dsDNA ve ssDNA
miktarlarindaki degigimler.

SELEX PCR dsDNA  ssDNA  Salmon Sperm DNA

turu turu (ng) (ng) (mg/mL)

1 10 564,78 193,59

2 12 1085 341,7 01

3 10 1234 230,16 01 BSA-0,1
mg/mL

4 12 2098 526,86 01

5 13 2779 482,37 0,5-6n inkiibasyon

6 13 1117 354,87 0,5-6n inkiibasyon

7 13 1365 364,05 0,8-6n inkiibasyon

8 13 1565 354,69 0,8-6n inkiibasyon HSA-10
mg/mL

9 12 1809 0,8-6n inkiibasyon

PCR amplifikasyonu sonrasi elde edilen dsDNA, lambda ekzonikleaz ile 37
°C’de yaklasik 90 dk inkiibasyona birakidi Inkiibasyon srasmda kesimin takip
edilebilmesi i¢in belirli aralklarla alman &rnek %3’lik agaroz jelde kontrol edildi
(Sekil 4.14).

Bp  nglipp %

5 LU=

Sekil 4. 14 FosB proteinine iliskin SELEX turu sonrasinda lambda ekzoniikleaz ile

muamale sonucunda elde edilen ssDNA agarozjel goriintiisii.
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Lamda  ekzonikkleazmn  kesim  iglemmnin  tamamlanmasmdan  sonra
maktivasyonu icin 80 °C’de 15 dk inkiibasyon gerceklestrildi ve ardmdan bir
sonraki turda kullamimak iizere ssDNA izolasyonu gerceklestirildi. Her bir turdan
elde edilen ssDNA havuzu bir sonraki SELEX turunda kullanildi ve benzer
baglanma, eliisyon ve amplifikasyon admlar1 tekrarlandi

4.3.2 c-Fos proteininin manyetik boncuklara immobilizasyonu ve in
vitro secimi

Rekombinant olarak {iretilen 25 pg c-Fos, 50 uL. Co-NTA boncuk ile 25
°C‘de 1000 rpm’de inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi 3 kez ykama yapildiktan
sonra son hacim 500 pL olacak sekilde SELEX tamponunda (20 mM Tris; 120
mM NaCl; 1 mM DTT; 5 mM KCI; 5 mM MgClp; %0,05 Tween 20; pH:7,6)
ssDNA kiitiphanesi ile inkibe edidi 37 °C’de gerceklestirilen SELEX
caliymalarmda baslangic olarak 200 pmol ssDNA kiitiiphanesi, 120 pmol c-Fos ile
mnkiibe edildi. Her bir turda, ssDNA ile hedef bagh manyetik boncuklar farkh
kosullarda inkiibe edildi c-Fos’a baglanan SSDNA dizilerinin amplifikasyonu
PCR ile gergeklestirildi ve elde edilen dsDNA dizileri lambda ekzoniikleaz ile
muamele edilerek ssDNA dizileri elde edildi. sSDNA dizileri bir sonraki SELEX
turunda kullamimak tizere katlandi. Bu sekilde toplamda 5 SELEX turu
gergeklestirildi. 2., 3., 4. turlarda negatif-SELEX uygulandi. Son turda ise FosB
kullamlarak counter SELEX uygulandi. EK olarak, non-spesifik baglanmann
Oniine gegebimek icin 2., 3., 4. turlarda 0,5 mg/mL salmon sperm DNA da
kullanildi. Boylece yiiksek afiniteli aptamerlerin segilebiimesi icin SELEX turlar
stiresince  aptamer-protein  arasmdaki  etkilesim  kosullat  kademeli  olarak

zorlastrild1 (Tablo 4.3).



52

Tablo 4. 3 c-Fos proteinine iliskin SELEX boyunca kullanilan manyetik boncuklar,

inkiibasyon siireleri ve yikama kosullar1.

SELEX Baslangictaki protein Negatif -SELEX boncuk  Yikama sayisi
turu miktar1 (pmol) / miktar1 (ul)/ Inkiibasyon X siireleri
inkiibasyon siiresi (dk) siiresi(dk)
1 120 30 = 30 3X30 s
2 60 30 40 30 230 s
6 dk
3 26,6 30 40 30 2330 s
DS dk
4 10 30 40 30 130 s
25 dk
5 33 30 0.5 30 36 dk
(FosB-
CoNTA)

Tablo 4. 4 c-Fos proteinine ilisgkin SELEX turlarinda elde edilen dsDNA ve ssDNA
miktarlarindaki degigimler.

SELEX PCR dsDNA ssDNA Salmon Sperm DNA

turu turu (ng) (ng) (mg/mL)
1 17 1242 1179 -
2 18 752,64 368,375 0.5-0n inkiibasyon
3 17 1060 907,83 0.5-6n inkiibasyon
4 17 2465 367,115 0.5-6n inkiibasyon
5 18 1303 - -

Her SELEX turu sonrast PCR ile elde edilen agaroz jel goriintiileri (Sekil
4.15 ve Sekil 4.16) ile sSDNA ve dsDNA miktarlar1 degerlendirildi (Tablo 4.4).
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Bp mpipp %

tur SELEX

o L[

4. tur SELEX

Sekil 4. 15 c-Fos proteinine iligkin SELEX turu sonucunda PCR ile elde edilen

dsDNA’nin agaroz jel goriintiileri.

Sekil 4. 16 c-Fos proteinine ilisgkin SELEX turu sonrasmda lambda ekzoniikleaz ile

muamale sonucunda elde edilen ssDNA’nmn agaroz jel goriintiisii.

4.3.3 Tam uzunluktaki c-Fos proteininin manyetik boncuklara
immobilizasyonu ve in vitro se¢imi

Co-NTA manyetik agaroz boncuklara tam uzunluktaki c-Fos (Abcam,
Cambridge. Kat. No: ab84143) proteini 20 pL Co-NTA boncuga Sug protein
immobilize  edildi. Manyetik boncuk temelli SELEX yontemi, SSDNA
kiitiiphanesinin ~ (DAL-N-40)  c-Fos-immobilize  manyetik  boncuklar ile
inkiibasyonu,  baglanmayan = ssDNA’larm  ykama yoluyla  uzaklastirimasiy,
baglanan ssDNA’larm elisyonu ve PCR amplifikasyon islem basamaklarmmn
tekrarlanmas1 ile gerceklestirildi (Tablo 4.5). SELEX tur sayisi arttikca protein
miktar1 ve inkiibasyon siiresi azaltilirken, ykama basamaklart zorlagtwidl 25
°C’de gergeklestirilen SELEX cahsmalarmda baslangic olarak 150 pmol Alpha
SSDNA kiitliphanesi, 50 pmol hedef protein ile SELEX tamponunda (20 mM Tris;
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0,1 mM EDTA; %10 gliserol; 1 mM DTT; 150 mM KCI; 5 mM MgCl; %0,05
Tween 20; pH:7,9) inkiibe edildi. Her bir turda, ssDNA ile hedef bagh manyetik
boncuklar farkh kosullarda inkiibe edildi. Tam uzunluktaki c-Fos’a baglanan
ssDNA dwilernin amplifikasyonu PCR ile gergeklestirildi ve elde edilen dsDNA
dizileri lambda eckzoniikleaz ile muamele edilerek SSDNA dizileri elde edildi.
ssDNA dizileri bir sonraki SELEX turunda kullamimak iizere katlandi Bu sekilde
toplamda 13 SELEX turu gerceklestirildi 5., 6., 8., 9. ve 13. turlarda negatif-
SELEX wuygulandi Boylece yiksek afiniteli aptamerlerin segilebimesi icin
SELEX turlar1 siiresince aptamer-protein arasmdaki etkilesim kosullar1 kademeli

olarak zorlastirilda.

Tablo 4. 5 Tam uzunluktaki c-Fos proteinine iliskin SELEX boyunca kullanilan manyetik

boncuklar, inkiibasyon siireleri ve yikama kosullari.

SELEX Baslangictaki protein Negatif-SELEX Yikama sayis1 x
turu miktar1 (pmol) / boncuk miktar1 (pL)/ siireleri
Inkiibasyon siiresi (dk) Inkiibasyon siiresi
(dk)

50 60 2x30 s

2 25 45 2x30 s
3 25 30 1x30 s
1x90 s

4 12,5 30 1x30 s
1x90 s

5 12,5 30 10 45 2x60 s
6 12,5 20 10 45 1x60 s
1x5 dk

7 6,25 20 1x60 s
1x5 dk

8 6,25 20 10 45 2x60 s
1x5 dk

9 6,25 15 10 45 2x60 s
1x5 dk

10 6,25 15 3x60 s
1x5 dk

11 6,25 15 3x60 s
1x5 dk

12 6,25 15 3x60 s
1x5 dk

13 6,25 15 10 45 3x60 s

1x5 dk
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Her SELEX turu sonrast PCR ile elde edilen agaroz jel gorintiileri (Sekil
4.17 ve Sekil 4.18) ile sSDNA ve dsDNA miktarlar1 degerlendirildi (Tablo 4.6).

Tablo 4. 6 Tam uzunluktaki c-Fos proteinine iliskin SELEX turlarinda elde edilen dsDNA
ve ssDNA miktarlarmdaki degisimler.

SELEX PCR dsDNA  ssDNA

turu turu (ng) (ng)

1 16 507 87,87
2 16 905,46 102,39
3 15 4392 529,29
4 16 827,10 570,87
5 17 1663,74 474,48
6 15 3762 901,23
7 18 763,17 371,46
8 19 671,52 148,38
g 20 560,22 81,99
10 20 1037,61 93,42
11 16 744,93 241,95
12 17 1431,09 238,86
13 16 2913,66

-~ "
1.tur SELEX 2. tur SELEX 3.tur SELEX 4.tur SELEXY 5. tur SELEX 6. tur SELEX 7. tur SELEX

- 2 =

. —
8. tur SELEX 9. tur SELEX 10. tur SELEX  11. tur SELEX 12,ﬂrg~fiv’( 13. iu.S!EX

Sekil 4. 17 Tam uzunluktaki c-Fos proteinine iligkin SELEX turu sonrasnda PCR ile elde

edilen dsDNA’nin agarozjel gorintileri.
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Bp  ngildpp %

Sekil 4. 18 Tam uzunluktaki c-Fos proteinine iligkin SELEX turu sonrasmda lambda
ekzoniikleaz ile muamale sonucunda elde edilen ssDNA’nin agaroz jel

gorlntlsi.

4.4 Zenginlesen Aptamer Dizilerinin Belirlenmesi ve Dizi Analiz

4.4.1 FosB'ye spesifik aptamerlerin zenginlesme ve diz analiz

SELEX sonucunda elde edilen ssDNA havuzundaki dizilerin belirlenmesi
amaci ile hizmet almu yoluyla yeni-nesil sekans (NGS) analizi gergeklestirildi.
SELEX sonrasmnda, 2.(R2) (Fw-Rv2), 5.(R5) (Fw-Rv3), 7.(7) (Fw-Rv4) ve 9.(9)
SELEX turu (Fw-Rv5) olacak sekilde dort adet tur segildi. NGS verilerinin elde
edilmesinm ~ ardmdan, = MEME  Suite =~ web  sunucusu  (httpZ//meme-
suite.org/tools/meme) kullamlarak R9 kiitiiphanesinin en popiiler 50 aptamerinden
rastgele bolgedeki konsensus motifleri analiz edildi (Bailey et al., 2015). MEME
Suite web sunucusu, elde edilen p degerlerine ve konsensus motif zengmnlestirme
sonuclarma dayanmaktadr. Meme suit programmndan elde edilen sonuglara gore

onemli Olclide korunmus bir motif belirlendi (Sekil 4.19).
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Sekil 4. 19 FosB icin gergeklestirilen SELEX sonras1t R9 aptamer kiitiiphanesinde en sik

tekrar eden 50 aptamerin motif analiz sonucu.
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R9 Kkiitiiphanesinin en popiiler 50 aptamerinin ¢oklu dizi analizi, varsayilan

parametreler

kullanilarak

(https/Aww.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/)

Sekil 4.21).

Sekil 4. 20 R9 kiitiiphanesinin en popiiler 50 aptamerinin ¢oklu dizi eslestirmesi.

Clustal

Omega

lle gerceklestirildi (Sekil 4.20 ve

CLUSTAL D(1.2.4) multiple scquence alignment

AR AGCOT AN LA CCACCACCRI TCACCACCAR
AAAC AT AT ACCAC OO AL AT AT AL O ARATARGEIA
ACCADC DO A AL AL TG ACASAA T DOT AL T CARRAGT
CCELCACCACACC LA ACAR ADCCLARALT AR
AT T A COCATOCCACALCACCACCCACACALTACCAL A
A LA COGIRCAC AL CACCARCACCOGICCAAART LD
AL CCACCCACACAL G CACCARALC CATCCT AL
B G CACACCALCACCARALCCACCCACLCARAL TE
GTETTGOEETET TEEEE TEEEEET TEGTTTGEREGET TEEA.
TITGET TG T TGEEETEI TaTEE TREERTE TEE TEETES
BATENGTEGTEI TaTGETEEEEEETEE TRGTERGETET
GIT - -EATETN TGEGTET TaTEE0TG66EEE TEEARGEEEEET
EETEETTEEETEEERET TRCEETGETGTTGETCTTT - - LTAR
TTECTGTET TTEGTET TGEEEET HE6E T B0 ERGEEEEGEE
ETCAT TOEGTET TEE66TEEEEETEREARGEEEEET TET
ETGCTTTEGETEl ToREETEEEEETERT BRGEET G T TEEE

TGETEETTEEEEECE
GIETTGLEETTEEEEETE
TEETETTAGLEET TEEEEETE
TGELTGETEEEEETE
GTTGATGTEGT TEEEEETTE
GETGIEETEEEEREETE
TGEGTERETERGET
TGCTCET TG TGTEIGETEETE
GLEGTGTETENGETEETE
GLTOGTTTTEGTEETGEEETT
TSET- -TTTEGTET TG TGEEEL
TTGEN TOEGLET TETEEET
BTABCT CBG- - TEETEETE
TEIGTITTEEG TGTEIGETEETE
TTETCGEGTET TG TEEEE
BIGLTCTTTGEE0ET TG TGEET
TTOSEGTET TGTGEET
TGEEETETTECEETT
CTTGEETEI TETGSETT
CETTACTGEGTEI TGAGETT
TETTTTIGEETEI TGTEETE
TTTETTTTOGEETET TETEEAG
CALETTTATET TGEGTEREETC
CETETGTTT IGEEETREEET
TTIGERELETGTETTT TGEEETEEEET
TAET TGEGTEGGTTTTE
GETTTTTEEEOGERECTCTT

GTEECET TE-GETGEEGETTTTT - -BTC
GTTETE0ER-GERGERE- TTTTC
GTEE0E0EE-GTEEEEE- TT
GTEETETEE-GTEEEEG- TACTE
GTEETETEE-GTEEEEE- T
GEEETET TROGEAGECGECT TET
GEGEECTEIGETEGTTGETT TET - -AT
GTEEEEGELT TERG T TEGEE
GTEEECTERGT TREETEEET T
AGCTTTGEETGERGET GG
GEEEEEEEE0G -6 - EIGETT TEG
GEEEETGERGEER - TTEETTE
GTEEEATERGTERCETGEET TED
GEOGETGERGT TRGES

GEEET - -EETGTRETEEETTGE
GEGEET TEE- TEEETEETT
GEGEEETEETTEEET TGETCTOA
GEEEE- TERTGTEGARGETTTTT - -&T
GEEEE- TERGT TREEEEEET TC
GEGEEE- ARG TERGEREETE

GENGE- TERGTER:TEEEC

GEEEE- TERTGETGTEEET
TTECTEEEETGEEGEAGE
GLTATTGERTGERGENGE
GLEEECGERGETEE

GTEETEETEIG TRGELEZEEC TE
GTETEETEETGEEEEIGET

TSETGETGGEETET TETCTTRCT TGETTGEETGEREELGE
TETETTTTGEEETGEGEET GaTEETEETAAT TTEERTGER

TETGTTTIGEETEREETETTTT

TECTCETGTT TEEETEREET TG
ErGaTGEETTEEE0GERETTAT
TEETTECTTTGEEEEEEETTTT

BIGTGETTTTGEETEEEET TG

TTTETEEEENGEEEEREE
GT0ETEEERAGEEEEEE
ADGET TEEERTGERGENGE
ATCCTEEEETGERGET GG
TTCTEETEETGEEGETGET


https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/
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Branch lengthc ®  Cladogram Raal
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511558
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43 012079
14 009795
10 016118
34 092379
38 010898
50 012052
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18 009417
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Sekil 4. 21 R9 kiitiiphanesinin en popiiler 50 aptamerinin analizi sonucu elde edilen

filogenetik agac.

Bu analizlerin ardmdan, en iyi zengnlesen sekanslarm yiizde populasyonu
her tur icin Sekil 4.22'de, zengnlesme yiizdeleri ise Tablo 4.7°de gbsterildigi gibi

hesapland1.
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—— FOSBApt_1

1 g —#— FosB Apt_2
116 —a— FosBApt_3

FosBApt_11
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Sekil 4. 22 FosB'ye spesifik secilen 6 aptamerin R2, R5, R7 ve R9 SELEX turlarina ait
popiilasyondaki yiizdesine iliskin grafik.

Tablo 4. 7 NGS sonucunda elde edilen ve FosB'ye spesifik zenginlesmis alt1 adet aptamerin
dizisi. Aptamerlerin  zenginlestirilmesi asagidaki formiil kullanilarak
hesaplandi:  (aptamer  dizisi okuma sayist / toplam  okuma

say1s1)x100/(R2'deki aptamer dizisinin %'s1)).

Aptamer Sekans Zenginlesme orani
5'-AGGAATTCAGATCTCCCTGCAG-(N40)- | R9/R2 R7/R2 R5/R2
CTCGAGGAGCTCAGGATCCCG-3'
FosBApt_1 TTGGTTCGGCGTTGTGGGTGGGGGTGGGG 2,79 3,28 4,09

GGGTTGGTTG

FosBApt_2 ATTCACCCCCATCCCACACCACCACCCAC 0,88 0,00 2,19
ACACCACCACA

FosBApt_3 CGTTACTGGGTGTTGAGGTTGGGGGAGGG 2,25 2,20 1,42
TGGGGGGGTG

FosBApt_ 11  GTGCTCTTTGGGCGTTGTGGGTGGGGGTT 2,09 2,43 3,25
GGTGGGTGGTT

FosBApt_ 13 CTTGGGTGTTGTGGTTGGGGGTGGGTTGG 3,24 4,16 5,19
GGGGGTTC

FosBApt 30 TGGTTTTGGTGTTGTGGGCGGGGGGGGGC 2,64 3,81 2,60
GGGCGGTTTGG

Analiz edilen veriler dogrultusunda, aptamer havuzunda SELEX turlan
boyunca alt1 adet dizinin zenginlestigi gosterildi. Bu alti aptamer sekansi i¢in, her
bir se¢im turundaki yiizde populasyona karsi grafk olusturuldugunda,
FosBApt 1, ozellikle 5. SELEX turundan sonra en c¢ok okunan sekans iken
ardndan FosBApt 3 gelmektedir. Aptamerlerin olusturduklar1 sekonder yapilarm,
hedeflerme baglanmalarmda biiyikk rol oynadiklari bilinmektedir. Sekil 4.23° de
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gosterilen aday aptamerlerin sekonder yapilarmn tahmini i¢cin serbest enerji
minimizasyon modeline dayah Mfold internet sunucusu kullamildi (Zuker, 2003;
Oliveira et al, 2022). "DNA Katlama Formu" kullanlarak her bir aptamerin
sicaklk (37 °C) ve tampomun iyonk kosullart (120 mM Na* ve 5 mM Mg
konsantrasyonlar) deneysel se¢im kosullarma gore ayarlanrken, geri kalan
parametreler varsaylan degerlerle kullanildi. Boylece, zengilestii belirlenen
aptamer adaylar1 arasmdan en kararl sekonder yapitya (Gibbs serbest enerjisi en
diisiik) sahip adaylar belirlendi ve sonrasmda yapilan degerlendirmeler sonucunda
FosBApt 1 ve FosBApt 3 dizilerinin  baglanma afinitesi icin daha ayrmtih

karakterizasyonu gerceklestirildi.

FosBApt_1 FosBApt_2 FosBApt_3
dG =-3.14 keal/mol dG =-0.22 keal/mol dG =-3.86 keal/mol
FosBApt_11 FosBApt_13 FosBApt_30
dG =-0.63 kcal/mol dG =-3.50 kcal/mol dG = -5.73keal/mol’ **

Sekil 4. 23 FosB i¢in zenginlesen alt1 adet aptamerin sekonder yapilar. (Randomize bolge

sari renk ile igaretlenmistir.)

Guanin agismdan zengin niikleik asitlerin olduk¢a kararh G-quadrupleks
yapilar olusturdugu  bilinmektedir. ZengmnlestiZi belirlenen bu altt  aptamer
dizisinin  G-quadrupleks yapilarmi  olusturma potansiyelinin - belirlenmesi  i¢in
QGRS Mapper internet sunucusu kullanild1 (Tablo 4.8).
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Tablo 4. 8 FosB i¢in zenginlesen alti aptamerin arasmda G-quadrupleks yapilarmi
olusturma potansiyeline sahip olan diziler (G-quadrupleks yapisina katilma

potansiyeli olan bélgeler sari ile isaretlenmistir).

Aptamer Sekans
FosBApt_1 TTGGTTCGGC GTTGTGGGTG GGGGTGGGGG GGTTGGTTG
FosBApt_3 CGTTACTGGG TGTTGAGGTT GGGGGAGGGT GGGGGGGTG
FosBApt 11 GTGCTCTTTG _GGCGTTGTGG GTGCGGGGTTG GTGGGTGGTT
FosBApt 13 CTTGGGTGTT GIGGTTGGGG GIGGGTTGGG GGGGTTC
FosBApt 30 TGGTTTTGGT GTITGTGGGCG GGGGCGGGGCG GGCGGTTTGG

4.4.2 c-Fos'ye spesifik aptamerlerin zenginlesme ve diz analiz

c-Fos icin gergeklestirilen SELEX sonrasmda, 1. (R1) (Fw-Rv 2), 2.(R2)
(Fw-Rv 3), 5.(R5) (Fw-Rv 4) ile final SELEX turu olan 5. (R5) (Fw-Rv 5)
SELEX turu secidi ve NGS analizine gonderildi NGS verilerinin elde
edilmesinin ardndan, MEME Suite web sunucusu kullanlarak R5 kiitiiphanesinin
en popiler 50 aptamerinden rastgele bolgedeki konsensus motifleri analiz edildi.
MEME Suite web sunucusu, elde edilen p degerlerine ve konsensus motif
zenginlestirme sonuglarma dayanmaktadwr. Meme suit programmdan elde edilen
sonuclara gore Sekil 4.24’de gosterildigi gbi onemli dlgiide korunmus iki motif

belirlendi.

Motif 1
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Sekil 4. 24 c-Fos i¢in gerceklestirilen SELEX sonras1 RS aptamer kiitiiphanesinde en sik

tekrar eden 50 aptamerin motif analiz sonucu.
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R5 Kkiitiiphanesinin en popiiler 50 aptamerinin ¢oklu dizi analizi, varsayilan
parametreler kullanlarak Clustal Omega ile gergeklestirildi (Sekil 4.25 ve Sekil
4.26).

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence aligneent

a8 GIGEGTIGGIGTIGIGIGGIGTGGT 1T T1GE66G6 a1 tasifpes] “e
a2 GCGGGTGTGRTGATERTGT T TGEGTEIGET 166616 ~ G-~ CTT 40
2 TGGTIGIGTGATGETIGTIG GGIGTIGIGGIGIGET IGEIGT G “e
B 161GIGGTGT IGGTGIG - GGIGIGGTGGT IGIGGTGIGLT 1 20
a GIGGTGET TAGTGTGAT 1G1GTGEGTGTGEGIGTGGTGGT e
% GIGTCGTATGIGGT I TGGTGIG! 1GETGEGTGTGIGIGEC ot
15 TGGTIGGTIGTTIGICGIGTGLT T16GTGETGEGGLOGETGT T e
n (] 16G1GEGIGIG: - - 16GTGEGT T TGTGTGET GETGAGEGT 39
a3 TGGGTTGE6T 1G- 1667 1GTGTGEGTGIGGT TGT6TGEEC 9
£ GLEGTG - - 171166 1GGGETG6GT 16GTGIGETGETGGLGTT e
E7Y 166GGC 166161661661 GOTGTAGT T 1GETGIGGTG6C 39
13 GTTGTGGGTCETGT IGIGETGERTET GEGTIGTGIGRA 38
] GIGTGGEGTIGGTOGTEET IGGGET TIGTIGTGETGIGT 39
50 TGIGETTIGEGT TGTA - - - GGT6GTGE1GTGGT6T 16T GEGGA 20
28 16TGG6T16TCGTGTGOATERTGETEETGT TGTEGT66G6 20
12 GGIGIGGTGIGTGAGGTGEGET TGI6GTGT 1GTGIGTGEC e
3 TGGIGTGT ITGTGGTEETGETGT IGIGT 1GTGEGTGEGL 9
13 GIGIGT1GT1661GGGCGTGEIGIGT 161 GGTGGGGTT 38
2 GIGATGGTGTIGIGIGGTG - GT - - - - GOTGEGT GANGET GEGTA E
as GIGTCGIGITTIG: -66- - - - GLTGEEGTATGEIGIGIGEIGT - - G- - -6T s0
» GGTIGGATGET LG 16TGG1GGET 161GIGTGEGTGIGT 39
19 GLGGET 116766 TIGGGTTGET - -GT- - - - GGIGIGTGGTGETGE 3%
2¢ GEIGIGIGGETAS T1GGG6GGET - -66- - - - 1GTGIGEIGIGLTAT e
L) GIGIGGETGIGTGE TTGGGTGIGT - - 66 - - - CEIGIGGIGIGLT 3
36 1666GGTGETGTGGTET TGIC 1GTGGIGEIGGGTGIT TG 39
as GT6G166G 1GIGIGGTGIGE - GT 161GGTGEETGEIGITG 39
s ‘GIGEGIGGIGIGEI IGIGIGAGGIGGEE - - 6T GIIGLGIGLT L0
6 GIAGTGIGIGIGETGGEGTET IGTGAET - - 6T~ - - - AGTGGIGGGT e
9 TGGTEGGT 1 TGETGRAGTGGTGTGGET - - GT GLIGTIGGELTG L2
% ACAMGLAAGGLAMGAGARATAAMC GAGLGATA - - -A- - COAGL 38
£ CAGCAACAC - - A - - CCACACTACAACCAACCEACES -ALCCCA 38
33 ACCAL - - - CACCACCACACACCACRACCCS -CCATCAATCCA 38
e TCCCACAACCACAAL - - -ACCCACCACAACACARC - - -8 -CCAARL 20
] AMCCACCCCARE - - - ARCAMCCACCCACCACAAACCA - CCACCA 20
7 ACACCACACT - - - AMCCACCACCACACACACACCA - COCARC 38
23 COCACCAACCCCACACATARAATCACTAS TAMMACCATG 3
1 GA CAALAAGOEAAGAGAMGACAMCACAACCAARA - - TA- -CA )
ag AMCCCCACT CAAL - - CACCACCAAMCCACACACCAC - -~ ~AA-ACA 39
25 GACCACACC CCAL - - AMMCACCAGCCCACACAACCA - - -AC-ACCA 20
26 cacc RCAC - - AGCACACACACCACACCCACA- - CA-ACCCCAC 38
27 CLACACC AACC - - AMCACACACACCACAMCCACCA - - AL ACRALC e
12 CAMCCACCAACCACCCACCCAATCCACACTACAA CAXCCA 4@
EH TACACACC CACCCCAMCACAACACACCACCAALLA CAC 38
17 Acceaceee AMCAACCAMCCAALCCACALS CACALCA s
7 AGLC ARCCCACACACCACACCACACA CTCACACAMCA 39
2 ACACCACCCCACCAMCAM CARACACAACC - - ACACCCAM 38
28 ACGCACACCATATACCACCCACCCCAL CACAMAC CACCAL e
e TACAACACACACCAC CAACCACCARCACCACAL - - ACAACCA ze
16 ACCACCTCCAACCAAMC CAACATCCACCACCAALL - - CACCA )
a AMCTACCACCCACCACACCAACATCCARCCCCANCC - -AC 38

Sekil 4. 25 RS5 kiitiiphanesinin en popiiler 50 aptamerinin ¢oklu dizi eslestirmesi.
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Branch lengthc ®  Cladogram Rial
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Sekil 4. 26 RS kiitiiphanesinin en popiiler 50 aptameri i¢in filogenetik agag.
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Sekil 4. 27 c-Fos i¢in zenginlesen alti aptamerin R1, R2, R4 ve R5 SELEX turlarmna ait
popiilasyondaki ylizdesine iliskin grafik.
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En yiksek diizeyde zengnlesen sekanslarm yiizde populasyonu her tur icin
Sekil 4.27'de, gosterildigi gibi hesaplandi

Tablo 4. 9 NGS sonucunda elde edilen ve c-Fos’a spesifik zenginlesmis alt1 adet aptamerin

dizisi.

Aptamer Sekans
5°-AGGAATTCAGATCTCCCTGCAG-(N40)-
CTCGAGGAGCTCAGGATCCCG-3’

cfosApt_1 GACAACAAGGCAAGAGAAGCACAAACACAACCAAAATACA
cfosApt_2 ACAAGCAAGGCAAGAGAAATAAACGAGCGATAACGAGC
cfosApt_3 AACCACCCCAACAACAACCACCCACCACAAACCACCACCA
cfosApt_8 GTGTGGGGTTGGTGGTGGTTGGGGTTTGTTGTGGTGTGT
cfosApt_11 GTTGGTGGGTGTGTGGTGGGTTTGTGTGGTGGTGAGGGT
cfosApt_19 GCGGGTTTGTGGTTGGGTTGGTGTGGTGTGTGGTGGTGG

Tablo 4.9’da analiz edilen veriler dogrultusunda, aptamer havuzunda
SELEX turlar1 boyunca alti adet dizinin zenginlestigi gosterildi. Bu alti aptamer
sekans1 icin, her bir se¢im turundaki yiizde populasyona kars1 grafik
olusturuldugunda,  oOzellkle cfosApt 1 ve cfosApt 2 olarak adlandrilan
aptamerlerin her turda difer aptamer adaylarma gore daha umut verici sekilde

varligi belirlendi.

Sekil 4.28’de gosterilen aday aptamerlerin sekonder yapilarmm tahmini i¢in
serbest enerji mmimizasyon modeline dayalh Mfold programu kullanildi Her bir
aptamerin sicaklk (37 °C) ve tamponun iyonik kosullar1 (120 mM Na* ve 5 mM
Mg konsantrasyonlari) deneysel secim kosullarma gore ayarlanrken, geri kalan
parametreler varsaylan degerlerle kullamldi Boylece, zengmlestigi belirlenen
aptamer adaylar1 arasmdan en kararh sekonder yapiya sahip adaylar belirlendi ve

dizilerin baglanma afinitesi i¢in daha ayrmtil1 karakterizasyonu gergeklestirildi.
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cfosApt_1 cfosApt_2 cfosApt_3
H
g
i
dG =-1.72 kcal/mol dG =-4.07 kcal/mol dG =-0.48 kcal/mol
cfosApt_8 cfosApt_11 cfosApt_19
dG =-1.78 kcal/mol dG =-1.49 kcal/mol dG = -2.49 kcal/mol

Sekil 4. 28 c-Fos i¢in aday alt1 aptamerin sekonder yapilar.. (Randomize bolge san renk ile

isaretlenmistir.)

Zengmnlestigi  belirlenen aptamer dizilerinin - olas1  G-quadrupleks  yapilari
Tablo 4.10°da verilmistir.

Tablo 4. 10 c-Fos igin zenginlesen alt1 aptamer arasinda G-quadrupleks yapilarmi
olusturma potansiyeline sahip olan diziler. (G-quadrupleks yapisma katilma

potansiyeli olan bélgeler sari ile isaretlenmistir).

Aptamer Sekans

cfosApt_8 GTGTGGGGTT GGTGGTGGTT GGGGTTTGTT GTGGTGTGT
cfosApt_ 11  GTTGGTGGGT GTGTGGTGGG TTTGTGTGGT GGTGAGGGT
cfosApt_13  GCGGGTTTGT GGTTGGGTTG GTGTGGTGTG TGGTGGTGG

4.4.3 Tam uzunluktaki c-Fos'a spesifik aptamerlerin zenginlesme ve
dizi analiz

Tam uzunluktaki c-Fos icin de gergeklestirilen SELEX sonrasnda, 1.(R1)
(Fw-Rv 2), 8.(R8) (Fw-Rv 3), 10.(R10) (Fw-Rv 4) ve 13.(R13) (Fw-Rv 5)
SELEX turulart secidi ve NGS analizine gonderidi NGS verilernin elde
edilmesinm ~ ardmdan, MEME  Suite web  sunucusu  kullamlarak  final

kiitiphanesinin en popiiler 50 aptamerinden rastgele bolgedeki konsensus
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motifleri analiz edildi. Meme suit programmndan elde edilen sonuglara gore Gnemli
Olclide korunmus ii¢ motif Sekil 4.29°da gosterildigi gibi belirlendi.

Motif 1

! AT TR AR

e Nnevenonoporupgroer e aR s NRROBRBRAENRIRE

gt Inlellal bl ree

——————————
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Sekil 4. 29 Tam uzunluktaki c-Fos i¢in gergeklestirilen SELEX sonrasi R13 aptamer

kiitiiphanesinde en sik tekrar eden 50 aptamerin motif analiz sonucu.
Tam uzunluktaki c-Fos’a ait R13 kiitiiphanesinin en popiiler 50 aptamerin
coklu dizi analizi ve genetik filogenetik agaci Clustal Omega ile Sekil 4.30 ve
Sekil 4.31°de gosterildigi gbi elde edildi.
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CLUSTAL Df1.2.4) multiple sequence alignment

1 mwweas ELAA G AAEET AAGAGAAATANAC

2F  meweas ALALETAARGIASGAGSRATAAAL

48 weweas ACALE ARG ALGAGRRATAAAT

M = ACARCCAAREIARGAGERATAAAC

Pl - - CElACCAACTCCACATATARRATOACT -

17 - -ATAALEASETGELGAACA TEARATARAT -

15 ATACAALT ARAARAL AGALTEARAC TAAAT

EH ATACALELAGRATACSAARAGEAT TATAT

4 ATACALECAEEACARSRATRAGEAT TATAT

Pl ATACALCLAGEACACERAT RAGEAT TATAT

33 | mewrmeeaess TCATCCATRACCC TOCCEOC DT TEOCEC ARAGEAT A
Er - TCAG - -CTTTAAT TTATAAASGAGEAAC T T T TAT ARARGELA
P - TCAG - -CTTTAAT TTATAAASGAGRAACTT T TAT ACANGALA - -
9 == TCAG--CTTTAAT TTATAAASGAGRARC T T T TATARASGALA - -
13 == TCAG--CTTTAAT TTATAAAGEAGEAACT T TTAT ARASGALA - -
12 ~-CCAG--CTTTAAT TTATAAASGAGRAAC T T TTAT ARARGALA - -
-] ~-ALAG--CTTTAAT TTATAAARGAGRARCTT T TAT ARARGALA - -
2 - TCAG - -CTTTAAT TTATAAASGAGEAAC T T TTAT ARARGALS - -
i3 ~-TCAG - -CTTTAAT TTATAAASGARGAAC T T TTAT ACARGALA - -

3z ~-TCAG--CTTTAAT TTATAAASGAGEAACT T T TATARAGRALA

1  merrmessr TETCTTCTATARARGT TCCTCT T T TATASAT TAASECTE

7 mewrmesas TETCTTCTATARARGTCCCTCT T T TAT ASAT TAARELC TG -

3 mwer=es BLTEEEEEEEEAGERT TETGLAGEGTGT TCTETETTA-

M =wrrmeeees ETGELEARGE TEEEEEEGEETEAGATCTEACAT TTLGTEL - = 39
5 ETGLATLECTETGEREGEE EEEEREGEANE TEETEORL - -~~~ -~ -~ - == - o mm s 39
11 ETGCATOECTETGEREGEElEEEERGE- BANGTEETEORL - -~~~ = s mm s 38
2l = merrmrssees TTEECAT TATATAATTCTIET I TCTGTCCTEC T TETAL - - == == == - 38
3B = mrrrmeeaess TTEECAT TATATAATTCTIGTITCTGTCCTECT TATAT - - -~ - - - - - 38
4 =wermrsaess TTEECAT TATATAATTCT IGT I TCTGTCCTACT TETAT - - -~ - - == - 38
Bl mrrrmrrmwrswsswes BCTCGETATOSCTC- - - -ETTTATTTCTCTIGLC T TRCTTET a7
31 = mrrrmrrEwrsrsswes BOCETTATOSCTC- - - -ETTTATTTCTCTIGLC T TRCTTET a7
3 mrrrErssersesses GCTCETTATOSCTC- - - -ET TTATTTCTCTIGCCTTRCTTAT 38
4 2 =reressaess GCTCETTATCALTC- ETTTATTTCTCTTIGCCT TRCTTGT 38
25 = mrrrmesaess GCTCETTATORLTC- ETTTATTTCTCTTACCTTECTTGT 38
2 = o merrmesaess GLTOETTATOSCTC- ETTTATTTCTCTTIGCCT TECTTGT 38
1B = mrrrmeeaess CTCETTATOSCTC- - - -ETTTATTTCTCTIGLC T TRCTTET a7
B =rrr=esaess -TGTCTCETETATG T I TAT TTTET TTTCAGTTCT TR TETC &g
M mrrr=essers TETATTIGET TETGTTTGTECTTCTCTTGCCT TR TETC 39
33 | merrmessees TETTTTIGET TETGTTTGTECT TCTCTTGCCT TR TeTC 39
35 = mrrrmessersessaesss TTATTTIGET TETGTTTGTECT TCTCTTGCCT TRITETC 34
3 | mrmrmessersessawss TETATTTIGET TG TGT TTGTEC T TCTCT TGCCT TRTTETC &g
48 = =rermsssersessawss TETATTTIGET TG TGT TTGTEC T TCTCT TGECT TATTETC &g
B mrrrmesaeres TTACGAGGTATG T TETEETET TETGEEETERTEETGET G -~ - - - - - 39
48 | =rrrsrsswrsessawss TETCETTIGTTGTET TEIGTEET TCTEI TGTET -~ -~ -~ - 33

Sekil 4. 30 R13 kiitiiphanesinin en popiiler 50 aptamerinin ¢oklu dizi eslestirmesi.
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Branch lergthc ®  Cladogram Raal

12 001863
40 002068
24 003338
27 0014354
17 023801
15 0.20744
38 0L01E
4 0.00206
28 -0.00206
29 038898
33 0.23427
¥ox7T2
10 018276
5 -0.00E27
11 0.00627
19 0.35125
50 0.030ER
31 00414
30001529
48 002193
2000162
18 -0.00182
25 002388
14 0L00B0A
001758
35 002007
3000557
48 001678
E0.18479
43 017RE4
21 002213
35 0.0305
44 0023
47 005629
1-0.008
42 00236
41 0.02173
7001561
B001952
45 002089
2001988
18 001355
20 001245
28 0.02268
12 00243
23 00248
22 0024a2
13 002498
a7 0up2E01
43 002499

(=l

Sekil 4. 31 R13 kiitiiphanesinin en popiiler 50 aptameri i¢in filogenetik agac.

—o— Apt_1
2 —— Apt 2
—A— Apt_3
gl» —— Apt 4
8 —¥— Apt 5
g 1 —o—Apt 6
o
Ro,5

R1 R8 R10 R13
Turlar

Sekil 4. 32 Tam uzunluktaki c-Fos i¢in segilen alti1 aptamerin R1, R8, R10 ve R13 SELEX

turlarina ait popiilasyondaki ylizdesine iligkin grafik.
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Analiz edilen veriler dogrultusunda, aptamer hawvuzunda SELEX turlart boyunca
aln adet dizinin zenginlestigi gosterildi (Tablo 4.11). Bu alti aptamer dizisi i¢in,
her bir se¢cim turundaki yiizde populasyona karst grafk olusturuldugunda,
Apt_1’in, 6zellikle son SELEX turundan sonra en ¢ok okunan sekans oldugu ve
bunu Apt 5’in izledigi belirlendi (Sekil 4.32).

Tablo 4. 11 NGS sonucunda elde edilen ve tam uzunluktaki c-Fos’a spesifik zenginlegmis

alt1 adet aptamerin dizisi.

Aptamer Sekans Zenginlesme orani
5-AGGAATTCAGATCTCCCTGCAG-(N40)- R13/R1 R10/R1 RS8/R1
CTCGAGGAGCTCAGGATCCCG-3

Apt_1 TGTCTTCTATAAAAGTTCCTCTTTTATAAATT 1,652 98,416 1,950

AAAGCTGA

Apt_2 GTGCATCGCTGTGGGGGGGCGGGGGGGGAA 5,002 0,213 1E-06
GTGGTGCGC

Apt_3 ACAAGCAAGGCAAGAGAAATAAACGAGCGA 72,875 0,106 0,061
TAACGAGC

Apt_4 ATACAAGCAGGACAGAAACAAGAATTATAT 39,566 1E-06 1,185
AATGCCAA

Apt_5 GACAACAAGGCAAGAGAAGCACAAACACAA 423,78 1,111 97,20
CCAAAATACA

Apt_6 TTACGAGGTATGTTGTGGTGTTGTGGGGTGG 7,628 0,702 1E-06
TGGTGGTG

Aptamerlerin olusturduklart sekonder yapilarm, hedeflerine
baglanmalarmda biiyilk rol oynadiklari bilinmektedir. Sekil 4.33°’de gOsterilen
aday aptamerlerin sekonder yapilarmm tahmini i¢in serbest enerji minimizasyon
modeline dayah Mfold progranmu kullanidi. Her bir aptamerin sicaklk (25 °C) ve
tamponun iyonikk kosullart (5mM Mg+2 konsantrasyonu) deneysel se¢im
kosullarma gore ayarlanrken, geri kalan parametreler varsaylan degerlerle
gerceklestrildi.  Boylece, zengilestigi belirlenen aptamer adaylar1 arasmdan en
kararl sekonder yapiya sahip adaylar belirlendi (Sekil 4.33).
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Apt_1 Apt_2 Apt_3
dG = -8.65 keal/mol dG =-10.00 keal/mol dG = -7.40 keal/mol
Apt 4 Apt 5 - Apt 6
14
dG =-7.19 kcal/mol dG =-4.13 kcal/mol dG = -5.30 kcal/mol

Sekil 4. 33 Tam uzunluktaki c-Fos i¢in aday alt1 aptamerin sekonder yapilari.(Randomize

bolge sari renk ile isaretlenmistir.)

Zenginlestigi  belirlenen aptamer dizilerinden olas1 G-quadrupleks yapilarma
sahip aptamer dizileri Tablo 4.12°da verilmistir.

Tablo 4. 12 Tam uzunluktaki c-Fos i¢in zenginlesen alt1 aptamer arasmda G-quadrupleks
yapilarin1 olusturma potansiyeline sahip olan diziler. (G-quadrupleks yapisina

katilma potansiyeli olan bolgeler sariile isaretlenmistir).

Aptamer Sekans
Apt_2 GTGCATCGCT GTGGGGGGGC GGGGGGGGAA GTGGTGCGC
Apt_6 TTACGAGGTA TGTTGTGGTG TTGTGGGGTG GTGGIGGTG

4.5 Aptamerlerin Baglanma Afinitelerinin Belirlenmesi

4.5.1 FosB icin belirlenen aptamerlerin baglanma afinitelerinin
belirlenmesi

SELEX sonrasi aday olarak belirlenen FosBApt 1 ve FosBApt 3 aptamer
dizilerinin FosB ile olan etkilesimini incelemek icin ITC ve EMSA yontemleri
kullamldi. EMSA ik olarak FosB’nin FosBApt 1 ve FosBApt 3 aptamerleri ile
olan etkilesimlerinin incelenmesinde kullanild1 (Sekil 4.34).
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0 05 06 07 09 1,25 20 2,5 3,0 6,0 pM protein

FosBApt_1

FosBApt_3

Sekil 4. 34 Farkh konsantrasyonlarda FosB’nin etiketsiz FosBApt_1 veya FosBApt_3
(125nM) aptamerleri ile inkiinasyonu sonrasmnda elde edilen poliakrilamid jel
gOriintlsi.

EMSA ile aptamerlerin hedef ile etkilesimi gosteridikten sonra ITC
Olciimlerine gecildi. ITC, protein-aptamer etkilesimleri gibi c¢esitli  biyomolekiiler
etkilesimlerde ~ termodinamik  parametrelerin  kantitatif  olarak  belirlenmesini
saglayan brr yontemdir (Sakamoto, et al, 2018). Bu calsmada, aday aptamerlerin
baglanma afinitesini karakterize etmek icin ITC Olglimleri gergeklestirildi.
Oncelikle, ITC ile tampon ve aptamerin (80 uM) kor titrasyon odlgiimleri
gerceklestirildi. Sekil 4.35°de gosterildigi gibi tampon ve aptamerin kor titrasyon
Olctimlerinde anlamlh bir degisim gozlenmedi.
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Sekil 4. 35 Tampon (A) ve aptamerin (B) kor ITC dlclimleri.

ITC karakterizasyonu sonucunda, yikksek afinite ile FosB proteinine
baglanabilen ki aday aptamer (FosBApt 1 ve FosBApt 13) belirlendi. Olciimler
25 °C’de ve 37 °C’de gergeklestirildi ve iki sicakhkta da benzer Ky degerleri elde
edildi. FosBApt 1 i¢in 25 °C ve 37 °C’de gergeklestirilen dlgiimlerde Kg swrastyla
727 nM ve 1,15 pM (Sekil 4.36 ve Sekil 4.37) olarak belirlenirken, FosBApt 3
icin 2,04 uM ve 1,86 uM (Sekil 4.38 ve Sekil 4.39) olarak hesaplandi.
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Sekil 4. 36 FosBApt_1in FosB ile etkilesimine iligkin 25 °C'de gergeklestirilen ITC 6lgiim
sonuglari. (iist) Ham ITC verileri (list) ve FosBApt 1: FosB molar oranina gore
cizilen entalpi degisimi (alt). Olgiimlerde 10 uM FosB, 100 uM FosBApt 1 ile
titre edildi ve Ky 727 nM olarak hesapland:.
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Sekil 4. 37 FosBApt_1'in FosB ile etkilesimine iligkin 37 °C'de gerceklestirilen ITC 6l¢iim
sonuglart. Ham ITC verileri (iist) ve FosBApt 1: FosB molar oranmna gore
cizilen entalpi degisimi (alt). Olciimlerde 25 uM FosB, 72 uM FosBApt 1 ile
titre edildi ve Ky 1,15 uM olarak hesapland1.
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Sekil 4. 38 FosBApt 3’iin FosB ile etkilesimine iliskin 37 °C'de gergeklestirilen ITC 6lgim
sonuglar. Ham ITC verileri (iist) ve FosBApt 3: FosB molar oranma gore
cizilen entalpi degisimi (alt). Olciimlerde 20 pM FosB, 15 uM FosBApt_3 ile
titre edildi ve Ky 1,86 uM olarak hesaplandi
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Sekil 4. 39 FosBApt 3’iin FosB ile etkilesimine iligkin 25 °C'de gergeklestirilen ITC dlgiim
sonuclart. Ham ITC verileri (list) ve FosBApt 3: FosB molar oranmna gore
cizilen entalpi degisimi (alt). Olgiimlerde 20 uM FosB, 70 pM FosBApt 3 ile
titre edildi ve Kq 2,04 uM olarak hesapland:.

FosBApt 13 icin 25 °C’de yapilan olgiimlerde ise Kgq 634 nM olarak
belirlendi (Sekil 4.40).
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Sekil 4. 40 FosBApt 13’iin FosB ile etkilesimine iliskin 25 °C'de gerceklestirilen ITC
Ol¢tim sonuglar. Ham ITC verileri (iist) ve FosBApt 13: FosB molar oranma
gore cizilen entalpi degisimi (alt) Olgiimlerde 15 puM FosB, 80 pM
FosBApt_13 ile titre edildi ve K4 634 nM olarak hesapland:.

452 c-Fos i¢in belirlenen aptamerlerin baglanma afinitelerinin
belirlenmesi

SELEX turlar1 sonucunda dizi analizi yoluyla aptamerlerin niikleotid dizleri
belirlendi. Bu analizler sonucunda en yiksek diizeyde zenginlesen aday
aptamerler  secilerek  ITC  Olglimleri  gergeklestirildi.  Kontrol — Slgtimleri
tamamlandiktan sonra, aptamer ve c-Fos protein arasmdaki etkilesime iliskin
Olgtimler gerceklestirildi. Referans ve numune hiicresi arasindaki Olgililen 1s1
degisim farkma bagh DP degerindeki farklanma ile aptamer ile hedef arasmndaki
etkilesim dogruland1.

c-Fos ve tam uzunluktaki c-Fos proteinlerine karsi gelistirilen aptamer
dizilerinin analizleri sonucunda her iKi hedef i¢in de en fazla zengnlestigi tespit
edilen 2 aptamer dizisinin (cfosApt 2/Apt 3 ve cfosApt 1/Apt 5) %100
benzerlk gosterdigi belirlendi. Bu aptamerler i¢in ITC Olglimleri gerceklestirildi.
cfosApt 2/Apt 3’in c-Fos igin Ky degeri 390 nM  (Sekil 4.41),
cfosApt 1/Apt 5’in c-Fos i¢cin Kgq degeri 302 nM (Sekil 4.42) olarak belirlendi.
cfosApt_11 ve cfosApt 19 aptamerleri i¢in belirlenen Ky degerleri ise swrasiyla
5,69 M ve 5,69 uM olarak belirflendi (Sekil 4.43 ve Sekil 4.44).
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Sekil 4. 41 cfosApt 2/Apt 3’in c-Fos ile etkilegsimine iliskin gergeklestirilen ITC 6lgiim
sonuglar. Ham ITC verileri (iist) ve cfosApt 2/Apt 3:c-Fos molar oranma
gére cizilen entalpi degisimi (alt). Olgiimlerde 10 uM c-Fos, 100 puM
cfosApt_2/Apt_3ile titre edildi ve K4 390 nM olarak hesaplandi.
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Sekil 4. 42 cfosApt _1/Apt_5’in c-Fos ile etkilesimine iligkin gergeklestirilen ITC dlgciim
sonuglar. Ham ITC verileri (iist) ve cfosApt 1/Apt 5:c-Fos molar oranmna

gore c¢izilen entalpi degisimi (alt). Olgiimlerde 15 pM c-Fos, 60 uM
cfosApt_1/Apt_5ile titre edildi ve Ky 302 nM olarak hesapland:.
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Sekil 4. 43 cfosApt 11’in c-Fos ile etkilesimine iligkin gergeklestirilen ITC 6lgiim
sonuglar. Ham ITC verileri (iist) ve cfosApt 11: c-Fos molar oranina goére
cizilen entalpi degisimi (alt). Olgiimlerde 15 pM c-Fos, 150 pM cfosApt_11
ile titre edildi ve Kq 5,69 uM olarak hesapland.
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Sekil 4. 44 cfosApt 19°un c-Fos ile etkilesimine iliskin gergeklestirilen ITC 6lgiim
sonuglar. Ham ITC verileri (iist) ve cfosApt 19: c-Fos molar oranma gore
cizilen entalpi degisimi (alt). Olgiimlerde 10 pM c-Fos, 100 uM cfosApt 19
ile titre edildi ve Kd 5,69 uM olarak hesaplandi.

Tam uzunluktaki c-Fos i¢in  gergeklestirlen SELEX sonrasi dizi analizi
sonucunda en yiiksek diizeyde zenginlesen dizi olarak belirlenen Apt 1’in ise c-
fos ile etkilesimine iliskin gergeklestirlen ITC olgiimlerinde anlamh bir sonug
elde edilemedi (Sekil 4.45).
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Sekil 4. 45 Apt 1’in c-Fos ile etkilesimine iligkin gerceklestirilen ITC 6l¢iim sonuglari.
Ham ITC werileri (iist) ve Apt 1l:c-Fos molar oranma gore cizilen entalpi

degisimi (alt). Olgiimlerde 20 uM c-Fos, 70 pM Apt_1 ile titre edildi.

4.6 Aptamerlerin Protein-Protein Etkilesimi Uzerindeki Inhibisyon
Etkisinin Incelenmesi

4.6.1 Aptamerin FosB:JunD etkilesimi iizerindeki inhibisyon etkisinin
incelenmesi

FosB i¢in en iyi zengnlesme oram ve afiniteyi gosteren FosBApt 1
aptamerinin, FosB:JunD etkilesimi iizerindeki inhibisyon etkismin dogrulanmasi
icin  pul-down assay gerceklestirildi. FosB:JunD etkilesimi i¢in  hazirlanan
tampon ortamina farkh konsantrasyonlarda aptamer (0; 0,25; 0,5; 1 ve 5 uM)
eklendi. Olusan protein kompleksinin  Trisin-SDS-PAGE’de  goriintillenmesinin
ardndan (Sekil 4.46) jel gorintlisii Image] programu ile analizlendi ve FosB
proten  bandlarmmn  yogunlugundaki degisim belrlendi.  Sekil 4.47‘de de
gosterildigi gibi 5 uM FosBApt 1 varligmda FosB:JunD etkilesiminin yaklask %
60 orannda nhibe oldugu belirlendi.
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FosBApt_1(uM)

FosB

JunD

Sekil 4. 46 FosBApt 1 aptamerin farkh konsantrasyonlar varligmda gergeklestirilen pull-
down assay sonrasinda FosB:JunD kompleksine iligkin Trisin-SDS-PAGE

gOriintlsi.

~
o
)

61,01

% Inhibisyon
N w H w1 o))
o o o o o

[Eny
o

o

0,25 0,5 1 5
Aptamer konsantrasyonu (uM)

Sekil 4. 47 FosBApt_1 aptamerinin farkh konsantrasyonuna kars1 % inhibisyon grafigi.

FosB:JunD etkilesimine iliskin 1Cso degerinin hesaplanmasi amaci ile AAT
Bioquest internet sunucusu (https//www.aatbio.convtools/ic50-calculator),
kullanildi ve FosBApt 1 igin yapilan analiz sonrasi 1Csp 1,062 pM olarak
belirlendi (Sekil 4.48).
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Sekil 4. 48 Aptamer konsantrasyonunun FosB:JunD etkilesimi iizerine etkisini gdsteren

yiizde inhibisyon grafigi.

4.6.2 Aptamerin c-Fos’un protein etkilesimleri iizerindeki inhibisyon
etkisinin incelenmesi

Hem tam uzunluktaki c-Fos hem de c-Fos i¢in en yiksek diizeyde
zenginlesme gosteren cfosApt 2/Apt 3 aptamerinin, protein-protein etkilesimini
tizerindeki  inhibisyon etkisinin  incelenmesi amaci ile  kolorimetrik  analiz
gergeklestirildi.  Protein kompleksin ¢ olusumunun  inhibisyonu,  kolorimetrik
sinyaldeki azalma yoluyla izlendi. Bu yontem ile His-etiketli tam uzunluktaki c-
Fos wveya c-Fos’un GST-etiketli c-Jun ve MafB ile olan etkilesimleri farkl
konsantrasyonlardaki aptamer varhgmda ve yoklugunda 450 nm’de absorbans
Olgtimleri yoluyla belirlendi.

c-Fos:MafB olan etkilesimleri {izerine etkisinm incelenmesi i¢in farkh
aptamer konsantrasyonlarmda (0; 50 ve 100 nM) kolorimetrik olgtimler
gerceklestirildi ve elde edilen % rolatif absorbanslart hesaplandi.  Aptamer
yoklugundaki absorbans degeri %100 olarak kabul edilerek 50 ve 100 nM
konsantrasyonundaki aptamer varhgmmn c-Fos:MafB etkilesimini srastyla %7,52
ve %99,25 oraninda inhibe ettigi belirlendi (Sekil 4.49).
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Sekil 4. 49 c-Fos:MafB protein etkilesimi {izerine aptamerin inhibisyon etkisini gésteren

kolorimetrik &lgiim grafigi.

Aptamerin  tam uzunluktaki c-Fos ile c-Jun veya MafB ile -etkilesimleri
lizerme etkisinin incelenmesi icin de benzer hesaplamalar yapidi. Aptamer
yoklugundaki absorbans degeri %100 olarak kabul edilerek 50 ve 100 nM
konsantrasyonundaki aptamer varh@gmmn tam uzunluktaki c-Fos:MafB etkilesimini
strastyla 96,25 ve %84,22 orannda inhibe ederken (Sekil 4.50), tam uzunluktaki
c-Fos:c-Jun etkilesimmni ise swasiyla %7,81 ve %35,94 oraninda inhibe ettigi

belirlendi (Sekil 4.51).
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Sekil 4. 50 Tam uzunluktaki c-Fos:MafB protein etkilesimi iizerine aptamerin inhibisyon

etkisini gosteren kolorimetrik dlgiim grafigi.
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Sekil 4. 51 Tam uzunluktaki c-Fos:c-Jun protein etkilesimi tizerine aptamerin inhibisyon

etkisini gdsteren kolorimetrik 6lgiim grafigi.

4.7 Aptamerlerin Hiicre Canliligina Etkisi ve Hiicre Icine Alinm

4.7.1 Aptamer alimm

Transfeksiyon ajam ile beraber uygulanan FAM isaretli aptamerin yesil
renkte yaptigt floresans yaylmu incelendiginde, aptamerin hiicre igine girdigi
belirlendi. DNA’ya baglanarak mavi renkte yaylhm yapan DAPI boyasi ile
beraber incelendiginde, aptamerin hem sitoplazmada hem de hiicre ¢ekirdeginde
oldugu sonucuna variddi (Sekil 4.52). Transfeksiyon ajam olmayan denemelerde
aptamere bagh bir is1ma goriilmedi.

Sekil 4. 52 DAPI ve FAM/ FosBApt 1 uygulanmig U-87 MG hiicrelerine ait epifloresans

goriintiisii.
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4.7.2 Aptamerlerin Hiicre Canliligina Etkisi

cfosApt_2/Apt 3 ve FosBApt 1 aptamerlerinin  hiicre canliigi {izerine
etkisini incelemek amaciyla SRB canhik metodu kullamldi Herhangi bir
uygulamaya maruz kalmamig U-87 MG glioblastoma hiicrelerinin - deney
sonundaki canlhgi 100 kabul edilerek yapilan hesaplamalarda, her iki aptamerin
de  hiicre canlligm distrdigii  gorildic  (Sekil 4.53). Bununla beraber,
transfeksiyon ajanlart  belirli  derisimlerde  hiicreler {izerinde toksik etkiler
gosterebilmektedir. Canlilikta azalmanmn aptamerlerin hedeflerinden
kaynaklandigm anlamak i¢in herhangi bir hedefi olmayan rastgele diziye sahip
aptamer kullamildi (kontrol aptamer). Kontrol aptamer ile karsilastiridiginda,
cfosApt_2/Apt_3 aptamerinin etkisinin olmadigi fakat FosBApt 1 aptamerinin
hiicre canlligmda gercekten azalmaya yol agtig belirlendi. Bu  durum,
FosBApt 1 aptamerinin hedefine baglanarak hiicresel yanta yol a¢tigi seklinde
yorumland1.

A. B.
U-87 MG / 48h U-87 MG / 48h
100+ 100+
o) o)
= 80 g 80
c [
M
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{7 7 OV O SRS LRSI O DA
O O H O O » O & »
S S0 HES S S &S

B Kontrol Aptamer ®E FosB mm c-Fos

Sekil 4. 53 cfosApt_2/Apt_3(c-Fos) ve FosBApt_1 (FosB) aptamerlerin U-87 MG hiicre
canlihgma 48 saatlik etkisi. A. Her kuyuda 0,4 pL transfeksiyon ajani igeren
deney seti. B. Transfeksiyon ajaninin 0,2 pL’ye indirildigi deney seti.

Transfeksiyon ajanmm olast toksik etkisini gidermek amaciyla, aym deney
transfeksiyon ajani  azaltilarak tekrarlandi ve benzer sonuglar bulundu (Sekil
4.53). Bununla beraber, SRB ile boyanan hiicreler mikroskopta incelendiginde,
kontrol aptamerine bagh Onemli bir morfoloji degisikligi belirlenmedi (Sekil
4.54). FosBApt 1 aptamerinde hiicresel morfojolide degisim ve hiicre
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miktarmdaki azalma mikroskop goriintilerinde de dogrulandi. Her ne kadar,
cfosApt 2/Apt 3 i¢in canhlik sonuglart kontrole gore farklanmanug olsa da
mikroskopik incelemede uygulama olmayan ve kontrol aptamer gruplarma kiyasla
morfolojik degisimler oldugu belirlendi.

Uygulama Yok Kontrol Apt 200 ng Kontrol Apt 400 ng Kontrol Apt 600 ng

B
e

FosBApt_1 200 ng FosBApt_1 400 ng FosBApt_1 600 ng

c-FosApt_2 200 ng c-FosApt_2 400 ng c-FosApt_2 600 ng

Sekil 4. 54 SRB ile boyali hiicrelerin morfolojik incelenmesi.
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5. GENEL SONUCLAR VE TARTISMA

Kotiiye kullanmu olan ilaglar, bagmhlk durumunun meydana gelmesine
yapisal ve islevsel olarak yeniden sekillenmesine katkida bulunan beynin 6diil ve
motivasyon merkezlerindeki gen ifadesini etkilemektedir (Bali and Kenny, 2022).
Bu mekanizmada etkin rol oynayan Fos ailesinin olusturdugu AP-1 kompleksi
cesith hiicresel yanitlar i¢in de oldukca Oneml bir fonksiyona sahip olmakla
beraber, olusan FosJun protein kombinasyonlarma gore farkh metabolik
yolaklarda etkinlik gostermektedir. Bu durum, AP-1 kompleksini daha da Onemlb
bir hedef haline getirmektedir. Simdiye kadar yapilan c¢ahsmalarda, AP-1
kompleksinin  olusumunu  ve/veya hedef DNA’ya baglanmasmm nhibisyonunu
hedefleyen  kiicik molekill ve peptid temelli mhibitorler  gelistiriimistir.
SP100030, AP-1 ve NF-kB transkripsiyon icin gelistirilen ve 1Cso degeri uM
diizeyinde olan ik kiigik molekiil yapih mhibitorlerinden biridir (Ye et al., 2014;
Huang et al., 2001). Bir c-Fos/AP-1 inhibitérii olan T-5224, su anda insan klinik
deneylerinde kullanlan tek secici AP-1 mhibitoriidir (Zhao et al, 2021). ICsp
degeri M diizeyinde olan T-5224, spesifik olarak c-Fos/c-Jun'un DNA baglanma
aktivitesini inhibe etmektedir. Romatoid artrit tedavisi (Uchihashi et al., 2011),
mtervertebral disk (IVD) dejenerasyonu (Makino et al, 2017), akut bobrek hasar
(Ishida et al, 2015) gibi hastalk modellerinde de calhgmalar gergeklestirimistir.
AP-1 oOnemli bir hedef olmasma ragmen, heniiz klinik olarak onaylanmis bir
mhibitér ~ bulunmamaktadir.  c-Fos:c-Jun  etkilesiminin = inhibisyonuna  yonelik
gelistirilmis  kiiciik peptid temelli nhibitorler de bulunmaktadwr. Bu peptitlerin
cFos'a baglanma afiniteleri M diizeyindedir (Rao et al, 2013; Mason et al,
2007). Ancak, peptidlerin proteolitik kararsizlklart ve hizh bir sekilde metabolize
edilmeleri bunlarin dokularda birikimlerini engelleyerek etkinliklerini
diisirmektedir (Henninot et al, 2018). Ek olarak, direkt ya da indirekt olarak c-
Fos ve FosB’u hedefleyen bu sayede gen regiilasyonunu dizenleyen miRNA’lar
ile ilgili ¢ahsmalar da mevcuttur (Liao etal., 2020; Bao et al., 2021).

Nikleikk asit aptamerleri Fos proteinlerine karst gelistirilmis  aday
mhibitérler ile karslastrildignda, uzun siireli depolama Omrii, c¢ok disik
immiinojenisite,  proteaza  direnchlik, sicakliga  kars1  kararhlk, kolay
sentezlenebilmeleri, kimyasal ~ modifikasyon  kolayhhg,  hedefe  yiksek
spesifiklikle baglanmalar1 gibi ¢esith avantajlari  bir arada bulundurmalar
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nedeniyle dikkat cekici ilag adaylar1 olarak karsimiza ¢ikmaktadw. Fos ailesi
proteinleri, hem kronikk hem de akut yasadisi madde kullammmdan sonra beynin
nukleus akumbens ve dorsal striatum bolgelerinde hizla ve gecici olarak
uyarilrlar. Fos proteinlerinin  seviyesindeki bu hizh artis 6zellkle c-fos proteinini
maddeye verdigi yanitmn saptanmasmda etkin hedef yapmaktadwr. Literatiirde, c-
Jun:c-Jun  homodimerine olan Ky degeri EMSA yontemi kullandarak 0.5 nM
olarak belirlenen DNA aptamerin, hiicre kiiltiirii ¢alsmalarmda c-Jun:c-Jun ve
NFAT-bagimh IL-2 raportor aktivitesini baskilayabildigi de gosterilmistir. Aymni
aptamerin, c-Jun:c-Jun homodimerini c-Fos:c-Jun heterodimerinden 100 kat daha
iyt baglanma afinitesi gosterdiZi ve DNA’ya baglanmasm inhibe edebildigi
ortaya konmustur (Walters et al, 2014). FosB’nin, hiicre proliferasyonunu,
apoptozu ve inflamasyon yanttlarmi diizenledigi ile ilgili cahsmalar da mevcuttur
(Liao et al., 2020; Park et al, 2019; Cervantes-Madrid et al., 2017; Tang et al.,
2016). Ancak literatirde c-Fos wveya FosB’ye Kkarsi gelistiriimis niikleik asit
aptameri bulunmamaktadr.

Bu tez kapsammnda in vitro SELEX metodu kullanilarak, tam uzunluktaki c-
Fos, c-Fos ve FosB protenlerine karst farkh DNA aptamerleri gelistiridi. Bu
kapsamda esas olarak FosJun etkilesiminin aptamer ile bloke edilmesi yoluyla

hedef DNA bolgesine baglanmasinin engellenmesi amagland.

Ik olarak, FosB'nin JunD proteini ile etkilesiminin inhibisyonu yoluyla AP-
1 kompleksinin olusumunun engellenmesi amaglandi. FosB'nin bZIP domaini i¢in
yiksek afinteye sahip sSDNA aptamerlerini gelistrmek i¢in manyetik boncuk
tabanh SELEX teknolojisi kullanildi. FosB (153-219. amino asitler) ve JunD
(266-332. amino asitler) proteinlerinin rekombinant itiretimleri E. coli hiicrelerinde
gerceklestirildi.  FosB  ile  immobilize edilmis manyetik boncuklarm rastgele
ssDNA kiitiiphanesi ile inkiibe edimesiyle SELEX bagslatidi. Dokuz tur
SELEX'in ardndan, zenginlestiriimis DNA aptamerleri, yeni nesil dizileme ile
tanmmlandi.  Elde edilen veriler kapsaminda, final kiitiiphanesinden yola ¢ikarak
konsensus motifleri MEME Suite web sunucusu, ¢oklu dizi analizileri ise Clustal
Omega MEME Suite web sunucusu ile analiz edildi. Ardindan, elde edilen
dizilerin turlar arasmdaki zenginlesme katsayisi hesaplandi ve zeglesen aday
aptamer arasmdan en kararh sekonder yapiya sahip adaylar belirlendi. Baglanma
afinitesinin - daha ayrmtih karakterizasyonu icin FosBApt 1, FosBApt 3 e
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FosBApt_13 dizileri secildi Aday aptamerlerin baglanma afinitesini karakterize
etmek icin ITC Olgtimleri gergeklestirildi. FosB'ye Kgy degerleri swrasiyla 727 nM
ve 634 nM ile en iyi afinite gOsteren swrasiyla FosBApt 1 ve FosBApt 13
aptamerleri  belirlendi. Son olarak, FosBApt 1 ssDNA aptamerlerinin protein
etkilesimi {izerindeki inhibisyon etkisi belirlendi. Bu amagla, FosB:JunD protein-
protein etkilesimi i¢in pull-down assay gerceklestirildi ve FosBApt 1 i¢in ICsg
degeri 1,062 uM olarak belirlendi

Ikinci olarak, hem tam uzunluktaki c-Fos’a hem de c-Fos’un protein
etkilesiminde etkin olan bZIP domaini hedeflenerek iki farkh manyetik boncuk
tabanh SELEX gerceklestirildi. Tam uzunluktaki c-Fos ticari olarak temin
edilirken, c-Fos DbZIP domaininin E. coli hiicrelerinde rekombinant {iretimi
gergeklestirildi. c-Fos ve tam uzunluktaki c-Fos proteinlerine karsi gelistirilen
aptamer dizilerinin analizleri sonucunda her iki hedef icin de en fazla zengmlestigi
tespit  edilen dizilerden 2  aptamer dizisinin  (cfosApt 2/Apt 3 ve
cfosApt 1/Apt 5) %100 benzerlik gosterdigi belirlendi. Bu aptamerlerin  ITC
Olciimleri de c-Fos’a karsi gerceklestirildi. cfosApt 2/Apt 3’tn c-Fos icin Ky
degeri 390 nM, cfosApt 1/Apt 5’in c-Fos igin Ky degeri 302 nM olarak
belirlendi. c-Fos’un MafB ve c-Jun ile olan protein etkilesimleri igin kolorimetrik
analiz gergeklestirildi. 100 nM konsantrasyonundaki cfosApt_2/Apt 3 aptamer
varlgnda tam uzunluktaki c-Fos ile MafB etkilesimini %84,22 orannda, tam
uzunluktaki c-Fos ile c-Jun etkilesiminin ise %35,94 orannda inhibe oldugu
belirlendi. Ayrica, c-Fos:MafB etkilesiminde icin de %99,25 orannda inhibisyon

belirlendi.

Son olarak, FAM isaretli aptamerin U-87 MG hiicrelerine transfeksiyon
ajam ile girisi gosterildikten sonra cfosApt 2/Apt 3 ve FosBApt 1 aptamerlerinin
hiicre canlhg iizerme etkisini incelemek amacryla SRB  canhhk metodu
kullanildi. FosBApt 1 varhginda, hiicre morfolojisinde ve hiicre miktarmda
azalma yoninde degisim belirlendi. Ancak, cfosApt 2/Apt 3 i¢in canlihk
sonuclart kontrole gore farklanmanmus olsa da hiicrelerde morfolojik degisimler

gozlemlendi.

Tedavi i¢in kullanlan ilaglar, siddeth fizksel bagmlligi olan hastalarda
tedavinin ik asamalarmda hastalarm yoksunluk belirtilermi hafifletmeye ve
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tedavide kalmasma  yardimci  olmaktadir. Son  yillarda  kullanilan
farmakoterapilerin ¢ogu, spesifik bagmiligm bir sonucu olarak diizensiz olan
norotransmitterlerin/néromodiilatorlerin  beyin reseptorlerini hedefler ve ¢ogu ilag,
tam agonist ilaglar, kismi agonistler ve antagonist ilaglar olarak kullamimaktadir.
Disiilfram (Antabuse), 1951 yiinda ABD Gida ve Ilag Idaresi (FDA) tarafindan
alkol bagmhligmmn tedavisi i¢in onayh ik ilagtr ve alkolin pargalanmasmda
asetaldehiti asetata doniistiren enzim olan aldehit dehidrogenazi inhibe ederek
etkinlk gostermektedir (Shirley et al, 2021; Douaihy et al, 2013). Benzer
sekilde, sigaray1 bwrakmak i¢in nikotin replasman tedavisi, bupropion ve
vareniklin olmak {tizere ii¢ tedavi yaklasmu kullamimaktadr (Aubin et al., 2014).
Ancak, bu tedavilerin, davramigsal terapi ile birlikte uygulanmasmin gerekmesi ve

hala beklenmeyen yan etkilerinin gézlemlenmesi de smrlamalar1 arasmdadir.

Sonu¢ olarak, c-Fos ve FosB proteinlerine yiiksek afinite ile baglanarak
protein etkilesimini yiikksek oranda inhibe edebilen DNA aptamerleri gelistirildi.
Bu tez c¢ahsmasi kapsammnda elde edilen sonuclarm madde bagmliligmm
etkilermin molekiiler diizeyde anlasiimasi, tedavisi ve tamsmda kullamimak iizere
yeni stratejilerin  gelistirilmesi  agisindan  literatiire  Onemli bir  Olgiide  katki
saglayacagl beklenmektedir. Ek olarak, ileri diizeydeki memeli hiicre kiiltiirti
ve/veya hayvan modellerinde in vitro secimis aday aptamerlerin daha ileri
karakterizasyon  cahsmalar, AP-1  komplekslerinin - madde  bagmlihgmdaki

benzersiz biyolojik rollerininin anlagilmasna katki yapabilecektir.
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