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TROMBIN VE LizoziwiN OzGUN APTAMER KULLANILARAK
ZENGINLESTIRILMELERI VE KUTLE SPEKTROMETRESI iLE TAYiINLERI

ULKU GULER
(074

Aptamerler, c¢ok farkli &zelliklerde sentezlenebilen, hedef molekile ylksek
secicilikle baglanan, deoksiribonukleik asit (DNA) ve ribonukleik asit (RNA)
oligonukleotitleridir.  Aptamerler, hedef molekullerin (peptitler, proteinler,
fosfolipitler, karbonhidratlar, nukleik asitler, ilaglar, boyalar, enzimler ve
aminoasitler gibi) UG¢ boyutlu yapilarini ylksek afinite ve secicilik ile
taniyabilmektedir. Aptamerler, afinite ve duyarliliklari bakimindan antikorlara
alternatif adaylardir. Protein-antiprotein etkilesimleri protein-aptamer
etkilesimlerine gore daha zayiftir. Protein- aptamer kompleksleri i¢cin ayrisma

denge sabitinin (Kgs) degeri 10°-10*? M arali§indadir.

Aptamerlerin yukarida bahsedilen uygun olan o&zelliklerinden dolayi, tez
kapsaminda yapilan galismalarda, kan serumunda diusuk miktarlarda bulunan
lizozim enziminin ve trombin proteinin aptamer bagli polimerik yluzeylerde yliksek
secicilikle zenginlestirilmesi amaclanmistir. ilk olarak, Matriks Yardiml Lazer
Desorpsiyon/iyonlastirmali Kiitle Spektrometresi (MALDI-Kiitle Spektrometresi) ile
yapilacak analizlerde kullanilacak en uygun matriksin tespit edilmesi g¢alismalari
lizozim enzimi, lizozim aptameri ve lizozim enzimi-aptamer kompleksleri
kullanilarak gergeklestirilmistir. Analizler i¢in uygun olan matriksler tespit edildikten
sonra, lizozim enzimi zenginlestirimesinde kullanmak amaciyla, amin fonksiyonel
gruplu polistiren divinil benzen (PS-DVB) polimerik ylzeylerine Sulfo-Suksinimidil-
4-(N-maleimidometil) siklohekzan-1- karboksilat (Sulfo-SMCC) ¢apraz baglayicisi
araciligiyla, 5’ ucunda -SH fonksiyonel grubu bulunan lizozim aptamerinin kovalent
olarak baglanmasiyla aptamer bagh yuzeyler elde edilmigtir. Lizozim enzimiyle
muamele edilen ylzeyler (zerinde tripsin enzimi ile pargalama islemi
gerceklestirildikten sonra elde edilen Urlinler, MALDI-Kltle spektrometresi ile
analiz edilmistir. Alinan sonuglar degerlendirildiginde, 0.07 pmol/uL gibi ¢ok disik
lizozim enzimi derisimine sahip Ornek igerisinden lizozim enziminin basariyla

zenginlestirilebildigi gérulmastir. Ayrica, farkli proteinlerin de igerisinde bulundugu



karmagsik ornek c¢ozeltileri kullanilarak MALDI-Kutle spektrometresi ile yapilan
zenginlestirme calismalarinda gelistirilen malzeme ve yontem kullanilarak lizozim
enziminin yiksek segicilikle zenginlestirildigi gdzlenmistir. Trombin proteininin
zenginlestirme galismalari da ayni yontem kullanilarak gergeklestirilmistir. Trombin
proteini zenginlestirmesi igin kullanilan amin fonksiyonel gruplu PS-DVB polimerik
yuzeylere de Sulfo-SMCC c¢apraz baglayicisi aracihgiyla, 5 wucunda SH
fonksiyonel grubu bulunan trombin aptameri kovalent olarak baglanarak aptamer
bagll yuzeyler elde edilmigtir. Trombin proteini ile muamele edilen yuzeyler
Uzerinde tripsin enzimi ile pargcalama islemi gerceklestirildikten sonra elde edilen
peptit turleri, MALDI-KUtle spektrometresi ile analiz edilmistir. Alinan sonuglara
g6re, 0.0007 pmol/uL derisimdeki trombin, bulundugu 6rnek igerisinden basariyla
zenginlestirilmistir. Ayrica, farkli proteinlerin de icerisinde bulundugu karmasik
ornek c¢ozeltileriyle yapilan zenginlestirmelerde, MALDI-Kutle spektrometresi ile
yapilan analizler sonucunda, lizozim enzimine ait peptit fragment kutlelerinin
sinyalleri, seciciligin yiksek oldugunu gdstermistir. Son olarak, dogal érnek olarak
kullanilan kan plazmasindan trombin proteininin zenginlestiriimesi caligmalari
yapilmistir. MALDI-KUtle spektrometresi ile yapilan analiz sonuglarina gore, tez
kapsaminda geligtiriien malzeme ve yontem kullanilarak trombin proteininin kan

serumundan yuksek segcicilikle zenginlestirilebildigi gozlenmisgtir.

Anahtar kelimeler: Oligonukleotit, Aptamer, Antikor, Sulfo-SMCC, Trombin,

Lizozim, Kltle Spektrometresi, protein zenginlestiriimesi
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ENRICHMENT OF THROMBIN AND LYSOZYME USING SPECIFIC APTAMER
AND THEIR DETECTION BY MASS SPECTROMETER

ULKU GULER

ABSTRACT

Aptamers are Deoxyribonucleic acid (DNA) and Ribonucleic acid (RNA)
oligonucleotides that can be synthesized in a variety of properties and bind to
target molecule with very high selectivity. Aptamers recognize the three
dimensional structure of the target molecules (such as peptides, proteins,
phospholipids, carbohydrates, nucleic acids, drugs, dyes, enzymes and amino
acids) with high specificity and affinity. Aptamers are alternative candidates to
antibodies in respect to their sensitivities and affinities. Protein - antiprotein
interactions are weaker than the interactions between protein and aptamer.
Dissociation equilibrium constants of protein- aptamer complexes (Kgs) are in the
range of 10°-10*2 M.

Due to the convenient properties of the aptamers mentioned above, in the scope
of this thesis, the aim of the study is to enrich the lysozyme and thrombin on the
aptamer attached polymeric surfaces. Firstly, proper Matrix-assisted Laser
Desorption/lonization-Mass Spectrometry (MALDI-MS) matrices were chosen for
analysis of lysozyme enzyme, lysozyme aptamer and lysozyme enzyme-lysozyme
aptamer complexes. After determining the matrices for lysozyme enrichment,
lysozyme aptamer, which has the SH- functional group at 5’ end, was attached to
the amine functionalized polystyrene divinyl benzene particles (PS-DVB)
covalently using Sulfo-Succinimidyle-4-(N-maleimidomethyl)  siklohexane-1-
carboxylate (Sulfo-SMCC) crosslinker. After the incubation of lysozyme enzyme
solutions with the aptamer attached polymeric surfaces, the tryptic digestion was
applied. Then the digest solution was being analyzed using MALDI-MS. When the
analysis results were taken into consideration, it was seen that even very low
concentration of lysozyme such as 0.07 pmol/pL could be detected as the result of
enrichment. Also, enrichment of the lysozyme process was applied to the complex
sample solutions which include a number of proteins were analyzed using MALDI-
MS and it was observed that lysozyme enzyme could be enriched with high



selectivity from the very complicated protein matrix solutions. The same procedure
was also applied to the enrichment of thrombin protein. For thrombin enrichment,
thrombin aptamer which has the SH- functional group at 5’ end was attached to
the amine functionalized PS-DVB particles covalently using Sulfo-SMCC
crosslinker. The aptamer attached polymeric particulates were incubated with
thrombin solution and then tryptic digestion was applied. When the digest solution
was analyzed using MALDI-MS following the enrichment, it was noticed that
0.0007 pmol/uL thrombin could be detected. The process was also applied to the
enrichment of thrombin from the complex sample solution which includes different
type of proteins at high concentrations. The results obtained from MALDI-MS
showed that thrombin could be enriched from the complex solution with high
selectivity. Finally, the enrichment of the thrombin from human plasma as a real
complex sample was studied. According to the results obtained from MALDI-MS, it
was observed that thrombin could be enriched from the human blood plasma

sample with high selectivity using the efficient materials developed in this study.

Keywords: Oligonucleotide, Aptamer, Antibody, Sulfo-SMCC, Thrombin,
Lysozyme, Mass Spectrometry, Protein enrichment.
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1. GIRIS

Nukleik asitler genel adiyla bilinen deoksiribonukleik asit (DNA) ve ribonukleik asit
(RNA), canlilarin hicrelerinde bulunan genetik maddeyi olustururlar. DNA ve
RNA’nin, fosfat gruplari-azotlu bazlar-monosakkaritleri bir arada iceren temel
yapitaglarina nukleotid adi verilir. Oligonukleotitler, nukleotidlerin birbirleriyle
reaksiyona girerek fosfodiester baglariyla olusturdugu molekduller, yani kisaca DNA
ya da RNA zincirleridir. Genetik sifrenin temel nukleotit alt-birimi bazdir. DNA'da
dort cesit baz bulunmaktadir. Bunlar, purin adi verilen cift halkali bilesikler olan
adenin (A) ile guanin (G); pirimidin adi verilen tek halkali bilesikler olan timin (T) ile
sitozin (C) dir. RNA'da genetik sifrede kullanilan bazlar adenin, guanin, sitozin ve
urasil (U) dir. Urasil, RNA'da, DNA’'da timinin bulundugu yerlerde bulunan bir
pirimidindir. DNA Uzerinde yan yana bulunan her 3 bazlik dizilim kodon (3 harften
olusan kod) olarak isimlendirilen bir sifreyi olusturur. Her bir kodon, igerdigi
bazlarin cinsi ve sirasina bagli olarak belirli bir aminoasit’i sifreler (genetik sifre).
Canli hucrelerinde 20 farkhh aminoasit bulunmakta olup bu aminoasitlerin dizilim
sekli, olusan proteinlerin yapi ve fonksiyonlarini belirler. Aminoasitler yan zirlerinde
bulunan yapilarindaki gruplarinin (R) farkli olmasina gore degisik adlar alirlar. Az
saylda aminoasit birlesmesiyle peptitler, ¢ok sayida aminoasit birlesmesiyle
proteinler olusur. 1960 ve 1970 den beri genetik muhendisligi ve molekuler
biyolojinin gelismesiyle, proteinler ve oligonukleotit dizileri arasindaki ¢ok 6zgun
etkilesimlerle karsilasmak olagan hale gelmistir. Bunlara 6rnek olarak hedef
bolinme dizileri transkripsiyon faktorleri ve bunlarin dizilimine 6zgun DNA
promotor 6geleri verilebilir. NUkleik asit-protein komplekslerinin yapilari hakkinda
bilgi sahibi olmak, biyolojik olaylarin nasil gerceklestigini anlamak igin oldukga
onemlidir. Bu Dbilgiler 1siginda, transkripsiyon, translasyon, replikasyon,
rekombinasyon ve genomik hasarlar gibi biyolojik slregler hakkinda, hastalik
tedavi ve teshisleri icin ¢cok énemli olan bilgiler elde edilebilir (Lopez-Colon et al.,
2011). Tek zincirli nukleik asitlerin U¢ boyutlu kompleks yapisi, temel yapisi
nedeniyle hucre igi hibridizasyonu saglar ki belirli bir molekuler sekil katlanmaya
baglar. Bu molekuler sekil, yiksek baglanma afinitesine ve U¢ boyutlu yapisina
bagh olarak, sekle 6zel tanimlanan hedef molekile baglanmaya yardimci olur.
Aptamerler, vyaklasik 15-60 bazdan olusan, tek zincirli RNA ve DNA
oligonukleotitleridir. Teshis ve tedavi edici 6zellige sahip olan hucresel hedefler

1



icin segilirler. NUkleozitlere, organik boyalara, aminoasitlere, peptitlere, proteinlere,
viruslere, ilaglara ve hucrelerdeki hedef proteinlere, 1 pikomolar (pM) ile 1
nanomolar (nM) arasinda degisen denge sabitleri (Kds) ile baglanabilirler.
Proteinlere secici ve kuvvetli olarak baglanabilen afinite ajanlari olan antikorlara
kiyasla, aptamerler antikor kullanimindaki zorluklarin aksine ¢ok fazla avantaja
sahiptir. Aptamerler ucuzdur ve kimyasal olarak sentezlenebilmeleri sayesinde
kisa sUrede elde edilebilirler. Kimyasal olarak kararli, modifiye edilebilen ve raf
omru uzun yapilardir. Aptamerler, biyolojik orneklerdeki dusuk miktarlarda bulunan
proteinlerin tayinlerinde biyo-isaretleyici olarak kullanilabilirler ve bu sayede
oldukga fazla matriks yaratabilecek protein karigimlarindan hedef molekulin izole
edilmesini saglarlar. Aptamerler, Ustel zenginlestirme ile ligantlarin sistematik
evrimi (SELEX) adi verilen, 10*-10*° tek zincirli RNA veya DNA zincirleri iceren
gelisiguzel kutuphanelerden kombinasyonla segilirler. Toggle-SELEX, Tailored-
SELEX, Photo-SELEX gibi gesitli SELEX protokolleri ile istenilen 6zgun 6zelliklere
sahip aptamerler elde edilebilir. Aptamerler, altin parcaciklar ya da yuzeyler, silika
veya silikat tabakalar, polimerik ylzeyler gibi cesitli tabakalara kovalent olarak
baglanip, immobilize edildikten sonra hedef molekulu yakalayici yuzeylerin
olusturuimasinda kullanilabilirler. Aptamerler, ¢ok cesitli hedef moleklllere
baglanabilmeleri sayesinde, analitik, biyoanalitik ve tanisal uygulamalar gibi birgok

sayida uygulamada kullanilabilmektedirler.

Bu calismada hedef olarak secilen proteinler trombin ve lizozimdir. Trombin ve
lizozim insan vUcudu igin ¢ok onemli proteinlerdir. Trombin, protrombinin aktive
edilmis halidir. Birgok fonksiyona sahip ¢ok yonli bir proteindir. Kanin
pihtilagsmasinda merkez rolu Ustlenir. Trombosit aktivasyonunu saglar. Fibrinin
fibrinojene dénlusuminu katalizler. Kanamayi durdurmada da kullanilir. Protein
c’nin aktive edilme igleminde trombodulin ile birleserek, trombin aktive edici
fibrinoliz inhibitéru olarak rol alir. Gug¢lu bir mitojen, ¢izgisiz kas hucrelerini
etkileyici, makrofaj ve endotel hicre olarak ta rol alir. Stokinezin salinmasindan,
damarlar Uzerinde etkili maddelerden ve kimyasallara ilgi duyan maddelerden
sorumludur. Epitel tabaka gecirgenligini arttirir, endotel hucrelerin adhezyonunu
saglar. Kas hacrelerinin kisalma ve buzulmesini saglar. Sinirsel hastaliklarin
ilerlemesini kontrol altina alir ve kas gelisiminde anahtar rol oynar. Trombin Gretimi

azaldiginda ya da trombin eksikliginde hemofili ortaya ¢ikar. Uygun olmayan
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bdlgelerde duzensiz trombin dretimi trombotik tikanmalara sebep olur. Timorlerin
biyUmesine sebep olur ve kemik absorpsiyonunu baslatir. Toplardamar
dongusunde trombosis ve damar pihtilarinin embole olugu son yillarda yapilan
calismalarda belirlenmig ve patolojiye katki saglamigtir. Fakat trombosis igin risk
teshis ve koruma metodlarindaki adim adim ilerlemeler olduk¢a eksiktir. Lizozimler
ise, fagositlerden salgilanir. Kan, serum, plazma ve tum vucut sivilarinda bulunur
(burun, bodaz, adiz ve barsak salgilar). En fazla gbézyasinda bulunmaktadir.
Bakteri duvarindaki N-asetil nuramik asit ve N-asetil glikozamin arasindaki bagi
parcalar. Lizozim enzimi mikroplari 6ldurdr ve birgok bakteri turtint pargalar.
Yukarida bahsedilen bircok nedenden dolayr hem trombin hemde lizozim canli
organizmada buyuk dneme sahip olup bunlarin ¢ok duguk miktarlarini tayin etmek
ve yapilarindaki hangi degisimlerin hangi tur etkilere neden oldugunu belirlemek
buyuk 6nem arz etmektedir. Hem duguk miktarlarinin zenginlesgtirilip tayin edilebilir
duruma getiriimesi hem de aminoasit dizilimlerindeki mutasyonlarin belirlenip
hastalik tanilarinda kullanilabilmesi i¢in seg¢imli olarak diger protein matriksinden
uzaklastirimasi ve onzenginlestiriimesinin  yapilmasini  gerektirmektedir. Bu
nedenle, tez galigmasinda trombin ve lizozim aptameri amin fonksiyonlu polimerik
matriks Uzerine ara baglanti saglayan kimyasal ile baglanip 6n zenginlegtiriimesi
yapiimis hem de tripsin enzimi ile yuzeydeki trombin ve lizozim enzimatik olarak
parcalanip goOzlenebilme degeri iyilestiriimeye calisiimigtir.  Secimliliginin
belirlenmesi amaci ile BSA ve Sitokrom c proteinlerinin yuksek oranda bozucu etki
yaptigi bir ortamda segimli olarak c¢aligilan turlerin zenginlegstiriimesi
gerceklestiriimistir. Ayrica trombin ve lizozim’in kontrol aptamerleri ile de 6zgun
secicilik tespit edilmeye calisiimigtir. Yapilan tum calismalar sonucunda son
yillarda gelistirilen ve protein ve peptitlerin ¢ok dusuk derisimlerde detayli olarak
analizi gerceklestirilen Matriks Yardimli Lazer Desorpsiyon/iyonlastirmali-Kitle
Spektrometresi (MALDI-KUtle Spektrometresi) sistemi kullaniimistir.  Ayrica
MALDI-Kltle Spektrometresi ile 6zglin etkilesimler molekiler temelde analiz
edilmeye calisiimistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Antikorlar

Antikorlar (immunoglobulinler) omurgalilarin Gmmin sistemleri tarafindan uretilirler
ve virUsler gibi enfeksiyona sebep olan isgalcilerden korunmayi saglarlar.
Antikorlar yabanci molekullere (antijenlere) 6zgun olarak baglanan degisken bir
glikoproteinler ailesidir. Antijen-antikor etkilesimlerinin en dnemli 6zelligi onlarin
yuksek 6zgunlugu ve affiniteleridir. Antikorlar son 25 yil icerisinde ¢ok hizli gelisme
kaydetmeleriyle 6zel bir ilgi ¢ceken, en iyi bilinen molekuler tanimlayici ajanlardir
(Beck et al., 2010). Antikorlar, hedef molekillerin secici tanimlanmasinda veya
yakalanmasinda durgun faz olarak immobilize edilebilirler (Chen et al., 2009;
Wojciechowski et al., 2010). Proteinler ayrica hem onderistirme hucresel érnekler
hem de kanser hlcrelerinin immunositokimyasal tayinleri icin kullanilirlar (Naoe et
al., 2007). Ayrica, antijen/antikor yaniti iceren asilar ile yliz milyonlarca 6lime
sebep olan, grip ve cigek v.b. hastaliklarina karsi koruma saglanmistir (Burton,
2002). Antikorlar dogrudan antijenleri inaktive ederler ve dolayli olarak onlarin
gelismis fagasitoz ve tamamlayici aktivasyonlari Gzerinden yikimlarini saglarlar.
Antikorlar, antijenizite, yik fonksiyonu ve boyutlarina gére siniflandirilirlar. Bu
farkhliklar (1) antijen baglanmasindaki gesitlilik, (2) baglanma 6zgunlugu ve (3)
biyolojik aktiviteler gibi antikor fonksiyonlarini agiklar. Her bir antikor, iki ayni hafif
zincir ve iki ayni agir zincirden olusur, bu sebeple iki antijen baglayici zincir

bolgeleri ayni olur.

Antikorlar buyuk basarilar saglamalarina ragmen, onlarla alakali birgok zorluk s6z
konusudur. Antikor eldesinde, fizyolojik kosullar igin optimizasyon kosullari
sinirlidir ve tayin platformlari gibi canli digi uygulamalarda biyolojik sistem gerekir
(Nimjee et all., 2005; Stoltenburg et al., 2007). Biyolojik gereksinimleri nedeniyle,
antikorlar ana sisteme zarar verecek biyolojik toksinlere karsi c¢ogalamazlar.
(Jayasena, 1999). Ayrica, antikorlarin tayin ve yakalama islevlerini koruyarak belli
bdlgelerinden modifiye etmek oldukga zordur ve antikorlar i1s1 degisimleri ve uzun
sureli saklama durumlarinda denatire olmaya vyatkinlardirlar. Antikor tarama
sureclerinde baska bir sorun ise zaman ve masraftir (Oliveira et al., 2008). Cunku
biyolojik ortamlardan antikor eldesi olduk¢a zaman alici ve pahalidir. Bunlara ek

olarak ulasilabilir antikorlarin sinirli sayida olmasi (Sampson, 2003), turler arasi
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reaktiflikteki zorluklar ve uygulama Uzerinde bir bagigiklik yanitinin dretimi de
antikor uygulamalarinda ciddi sorunlara yol agar (Nimjee et al., 2005). Bu
kisittamalari ¢ézmek Uzere tasarlanmis molekiiller, gesitli hedef-ligand baglanma

fonksiyonlari icin gok 6nemli adaylar olacaktir.

2.2. Oligoniikleotit - Protein Etkilegimi

Nukleik asitler genetik bilgileri kodlama disinda ayrica u¢ boyutlu kivrimh
modellerine dayal olarak, ¢ok yuksek afinite ligandi olarak iglev gorurler. Tek
zincirli nukleik asitlerin ¢ boyutlu kompleks yapisi, temel yapisi nedeniyle hucre
ici hibridizasyonu sadlar ki belirli bir molekuler sekil katlanmaya bagslar. Bu
molekuler sekil, yiksek baglanma afinitesine ve U¢ boyutlu yapisina bagh olarak,
sekle 6zel tanimlanan hedef molekule baglanmaya yardimci olur. Molekuler sekil
tanimlayici nukleik asitlerle protein etkilesimlerine verilebilecek dogal ornekler;
tRNA, ribozomlar, DNA baglayici proteinler ve DNAZ' lardir (Breaker, 1997;
Razvan et al., 2004) .

2.3. Aptamerler

Aptamer terimi, latince uygun anlamina gelen ‘aptus’ tan turemistir. Yapisal uyuma
dayali olarak hedef molekile yliksek afinite ile 6zgun olarak baglanan, yaklasik
15-60 bazdan olugsan, tek zincirli RNA ve DNA oligonukleotitleridir. Bu yapi;
hidrojen baglari, elektrostatik etkilesim, van der Waals etkilegsimleri, Watson-Crick
baz cifti ve aromatik halkalarin istiffenmesi kombinasyonlariyla olusur (Luzi et al.,
2003; Stoltenburg et al., 2007). Aptamerler 1990 larda ilk kez tanimlandiklarinda,
bir organik boyayi (Ellington and Szostak, 1990) ya da DNA polimerazi
tanimlamalarina goére iki gruba ayrilmislardir (Tuerk and Gold, 1990). Teknolojinin
ilerlemesi ile birlikte aptamerler daha genis hedef kitleleri igin uygulamaya
konulmustur. Bu hedefler; metal iyonlari (Ciesiolka et al., 1995; Hofmann et al.,
1997), kuguk organik molekulleri (Ellington and Szostak, 1990; Manniron et al.,
1997; Kato et al., 2000; Tang et al., 2000; Grate and Wilson, 2001; Mann et al.,
2005), nukleotidleri ve turevlerini (Sassanfor and Szostak, 1993; Kiga et al., 1998;
Meli et al., 2002), kofaktorleri (Burgstaller et al., 1994; Lauhan et al., 1995; Wilson
et al., 1998), nukleik asitleri (Ko et al., 1999; Boiziau et al., 1999), aminoasitleri
(Famulokad and Szostak, 1992; Geiger et al., 1996), karbonhidratlari (Fukusaki et
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al., 2000; Srisawat et al., 2001), antibiyotikleri (Lato et al., 1995; Wallace and
Schroeder, 1998; Berens et al., 2001), peptitleri (Nieuwlandt et al., 1995),
proteinleri (Jellinek et al., 1994; Green et al., 1996; Weiegand et al., 1996; White
et al., 2001; tahiri-Alaoui et al., 2002), butin hucreleri (Daniels et al., 2003;
Shangguan et al., 2006; Sangguan et al., 2008), virusleri, ve virus bulagsmis
hacreleri (Pan et al., 1995; Tang et al., 2009) ve bakterileri (Bruno and Kiel, 1999;
Hamula et al., 2008) icermektedir.

Antikorlara benzer olarak aptamerler, hedef proteinlere 1 pM ile 1 nM arasinda
degisen Kds ile baglanirlar. Bu nukleik asit ligandlari nukleik asitlere, proteinlere,
klguk organik bilesiklere ve hatta butiin organizmalara baglanirlar (Ellington and
Szostak, 1990; Tuerk et al.,, 1990; Wilson and Szostak, 1999; Tombelli et al.,
2005; Lee et al., 2006; Klussmann, 2006). Aptamerlerin afinite ligantlari olarak
yapisal kararhliklari; biyomolekuler etkilesimlerin termodinamik parametreleri, (isl,
entropi gibi), dengenin kati kriterleri (Ky) ve kinetik (koff, kon) ile hesaplanabilir.
Yani, ‘akilli aptamerler’ terimi, hedef molekilin degisen derisim araligindan
etkilenebilen degisik denge sabitlerine (Kq) sahip aptamerler havuzu igin icat
edilmigtir. Genig araliklarda tanimlanmamis Ky degerine sahip ve yuksek
secicilikte, akilli DNA aptamerleri Uretmek igin, yakin zamanda Kinetik Kapiler
Elektroforez (KCE) kullaniimistir (Drabovich et al., 2007).

2.3.1. Antikor- Aptamer Karsilastirmasi

Aptamerler kendi kendine katlanmayan, tek zincirli ve redoksa duyarsiz yapilardir.
Ayrica, proteinlerde bulunan buyuk hidrofobik ¢ekirdekleri yoktur ve bu sayede
birikme yapmazlar. Peptitlere, proteinlere ve bazi kuguk kimyasallara zit olarak,
DNA aptamerleri; iyi tanimlanmig, yuksek oranda tekrarlanabilir, diziden bagimsiz
ve kolayca genisletilebilen bir iglem ile kimyasal sentez Uzerinden elde edilirler
(Burbulis et al.,, 2007; Ferreira et al., 2008). Aptamerler kimyasal olarak
sentezlenebildikleri icin deneyden deneye cesitliligi ortadan kaldirirlar ki bu
cesitlilik terapatik proteinlerin Uretimini ve teshis edici antikor reaktiflerinin
degiskenligini karmasgiklastirir (Cload et al., 2006).



Guclu baglayici ligantlarin tercihen afinite denemeleri ve polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR), analizleri ile segildigi, ¢cok basamakh bir islem olan Ustel
zenginlestirme ile ligantlarin sistematik evrimi (SELEX) ydntemi ile tanimlanan
aptamerler, ayrica kolayca analiz edilebilirler ve aptamer-hedef tanimlamasi igin
gereken minimum zinciri karakterize etmeyi saglarlar. Diziler, birincil ve ikincil yapi
motifleri igin kontrol edilebilirler (Mathews et al., 1999; Zuker, 2003; Hofacker,
2003; Merkham and Zuker, 2008) ve tanimlanan aptamerlerin tek baz
yonlendirmeli optimizasyonu, antikor yaklasimlari i¢cin ¢cok daha zorlayici olabilir.
Bircok uygulamada, aptamerler, antikorlarla dogrudan yer degistirerek basaril bir

sekilde kullanilabilirler.

Cizelge 2.1. Aptamer-antikor karsilagtirmasi.

Aptamerler Antikorlar

e Cesitli fonksiyonel grup e Sinirl modifikasyona sahiptirler.
modifikasyonlari s6z konusudur.

o e Sicaklik geri donlsu olmayan
e Sicaklik muamelesi gibi gesitli denatiirasyona sebep olur.
kosullar altinda orjinal

konformasyonlarina geri

donebilirler. e Raf omdrleri sinirhdir.
e Raf dmiirleri sinirsizdir. e Antikorlardan, antikor-protein
kompleksini ayirmak oldukca
e Aptamerden aptamer-protein zordur.

kompleksini ayirmak kolaydir.
e Hedef molekile baglanma

e Hedef moleklle baglanma afiniteleri aptamerelere gore
afiniteleri yuksektir. duguktar.

e Secimi labaratuvar ortaminda e Secimi biyolojik bir organizma
gerceklesir ki herhangi bir kiiglik gerektirir, toksinler veya
molekulu, biyopolimeri ya da imUnojenik olmayan molekuller
hicreyi hedefleyebilir. varliginda etkin degildirler.

e Ucuzdur ve birkag hafta gibi ok e Antikorlarin Uretilmesi oldukga
kisa surede Uuretilebilirler. pahalidir ve uzun zaman alir.

e Duzenli aktiviteleri matriksten e Antikorlarin aktivitesi gesitli
bagimsizdir. matrikslerde degiskenlik gosterir.

e Aptamerlerin afinite e Antikorlar igin ise afinite
parametreleri istege bagl olarak parametrelerini kontrol etmek
kontrol edilebilir. oldukga zordur.




2.3.2. Aptamerin hedef molekil tanimlamasi ve etkilegimleri

Aptamerler DNA ve RNA sekans havuzlarindan, organik boyalar, ilaglar, metal
iyonlari, aminoasitler, antibiyotikler ve proteinler gibi ¢esitli hedef molekullerle
segici bir sekilde baglanma afinite yeteneklerine bagli olarak segilirler (Tuerk and
Gold, 1990; Jellinek et al., 1993; Jenison et al., 1994; Famulok, 1994; Wiegand et
al., 1996; Ciesiolka and Yarus, 1996; Wallace and Schoreder, 1998). Yuksek
afinitede aptamerin tanimlayabilecegi bir hedef ¢esidinde sinirlama olmamasina
ragmen, protein aptamerlerinin gelistiriimesi ve uygulamalari ozellikle dikkat
cekicidir (Germamm et al., 1998; et al., 1998; Hamaguchi et al., 2001; Rehder and
McGown, 2001; Fang et al., 2001; Liss et al., 2002; Fang and Tan, 2002). Bir
aptamerin bir hedef proteinle etkilegsiminin nasil oldugunun anlasiimasi buyuk

teorik ve pratik 6nem tasir (Jiang et al., 2003).

Ribozomlar gibi dogal niukleik asit algilayicilari evrimsel baski altinda en uygun
afiniteyi saglayarak biyolojik igslem aglarinin bir parcasi olurlar. Hlcre disi segilen
aptamerler, sadece evrimsel baski altinda yuksek afinitede hedef molekill
baglayici ligantlardir. Secilen aptamerler genellikle hedef ligantlarinin buyudk bir
kismini cevrelerler ve algilayicinin molekuler tanimlayici elementini olustururlar.
Ligandi gevreleyen aptamerin bu U¢ boyutlu kivrimli yapisi, yuksek 6zgunlik ve
afinite ile sonuglanan c¢ok fazla sayida ayirimci etkilesim saglar. Hidrojen baglari
ve van der Waals kuvvetleri bircok aptamerde gozlenen temel kuvvetlerdir
(Hermann and Patel, 2000). Ayrica sterik etki, istiflenme, sekil uygunlugu ve
elektrostatik etkilesimler gibi diger kuvvetlerde aptamer ve onun ligandi arasinda
gOzlenirler (Jiang et al., 1996; Hermann and Patel, 2000). Aptamerlerin baglanma
afiniteleri gogunlukla liganda baghdir ve cgesitli protein hedefleri igin pikomolarla
(1X107*2 M) yiiksek nanomolar (1X10™° M) araliginda degisir. Kiiglik organik
molekuller hedeflendiginde, ayrisma sabiti beklendigi gibi az sayida etkilesim
sonucu, Yyuksektir (genellikle mikromolar). Her durumda, etkilesimler oldukca
o0zgun olma egilimindedir ve aptamerler ¢ok benzer bilesikleri arasindan bile
ayrilabilirler (Cho et al., 2009)



2.3.3. Aptamer segimi

Aptamerler hedef molekullerin genis oligonukleotit ( genellikle 40-60 baz birimlik)
havuzlarinda inklibasyonuyla segilirler. Genis oligonukleotit havuzlarinin
blayukligu, o6zgun aptamer izolasyonunu ve segiciligini saglar. Oligonukleotit
havuzlarinin yapisal ve bilgilendirici karmasikliklari ve onlarin fonksiyonel
aktiviteleri nukleik asit ligandlarinin gelistiriimesinde igslemsel sureg¢ gelistiriimesi
icin ilging ve aktif bir alandir (Carothers et al., 2004). Segciciligin carpici bir
orneginde, kiguk molekil teofilin (1,3-dimetilksantin) 10.000 kat dusuk afiniteyle
kafeine (1,3,7-trimetilksantin) baglanir ki kafein teofilinden sadece bir tane metil
grubuyla farklihk gosterir. SELEX adi verilen, tek zincirli RNA veya DNA zincirleri
iceren gelisiglzel kutuphanelerden baslayan bir ydntem, modifikasyon ve
cesitliliklerle birlikte 6zgln aptamerlerin secimi i¢in kullanilir. Kitiiphane ilgilenilen
hedef ile inklbe edilerek secim slrecinin ilk halkasi baslatilir. Bunu tipik olarak,
tekrarlamali absorpsiyon donguleri, baglanmis DNA/RNA’ nin geri kazanimi ve
amplifikasyonu takip eder. DNA/RNA baglanmasinin izolasyonu, saflik ve
seciciligin saglanmasinda en kritik basamaktir. Ornegin, aptamer-hedef kompleksi,
baglanmamis DNA/RNA zincirlerinden nitroseliloz Uzerinden stzme ile ya da
afinite kromatografisi ile ayrilabilir. Aptamer izolasyonunu ve etkinligini arttirmak
icin birgok ayirma teknigi gelistirilmistir. Bunlar, Akim Sitometre (Yang et al., 2003),
Kapiler Elektroforez (CE) (Tok et al., 2010), Ylzey Plazmon Rezonans (SPR) (
Misino and Kumar, 2005) ve Atomik Kuvvet Mikroskop’u (AFM)’ dir ( Miyachi et al.,
2009; Ogino et al., 2009; Miyachi et al., 2010). Bu islemler kullanilarak ¢ok kisa bir
surede yeni aptamerler Uretmek mumkundar. SELEX protokolindeki cesitlilikler
aptamerlerin istenilen 6zgiin ozelliklerle birlikte izolasyonunu saglar. Ornegin
Toggle-SELEX, alternatif dongulerde benzer hedeflere karsi segilen daha genis
O0zgunluklere sahip aptamerlerin izolasyonu icin kullanilir (White et al., 2001).
Tailored-SELEX, c¢ogaltiimasindan 6nce ve sonra birincil uglarin baglanma ve
bolunmelerini igererek (Vater et al., 2003), kimyasal olarak daha hizlica
sentezlenebilen daha kisa aptamer zincirlerinin izolasyonlarini saglar. Photo-
SELEX, hedefleri igin UV ile indUklenen ¢apraz bagl aptamer igeren isik duyarl
nikleotidler icererek, baglanma afinitesini oldukga yukseltir aptamer iglev

alanlarini genisletir (Golden et al., 2000).



2.3.4. Aptamer Uygulamalari

Aptamer problarin dogasi onlara kullanimlarinda esneklilk kazandirir. Aptamerler
sadece baglayici ajan olarak kullaniimazlar, ayrica teshis amagli, terapatik olarak

ve oldukca fazla sayida analitik uygulamada kullanilirlar.

2.3.4.1 Aptamerlerin Analitik Uygulamalari

Antikorlar, siklikla immuanoafinite kolon ligandlar olarak kullanilirlar. Fakat bu
baglanma muntazam degildir. Bu da, baglanma kapasitesini dusurur ve bazi
durumlarda ayirma fazinin kolondan ¢éziinmesine sebep olur (Ralevet et al.,
2006). Bunun aksine, aptamerler kolayca kimyasal olarak modifiye edilerek
baglanma kolonu igin uygun hale getirilirler. Antikorlardan ¢ok daha kuguk
boyutlardadirlar ve kromotografide durgun faz icin daha yiksek ligand yogunlugu
saglarlar. Aptamerler, kiicik molektller ve proteinler icin afinite ligandlari olarak
gorev alirlar. (Romig et al., 1999; Reg et al.,, 2001; Rehder-Silinski and L. B.
McGown; 2003). Aptamerler yuksek ligand yogunluklari ve kimyasal olarak kolay
modifiye edilebilmeleri sayesinde 6zgun hedefler icin biyosensor olarak ta
kullaniimaktadirlar. Problar; akustik algilama (Liss et al., 2002) optik algilama (Lee
and Walt, 2000; McCauley et al., 2003; Kirby et al., 2004) etiketleme yapilmadan
tayini saglayici biyosensorler, (Savran et al.,, 2004) ve floresan sinyal algilama
(Jhaveri et al., 2000; Wang et al., 2008) icin yuzeylere baglanmalari amaciyla
kimyasal olarak modifiye edilirler. Aptamerlerin essiz 6zellikleri, biyomedikal ve
tedavi edici uygulamalar igin heyecan verici firsatlar sunar. Problar ayrica in vivo
gorunttleme igin de gelistirilmistir (Pieve et al., 2009; Sennello and Smith, 1997)
ve hedeflenmis ila¢ tasinmasiyla yan etkileri azaltici, Umit verici sonuglar
goOstermiglerdir (Tong et al., 2009; Taghdisi et al., 2010; Wu et al., 2010). Tedavi
edici aptamerler, birgok kategoriye ayrilabilirler (Proske et al., 2005). Bunlar;
proteinleri hedefleyen ve dogal olarak nukleik asitleri baglayan aptamerler
(Sullenger et al., 1990; Browning et al., 1999), etkin olarak kendilerinin panzehiri
olarak gorev alan duzenlenebilir aptamerler (Rusconi et al., 2004), aptamer
baglanmasini gu¢lendirici multivalent aptamerler (Santulli-Marotto et al., 2003; Kim
et al., 2008) ve hastaliklari tedavi etmek i¢in proteinleri, transkripsiyon faktorlerini,
hicre-ylzey belirteglerini vb. hedefleyen inhibitér aptamerlerdir (Bates et al., 1999;
Hicke et al., 2001).
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2.3.4.2. Aptamerler ile yapilan ek uyqulamalar

Son zamanlarda, aptamerler kiiguk organik molekulleri, hicresel toksinleri (Hirao
et al., 1997; Tang and Breaker, 1998; Yang et al., 1998; Stojanovic et al, 2001,
Stajonovic et al., 2002; Babendure et al., 2003; Hirao et al., 2004; Sazani et al.,
2004; Liu and Lu, 2006), virusleri (Gapinath et al., 2006) ve hatta agir metal
iyonlar (Li and Lu, 2003; Chang et al., 2005; Swearingen et al., 2005; Wrzesinski
and Ciesiolka, 2005) gibi kiiguk hedefleri baglamak igin gelistiriimislerdir (Ferreira
et al., 2008). Ayrica, aptamerler Western-blot uygulamalarinda da iyi performans
gosterirler (Tombelli and Mascini, 2009; Shin et al., 2010). Bahsedildigi Uzere,
aptamerlerin en Oonemli 6zelligi ve avantaji konjugasyon, kovalent baglanma,
floresans belirti vb. icin hizlica modifiye edilip sentezlenebilmeleridir. Basitge
aptamerler, 5- ya da 3’- uglarindan florofor, amin, tiyol veya biotin igeren
secgeneklerle sentezlenebilirler ve kureciklere ve nanopargaciklara baglanabilirler.
5- ya da 3’ ucundan biyotinlenmis aptamerler konjuge streptavidin/yabanturpu
peroksidaz (strep-HRP) ile tayin edilebilirler. Bu sekilde fonksiyonellestirilmis
parcaciklar transkripsiyon faktorlerini (oguro et al. 2009) yogunlastirmak igin ya da
manyetik kireler seklinde bakteriyel patojenleri (Joshi et al., 2009) veya kanser

hdcrelerini ( Smith et al., 2007) zenginlestimek i¢in kullanilirlar.

2.3.4.3. immiinohistokimya

Aptamerleri, antikorlar yerine konveksiyonel histoloji ve molekuler goruntilemede
kullanmak diger bir uygulanabilir durumdur. Ornegin, ge¢mis yillarda dogrudan ya
da dolayli olarak isaretlenmis aptamerler, teker teker reseptorleri (Chen et al.,
2009) tayin etmek icin ya da kanserli olmayan hucrelerden kanserli hucreler

(Chen et al., 2008) turetmek igin kullaniimiglardir.

2.3.5. Aptamer immobilizasyonu

Aptamerlerin immobilizasyonlari i¢in birgok kimyasal metot vardir ve bunlarin hepsi
DNA hibritlerinin ve diger biyomolekullerin immobilizasyonlari i¢cin daha dnceden

geligtiriimis olan metotlara dayanir (Witmann, 2005; Witmann, 2006).
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2.3.5.1 Altin uiizerine direk baglama

Dizlemsel altin yiizeylerde tiyoller

Aptamerlerin diger yuzeyler Uzerinde sensor olarak rapor edilmesi 1998 yilinda
(Potyrailo et al., 1998) gerceklesirken, altin Gzerinde aptasensorlerden ilk defa
2002 yilinda bahsedilmistir (Liss et al., 2002). Tiyol uclu badglayicilara DNA
baglanmasi, DNA hibritlesme ¢alismalarindan ¢ok once rapor edilmigtir (Witmann,
2005; Witmann, 2006). Aptamerlerin altin ylizeylere baglanma metotlari genellikle,
altin filmler Uzerinde tiyolin kemisorpsiyonuyla olusturulmus diger biyolojik
olmayan tek tabakali ylzeyleri takip eder. Tipik olarak, temiz bir altin substrat,
tiyol uglu aptamerin sivi tampon ¢ozeltisine batiriimasiyla altin ylzey tGzerinde tek
tabaka olusturur. Altin yuzey duzlemsel bir substrat olabilir, bu ylzeyler SPR
(Baldrich et al., 2004; Schlensog et al., 2004; Balamurugan et al., 2006) ya da
kuvars kristal mikrodenge (QCM) sensorler (Liss et al., 2002; Minunni et al., 2004)
ve elipsometride (Balamurugan et al., 2006) kullanilabilir. Son zamanlarda altin
nanoparcaciklar Uzerinde tek tabaka olusumuyla ilgili birgok c¢alisma vardir.
(Davlov et al., 2004; Huang et al., 2005). Altin ylzeyler Uzerinde aptamer tek
tabakalarinin olusumunun kolay olmasi nedeniyle, bu metot ayrica, immobilize
edilmis aptamer ve onun tanimlayici partneri arasindaki etkilesimlerin calisiimasi
ve goruntilenmesi icin AFM ucu (Basner et al., 2006) ve cantilever uclari (Savran
et al., 2004) gibi prob uclarinin islevsellestiriimesinde kullanilabilirler. Aptamerlerin
altin ylzeylere dogrudan baglanmasi aptamer dizisine bagh tiyol-alkan kullanilarak
gerceklestirilir (Herne and Tarlow, 1997). Substrat olarak altin kullaniimasi birgok
avantaja sahiptir, bunlarin en yaygin olanlari, altin ylzey Uzerine molekullerin
immobilizasyonlarinin kolay olmasi, tek tabaka olusturabilme yetenegi ve tek
tabakalarin oldukga duzenli yapilaridir. Daha Once bahsedildigi gibi, aptamer
immobilizasyon metotlari genellikle diger tek tabakalarin bu sekilde olugumlarini
takip eder ve altin Uzerinde tiyolin kemisorpsiyonu Uzerinden gergeklesir. Yani
tiyol uglu bir aptamer, altin ylzey Uzerinde kendiliginden biraraya gelmis tek
tabakal (self-assembled monolayer, SAM) ylzey olusturmada kullanilabilir. Birkag
sebepten dolayl metalik ylzeyler arasinda en yaygin olarak altin kullanilir (Love et
al., 2005). ilk olarak, altin havada kararli ve tabaka ya da parcacik olarak ticari

yoldan bircok kaynaktan elde edilebilir. ikinci olarak altin tiyole yiiksek afinite ile

12



baglanir ve altin tabakalar, hedef biyomolekulleri igeren karmasik sivi ortaminda
kararlidirlar ( Love et al., 2005). Ugiincl olarak diizlemsel altin ylzeylerin en
onemli 6zelliklerinden biri, sadece aptamer tek tabaka olusmasi igin kolay olmalari
degil, ayni zamanda aptamer bagh tabakalarin yapilarinin fiziksel
karakterizasyonlari, bilesimleri ve baglanma ozellikleri icin de ¢ok kullanighdirlar.
Aptamer tek tabakalarinin bilegsenlerinin ve yapilarinin ylzey analizleri igin
kullanilan metotlar; X-iginlari fotoelektron spektroskopi (XPS) (Bain and
Whitesides, 1989; Duwez, 2004), optiksel elipsometri (Parter et al., 1987; Roy,
2004) prob tarama mikroskopisi (Stranic et al., 1993; Quate, 1997; Binning and
Rahrer, 2000), yansimali absorpsiyon infrared spektroskopi (RAIRS) (Allara and
Nazzo, 1985; Stranic et al., 1993; Quate, 1997; Binning and Rahrer, 2000; Roy,
2004) ve temas agisi hesaplamalaridir (Whitesides and laibinis, 1990). Baglanma
analizleri ve aptasensorlerden, etkin baglanmalari okumak igin; SPR
spektroskopisi (Baldrich et al., 2004; Schlensog et al., 2004; Balamurugan et al.,
2006). QCM (Liss et al., 2002; Minunniet al., 2004) ve diger kutle-sensorleri
metotlari gibi, bircok analitik metotlardan yararlanilir. Buna ragmen, en sik
kullanilan metotlar floresans (Potyrailo et al., 1998; Lee and walt, 2000,
Spiridonava and Kopylov, 2002; Hionik et al., 2005; Yamamoto and Kumar, 2005;
Cho et al.,, 2006; Lin et al., 2006; Su et al., 2007; Lin et al., 2007) ve
elektrokimyasal metotlardir (Pavlov et al., 2004; Xiano et al., 2005; Xu et al., 2005;
Rodrigez et al., 2005; Baker et al., 2006; Floch et al., 2006; Xu et al., 2006; Wu et
al., 2007). Aptasensorler ayrica etkilesim galismalarinda, elektrokimyasal 6zdireng
(Rodrigez et al., 2005, Xu et al., 2005), enzim bagl aptamer ¢alismasi (Baldrich et
al., 2004; Baldrich et al., 2005), UV (Davlov et al., 2004; Huang et al., 2005) ve
elektrokimyasal indikatorler (Ikebukuro et al., 2005) gibi diger birgok okuma
metotlarinin kullaniimasi ile gelistiriimiglerdir. Baglanma c¢aligmalarina ek olarak,
aptamer bagli tek tabakalar AFM uglarini ve baglanti uglarini islevsellestirmek igin
kullanilabilirler ve boylece immobilize aptamer ve protein arasindaki etkilesim
kuvvetleri hesaplanabilir (basner et al., 2006). Altin Uzerindeki tek tabakalar
aptamerlerin yuzeye immobilize olmalarinda ¢ok énemli bir rol aldidi igin, uygun

tiyol uglu aptamerlerin kullanimi da esit dercede 6nem kazanmaktadir.
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Altin parcaciklar lizerinde tiyoller

Aptamerler, hedef ve onun hedef tanimlayici elementinin birlesmesini takiben,
nanopartukullerin yonettigi agregasyonla sonuglanan kromatografik degisimler
Uzerinden, sensor olarak kullanilan altin nanoparcaciklar Gzerine immobilize
edilmiglerdir (Huang et al., 2005). Kromatografik sensorler avantajlidirlar ¢unku
genellikle karmasik analiz cihazlari icermezler ve bu da basit ve uygun bir sensor

metodu saglar.

Birgok durumda, asimetrik karigik disllfit kullanilarak altin Gzerine dogrudan
baglanma ile yapilan deneyler icin, aptamerlerin altin nanopargaciklara
immobilizasyonlari [aptamer—S—S—(CH;)sOH], ticari kaynaklardan alinmistir (Liu
and Lu, 2004). immobilizasyon islemi, ardisik bir seri islemle gerceklestirilir.
Karisik disulfit dncelikle dusik iyonik kuvvette bir tampon ¢ozeltisinde ¢dzinur,
iyonik kuvvet derisik tampon ¢ozeltisi eklelenerek kademeli olarak arttirilir. Her bir
tampon c¢ozelti eklemesinde 20 dakika inkUbasyon icin beklenir ve ¢ozelti 1.0 M
olana kadar bu isleme devam edilir. Daha sonra, ¢ozelti oda sicakhginda bir gece
boyunca birakilir. Metal nanopargaciklarda DNA immobilizasyonu igin diger
metotlar rapor edilmiglerdir ve gelecekte aptamer immobilizasyonu igin daha

kullanigh metotlar olusturulabilir (Fritzsche and Tatan, 2003).

2.3.5.2. islevsel Olarak Modifiye Edilmis Yiizeylere Kovalent Baglanma

Modifiye Edilmis Yiizeylerin Genel Kimyasi

Farkli kojugasyonlarin yapilabilmesi icin bircok secenek mevcuttur. Oncelikle bir
parca yuzey (altin, silikat, polimer) aktif dis tabakayla islevsellestirilir. Yizey
islevsellestirme stratejisi segenegi, aptamere bagh hangi tir ug fonksiyonel grubun
olduguna baghdir. Simdiye kadar, aptamerler; amin, tiyol ya da biyotin uclari bagh
olarak kullaniimiglardir ki bu da bu fonksiyonel gruplara baglanmak amaci ile
kullanilacak kimyasal yapilari sinirlar. Biyotin uglu aptamerler, avidin ve onun bir
turevinin immobilize edildigi yuzeylere konjuge edilebilir. Amin veya tiyol uclu
aptamerlerin kovalent baglanmasi, daha 6nce diger biyomolekuller i¢in benzer
uygulamalarda kullanilan standart kimyasal metotlar kullanilarak gelistiriimigtir. Bu
aptamer immobilizasyon yontemlerinin ¢ogu, tabloda 6zetlenen bir ya da birden
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fazla reaksiyon vyollarini izler. Bunlar sadece mumkuin olan tum konjugasyon

kimyalarinin toplamini gosterir (Heise and Bier, 2006).
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Sekil 2.1. Aptamerlerin ylzeylere kovalent baglanmalari igin yaygin olarak
kullanilan reaksiyon dizileri. CDI semboll ile gosterilen kimyasal bilesik
karbonildiimidazol, SMCC semboll ile gdsterilen kimyasal bilesik stksinimidil 4
(Nmaleimidometil) siklohekzan- 1-karboksilat, EDC semboll ile gosterilen
kimyasal bilesik 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimiddir (Balamurugan et al.,
2008).
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Yuzey baglanmasinda kullanilan en yaygin U¢ grup hidroksil, amin ve karboksilik
asit yuzey fonksiyonel gruplaridir. Hidroksilli yizeyler oncelikle reaktif bir ara trin
olusturmak icin 1,1’ - karbonildiimidazol (CDI) ile modifiye edilirler ve bu da amino
uclu aptamer gruplarinda kararl bir kabamat bagi olusturur (Potyrailo et al., 1998;
Liss et al.,, 2002; Clark and Remcho, 2003). Amin uclu yuzeyler, aptamer
baglanmasi icin bir gok secenek saglarlar. Ornegin, bir amin gruplu yizey,
simetrik biyofonksiyonel dialdehid baglayici olan glutaraldehid ve aldehid ile bir
imin bagi olustururlar, kimyasal sureglerin amin uclu aptamer gruplariyla devam
edebilmesi icin diger aldehidi serbest birakirlar. (Lee and Walt, 2005; Stadtherr et
al., 2006). Simetrik diiazotiyosiyanatlar da amin bagl yuzeylerin hem tiyol uglu
hem de amin uclu aptamerlere baglanmasinda biyofonksiyonel baglayicilar olarak
kullanilabilirler (Zhu et al., 2006).

Altin Gzerinde kendiliginden biraraya gelmis tabakalarin lizerine aptamer
baglanmasi

Altin yUzeyler, aptamerlere birbirini takip eden konjugasyon icin SAM’ ler ile
kolayca hazirlanabilirler. Bu metodun en buylk avantaji, altta yatan tek tabakanin,
altin ylzeylere 0zgun olmayan aptamer adsorpsiyonunu Onlemek igin
tasarlanabilmesidir. Cunku bu, altin yizeye 6zgun olmayan baglanma ihtimali ¢ok
yuksek olan, baz birimlerinde amin gruplar igeren uzun oligonukleotitler igin dnemli

bir problem olusturmaktadir.

Silikat ve silisyum alt-tabakalar

Silikatlar ve silisyum, aptamer immobilizasyonu igin alt-tabakalar olarak
kullanilirlar. Silikatlar kolayca bulunabilirler ve cam pargaciklar, kapiler tupler, silika
jel veya kurecikler gibi sekillerde elde edilebilirler (Zhu et al., 2006). Dusuk fiyatta
olmalarina ve yaygin kullanilabilirliklerine ek olarak, silikat yuzeyler ayrica
spektroskopik sinyal kazanimi igin optik seffaflik avantaji saglar ve altin
tabakalarda karsilasilan floresans sinyal sondirme durumunu goéstermezler.
Silisyum yapistirmalar ya da AFM (Jiang et al., 2003) uglari gibi silisyum yluzeylere
kovalent baglanma, silan reaktiflerinin konjuge olabilmeleri igin, silisyum oksit dis
tabakasinin kullanimini saglayabilir. Silikat ve silisyum alt-tabakalarinin gogu

uygulamalari i¢in 6ncelikle silanoksit ytzeyin, aminopropil veya glisidoksipropil
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fonksiyonel grup iceren trialkoksisilan reaktifi kullanilarak fonksiyonelize edilmesi

gerekir.

Biyokaplamalar

Aptamer igeren birgok biyoreseptdrin yizey immobilizasyonu igin, avidin (veya
avidinin bir tarevi) ve biyotin arasindaki 6zgun ve kuvvetli etkilesimden yararlanilir.
Bu metot iglevsel olarak kolaydir ve genellikle biyotinin avidine etkin sekilde
immobilizasyonu i¢in oda sicakliginda tampon c¢ozelti igerisinde, avidin kapl
substrat ile biyotin bagli aptamer inkiibasyonunu gerektirir. Ornegin, streptavidin
fiziksel adsorpsiyonla ya da kovalent olarak uygun substrata immobilize edilebilir.
Biyotin baglh aptamerler, standart fosforamit kimyasi kullanilarak elde edilen
biyotin konjuge edilmis aptamer olarak ticari alinabilirler. Bunlara ek olarak; avidin-
, Streptavidin-, veya nétravizdin kapli cam pargalar (Liss et al., 2002; Baldrich et
al., 2005; Colet et al., 2005; Cho et al., 2006), streptavidin kapli manyetik kureler
(Kawde et al., 2005) ve 20-uym buyukliginde akisa karsi surekli kullanilabilen
polistiren pargaciklarina kovalant bagli streptavidin bulunduran perflizyon
kromotografi kolonu POROS BA (Michaud et al., 2003) igeren, streptavidin ve
avidin (ya da tarevleri) kapli substratlar satin alinabilir. Silikat Gzerinde avidin
kullanilan g¢alismalar bugtne kadar ticari uUrtnler olarak kullaniimiglardir. Benzer
olarak, polistiren mikrotiter plakalar Uzerinde streptavidin de kullaniimistir. Buna
ragmen, genellikle, altin Gzerine immobilize edilmis avidin ve onun tlrevleri ticari

olarak kullanilmamaktadir. Bu nedenle, birgok kovalent iglem geligtiriimistir.

2.3.6. Aptamerlerin 5’ ve 3’ baglanmalarinin karsilagtiriimasi

Baglayici ve fonksiyonel grup ucu kati destek yuzeye aptamerin 5-ucu ya da 3'-
ucundan badglanabilir. Literatirde, iki pozisyonda aptasensor gelistirmede
kullanilmaktadir. Buna ragmen, sadece birka¢ calismada bu iki c¢esit ucg
calisabilirliligine deginilmistir (Cho et al., 2006). Trombin, lizozim, IgE ve risin
(toksik bir protein) icin biyotin ucglu aptamerlerde bu etki incelenmistir. Bu
calismanin sonuglari gostermistir ki, bu etki aptamere 6zgu olarak degismektedir.
Anti-lizozim ve anti-IgE aptamerleri 3'-ucundan immobilizasyonu takiben 14-30%
daha fazla duyarhlik gostermektedirler. Anti-risin ve anti-trombin aptamerleri ise 5'-

ucundan immobilizasyonu takiben 26—28% daha fazla duyarlilik gdéstermektedirler.
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2.4. Kutle Spektrometresi

Kutle spektrometresi halen kullanimda bulunan tim analitik yontemlerin en genis
uygulama alani olanidir ve maddelerin elementel bilegimlerinin belirlenmesinde,
inorganik, organik ve biyolojik molekullerin yapilarinin aydinlatiimasinda, karmagsik
karisimlarin kalitatif ve kantitatif analizlerinde, kati yuzeylerinin yapilarinin ve
bilesimlerinin aydinlatiimasinda, bir numunedeki atomlarin izotopik oranlarin
bulunmasinda oldukga yararl bir ydontemdir. Ayrica kitle spektrometrisi, protein ve
DNA analizlerinde kullanilan ginimudzin en gugli enstrumental analiz
cihazlarindan biridir. 1898’ lerin baslarinda, Wien kanitlamistir ki isinlar, Gstlste
paralel elektrik ve manyetik alandan gegirilerek saptirilabilir. Sir Joseph J.
Thomson (1856-1940) calismalarinda, negatif yUkli katot 1sin parcaciklarini
(Thomson, 1897) ve pozitif isinlari bir parabol kitle spektrografi (Thomson, 1913)
ile analiz etmesi Uzerinden kitle spektrometresinin dogusu baslamistir. Thomson,
1913 yilinda Neon'un ?°Ne ve *Ne olmak (izere iki izotopunun oldugunu
goOstererek kutle spektrometresinde ilk adimi atmigtir (Karlsson, 2001).
Gunumuzde c¢ok cesitli tlrlerde son derece hassas kutle spektrometreleri
geligtiriimis, tip, kimya ve fizik gibi bilim alanlarinin en énemli cihazlari haline
gelmistir (Chace at all., 1999; Clayton, 2001; Mosharrafa at all., 1971).

Blayuk mol kutleli molekullerin (6zellikle biyopolimer ve sentetik polimerler) Kitle
Spektrometrik sartlarda uguculuklari hemen hemen yok denecek kadar az ve
kararhliklart ¢ok dusuktir. Bu nedenle mol katlelerinin  tayini  mumkuan
olmamaktadir. 1990’1 yillarin basina kadar kullanilan ticari Katle Spektrometreleri
ile maksimum ulasilan mol kitlesi 4.000 Daltondan 6teye gidememistir. Daha
bayuk mol katleli maddelerin kitle spektrometreleri ile analizlerinde basari
saglanamamistir. MALDI kitle spektrometresi ve Elektrosprey iyonlastirma
(Electrospray lonization, ESI) kitle spektrometresiyle tanigma bu alanda yeni bir
cigir agcmistir. “Yumusak iyonlastirma®” teknikleri olarak da bilinen bu tekniklerle,
proteinler ve diger biyomolekullerin katlelerinin, bir batin halinde, yapiyi
bozmadan mukemmel bir dogrulukla 6lcllebilmesi basariimistir (Salih, 2005).

2.4.1. Kutle spektrometresi ¢aligma prensibi

Kltle spektrometreleri manyetik veya elektriksel bir alanda hareket eden yuklu
parcaciklar kutle/yuk (m/z) oranlarina gore diger yuklu partikillerden ayirt ederek
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analizleme esasina gore calismaktadir. Kutle spektrometresi, vakum ortaminda
gaz faz iyonlari haline donustirilmus atom ve molekullerin bagil miktarlarini ve
kitlelerini dlgen bir cihazdir. Bu normalde, ilgilenilen analitin (kati, sivi ya da gaz)
ornek giris sistemine verilmesinden sonra, iyon kaynaginda iyonlastirilmasi, bunu
takiben iyonlarin kutle analizéri bolgesinde ayrilmalari ve son olarak dedektorde

tayin edilmeleriyle gerceklestirilir.

ORNEK iYON :
e y VERI
GiRiSi KAYNAGI e

Sekil 2.2. Kitle spektrometresinin temel bilesenleri.

Birgok ticari ve laboratuvar ortaminda yapilan cihaz mevcut olmasina ragmen,
batun kutle spektrometreleri sekilde goruldugu gibi dort temel bilesenden olusurlar:

ornek verme sistemi, iyonlastirma kaynagi, kutle ayiricisi ve tayin sistemi.

2.4.1.1. Ornek verme sistemi

Ornek verme sistemi bir érnegi iyon kaynagina transfer eder. Temel gereksinim,
ornek molekulleri atmosferik basingtan iyon kaynagindaki yiksek vakuma transfer

edilirken basing problemlerinin ortadan kaldiriimasidir.

2.4.1.2. lyon Kaynadi

lyon kaynagi dogal érnek turlerini gaz fazi iyonlarina doniistiiriir. Bu amagla birgok

iyonlastirma teknigi gelistirilmigtir.
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lyonlastirma

Kutle spektrometresinde analizin ilk asamasinda iyon kaynaklarinda, analiz
edilecek ornekler iyonlastiriir. Kutle spektrometresi icin c¢esitli iyonlagtirma
teknikleri  kullanilir. iyonlastirma siireci boyunca analiz edilecek analitin
iyonlastirlmasinda dikkate alinmasi gereken en 6nemli durumlar, i¢ enerjinin
transferi ve analitin fizikokimyasal Ozellikleridir. Bazi iyonlagtirma teknikleri gok
enerjiktir ve genigletiimis pargalanmaya sebep olabilir. Sert iyonlagsma teknigi
olarak da adlandirilan elektron iyonlastirma (EI) ve hizli atom bombardimani (FAB)
gibi bu teknikler, molekulin daha kiguk pargalara pargalanmasina neden olurlar.
Bu parcalanmalar her molekdl icin kendine 6zgu olup, molekile ait bir parmak izi
olarak tanimlanir. Bu tir sert iyonlastirma tekniklerinde, yapida meydana gelen
parcalanmalar buyidk mol katleli bilesiklerin analizini olanaksiz hale getirir. FAB
iyonlasma teknigiyle ancak 4.000 Da’dan daha kuglik molekillerin analizi
gerceklestirilebilir. Diger tekniklerde, yani yumusak iyonlasma tekniklerinde ise
(MALDI ve ESI), molekilde herhangi bir parcalanma meydana gelmeden, M* ve
[M+H]" molekiler iyon pikleri olusur. Bu sekilde 0Ornegin MALDI teknigiyle
1.000.000 Da kadar mol kitleleri tayin edilebilir (Manz ve ark., 2003). Elektron
iyonlastirma, kimyasal iyonlastirma ve alan iyonlastirma sadece gaz-fazi
iyonlastirma icin uygundur ve bu yuzden kullanimlari, yeterince ugucu ve termal
olarak kararl turlerle sinirlidir. Buna ragmen, bilesiklerin buyuk bir kismi termal
olarak degiskendir ve yeterli buhar basincina sahip degildirler. Bu bilesiklerin
molekulleri, direk olarak yogunlasmis hallerinden gaz faza ekstrakte edilmek
zorundadirlar. Direk iyonlastirma kaynaklari iki gesittir: sivi faz iyon kaynagi ve kati
faz iyon kaynagi. Sivi-faz iyon kaynaklarinda analit ¢dzelti halindedir. Bu c¢ozelti
damlaciklar halinde sislestirilerek kaynaga verilir, iyonlar atmosferik basing altinda
uretilir ve bazi vakum asamalariyla kitle spektrometresine odaklandirilir.
Elektrosprey, atmosferik basingli kimyasal iyonlastirma ve atmosferik basingl
fotoiyonlastirma kaynaklari bu tar iyonlagtirma kaynagi érnekleridir. Kati-faz iyon
kaynaklarinda, analit ugucu olamayan katman halindedir. Cok gesitli 6rnek
hazirlama yontemleriyle elde edilirler. Bu yontemler, kati ya da viskoz sivi olabilen
matriks kullanimini igeririr. Bu katman, daha sonra enerjik pargaciklarla veya
katmanin ylzeyinin yakinlarindaki iyonu desorbe eden fotonlarla uyarilir. Bu
iyonlar, bir eletrik alan tarafindan ekstrakte edilebilirler ve analizore dogru
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odaklandirilirlar.  Matriks yardimli  lazer desorpsiyon, ikincil iyon kutle
spektrometresi, plazma desorpsiyon ve alan desorpsiyon kaynaklarinin hepsi bu
stratejiyi kullanarak iyon Uretirler. Hizli atom bombardimani ugucu olamayan sivi
matriks kullanir. Temelde iyon kaynaklari iyonlari, nétral molekilleri gaz fazinda
iyonlagtirarak, elektron firlatma, elektron yakalama, protonlanma, proton
uzaklastirma, iyon katihmi ile iyon olusturma veya yuklu turlerin yogunlastiriimis
fazdan gaz faza transferleri tizerinden Uretirler. iyonlastirma islemi, siklikla, gaz-

faz iyon-molekul reaksiyonlarini igerir (Hofmann and Stroobant, 2007).

2.4.1.3. Kiitle Analizorii

Oncelikle, Uretilen gaz-faz iyonlari, tayin edilecekleri kitlelerine gore
ayrilmalidirlar. Kuatle analizora tarafindan hesaplanacak olan iyonlarin fiziksel
Ozellikleri, onlarin sadece kutlelerindense, kutle/yik (m/z) oranlaridir. Bu ylzden,
su sodylenmelidir ki ¢oklu yukli iyonlarin gérinen m/z dederleri, onlarin gercek
kitlelerinin kesirli pargalarini olusturmaktadir.  Birgok gesitli kutle analizorleri
gelistirilmigtir. Aslinda, iyonlarin kutle/yik oranlarina gore ayriimalari degisik
prensiplere dayanir (cizelge 2.2.). Butun kuatle analizoérleri, yalniz ya da
birlestiriimig, statik ya da dinamik elektriksel ve manyetik alan kullanirlar. Kitle
analizorlerinin bir¢cok yaygin turleri arasindaki temel farkliliklar, ayirmayi saglamak
icin kullanilan alanlardaki sartlara dayanir. Herbir katle analizéri  kendi

avantajlarina ve kisitlamalarina sahiptir (Hoffman and Stroobant, 2007).

Cizelge 2.2. Kutle spekrometrisinde kullanilan analizor gesitleri.

Analizor gesidi Sembol Ayirma prensibi
Elektriksel Alan E veya ESA Kinetik ener;ji

Manyetik Alan B Momentum

Dortkutuplu Q m/z (alan kararliligr)
iyon tuzakli IT m/z (rezonans frekansi)
Ucgus zamanli TOF hiz (ugus zamani)
Fourier dontsuimla iyonsiklotron FTICR m/z (rezonans frekansi)
rezonans

Fourier dénisuimli orbitrap FT-OT m/z (rezonans frekansi)
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Manyetik ve elektriksel alan ayiricili cihazlar, yuksek ayirma gucunde olgumler
alinmasini saglamaktadirlar. Dort kutuplu ve dort kutuplu-iyon yakalamali (QIT)
gibi kutle ayiricilarin geligtiriimesi, daha kuguk ve ekonomik cihazlarin Uretimlerini
saglamistir. iyon siklotron rezonans (ICR) cihazlari, hem yiiksek ayirma giicii hem
de kimyasal reaksiyon kosullarina esdeger kosullarda veri alinmasini
saglayabilmektedirler. Ik ticari QIT kiitle spektrometresi, 1953 yilinda Wolfgang
Paul (Paul and Steinwedel, 1953) tarafindan kesfedildikten yaklasik 40 yil sonra,
1984 yilinda Finnigan tarafindan ticari olarak kullanilmistir (Stafford, 1984). ilk iyon
yakalama cihazi, radyo frekansi kullanilarak iyonlarin belirli bir yerde biriktirilerek
tutulabildigi bir sistem olarak ifade edilmigtir. Stafford tarafindan kutle segici
kararsizhigin kesfedilmesiyle, secilen iyonlarin biriktirilip analiz edilebilmesine
olanak taniyan iyon yakalamali kutle spektrometrisi alani ortaya c¢ikmistir. Bu
yontemle yapilan calismalarda, elektrotlara 6zgun radyo frekansi uygulanarak
olusturulan kuadratik elektriksel alanda kutle/ylk oranlarina gore farkllik gosteren
iyonlar hapsedilmektedirler. iyonlarin kaydedilmeleri sirasinda, elektrotlarin
potansiyelleri degistirilerek iyon yorungelerinde kararsizlik yaratilir ve boylece
iyonlar yodrungelerinden kutle/ylk oranlari artan sirayla c¢ikarlar. Daha sonra
iyonlar, ¢ikis lensine odaklanarak sinyalleri detektor tarafindan kaydedilir. Tandem
kitle spektrometrisi (MS"), R. G. Cooks ve arkadaslari tarafindan, ters geometrili
miknatis cihazi ile yari kararli iyonlar Uzerine arastirma yaparlarken, ortaya
cikarilmigtir. 1968 yilinda McLafferty iyon yapilarinin aydinlatiimasi igin c¢esgitli
cihazlarla tandem kutle spektrometrisi uygulamalari yapmis ve ayni zamanda
Jennings, carpisma ile olusturulan parcalanma (Collision-Induced Dissociation,
CID) yontemini tanimlamistir. Bu alanda, Yost ve Enke tarafindan tasarlanan Uglu
dort kutup kutle spektrometresi ilk zamanlarda ciddi anlamda populer hale
gelmistir (Yost and Enke, 1978). Kuitle analizorleri icerisinde en sik
kullanilanlardan biri ugus zamanl (TOF) katle analizéridir ve en ¢ok MALDI
tekniginde kullanildigi gorilmektedir. TOF kutle analizérinde izlenecek bir iyonun
kitlesi igin teorik olarak bir limit yoktur. Burada temel prensip, farkh katlelerdeki
iyonlarin vakum atmosferinde ugus hizlarinin farkhligidir. Ugus zamanl kutle
analizérinde, iyonlari hizlandirmak igin elektriksel bir alan uygulanir ve dedektore
carpma sureleri belirlenir. Eger iyonlarin yuUkleri ayni ise kinetik enerji belirleyici
olur yani iyonlarin hizlari yalnizca kutlelerine bagh kalir. Buyuk molekul kitlesine
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sahip olan iyonlarin hizlari, kigik iyonlara gore daha duguktur. Bu gekilde farkli
zamanlarda dedektore carparak kutleleri belirlenir (Wollnik, 1993). Ugus zamanli
ktle ayiricisinin bir kag avantaji vardir: (1) teorik olarak kutle siniri olmamasi; (2)
yuksek hizda veri kaydedilebilmesi; (3) yuksek duyarhlia sahip olmasi; (4)
temelde basit bir yapiya sahip olmasi ve degisikliklere uygun olmasidir. MALDI
iyonlastirma yontemi, TOF ayiricisi ile birlikte kullaniimak i¢in oldukga uygundur.
MALDI yénteminin teorik olarak sinirsiz kutle araliginda analiz yapiimasina olanak
veren TOF kutle ayiricisi ile birlestiriimesiyle biyomolekul analizleri i¢in ideal bir
sistem olusturulmustur (MALDI-TOF) (Wurz and Gubler, 1996).

2.4.1.4. Dedektorler

Kltle spektrometresinde, iyonlar kutle analizorunden gecgerler, bir dedektor
tarafindan tayin edilip, kullanilabilir sinyale dénuasturaltrler. Dedektoérler iyonlardan,
iyonlarin  miktarlariyla orantili olarak elektrik akimi Uretebilirler. Kutle
spektrometresinde kullanilan dedektorler 2005 yilinda gdzden gegirilmistir
(Koppenaal et al., 2005). Birgok ¢esit dedektor bulunmaktadir. Dedektor segimi,
cihazin dizaynina ve gercgeklestiriliecek analitik uygulamaya baghdir. Cesitli
yaklagimlar iyonlari tespit etmek icin kullanilir. Buna ragmen, iyonlarin tespiti her
zaman onlarin yukune, kutlelerine ya da hizlarina dayanir. Bazi dedektorler
(Faraday kafesi), bir iyon yuzeye carpip ve ndtralize oldugunda uretilen yUk
akiminin hesaplanmasina dayanir. Digerleri (elektron ¢ogalticilar veya elektro-
optik iyon detektorleri) daha fazla elektrik akimi veren ikincil elektronlarin tretildigi
yuzeyle iyonlarin garpismasi sonucu agiga ¢ikan kinetik enerji transferine dayanir.
lyonlarin FT-ICR ya da orbitrap kitle spektrometreleriyle tayinleri karakteristik
olarak bu tayinlerden farklhidir. Bu durumda dedektér iyon yoringelerine yakin kitle
analizor bélgesinde bulunan bir ¢ift metal tabakadan olusur. iyonlar, metal
plakalari birbirine baglanan bir devrede urettikleri akim goruntusu ile tayin edilirler.
Cunkul belirli bir anda kutle analizérinl terk eden iyon sayisi genellikle oldukca
azdir, kullanilabilir sinyal elde etmek igin siklikla 6nemli amplifikasyonlarin
yapilmasi gereklidir. Aslinda, dedektorde saniyede 10 iyona karsilik gelen elektrik
akimi 1.6x 107*® amperdir. Sonug olarak, geleneksel bir elektronik amplifikator
tarafindan sonraki amplifikasyonlarin yapilmasi gereklidir. Ayrica, iyon dedektorleri

iki sinifa ayrilabilirler. Bazi dedektorler tek seferde tek bir kutle iyonlarini sayarlar
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ve bu ylzden batun iyonlarin varigini sirayla bir noktada tayin ederler (nokta iyon
toplayicilar). Fotografik dedektorler gibi diger dedektorler, gorunti akim
dedektorleri veya dizi dedektorleri, ¢oklu kutleleri sayma yetenegine sahiptirler ve
ayni anda bir dizlem boyunca buatin iyonlarin varigini tayin derler (dizi
dedektorleri). Bu dedektorler kiutle spektrometrisinde cogu uygulamada etkindirler.
Buna ragmen, bir dedektor ideal olarak ayiricilik etkisinden arindiriimis olmaldir.
Cunku genelde dedektorin etkinligi iyonlarin kutleleri arttikga azalir. Bu ylksek
katleli iyonlarin tayinine sinirlamalar getirir ve bu verilerden dolayi bir kantitatif
analizi bozabilir giinkl artan kutleyle, alinan sinyal katlanarak azalir. Diger yandan,
kitle spektrometrisindeki gelismeler tamamen yeni iyonlastirici kaynaklarinin ve
analizoérlerin gelisimini saglamistir ki bunlar ¢ok ylksek molekal agirlikh analitlerin

calisiimasina olanak saglamaktadir. (Hoffmann and Stroobant, 2007).

2.4.2. Ardisik Kutle Spektrometresi ( MS/MS)

MS/MS seklinde ifade edilen ardisik kutle spektrometrisi (tandem mass
spectrometry), arka arkaya yerlestiriimis iki benzer (QqQ gibi) ya da farkli (QToF
gibi) kutle ayiricisi arasinda yer alan carpisma htcresi (collision cell) icerisinde,
birinci kitle ayiricisinda secilerek gelen iyonlarin inert gaz molekll (N,) ya da
atomlari (He, Ar, gibi) ile carpistirilarak kontrolli bir sekilde, enerjinin kademeli
olarak degistirilmesi sonucu pargalanmasi ve elde edilen kiguk iyon pargalarinin
takip eden ikinci kutle ayiricisinda izlenmesi iglemidir. Analiz basamaklarinin
sayisini arttirmak mumkuindur: ilk kutle ayricisinda baslangi¢ iyon ya da iyonlar
(precursor ions) segilir, sonra bu iyonlarin par¢calanmasindan elde edilen ikincil
iyonlar da segilerek daha kuguk iyonlara parcalandiktan sonra son kutle
ayiricisindan gecgen parcalanma urunleri analiz edilir. Bu da genellikle MS? olarak
adlandirilir. Gergeklestirilen kutle spektrometrik analiz basamaklarinin sayisi daha
da arttinlabilir. Bu tir calismalar kltle spektrometrisinde MS" olarak ifade
edilmektedir n analiz edilen iyonlarin olusturuima sayisini ifade etmektedir
(Hoffmann, Stroobant, 2007).

2.4.3. Yeni nesil kiitle spektrometreleri

Son yillarda kutle spektrometresinde yumusak iyonlasma ile iyon olusumu

saglayan MALDI ve ESI yéntemlerinin gelistiriimeleriyle kitle spektrometresinde
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biyomolekullerin detayl bir sekilde analiz edilmelerinin yolu agiimis ve yumusak
iyonlastirmanin makro molekdllerin analizlerindeki 6nemi, 2002 yilinda John Fenn

ve Koichi Tanaka’ nin paylastiklari Nobel 6duli ile kabul edilmis oldu.

2.4.3.1. Matriks-yardimli Lazer Desorpsiyon/iyonlastirmali - Ugcus Zamanli-
Kutle Spektrometresi (MALDI-TOF-MS)

1988 vyiinda Karas ve Hillenkamp tarafindan Matriks-yardimlhi  Lazer
Desorpsiyon/lyonlastirmali - Ugus Zamanli-Kiitle Spektrometrisi (MALDI-TOF-MS)
ilk olarak tanimlanmistir (Karas et al.,, 1987; Karas and Hillenkamp, 1988;
Hillenkamp et al., 1990). O zamandan bu yana, buylk inorganik bilesikler, sentetik
polimerler, oligonukleotitler ve proteinler gibi, ugucu olmayan ve termal olarak
kararli genis bir aralikta, bozulmadan gaz fazina gecisi saglayan guclu bir kaynak
olmustur. Koichi Tanaka proteinlerin “lazer desorpsiyonlu yumusgak iyonlasmasi”
(SLD) calismalarini 1987°de yayinlamistir. Ancak, bu SLD caligmalarinin, daha
etkili ve daha yaygin bir kullanima sahip olan yeni bir uygulamasini, 1990 larin
basinda iki Alman bilim adami Prof. F. Hillenkamp ve Prof. M. Karas, yepyeni bir
Kitle Spektrometrik teknik olarak tasarlamiglardir. Yaptiklari bu calisma ile
American Chemical Society’nin 1995 vyilindaki o6duline layik goralduler.
Kullandiklari yeni Kutle Spektrometrik sistemin iyonlastirma kaynagdinin disindaki
analizér ve dedektor sistemleri daha onceki Kitle Spektrometrelerinde var olan
kisimlardan hemen hemen farkllik géstermemekle birlikte, yeni bir iyonlagtirma
kaynagi tasarlamislardir. Bu iyonlastirma kaynagina, Matriks-yardimli Lazer
Desorpiyon/iyonlastirma (MALDI) adini verdiler. Daha sonra 2002 yilinda Tanaka,
bu cok 6nemli bulusuyla Nobel éduline layik géruldi (Manz ve ark., 2003). MALDI
diger lazer iyonlastirma tekniklerinden daha hassastir. MALDI, 100000 Da’ u agsan
cok yuksek mol kuatleli analitlerin desorpsiyonuna ve iyonlasmasina olanak saglar.
Ornegin MALDI, 300000 Da mol kitlesine kadar olan proteinlerin femtomollerinin
tayinine olanak saglar (Karas and Hillenkamp, 1988; Spengler and cotter, 1990).
MALDI kutle spektrometresi, hem sentetik polimerler hem de biyopolimerler igin
kuvvetli bir analitik sistem olmustur (Pasch and Schrepp, 2003). MALDI kullanarak
biyolojik materyalleri goérintilemek de bir diger ilgin¢g uygulamadir (Stoeckli, 2001;
Pierson et al., 2004). Aslinda MALDI, LD ve SIMS ile birlikte dokular igerisinde

hedef biyomolekullerin dagilimlarini haritalamada kullanilir. Dogrudan doku
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bdlgelerinde peptit, protein ve biyomolekullerin g¢aligsiimasini saglar. MALDI
kaynaginin yapisi ugus zamanl (TOF) kutle analizoru icin cok uygundur. Buna ek
olarak, TOF analizori genis bir kitle aralidinda iyonlari analiz etme yetenegdine
sahiptir ve bdylelikle MALDI tarafindan uretilen ylksek kutleli iyonlari analiz
edebilir. Tum bunlar, ¢ogu MALDI spekturumunun neden MALDI-TOF

spektrometresiyle elde edildigini agiklar.

MALDI sisteminin prensipleri

Ornek hazirlama

ilk asamada, analiz edilecek bilesik matriks olarak adlandirilan, kiiciik organik
molekuller iceren bir ¢ozucu iginde ¢dzulur. Bu molekuller kullanilan lazerin dalga
boyunda gugcli bir absorpsiyona sahip olmalidir. Bu karisim analizden &6nce
kurutulur ve ¢ozelti hazirlanirken kullanilan sivi ¢ozucu uzaklastirilir. Bu da analit
katkili matriks kristalleri kalintisi olan kati bir ¢ozelti ile sonuglanir. MALDI-Kutle
Spektrometresi analizlerinde, en énemli ve zor kisim érnek hazirlama boélimudur.
Calisilacak analit icin, uygun matriksin sec¢imi, 6rnek: matriks oraninin
belirlenmesi, en uygun ornek hazirlama yonteminin uygulanmasi MALDI-Kutle
Spektrometresi tekniginin etkinligini énemli dlglide belirler. Ornek hazirlama
yontemi genel olarak, 6rnek ve matriks c¢ozeltilerinin hazirlanip, belirli oranda
birbirlerine karigtirlmasi, daha sonra bu karisimin ‘MALDI ornek tutucusu’ adi
verilen metal bir plaka Uzerine uygulanmasini ve bu 6rnek tutucu Uzerinde
kristallenmesini ve ardindan cihaza verilmesi basamaklarini igerir. lyi spektrumlar
elde edebilmek icin dikkat edilmesi gereken bir baska nokta da, tampon
icerisindeki tuz derisiminin minimuma indirilmesidir (Manz et al., 2003; Salih et al.,
2005). Analit molekulleri matriks molekulleri boyunca gomdulu olduklarindan
tamamen birbirlerinden ayrilirlar. Matriks molekullerinin sayisi analit molekullerinin
sayisini agsar ve bu da analit molekullerini birbirinden ayirarak érnek molekullerinin
kimelenmesini dnler. Ayrica matriks, gelen enerjinin gogunu absorplayarak lazer
Isinlarinin 6rnek Uzerindeki zararini minimuma indirir ve lazerden analite enerji
transferinin etkinligini arttinr. Bu sayede hassasiyet olduk¢a yukselir. Hem
iyonlasma hem de desorpsiyon saglayan MALDI matriks kullanimi, iyonlagma
metodu i¢in ¢ok 6nemli bir faktordir. MALDI matriksi, analitte uyumlu olarak
¢ozlcude ¢ozunebilir, vakumda kararli, analiti izole edici, lazer 1ginlarini absorbe
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edici ve analit iyonlagsmasini saglayici olmaldir. Degisik c¢esitlerde 0Ornek
hazirlama metotlari vardir. Bunlardan kati matriks 6rnek hazirlama metodu olanlar;
kurutulmus damlacik, vakum kurutma, ogutulmus kristal, hizli buharlastirma,
kaplama, sandvig, yavas kristallendirme, elektrosprey ve matriks kaplanmis
yuzeylerdir. Bunlar igerisinde kurutulmus damlacik metodu en yaygin kullanilan
yontemdir. Ornek hazirlama yoéntemleri arasinda en eski ve en sik kullanilan
yontem olan ‘kurutulmus damlacik ° metodunda, Oncelikle doygun bir matriks
¢Ozeltisi hazirlanir. Bu matriks ¢ozeltisi, matriksin ¢ozunurligune bagh olmak
Uzere, su, su-asetonitril veya su-alkol icerisinde yaklasik olarak hazirlanir. ikinci
bir ependorf igerisinde, 6rnek, uygun ve matriks ¢ozeltisi ile karisabilir bir ¢oztcl
icerisinde hazirlanir. Daha sonra bu matriks ve 6rnek ¢ozeltileri uygun oranlarda
karigtinlir ve bu karisimin 1 pL’si MALDI 6rnek tutucusu Uzerine uygulanarak oda
sicakhginda kristallenmeleri saglanir. Bir baska énemli érnek hazirlama yéntemi
ise “ince tabaka” (thin-layer) metodudur. Burada 6nce matriks ¢oOzeltisi 6rnek
tutucusu Uzerine uygulanir ve ¢ozucu hizli bir sekilde buharlastirilir, matriks
molekiilleri kristallendirilir. Ornek tutucusu Uzerinde ince bir tabaka elde edilir.
Daha sonra ornek ¢ozeltisi bu ince matriks tabakasinin Uzerine uygulanir ve hizl
bir sekilde kristallendirilir. Sivi matriks hazirlama metotlari; kimyasal sivi, pargacik
katkili (iki-faz) sivi ve kimyasal katkili sividir. Ozel érnek hazirlama metotlari ise;
kati destek olarak, 2D jeller Uzerinde MALDI 6rnedi hazirlama ve ¢dézliinmeyen kati

orneklerden ornek hazirlamadir.
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Cizelge 2.3. MALDI matrikslerinin kullanimi.

Tayin edilen molekiil

Matriks Kisaltmasi

Matriks

Peptit/protein
Kutle < 10 kDa
Kutle > 10 kDa

IR -Lazer
UV-Lazer
UV-Lazer
UV-Lazer
Sivi matriks

Sivi matriks
Oligoniikleotit

Kutle 3.5 kDa
Kutle 3.5 kDa

Sentetik polimer

Apolar

Polar

IR-Lazer

Organik molekiiller

Karbonhidratlar

Asidik
Lipidler

Dentrimerler

Fulerenler

inorganik molekiiller

Oligosakkaritler

CHCA
SA
HABA

THAP
HPA

DIT
DHB

DHB

DHB
CHCA

THAP
DIT

SA
DIT
SA
DCTB

a —siyano-4-hidroksisinnamik asit
sinapinik asit
2-(4-hidroksifenilazo)benzoik asit
Suksinik asit
2,6-dihidroksiasetofenon

Ferulik asit

Kafeik asit

Gliserin

4-Nitroalinin

2,4,6-trihidroksiasetofenon
3-hidroksipikolinik asit
Antranilik asit

Salisilamit

Trans-3-indolakrilik asit
Ditranol
2,5-dihidroksibenzoik asit

Siiksinik asit

2,5-dihidroksibenzoik asit

izovanilin

2,5-dihidroksibenzoik asit

a —siyano-4-hidroksisinnamik asit
3-Aminoquinolin

2,4,6, trihidroksiasetofenon

Ditranol

Sinapinik asit
Ditranol

Sinapinik asit

T-2-(3-(4-Bditil-fenil)-2-metil-2-proprnilidin)melononitril

1-izoquinolinol
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iyonlastirma Prensipleri

Bu asama, kutle spektrometresinin icinde vakum atmosferindeki kati 6rnek
molekiillerinin yumusak desorpsiyonu ve iyonlasmasi temeline dayanir. ik 6nce
ornek, matriks molekilleriyle beraber metal bir 6rnek tutucu Uzerinde birlikte
kristallendirilir. Numunenin MALDI kitle spektrometresine girisini saglayan ornek
tutucu ile ugus zamanh kuatle analizéri (TOF) girisi arasina elektriksel bir alan
uygulanir. Daha sonra o6rnek-matriks karisimi, kesikli bir lazer 1sinina maruz
birakilir. Bu asamada, lazer kaynagindan yayilan isinin dalga boyunda kolayca
absorpsiyon yapabilen uygun bir matriksin segilmesi ¢cok dnemlidir, ayni zamanda
analit molekillerinin molekulleri bu dalga boyunda isini absorplamamalidirlar.
Lazer kaynagindan vyayilan fotonlarla, ornek-matriks kristalleri bombardiman
edildiginde, matriks molekuilleri hemen uyarilir ve enerjisini komsgu analit
molekillerine kontrolli bir sekilde aktararak 6rnek molekulleriyle beraber gaz
fazina gecer ve bazi analit ve matriks molekilleri bu igslem esnasinda iyonlasir.
Gaz fazindaki iyonlar, elektriksel bir alan uygulanarak, ugus zamanh kutle

analizorune (TOF) dogru hizlandirilirlar.

Cizelge 2.4. MALDI igin kullanilan lazer kaynaklari.

Lazer Dalga boyu Foton enerjisi Foton Puls genisligi
(kkal/mol) enerjisi (eV)
Azot 337 nm 85 3.68 < 1ns - birkag ns
Nd: YAG ® 355 nm 80 3.49 5ns
Nd: YAG p* 266 nm 107 4.66 5ns
Ekzimer 308 nm 93 4.02 25ns
(XeCl)

Ekzimer (KrF) 248 nm 115 5.00 25ns
Ekzimer (ArF) 193 nm 148 6.42 15 ns
Er: YAG 2.94 um 9.7 0.42 85 ns

CO; 10.6 um 2.7 0.12 100 ns + 1 ps
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Matriks molekulleri, analit molekullerinden proton alarak ya da vererek, iyonlasma
enerjisini transfer ederler. Genelde elde edilen analit iyonlari [M-H]* veya [M+H]"
molekul iyonlari oldugu gibi, tampon ¢ozeltilerinden gelen alkali metal iyonlarinin
katilmasiyla [M+Na]+ iyonlari da olabilir. Ayrica ¢ok yukli molekuler iyonlar da
olusabilir. Sekil 2.3. MALDI desorpsiyon iyonlasma surecini sematik olarak

gOstermektedir.

MATRIKS LAZER

AN
o

R

ANALIT

| | KUTLE AYIRICISI

Sekil 2.3. MALDI desorpsiyon iyonlasma surecinin sematik olarak gosterimi.

Bir MALDI deneyinde, MALDI kitle spektrumunda pozitif iyon modunda sadece
birka¢ c¢esit iyon yaygin olarak gozlenir. Bu iyonlar, radikal molekul katyonlari,
protonlanmis molekiler iyonlar ve katyonize molekiler iyonlardir. Gaz faz molekdl
iyonlarinin olusumu genel olarak ikiye ayrilir. Birincil iyonlagma ornek igerisindeki
notral molekullerden iyon eldesini ifade eder. Bu islem, lazer isinlarinin birkag
basamakta matriks tarafindan absorplanmasiyla baslar, ta ki uyariimis matriks bir
elektron vererek, matriks molekuler katyonu ya da anyonu uretinceye kadar devam

eder.

Ikincil iyonlasma birincil islem ile dogrudan Uretilmeyen iyonlari ifade eder. Bu
iyonlasma siireci, iyon-molekil etkilesimlerini icerir. iyon-molekil reaksiyonlar,
MALDI’ de en yaygin gozlenen iyonlar olan, tek yukli protonlamig molekuler

katyonlarin gérinuslyle baglantih olarak proton transfer reaksiyonlarini igerir.
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Protonlanmisg molekuler iyonlar, analitin proton ilgisi matriksin proton ilgisinden

blayuk oldugu zaman kutle spektrometresinde gozlenir.

Kiitle Analizoru

Kltle spektrometresinin iyon kaynaginda desorpsiyon/iyonlasma sonrasi iyonlar
olusur, bu iyonlar daha sonra kutle analizorune gonderilirler ve kutle/yuk (m/z)
oranlarina gore ayrilirlar. Manyetik sektor (B), lineer dort kutuplu (Q), lineer dort
kutuplu iyon tuzakh (QIT), Fourier donusumlu iyon siklotron rezonans (FT-ICR) ve
ucus zamanli gibi ¢ok cesitli kitle analizorleri vardir. Buna ragmen, MALDI igin, iki
kitle analizéri en yaygin olarak kullanilir. Bunlar TOF ve FT-ICR’ tir. Bu ikKisi
icinden, TOF; dizayninda ve kullaniminda higbir zorluk olmamasi, maliyeti etkinligi,
teorik olarak sinirsiz kutle arahgi, ard arda tum yudklu tdrleri tayin edebilme
yetenegi, hizli analiz suresi ve MALDI iyonlagma kaynagi ile iyi uyumlu olmasi gibi
Ozellikleriyle en evrensel olarak en ¢ok kullanilanidir (Muddiman, 1997). Lazer
iIsin1 tarafindan desorbe edilen iyonlar, elektriksel alan icerisinde belli bir kinetik
enerjiyle hizlandirilirlar. Daha sonra bu iyonlar, elektriksel alan uygulanmayan bir
tip icerisine girerler ve burada kutle/yuk oranlarina goére farkh hizlarda hareket
ederler. TUpun sonunda, iyonlar detektore carparlar ve ugus zamanlari yuksek bir
dogrulukla elektronik olarak olculir. Hareket eden iyonlarin kinetik enerijileri teorik

olarak es. 2.1. ile tanimlanir:

1
Exin == m.v?

5 =2z.e.V (2.1)

burada ” m “ iyonun kutlesi, “v “ iyonun hizlandirma bdlgesinden sonraki hizi, “z"

iyonun yuku, “e” elektronun yuku ve “V” uygulanan elektriksel alanin gerilimidir.
Serbest yol icerisinde hareket eden kugcuk iyonlar, buytk iyonlara gore daha fazla
hiz kazanirlar ve dedektore daha once ulasirlar. Burada hiz “ v  , elektriksel alan
uygulanmayan hareket tapinin serbest yol uzunlugunun “L” , ugus zamanina “t”

bdlinmesi olarak da tanimlanabilir;
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L

V=- (2.2)
t

Es. 2.1’ deki hiz ifadesi, es. 2. 2’ de yerine yazilirsa:

m 2.e.V.t?

—_— = 2.3

2 12 (2.3)

Burada m/z orani, ugus suresinin karesi ile dogru orantilidir. Bu ylzden bir iyonun
kutlesi analizoriin, kitlesi ve yiUku bilinen 6rneklerle bir kez kalibrasyonunun
yapilmasiyla, ugus zamani Olgulerek belirlenebilir. Bu sekilde sire olcimu ile
blyuk iyonlar dahi yuksek bir dogrulukla saptanabilir ve bu da biyomolekillerin
molekiler agirliklarinin tayini igin ugus zamanh kutle analizérint (TOF) en ideal
yontem yapar. Tipik olarak ucus tupleri yaklasik iki metre uzunlugundadir. Diger
analizorlerle kiyaslandiginda, bu yontemin duyarlligi ¢ok iyidir, ¢unkl ucgus
zamanli analizor igerisinde 6n ayirmadan gegen butun iyonlar dedektore ulasirlar
(Manz ve ark., 2003).

Lineer ucus zamanli kiitle spektrometresi

lyonlar elektrik potansiyeli tarafindan sabit kinetik eneriji ile hizlandirilirlar ve
genellikle bu hizlandirma potansiyeli 1-30 kV’ tur. Hizlandirilan bolgenin uzunlugu
1 cm’ den azdir (Hillenkamp et al., 1991). Hizlanan iyonlar serbest alan bdlgesine
girerler ve tipun sonundaki detektore garparlar. Ugus yolunun uzunlugu 0.01-2 m
arasinda degisir (Hillenkamp et al., 1994). Farkli m/z oranlarindaki iyonlar farkli
hizlarda hareket ederek detektdre farkli zamanlarda ulasirlar. iyon kiitlesi, standart
iyonlarin ugus zamanlari hesaplanarak belirlenir (Siuzdak et al., 1996). Kitle
ayiricthgr (R) birbirine yakin degerde iki kutleyi birbirinden ayirma yetenegidir
(esitlik 4) ve kutle spektrometresinde ¢ok onemli bir parametredir (Hillenkamp et
al., 1994).

R=M/Am (2.4)
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Bu esitlikte; M gbzlenen kutle, Am ise ayrilmasi istenen ve kutleleri birbirine en
yakin iki kGtle arasindaki kutle farkidir. Kutlesi 350 kDa’ a kadar olan orneklerin

ayiricihgr lineer TOF kutle spektrometresinde yapilabilir (Karas et al., 1990;
Weickhardt et al., 1996).

Reflektron ucus zamanl kiitle spektrometresi

Reflektron modunda, TOF analizériinde ucus tiplnun sonuna iyonlarin yénina
degistirecek bir kuvvet uygulayan, kargi bir elektriksel alan uygulanir. Esit katleli
fakat daha yuksek kinetik enerijili (hizi yuksek) iyonlar, kargi elektriksel alan iginde
daha derinlere girerler ve yonlerini degdistirmek icin daha uzun sire gerekir fakat
ucus alaninda hizlari daha disik olan iyonlara yetisirler. Bu odaklanma noktasi
icin dedektorin yeri dogru ayarlandiginda, ¢ok keskin ve birbirlerinden iyi ayriimis
sinyaller elde edilir. Lineer mod TOF ile yuksek molekdl agirliklarina (100 - 900
kDa) cikilabilir ancak kutle arttikga ayiricilik azalir. Reflektron mod TOF ise disuk

molekil agirliklariyla (10 - 90 kDa) sinirlidir fakat ayiricilik (10.000 civarinda) ¢ok
lyidir (Manz et al., 2003).
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Sekil 2.4. Ugus zamanl kutle spektrometresinde reflektron ve lineer modun
sematik olarak birlikte gosterimi.

iyonlarin belirlenmesi

MALDI katle spektrometresinde dedektor olarak genelde ¢ok kanalli plaklar (MCP)

kullanilir. Bu plaklar, fiber optik 6zellikli, kursun iceren cam materyallerden
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yapilmis silindirik birgok kanal igerir. Kanallarin ¢apt 4 uym ile 25 ym arasinda
degisir ve merkezden-merkeze olan uzakliklari 6 ym ile 32 ym arasinda olabilir
(Hoffmann et al., 1996). Plakalara ¢arpan iyonlarin enerjileri, dedektor ytzeyinde
elektriksel enerjiye dondsturular. Olusturulan elektron sinyali yukseltilir ve toplanir.
Cihazin dizaynina bagh olarak bu dedektoérler tek basina da kullanilabilecegi gibi,
duyarhih@r artirmak icin iki veya U¢ tanesinin kombinasyonu seklinde de

kullanilabilirler.

2.4.3.2. Elektrosprey iyonlastirmali-kiitle spektrometresi (ESI-MS)

Elektrosprey iyonlastirma ESI, ES, IS kodlariyla tanimlanabilir; ayrica, iyon sprey,
nanosprey, sonik sprey ve saf elektrosprey de denilmektedir. En yumusak
iyonizasyon teknigidir. Polar ve ugucu olmayan bilesikler igin ideal bir iyonlagtirma
yontemidir. Bunlar arasinda, proteinler, peptitler, nikleik asitler, farmasétikler ve
dogal Uranler sayilabilir. Son yillarda, elektrospray iyonlastirma ile protein ve peptit
karisimlarinin  kutle spektrometrisinde analizleri olduk¢a yayginlagmigtir. ESI,
Ozellikle buharlagtinimasi ve iyonlagtiriimasi zor olan buyuk biyolojik molekuller
icin kullanigli bir iyonlastirma teknigidir. iyonlar birden fazla pozitif yiikke sahip
olacak sekilde olusturularak tayin edilebilmelerinin mimkin olmasi agisindan ESI,
desorpsiyon/iyonlastirmali ydontemlere kiyasla bazi durumlarda daha avantajl
olabilmektedir. Sivi halde bulunan dérnek, cihaz igerisine enjekte edilir ve akis hizi
yaklasik 1-10 yL/dk olacak sekilde bir igne boyunca pompalanir (De Hoffmann et
al., 1996). Nanolitre mertebesinde akis hizi (50-400 nL/dk) saglanmasi da
mumkundur. Enjekte edilen ¢Ozelti, igerisindeki analit molekullerinde yUk
olusturmak amaciyla, ucuna elektriksel potansiyel (3-5 kV) uygulanan igne
seklindeki bir kapilerin ucundan puskurtilir (spraying) (Simpson, 2003). Bu
puskurtme sonucu ¢ok kucuk damlaciklar seklinde elde edilen ¢ozelti bulutunun
Uzerine kurutucu gaz gonderilir. Bu kurutucu gazin amaci, damlaciklarin igerisinde
yer alan ve ¢dzlinme esnasinda analit molekullerinin etrafini sarmis olan ¢ozucu
molekullerinin, hizla buharlastirilarak uzaklasmasini saglamaktir. Coézucinin
buharlagtirimasi sonucunda, giderek kugulen ¢ozelti damlaciklarinda yer alan
analit molekulleri, sahip olduklari yukler nedeniyle birbirlerini iterek kulombik
patlamalara sebep olurlar. Bu patlamalar neticesinde ayni turin farkli yukld

iyonlarinin olusumu saglanmis olur (Hoffmann et al., 1996). Bu sayede sahip

34



olduklari birden fazla fonksiyonel grup nedeniyle birden fazla yuk olusturma
egiliminde olan bldyuk moleklller c¢oklu yUk tasiyan iyonlar haline

donustardlebilirler. ESI kolaylikla ayirma teknikleri ile birlestirilebilir.

2.4.4. Biyomolekiiller ve Kiitle Spektrometresi

Molekul agirligi tayini, biyopolimerleri tanimlamak icin kullanilan ilk calismalar
arasindadir. 1970’ lerin sonuna kadar, bu bilginin elde edilmesini saglayan
yontemler; elektroforetik, kromatografik ve ultrasentriflj metotlariydi. Sonuglar ¢cok
kesin degildi. Cinkd molekdl agirhgr disinda, konformasyon ve hidrofobiklik gibi
karakteristik Ozelliklere bagl olarak ta sonuglar degismekteydi. Bu yuzden, bir
makromolekulin kesin molekdl agirhigini bulma olasiligi, onun kimyasal yapisina
bagli olarak hesaplama yapmaktir. O zaman, kitle spektrometrik iyonlasma
teknikleri olan elektron iyonlasma (El) (Bleakney, 1929) ve kimyasal iyonlasma
(Cl) (Munson and Field, 1966), analit molekullerinin gaz fazinda bulunmasini ve bu
sebeple sadece ugucu molekulleri ya da ugucu hale getirilmeleri igin orneklerin
turevlendirilmelerini gerektirmekteydi. Ayrica, molekul agirhgr 5000 Da’ a kadar
ucucu olmayan molekdllerin iyonlagsmasini saglayan alan desorpsiyonlu iyonlasma
teknigi (FD) (Beckey, 1963), deneyimli operatdr gerektiren hassas bir teknikti
(Morris, 1980). Bu da, buylk, ugucu olmayan ve siklikla i1s1 dayanikli biyolojik
molekuller Uzerinde kutle spektrometresi uygulamasini sinirlamaktaydi. Plazma
desorpsiyonu (PD) (Thorgersen et al., 1974; Harkansson, 1982), (FAB) (Barber et
al., 1981) ya da lazer desorpsiyonu (LD) (Cotter, 1984) gibi, sivi ya da kati
yuzeylerden dnceden var olan iyonlarin emisyonuna bagli olarak desorpsiyon-
iyonlasma metotlarinin  gelismesi, biyomolekuler analiz alaninda kutle
spektrometrisi igin ilk hamleyi saglamigtir. O zamandan beri, asil problem iyonlarin
uretimindense yuksek kutleli tek yUklu iyonlarin analizi olmustur. Bu iyonlarin
teknik olarak yluksek hassasiyette ve yuksek ¢ozunurlukte tayini zordur. 1990’ larin
baslarinda, iki yeni iyonlasma teknigi olan ESI (Fenn et al.,, 1989) ve TOF
analizoériine bagh MALDI (Karas and Hillenkamp, 1988) gelistirildi ve biyolojik
aragtirmalarda kutle spektrometrisinin rolu artarak devam ettirildi. Bu yontemler,
yuksek molekul agirliginda biyomolekillerin  analizlerinin  yiksek kesinlikte
yapiimasini saglamistir. Bugun fen bilimlerinde, kitle spektrometrisi en yaygin
olarak kullanilan analitik tekniktir (Suizdak, 2003; Burlingame, 2005).
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2.4.4.1. Peptit ve Proteinler

Peptit ve proteinler, birbirlerine peptit baglariyla bagli 20 tane en yaygin amino asit
kombinasyonundan olusan lineer polimerlerdir. Ayrica, ribozom tarafindan Uretilen
protein, aminoasitlerin birbirine eklenmesi sonrasinda, post-translasyonel
modifikasyon olarak adlandirilan kovalent modifikasyonlara ugrayabilirler. 200’ tn
uzerinde modifikasyon bugline kadar tanimlanmistir (Krihna and Wold, 1997,
Walsh, 2006). Bunlardan en onemlileri glikolizasyon, disulfit kdprulerinin olugsmasi,
fosforilasyon, sulfasyon, hidroksilasyon, karboksilasyon ve N-uglu asidin
asetilasyonudur. Kutle spektrometresi yalnizca peptit ve molekillerin molekiil
agirhginin bulunmasinda degil ayni zamanda 6Ozellikle ardisik kutle teknikleriyle

kullanildiginda sekans analizlerinin yapilmasinda da kullanilir.

2.4.5. ESI and MALDI nin peptit ve protein analizlerinde kullanimi

Kutle spektrometrisinde siklikla, peptit ve protein c¢alismalarinda, iyonlagsma
metodu olarak ESI ve MALDI kullanilir. Batun bu teknikler, kararli iyon olusumuyla
ve parcalanma urunlerinin varligiyla tanimlanirlar. ESI ¢ok yuklu iyonlar dretir. Bu
da; dortkutuplu, iyon yakalayici ve manyetik cihazlar gibi geleneksel kutle
spektrometreleri ile blylk molekullerin tayininin yapilmasini saglar. ESI ve MALDY’
nin tayin siniri, ornegin yapisi, hazirlanmasi, safsizliklari ve cihazi kullanan
operatorun yetenegi gibi birgok faktore baglidir. Peptit ve proteinler igin tayin siniri,
pratikte femtomol ile pikomol arasindadir. Hatta attomol sinir1 bile rapor edilmistir.
(Worm et al., 1994; Martin et al., 2000). Yarismali iyonlasma sebebiyle, kompleks
karigsimlarin analizleri karmagsiktir (Cohen and Chait, 1996). MALDI ve ESI' da
g6zlenen bu durum, ¢ozeltideki diger peptitlerin varliginda bulunan bazi peptitlerin
molekuler iyon turlerinin baskilanmasiyla tanimlanir. Bu peptitlerin siyalleri
tamamen kaybolabilir ve bu ylizden bu peptitler, tek baslarina analiz edilebilmeleri
durumunda kolayca tayin edilebilir sinyaller verebilecekken, karigim halinde tayin
edilmelerinde uygun sinyallerin aliminda zorluklarla kargilagilagilacaktir. Yarigmali
iyonlasmadan, karisimin igerdigi peptitlerin kimyasal turevlendiriimesi Gzerinden
pH ya da matriksi degistirerek kacginilabilir ya da ters faz sivi kromatografisi
uzerinden karigimin kismi fraksiyonuyla her bir fraksiyonun ayni hidrofobiklikte
peptit icermesi saglanarak bu durum duzeltilebilir. Hem ESI hem de MALDI igin,

ornek derisimi ve Kirletici maddelerin karmasikhgi, hem hassasiyette hem de kutle
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dogrulugunda 6nemli rol oynar. Biyolojik érnekler siklikla, fazla sayida kirlilik iceren
peptit ve proteinlerin seyreltiimis ¢ozeltileridir. Bu iki sorun, seyreltme ve Kkirlilik,
Ozellikle pikomol gibi toplam ornek miktari dusuk oldugunda bas edilmesi kolay
olmayan sorunlardir. Farkli kaynaklardan gelen kirlilikler tampon ¢ozeltileri, ugucu
olmayan tuzlari, deterjanlari ve kaynagi bilinmeyen bir¢ok bilesigi icerir. ESI
sadece dusuk miktarda Kkirlilik iyonlarini tolere edebilir. Bu iyonlar, ilgilenilen
kaynaktan gelen iyonlarin goklugunu azaltirlar ve onlari tamamen baskilayabilirler.
Ayrica siklikla eklenen iyonlarin olusumuna sebep olurlar. Dahasi birgok tlr
uzerinde iyon akimi dagihimiyla hassasiyeti azaltirlar. Buna ek olarak, mol
kUtlesinin tayinini ya da eger protonlamis molekul iyonlarindan baglanan iyonlar
ayrilamazsa mol kutlesinin dogrulugunu karmasiklastirirlar. Genellikle, MALDI
birgcok Kkirlilik icin ESI' a gére daha tdlere edicidir. Bu, 6rnedin matriks ile
kristallenmesi sirasinda gergeklesen bazi ayirmalara bagl bir durum olabilir
(Beavis and Chait, 1990). Hangi iyonlasma metodu olursa olsun, Kkutle
spektrumlarinin kalitesi, kirlilik azaldikga artar. ikinci problem genellikle biyolojik
ornek icerisinde ilgilenilen bilesigin duguk derigimidir. Analiz i¢in gerekli olan hacim
hem ESI hem de MALDI igin mikrolitre araligindadir (Wilm et al., 1996) ve sadece
bunun bir pargasi analiz boyunca harcanir. Fakat derisim gozlenen spektrumda

cok dnemli etkiye sahiptir.

2.4.6. Aptamerler ile zenginlestirilecek proteinler

2.4.6.1. Trombin

MALDI ve ESI kitle spektrometreleri ile protein komplekslerinin olusum analizleri
yapilabilir, mutasyonlar ve proteinlerin hangi ortamda ne kadar bulundugu tespit
edilebilir. Insan viicudu icin gok dnemli biyomolekiiller olan trombin proteini ve
lizozim enzimi bu tez kapsaminda aptamer bagli polimerik ylzeylerde
zenginlestirildikten sonra, MALDI-Kutle Spektrometresi ile analiz edilmiglerdir.
Trombin proteini, a-trombin, insan vicudunda birgok iglemde yer alan bir tripsin
benzeri serin proteazdir. Trombin, pihtilasma slrecinde fibrinojenin fibrine
donlstigu son basamakta gorev alir. Trombin ayni zamanda inflamasyon ve yara
iyilesmesi gibi diger faaliyetlerde de gorev alir. Yaralanmaya tepki olarak, trombin
monositler, fibrolastlar ve diz kas hucreleri igin kemotaktiktir. Trombinler,

sitokinez, kemotaktik faktdr ve bluyume faktorl igceren ¢ok fazla sayida medyatori
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serbest kilan notrofilleri ve trombositleri aktive edebilir. Bunlarin hepsi, iltahaplari
yok eder ve bir yaralanmanin iyilesmesini saglar. Trombinin civciv embriyo
fibrolastlari ve diz kas hucreleri icin mitojenik oldugu kanitlanmigtir. Trombin
trombositleri aktive etmektedir (Vu et al, 1991). Trombin protrombinin aktiflesmis
arinadar. 1989’ da, Bode ve arkadaslari trombinin  X-igini  yapisini
yayinlamiglardir. Ayni grup 1992’ de saflastiriimig kristalini rapor etmislerdir.
Cunku dizi homolojisi ytuzinden, trombin numaralandirma kemotripsinojen dizisini
temel alir. Trombin molekull iki zincirden olusur. A zinciri 36 aminoasitten olusur
ve proteolitik aktiviteden bagimsizdir. B zinciri 259 aminoasitten olusur ve
protrombinin karboksil ucu dizisinden turer. B zinciri U¢ tane aktif amin bdlgesi
icerir, bunlar: His57, Asp102 ve Ser195. Trombin bir proteazdir ve tripsin benzeri
davraniga sahiptir. Arjinin ayrildiktan sonra kendi substratlarini ayirmayi tercih
eder. Trombin, polipeptit zincirlerini baglayan iki tane disulfit bagi icerir. Tripsin
gibi, trombin B zinciri aktif bolge kismi olarak Ser, His ve Asp icerir fakat ayrica ek
olarak, onu tripsinden daha derin ve ince yapan, aktif bolge yariginda uzanan
loblar icermesidir. Trombin, tripsinden farkli olarak ekstra ylzey yapilari igerir, bu
da makromolekuler substratlarla etkilesimini saglar ve onu daha segici bir proteaz
yapar. Kan pihtilagsmasi, trombin enziminin olugsmasi ve bu enzimin ¢ézunur halde
bulunan fibrinojen’i (Faktoér 1) pargalayarak kati haldeki fibrin pihtisina ¢evirmesi
seklinde 6zetlenebilir. Normal kosullarda dolasan kanda trombin yoktur. Kanda
proenzim seklinde Protrombin (FII) bulunur. Trombin kanin pihtilagsmasindaki
merkezi rolinin yani sira, giderek daha belirgin hale gelmistir ki, trombin ve
trombin reseptorleri birgcok diger psikolojik islemlerde yer almaktadirlar ve timor
ilerlemesi ve metastazi, iltihaplanma, sinirsel bozukluklar ve kardiyovaskuler

komplikasyonlar gibi hastalik durumlarini belirlemede katkida bulunmaktadirlar.

2.4.6.2. Lizozim

Lizozim enzimi ise, memelilerde bulunan 6zel bir proteindir ve genellikle ‘vicudun
kendi antibiyotigi’ olarak adlandirilir. Canh iginde, lizozim bakterilerin polisakkarit
duvarlarinda bulunan bir asetal grubun bdlinmesini katalizleyen bir
biyomolekuldir. Dogal ilag gibi davranir (Vocadlo et al., 2004). Bakteri eritici
Ozellige sahiptir yani bakteriyel enfeksiyon riskini azaltir. Bagisiklik sisteminin bir

pacasidir. Tukuruk, gbzyasi, ter ve mukus gibi vucut salgilarinda bulunur. Lizozim
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icte 4 disulfit bagi ve 129 aminoasit birimi iceren tek polipeptit zincirinden olugsmus
oldukga kuigiik bir proteindir. Molekil agirhigi 14,400’ dur. Isoelektrik noktasi 11,0’
dir (Vocadlo et al., 2004) ve beyaz yumurta proteini % 3,5 lizozim igerir (Hoober et
al., 1999). Nétral pH’ larda lizozim pozitif yuke sahiptir. 17 pozitif yik ve 9 negatif
yukten olustugu igin net yaku + 8’ dir (Blake et al., 1965). Lizozimin énemli katalitik
gruplari olan Asp 52 ve Glu 35, grup 6zgun reaksiyonlarin kullanimi vasitasiyla
deneysel olarak tanimlanmistir. Ayrica lizozimin pH hizi profilinin analizi, bu
enzimin pK’ larl 3,8 ve 6,7 olan katalitik olarak énemli iki iyonlasabilir gruba sahip
oldugunu gostermistir. Alexander Fleming, lizozimin ilk defa antibakteriyel 6zelligini
tespit etmistir. David Philips lizozimin UG¢ boyutlu yapisini tanimlamistir. Lizozim
karbonhidrat baglayan bir protein ve enzim olmasi agisindan ilk proteindir. Protein
veri bankasinda depolanan en yaygin proteindir. Molekuler genetigin gelismesinde
onemli bir rol oynamaktadir. Lizozimin salya, serum ve idrardaki bulunma miktari
bir cok hastalikta klinik indeks olarak kullanilir (Levinson et al., 2002). Romatizmal
hastaliklarda gozyasindaki lizozim miktari azalir. Bu azalma hastaligin teshis
edilmesine katkida bulunur. Akut monositik veya myelomonositik 16semi, kronik
myeloid 16semi, bazi bobrek hastaliklari ve kronik enfeksiyonlarda (tuberkiloz gibi)
serum lizozim duzeyi artar. Lizozimin olduk¢a kiguk bir yapida olmasi ve kolayhgi
onu, protein tayinlerinde yeni metotlarin gelistirimesinde mukemmel bir model
bilesik yapmaktadir. Tavuk yumurtasi beyazi lizozimi uzun suredir sistematik
protein-protein etkilesimleri ¢alismalarinda énemli bir model sistemdir. Lizozimin
yuksek c¢ozundrlikte kristal yapisi uygunlugu, hem serbest hali hem de cesitli
antikorlarla kompleksi, genis deneysel ve teorik arastirmalara yol agmistir (Hibbits
et al., 1994; Shick et al., 1997; Xavier and Willson, 1998; Wibbenmeyer et al.,
1999; Sinha et al., 2002).

2.4.7. Oligoniikleotitlerin kutle spektrumlari

Uzun vyillar, kutle spektrometresi nikleik asitlerin analizlerinde énemli bir rol
oynamistir.  CUnkU nUkleik asitler biyopolimerlerin en polar olanlaridir.
Analizlerinde ESI ve MALDI’ nin avantajlarindan ¢ok fazla yararlanilir ¢iinkii bu
teknikler ¢cok kuguk miktarda oligonukletotitlerin analizini saglarlar. Buna ragmen,
peptit ve proteinler gibi kolayca analiz edliemezler. Bunun bir sebebi, genellikle

sodyum ve potasyum atomlarini igceren olusuma bagh olarak fosfodiester
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gruplariyla alkali metal iyonlar arasinda ¢ok guglu baglarin olugsmasidir.
Oligonulleotitler en iyi negatif iyon modunda tayin edilirler. Cesgitli kutle degerleri
uzerinden molekuler tarlerin iyonlarinin  bu dagihmi, sinyal-ydk oraninin
azalmasiyla iligkilidir. Her bir iyonun ayrilmasi yuksek ayiricilik gerektirir.
Genellikle, ayrilma iyi olmaz ve genis bir pikle sonuglanir. Bu, kutle tayininde
kesinligi dusarar. Ayrica, kuguk kuatle farkhliklarinda bilesikler iceren karisimlar
ayrilmamaktadir. Amonyum iyonlari ornege eklenirse bu zorlugun ustesinden
gelinebilir (Stults and Masters, 1991). Bdylece fosfodiester gruplarina baglanan
alkali metal iyonlari yer degistirir fakat gaz fazinda amonyak ucgar ve serbest
oligonukleotitten ayrilirlar. OligonUkleotitlerin analizlerinde ikinci bir sorun onlarin
kolay parcalanmalaridir. Oligontkleotitler nikleik asit bazlarini 1,2- eliminasyon
mekanizmasiyla kaybetme egilimindedirler. Sekerin 5’ ya da 3’ ucundan nukleik
asit zincirlerinin pargalanmasi bir baz kaybetmesinden sonra gergeklesebilir. Bu
kararlihk problemi MALDI analizlerinde ESI analizlerine gore daha onemli bir
konudur. Oligonukleotitler, hem pozitif hem de negatif iyon modunda analiz
edilebilirler. Buna ragmen, negatif iyon modu 6zellikle ESI analizlerinde daha
yuksek hassasiyet ve ayiricilik saglar. Oligonukleotitlerin  MALDI-KUtle
Spektrometresi ile analizlerindeki basarisi matriks segimine ve Ornek
hazirlanmasina baglidir. En temel ilerleme; oligonukleotitler igin 6zglin yeni
matriks secenekleri ile sonuclanmistir (Hoffmann, and Stroobant, 2007). Ornegin,
3-hidroksipikolinik asit bunlardan biridir (Wu et al., 1993). Ornek hazirlamadaki
temel hedef, her yerde bulunan alkali metal iyonlarindan gelen girisimin ortadan
kaldirimasidir. Bunun igin, katyon degistirme kolonlarinin kombinasyonlari
kullanilarak, amonyum tuzlarinin ornege eklenmesiyle, alkali metal iyonlar
amonyum ile yer degistirmesi saglanir. MALDI-Kitle Spektrometresi
spektrumumlarinda nikleotite ait molekuler iyon sinyallerinin gézlenmesi ayrica

nakleotidin yapisina, buyukligune ve nukleik asit bazlarinin bilesimine de baglidir.

2.5. Biyokonjligasyon kimyasi

Biyokonjugasyon, herbir bilesenin kendi 6zelliklerinin birlesimine sahip, iki ya da
daha fazla molekulin birleserek yeni bir kompleksi olusturmasini igerir. Bireysel
altiviteleriyle beraber dogal ya da sentetik bilesikler, 6zgin maddelerin

olusturulmasi igin kimyasal olarak birlestirilebilirler. Boylelikle, kompleks bir
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karisimda hadefi ayirt ederek baglanabilen protein, baska bir molekulle gapraz
baglanabilir ve tayin edilebilmeleri igin izlenebilir eslenik olusturabilirler. Algilama
bileseni hedef bilesen igin goérunarlik saglar ¢lnki yeri belirlenebilir kompleks
olusturur. Modifiye edilmis ya da konjuge molekiller, saflastirma, 6zgln hicre
bilesenlerini tayin ya da yer belirleme ve hastaliklarin tedavisinde kullanilirlar.
Capraz bagh ve modifiye edilmis kimyasallar, peptit ve proteinlerin, seker ve
polisakkaritlerin, nikleik asit ve oligonukleotitlerin, yaglarin ve kimyasal olarak
tirevlendirilebilen diger dusunulebilir batin moleklllerin  dogal hallerini  ve
fonksiyonlarini degistirmek icin uygulanabilirler. Dikkatli modifikasyonlar ve
konjugasyon stratejileri ile proteinlerin yapilari ve islevleri incelenebilir, aktif bolge
konformasyonu kesfedilebilir ya da reseptor-ligand etkilesimleri aciklanabilir.
Biyokonjuge reaktifler; sifir uzaklikli ¢capraz badglayicilar, homobiyofonksiyonel
gcapraz baglayicilar, heterobiyofonksiyonel c¢apraz baglayicilar, trifonksiyonel
capraz baglayicilar gibi cestili gruplara ayrilir. Modifiye edilmis ya da konjuge
molekullerin Uretilmesi igin, biyokonjigasyon kimyasinda gelismeler olmasaydi,

fen bilimlerinde buguln bilinen birgok arastirma olanaksiz olurdu.

2.5.1. Heterobiyofonksiyonel ¢apraz baglayicilar

2.5.1.1. SMCC ve Siilfo-SMCC

Suksinimidil-4-(N-maleimidomethyl)siklohekzan-1- karboksilat (SMCC) ve onun
suda c¢ozlinebilen benzeri olan  Sulfo-Stksinimidil-4-(N-maleimidomethyl)
siklohekzan-1- karboksilat (Sulfo-SMCC), amin ve sdulfidril iceren molekullerin
kovalent kojugasyonuna izin veren N-hidroksistksinimid (NHS) ester ve maleimid
gruplar iceren heterobiyofonksiyonel ¢apraz baglayicilardir. NHS esterleri birincil
aminler ile pH 7-9 arasinda reaksiyona girerler ve amit baglari olustururlar. Bu
sirada maleimidler sulfidril gruplariyla pH 6.5-7.5’ te reaksiyona girerler ve kararli
tiyoleter baglari olustururlar. Sulu ¢ozeltilerde NHS esteri hidrolitik bozunmasi,
hizin pH ile arttigi, yarismali reaksiyondur. Maleimid grup’u NHS-ester grubuna
gore daha kararlidir fakat pH degerleri > 7.5 oldugunda yavasca hidroliz olur ve
sulfidriller icin reaksiyon 6zgunliginl kaybederler. Bu sebeple bu c¢apraz
baglayicilarla konjugasyon genellikle pH 7.2-7.5" ta gergeklestirilir ki NHS-ester
(amin hedefli) reaksiyonu, maleimid reaksiyonundan (sulfidril hedefli) dnce ve
ardarda olur. Bu reaktiflerdeki siklohekzan halkasi, bu halkayi icermeyen diger
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benzer reaktiflere gore maleimid gruplarinin hidroliz hizini disurur (Ishikawa et al.,
1983). Bu 06zellik, SMCC veya Sulfo-SMCC ile daha onceden maleimid aktive
edilmis proteinlerin, sulfidril igeren molekullerin sonraki konjugasyonu igin, liyofilize
edilmesini ve saklanmasini saglar. Birgok maleimid aktive edilmis protein Grunleri
bu sekilde uretilir. SMCC ve Sulfo-SMCC siklikla antikor-enzim ve hepten tasiyici
protein konjugasyonlari hazirlama igin iki asamali reaksiyonlarda kullanilir. ilk
olarak, amin iceren protein, bir ka¢ kat molar fazlalikta gapraz baglayici ile
reaksiyona girer ve ardindan reaksiyona girmemis fazla reaktif, diyaliz ile ya da
tuzdan arindirma ile uzaklastiriir. Son olarak, sulfidril iceren molekul eklenir ve
birinci proteine dnceden baglanmis maleimid gruplariyla reaksiyona girer. Sulfo-
SMCC suda ve yaklasik 10 mM’ a kadar sulu tampon ¢ozeltilerde ¢oziinebilir fakat

¢ozunurluk artan tuz derisimiyle azalir.

iki agamall reaksiyon semasi

0::\/”%,\
NH; NH : "H‘_&D
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Sekil 2.5. Silfo-SMCC’ nin antikor-enzim baglanmasindaki rolu.
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3.DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Kullanilan Kimyasallar

Sigir Serum AlbUimini (BSA), sitokrom c, lizozim, trombin, tripsin (sigir
pankreasindan), amonyum bikarbonat, asetonitril, trifloroasetik asit, a-siyano—4-
hidroksisinnamik asit (CHCA), 2,5-dihidroksibenzoik asit (DHB), 2-(4'-
Hidroksibenzenazo)benzoik asit (HABA), sinapinik asit (3,5-Dimetoksi-4-
hidroksisinnamik asit (SA), 3-Hidroksipikolinik asit (3-HPA) 6-aza-2-tiyotiyamin
(ATT), 2',4',6'-Trihidroksiasetofenon (THAP), ditranol, diamonyum sitrat, amonyak,
Tris(hidroksimetil)aminometan, hidroklorik asit (HCI), asetonitrii (ACN), 1,4-
Ditiyotreitol (DTT), iyodoasetamid, fosforik asit (H3PO4), magnezyum KklorGr
(MgCly ve kalsiyum klorlr (CaCl,) Sigma Aldrich (A.B.D.) den alinmigtir. Sulfo-
Suksinimidil-4-(N-maleimidometil) siklohekzan-1- karboksilat (Stlfo-SMCC) c¢apraz
baglayici ajan Thermo Scientific (A. B. D.) den temin edilmigtir. Amin fonksiyonel
gruplu polistren divinil benzen (grubumuz tarafindan sentezlenmistir, Askun, et
al.). 5" Tiyol C6 S-S 100 nmol HPLC ile saflastiriimis trombin aptameri (5'-
TTTTTTGGTTGGTGTGGTTGG-3/, 21 baz), kontrol aptameri 5
TTTTTTTAAGTTCATCTCCCCGGTGGTGGTTGTGGTT-3, 37 baz), lizozim
aptameri (5" TTTTTTATCAGGGCTAAAGAGTGCAGAGTTACTTAG-3’, 36 baz)
Integrated DNA Technologies (IDT, ABD) den satin alinmistir.

3.2. Lizozim enzimi, lizozim aptameri ve enzim-aptamer komplekslerinin

MALDI-Kutle Spektrometresi ile analizleri

Lizozim ve aptameri suda ¢ozllerek 70 pmol/uL aptamer stok ¢dzeltisi ve lizozim
enziminin 70 pmol/uL enzim stok ¢odzeltileri hazirlanmistir. Hem lizozim enzimi
hem de lizozim aptameri suyla seyreltilerek sirasi ile 7 pmol/uL ve 0.7 pmol/uL
derisimlerindeki ¢ozeltileri hazirlanmigtir. Degisik MALDI matriksleri kullanilarak,
cesitli karisimlarda hem lizozim enzimi hem de lizozim aptamerinin 70 pmol/uL, 7
pmol/uL ve 0.7 pmol/uL derisimlerinde MALDI-KUtle Spektrometresi analizleri
yapiimigtir. Ayrica degisik matrikslerde, ayni derigimler olan lizozim ve onun
aptamerleri  esit  hacimlerde  kangtirilarak  olusturulan  aptamer-enzim
komplekslerinin MALDI-Kltle Spektrometresi analizleri de gergeklestiriimistir.
Baoylelikle, aptamer, enzim ve aptamer-enzim kompleksi i¢cin en uygun matrikslerin
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tespiti icin sartlar belirlenmeye calisiimistir. Analizi yapilan 6rneklerin hazirlanigi
bazen kurutulmus damlacik metodu uygulanarak bazen de ince tabaka metoduyla

ornek tutucusu Uzerine uygulanmiglardir.

3.2.1. Kullanilan MALDI matrikslerin hazirlaniglar

3-Hidroksipikolinik asit (3-HPA) 2,5-Dihidroksibenzoik asit (DHB)
GO :
HO
= O
N \d‘OH
OH OH
2-(4-Hidroksibenzenazo)benzoik asit (HABA) Sinapinik asit (SA)
0]
COOH /@/ OH H,CO N-"“oH
NN
HO
OCH;,4

2'.4’,6'-trihidroksiasetofenon monohidrat ( THAP) 6-aza-2-tiyotimin (ATT)

OH O N
H-O
CHz  ° = N CHz
™
HO OH H \:\\\

Sekil 3.1. Kullanilan MALDI matrikslerinin molekul yapilari.

3-HPA matriksinin hazirlanigi: 50 mg/mL su/asetonitril (50:50; v/v) ¢bzucu
karisiminda hazirlanan 3-HPA c¢ozeltisi ile 50 mg/mL suda ¢dztnerek hazirlanmis
diamonyum sitrat ¢Ozeltisinin sirasiyla 9:1 oraninda karistinimasiyla MALDI

matriksi hazirlanmigtir.

THAP matriksinin hazirlanigi: Su/asetonitril (50:50; v/v) ¢b6zicu karigiminda
hazirlanan 10 mg/mL THAP ¢ozeltisi ile suda ¢dzinerek hazirlanmis 50 mg/mL
diamonyum sitrat c¢ozeltisinin sirasiyla 9:1 oraninda karngtirlhmasiyla MALDI

matriksi hazirlanmigtir.
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HABA matriksinin hazirlanisi: 1.3 mg/mL HABA c¢ozeltisi su/asetonitril (50:50;

v/v) ¢bzlcu karigsiminda hazirlanmistir.

2,5-DHB matriksinin hazirlanigi: Bu matriks icin degisik bilesenlerde c¢ozeltiler

hazirlanmistir. Bunlar:

e DHB 1 matriksi: 10 mg/mL DHB c¢o6zeltisi su/asetonitril/TFA (50:50:0,1; v/v)

cozucu karisiminda hazirlanmistir.

e DHB 2 matriksi: 10 mg/mL DHB c¢ozeltisi deiyonize su ¢dztclUsunde

hazirlanmistir.

e DHB 3 matriksi: 10 mg/mL DHB ¢odzeltisi 50 mM amonyak ¢ozeltisinde

hazirlanmistir.

e DHB 4 matriksi: 10 mg/mL DHB ¢o6zeltisi 500 uyL ACN ve 500 yL 50 mM

amonyum sitrat dibazik ¢ozeltileri karisiminda hazirlanmistir.

e DHB 5 matriksi: 10 mg/mL DHB ¢o6zeltisi 500 uyL ACN ve 500 yL 50 mM

amonyak iceren ¢ozucu karisiminda hazirlanmistir.

CHCA matriksinin hazirlanigi: 10 mg/mL CHCA c¢ozeltisi su/asetonitril/ TFA

(50:50:0,1; v/v) ¢bzliclu karisiminda hazirlanmistir.

Sinapinik asit matriksinin hazirlanigi: 10 mg/mL sinapinik asit c¢ozeltisi

su/asetonitril/TFA (50:50:0,1; v/viv) ¢dzlcu karisiminda hazirlanmigtir.

ATT matriksinin hazirlanigi: Bu matriks notral matriks olmasi nedeni ile

asagidaki farkl sekillerde hazirlanmistir:

e ATT 1 matriksi: 10 mg/mL ATT, 20 mM amonyum sitrat ve asetonitril
(50:50; v/v) iceren ¢ozucu karigsiminda hazirlanmistir.

e ATT 2 matriksi: 10 mg/mL ATT, 500 yL ACN ve 500 yl 50 mM amonyum

sitrat dibazik igeren ¢ozucude hazirlanmistir.
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ATT 3 matriksi: 10 mg/mL ATT, 500 yL ACN ve 500 ul 50 mM amonyak

cOzeltisi iceren ¢ozlcude hazirlanmistir.

Kontaminasyon ve bozunma problemlerini en az degere indirebilmek igin butun

matriks ¢ozeltileri gunluk ve taze olarak hazirlanmigtir.

3.3. Kompleks olugsumu lizerine tampon ¢ozeltisinin etkisinin incelenmesi

Daha iyi kompleks olusumunun gozlenmesi i¢in uygun tampon c¢ozeltisi
belirleme calismalari yapildi. ik olarak, 0.242 g
Tris(hidroksimetil)Jaminometan 90 mL deiyonize suda ¢ozuldukten sonra
100 mM NaCl ve 10 mM MgCI, eklendi. Oda sicakliginda pH 7,5 oluncaya
kadar HCI ilave edildi ve son hacim 100 mL’ ye su ile tamamlandi. 7
pmol/uL aptamer iki saat boyunca bu tampon ¢ozeltinin iginde inktbe edildi.
Ayni tampon c¢ozelti ile stok ¢ozeltisinden seyreltilen 7 pmol/uL lizozim
enzimi aptamer ¢ozeltisine eklendi. DHB 3 matriksi ile ince tabaka

yontemiyle 6rnek tutucusu Uzerine uygulandi.

Baska bir tampon ¢dzeltisi olusturmak icin, 0.242 g Tris (hidroksimetil)
aminometan 90 mL deiyonize suyla ¢o6zlldikten sonra 10 mM MgCl;
eklendi. Oda sicakhginda pH= 7.5 oluncaya kadar HCI ilave edildi ve son
hacim 100 mL’ ye su ile tamamlandi. 7 pmol/pL aptamer iki saat boyunca
bu tampon g¢o6zeltinin iginde inklibe edildi. Ayni tampon c¢ozelti ile stok
¢Ozeltisinden seyreltilen 7 pmol/uL lizozim enzimi aptamer ¢ozeltisine
eklendi.. Enzim-aptamer kompleksi DHB 3 matriksi ile ince tabaka

yontemiyle 6rnek tutucusu tzerine uygulandi.

0.242 g Tris(hidroksimetil)Jaminometan 90 mL deiyonize suyla ¢ozuldukten
sonra 10 mM MgClI, eklendi. Oda sicakliginda pH= 7.5 oluncaya kadar HCI
ilave edildi ve son hacim 100 mL’ ye su ile tamamlandi. 7 pmol/uL aptamer
iki saat boyunca bu tampon ¢o6zeltinin iginde inkube edildi ve ardindan 80
°C’ ye sitilp sogutuldu. Ayni tampon c¢ozelti ile stok ¢ozeltisinden

46



seyreltilen 7 pmol/uL lizozim enzimi aptamer ¢ozeltisine eklendi. Enzim-
aptamer kompleksi DHB 3 matriksi ile ince tabaka yontemiyle Ornek

tutucusu Uzerine uygulandi.

Son olarak, 20 mM pH= 7.5 olan Tris- HCI tampon ¢dzeltisi hazirlandi. 7
pmol/ pL 20 uL lizozim enzimi ve 7 pmol/ yL 20 uL lizozim aptameri 20 mM
pH= 7.5 olan Tris- HCI tampon c¢ozeltisi ile ayri ayri seyreltilerek elde
edildikten sonra karistirildi. DHB 3 matriksi ile hazirlanan drnekler ince
tabaka yontemi kullanilarak analiz edilmek Uzere 6rnek tutucusu Uzerine

uygulandi.

3.4. Kompleks olugsumuna tuz etkisinin incelenmesi

7 pmol/uL 10 pL lizozim enzimi ile 7 pmol/ul 10 pL lizozim aptameri
kanigtinldi. 1 mM, 5 mM, 10 mM ve 20 mM derigimlerinde CaCl, ¢ozeltileri
hazirlandi. 5 er pL karigim oOrneginden alinip, sirasiyla her derisimdeki
CaCl, c¢ozeltilerinden 1uL alinarak karistirlip 4 farkli analiz 6rnegi
hazirlandi. DHB 3 matriks ¢ozeltisi hazirlandi ve dort farkli 6rnek ¢ozeltisiyle
ayri ayri karistirilip, ince tabaka yontemi kullanilarak, analiz edilmek Uzere

ornek tutucusu Uzerine uygulandi.

10 mM 1 mL MgCI; ¢ozeltisi hazirlandi. 7 pmol/uL 20 uL lizozim enzimi ve 7
pmol/ pL 20 pL lizozim aptameri, stok ¢ozeltilerinden, MgCl, ¢ozeltisi ile ayri
ayri seyreltilerek elde edildikten sonra karistirildi. DHB 3 matriksi ile
hazirlanan ornekler ince tabaka yontemi kullanilarak analiz edilmek Uzere

ornek tutucusu Uzerine uygulandi.

3.5. Lizozim enziminin ve lizozim enzimi-lizozim aptameri kompleksinin

tripsin ile parcalanma uriinlerinin MALDI-Kiitle Spektrometresi ile analizleri

0,4 mg/mL 100 pl lizozim aptameri ¢ozeltisi hazirlanip 0.2 mg/mL’ ye deiyonize su

ile seyreltildi. 1 mL deiyonize su igerisinde ¢ozulerek 0.2 mg/mL tripsin ¢ozeltisi

hazirlandi. Once distilfit baglarini kirmadan triptik pargalama islemi uygulanmistir.
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Bunun igin hazirlanan lizozim enzimi ¢ozeltisinin 100 yL’ sine, hazirlanan tripsin
cozeltisinden 10 uL eklenerek 37 °C’ de 24 saat inkiibasyon yapildi. 2. 18. ve 24.
saatlerde triptik parcalamaya ugrayan protein ¢ozeltilerinden bir miktar alinarak 1
ML TFA eklenip parcalama islemleri durdurulmustur ve CHCA matriksi ile MALDI-
Kitle Spektrometresi’ nde analizleri gergeklestirilmistir. Ayrica, lizozim enzimi-
lizozim aptameri kompleksinin tripsin ile par¢alanma ¢alismasi yapildi. Bunun igin,
50 uL 0.4 mg/mL lizozim enzimi ve 50 pyL 0.4 mg/mL lizozim aptameri karistirilarak
10 L tripsin g¢ozeltisinden eklenerek 37 °C’ de 2 saat inkibe edildi. Pargalama
islemi 1 uyL TFA eklenerek durdurulduktan sonra CHCA matriksi ile MALDI-Kutle
Spektrometresi’ nde analizleri gergeklestirildi. Bu islemler, disulfit baglar kirilarak
da parcalama islemleri gergeklestirildi. Lizozim enzimi ¢ozeltisine (1 mg/mL) 10
mM DTT eklenerek yarim saat 80 °C’ de bekletildi. Ardindan 0.1 M iyodoasetamid
¢Ozeltisinden eklenip karanlikta yarim saat muamele edildi. Son olarak, 100 pL
tripsin ¢ozeltisinden eklenerek triptik parcalama baslatildi. Benzer sekilde, 2. 18.
ve 24. saatlerde triptik pargcalamaya ugrayan c¢ozeltiden bir miktar alinarak CHCA

matriksi ile MALDI-Kutle Spektrometresi’ nde analizleri gergeklestirildi.

3.6. BSA ve Sitokrom c¢ proteinlerinin ¢ozeltide tripsin enzimi ile

parcalanmasi:

Bu amacla oncelikle distilfit baglar kirillarak pargalama islemleri gergeklestirildi. 1
mg/mL BSA ve 1 mg/mL sitokrom c ¢ozeltilerine 10 mM DTT eklenerek yarim saat
80 °C’ de bekletildi. Ardindan 0.1 M iyodoasetamid g¢Ozeltisinden eklenerek
karanlikta yarim saat muamele edildi. Son olarak, 100 pyL 1 mg/mL tripsin
cozeltisinden eklenerek triptik parcalama baslatildi. iki saat sonunda 10 puL TFA
¢cOzeltisi eklenerek parcalama islemleri durdurulduktan sonra, CHCA matriksi
kullanilarak MALDI-KUtle Spektrometresi sistemi ile analizleri gergeklestirildi.

3.7. Aptamer bagl polimerik yuzeylerde enzim ve protein zenginlestiriimesi

10 mg amin fonksiyonel gruplu polistiren divinil benzen hassas olarak tartildi.
Uzerine 100 yL pH= 7.2 Tris-HCI tampon ¢ozeltisi eklendi. 2 mg/uL Siilfo-SMCC
capraz baglayicisindan 200 uL eklenip 30 °C’ de sicak su banyosunda 6 saat
bekletildi. Daha sonra yuzeydeki fazla capraz baglayiciyr uzaklastirmak igin
tampon c¢ozelti ile yikandi. 100 yL aptamer (hangi protein ya da enzim analiz
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edilecekse onun aptameri) 6nce 80 °C’ de su banyosunda isitilip sogutuldu.
Ardindan c¢apraz baglayici ile muamele edilmis ylzeye gerekli olan aptamer
eklenerek bir gece bekletildi. 8.000 rpm’ de iki dakika santrifij islemi uygulandiktan
sonra ¢ozelti aptamer bagli polimerik ylzey Uzerinden uzaklastirildi ve polimerik
yuzey U¢ defa tampon ¢ozelti ile yikandi. Aptamer bagli polimerik yuzey dort esit
parcaya ayrilip ayri ayri ependorflara alinarak enzim ve protein zenginlestirme
islemlerinde kullanilmak Uzere saklandi. Zenginlestirilip analiz edilecek 6rnek
bunlardan birine eklenerek dort saat boyunca 30 °C’ de inkiibe edildi. 8.000 rpm’
de iki dakika santrifuj uygulandiktan sonra ortamdaki fazla protein ya da enzim

uzaklastirilip, yuzey tampon ¢ozelti ile yikandi.

Sulfo-SMCC cgapraz baglayici

Hedef
molekiil

Sekil 3.2. Aptamer bagli yuzeylerin elde edilmesinin ve hedef molekul ile
etkilestirilmesinin sematik gosterimi.

3.7.1. Kati yuzey uzerinde proteolitik pargalanmanin incelenmesi

Protein veya enzim tutturulmus aptamer bagli polimerik yizeye 10 yL 9 mM DTT
eklenerek 80 °C’ de yarim saat inkiibe edildi. Daha sonra 10 yL 20 mM
iyodoasetamid eklenerek karanlikta yarim saat bekletilip disdlfit baglarinin
Kirllmasi gergeklestirildi. Sonra, 25 yL 50 mM amonyum bikarbonat ve 5 uL 1
mg/mL tripsin gozeltisinden ilave edildi. Bir gece boyunca 37 °C’ ta triptik
parcalama iglemi uygulandiktan sonra 3 yL TFA eklenerek enzimatik parcalama

islemi sonlandirildi.
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3.7.2. MALDI orneklerinin hazirlanmasi

10 mg/mL CHCA matriksi hacimce 50:50:0,1 ACN/H,O/TFA karigiminda
hazirlanmistir. Enzimatik parcalamaya ugratiimis kati ylzey Uzerindeki
proteinlerden olusan peptitleri iceren supernatant ile matriks karigtirilarak
kurutulmus damlacik metoduyla 6rnek tutucusuna uygulandi. Ornekler agik

atmosferde kurutulduktan sonra MALDI-KUtle spektrometresi ile analiz edildi.

3.8. Lizozim enziminin aptamer bagh polimerik ylizeyde zenginlestirilmesi

Olusturulan yontemde yukarida deneysel kisimda anlatildi§i gibi, amin fonksiyonel
gruplu polistiren divinil benzen polimeri Uzerinde Sulfo-SMCC ¢apraz baglayicisi
araciligiyla ylzeye tutturulan lizozim aptameri igeren polimerik partikuller

asagidaki orneklerin analizleri igin kullaniimigtir:

e 7 pmol/uL lizozim enzimi ¢ozeltisi

e 7.5 pmol/uL BSA ve 8.3 pmol/pL sitokrom c¢ karigsimina eklenen 7 pmol/uL

lizozim enzimi ¢ozeltisi

e 0.7 pmol/uL lizozim enzimi ¢dzeltisi

e 7.5 pmol/uL BSA ve 8.3 pmol/uL sitokrom ¢ karisimina eklenen 0.7 pmol/uL

lizozim enzimi ¢ozeltisi

0.07 pmol/uL lizozim enzimi ¢ozeltisi

Kontrol aptamerinin kati yluzeye ayni yodntemle tutturulmasiyla olusturulan
polimerik yluzey Uzerinde yapilan deneysel calismalarda analiz edilen ¢ozeltiler
asagidaki sekildedir:

e 7.5 pmol/uL BSA ve 8.3 pmol/pL sitokrom c karigimina eklenen 7 pmol/uL

lizozim enzimi ¢ozeltisi

e 0.7 pmol/uL lizozim enzimi ¢ozeltisi
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3.9. Dusuk derisimde lizozim enzimi ¢ozeltisinin ¢ozeltide tripsin ile

parcalanmasinin incelenmesi

100 mikrolitre 0.07 pmol/uL lizozim enzimine 10 yL 9 mM DTT eklenerek 80 °C’ de
yarim saat inkube edildi. Daha sonra 10 pyL 20 mM iyodoasetamid eklenerek
karanlikta yarim saat bekletilip disulfit baglarinin kirilmasi gergeklestirildi.
Ardindan, 25 pL 50 mM amonyum bikarbonat ve 5 pL 1 mg/mL tripsin
coOzeltisinden ilave edildi. Bir gece boyunca 37 °C’ ta triptik pargalama islemi

uygulandiktan sonra 3 uL TFA eklenerek enzimatik pargalama islemi sonlandirildi.

3.10. Trombinin ¢ozeltisinin analizi

7 pmol/uL derigimindeki trombin ¢dzeltisi, DHB 1 matriksi ile muamele edildikten
sonra ince tabaka yoOntemiyle ornek tutucuya uygulanip MALDI-Kitle

Spektrometresi ile analiz edilmigtir.

3.11. Tripsin ile par¢calanmis trombin peptitlerinin bulundugu ¢oézeltinin

MALDI-Kutle Spektrometresi ile analizi

100 uL 7 pmol/uL trombin ¢ozeltisi disulfit baglar kirilarak parcalama islemine
ugratildi. Cozelti izerine 10 mM DTT eklenerek yarim saat 80 °C’ de bekletildi.
Ardindan 0.1 M iyodoasetamid ¢ozeltisinden eklenip karanlikta yarim saat inklbe
edildi. Son olarak, 100 uL tripsin g¢ozeltisinden eklenerek enzimatik pargalama
baslatildi. Iki saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda tripsin ile parcalama islemi 1
ML TFA eklenerek durduruldu. Enzimatik parcalama ile olusan peptitlerin
bulundugu c¢ozeltiden bir miktar érnek alinarak CHCA matriksi ile karistirildiktan

sonra MALDI-KUtle Spektrometresi’ nde analiz edildi.

3.12. Trombinin aptamer bagl polimerik yuzeylerde zenginlestirilmesi

Trombin zenginlestirmesi igin, daha 6nce lizozim enziminin zenginlestirimesinde
uygulanan ve onu takiben tripsin ile ylzeyde pargalama yaparak uygun matriks ile
kanigtirlhp MALDI analizleri gergeklegtirilen sistemlere benzer olarak, trombin
aptameri yluzeye baglanarak ayni islemler gergeklestirilmistir. Trombin aptameri
bagli polimerik ylzeylerde trombin zenginlestirmesi icin analizi yapilan ornekler
asagida verilmistir.
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e 0.7 pmol/uL trombin ¢ozeltisi

e 7.5 pmol/uL BSA ve 8.3 pmol/uL sitokrom c karisimina eklenen 0.7

pmol/uL trombin ¢ozeltisi

e 0.07 pmol/u trombin ¢ozeltisi

e 7.5 pmol/uL BSA ve 8.3 pmol/uL sitokrom c¢ karisimina eklenen 0.07

pmol/uL trombin ¢ozeltisi

e 0.007 pmol/u trombin ¢ozeltisi

e 7.5 pmol/yL BSA ve 8.3 pmol/uL sitokrom c¢ karisgimina eklenen 0.007

pmol/uL trombin ¢ozeltisi

e 0.0007 pmol/uL trombin ¢ozeltisi

e 7.5 pmol/uL BSA ve 8.3 pmol/uL sitokrom c karisimina eklenen 0.0007

pmol/uL trombin ¢ozeltisi.

Kontrol aptamerinin kati ylzeye ayni yodntemle tutturulmasiyla olusturulan
polimerik ylzey Uzerinde gergeklestirilen c¢alismalarda, 0.7 pmol/uL trombin

¢Ozeltisi analiz edilmigtir.

3.13. Disuk derisimde trombin proteininin ¢ozeltide tripsin ile

parcalanmasinin incelenmesi

100 mikrolitre 0.0007 pmol/uL lizozim enzimine 10 uL 9 mM DTT eklenerek 80 °C’
de yarim saat inktbe edildi. Daha sonra 10 yL 20 mM iyodoasetamid eklenerek
karanlkta yarim saat bekletilip disulfit baglarinin kirilmasi gergeklestirildi.
Ardindan, 25 pyL 50 mM amonyum bikarbonat ve 5 pL 1 mg/mL tripsin

cozeltisinden ilave edildi. Bir gece boyunca 37 °C’ ta triptik pargalama islemi
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uygulandiktan sonra 3 pL TFA eklenerek enzimatik pargalama iglemi

sonlandiriimistir.

3.14. Kan plazmasindan trombin zenginlestirmesi

Trombin aptameri bagli polimerik ylzeyler, yukarida deneysel kisimda bahsedilen
zenginlegtirme isleminin aynisi uygulanarak 1 mL kan plazmasi ile inkube
edilmigtir. Ardindan yuzeye tutunan trombin deki disulfit baglar kirildiktan sonra
tripsin enzimi ile parcalama islemi gerceklestiriimistir. Enzim ile proteinlerin
parcalanmaya ugratilmasiyla elde edilen trombin peptitlerinin  bulundugu
¢cOzeltiden bir miktar alinarak 1 mL hacimce % 50:50:1 deiyonize su/asetonitril/ TFA
iceren ¢ozelti karisimi 10 mg CHCA ¢6zinmesiyle hazirlanan matriks ¢ozeltisi ile
karistinlmistir. Daha sonra bu karisim ince tabaka yontemiyle ornek tutucuya

uygulanarak MALDI-KUtle Spektrometresi ile analizi gerceklestiriimistir.
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4. SONUCLAR VE TARTISMA

4.1. Lizozim enzimi, lizozim aptameri ve enzim-aptamer komplekslerinin
MALDI-Kutle Spektrometresi ile incelenmesi

Peptit, protein ve oligonUkleotitlerin  MALDI-Kitle  Spektrometresi ile
gerceklestirilen analizlerindeki basari, matriks segimine ve 6rnek hazirlanmasina
yakindan baghdir. Lizozim enziminin, lizozim aptamerinin ve lizozim enzimi-lizozim
aptamer kovalent olmayan komplekslerinin kitle spektrometrik kosullarda, gaz
fazindaki kararliliklarinin test edilmesi igin oncelikle ¢ozelti ortam sartlarina bagl
olarak analiz edilmelerine calisiimigtir. Enzim, aptamer ve enzim-aptamer
komplekslerinin MALDI-Kltle Spektrometresinde en uygun sartlarda analizlerinin
gerceklestirimesi amaciyla farkli tirdeki MALDI matrikslerinin karsilastirildigi

calismalar yapiimistir.

4.1.1. Lizozim enzimi analizi i¢in uygun MALDI matriksi se¢imi

70 pmol/uL stok lizozim enzimi ¢dzeltisinden suyla seyreltilerek hazirlanan 7 pmol/
ML lizozim enzimi ¢dzeltisinin degisik matriksler kullanilarak, ince tabaka MALDI
ornek hazirlama metodu uygulanarak MALDI-Kitle spektrometresi ile analizleri
yapilmigtir. Lizozim enzimi 14300 Da mol kitlesine sahiptir. Sekil 4.1’ de lizozim
enzimine ait protone olmus molekdler iyon sinyali ([L+H]") ve onun “2+” yikIi ¢ift
protonlanmis molekdiler iyon sinyali ([L+2H]**) gézlenmektedir. Bes farkli matriks
kullanilarak alinan sonuglar degerlendirildiginde, proteinlerin MALDI-Kutle
Spektrometresi ile tayinlerinde siklikla kullaniimakta olan HABA matriksi varliginda
elde edilen MALDI kitle spektrumunda, protone olmug molekuler iyona ait sinyal
ile birlikte “2+” yuklu cift protonlanmig molekuler iyona ait sinyal, yuksek siddet ve
ayiricilikta gézlenmektedir. Dolayisiyla, HABA matriksinin lizozim enzimi MALDI-
Kltle spektrometresi analizi igin en uygun matriks oldugu tespit edilmistir. Tim
matriksler igerisinde elde edilen MALDI-Kltle Spektrometresi spektrumlari
deg@erlendirildiginde, DHB, HABA ve sinapinik asit matrikslerinde de elde edilen
spektrumlarin da bazi kisitlamalar yaninda bu calismalarda da kullanilabilecegi
gorulmektedir. Bu matrikslerin disinda denenen tim matrikslerde ise ¢ok uygun

spektrumlar elde edilememistir.
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Sekil 4.1. Lizozim enzimi ¢ozeltisinin degisik matriksler kullanilarak MALDI-Kutle
spektrometresi ile analizleri. (A) 3-HPA matriksi kullanilarak gergeklestirilen lizozim
enzimine ait MALDI-KUtle Spektrometresi analizi, (B) DHB matriks ile lizozim
enziminin MALDI analizi, (C) HABA matriks ile lizozim enziminin MALDI-KUtle
spektrometresi ile analizi, D) SA matriksi ile lizozim enziminin MALDI analizi ve E)
THAP matriks ¢ozeltisi ile lizozim enziminin MALDI analizi.

4.1.2. Lizozim aptameri analizi igin uygun MALDI matriksinin segilmesi

70 pmol/uL stok lizozim aptameri ¢ozeltisinden seyreltilerek hazirlanan 7 pmol/ pL
lizozim aptameri ¢Ozeltisinin degigsik matriksler kullanilarak, ince tabaka MALDI
ornek hazirlama metodu kullanilarak MALDI-Kutle spektrometresi ile analizi

yapilmistir. Lizozim aptameri 11470 Da mol kutlesine sahiptir ve Sekil 4.2’ de
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lizozim aptamerine ait protone molekdler iyon sinyali ([LA+H]") ve “2+” yikll gift
protonlanmis molekiiler iyon sinyali ([L+2H]**) gbzlenmektedir. Denenen
matrikslerden; lizozim aptameri i¢in sadece 3-HPA, DHB ve THAP matriks
gozeltilerinin  ¢alistigi  gorulmektedir. Bunlarin igerisinden, oligonukleotitlerin
analizlerinde MALDI matriksi olarak siklikla kullanilan THAP matriksinin, lizozim
aptamerine ait, hem ayiricihk hem de pik siddeti yuksek molekuler iyon sinyalini
([LA+H]") ve “2*” yikli gift protonlanmis molekiiler iyon sinyalini ([L+2H]?*) iceren
kitle spekturumunu verdigi gdzlenmektedir. Lizozim aptameri icin Sekil 4.2 de
verilen MALDI-Kutle Spektrometresi spektrumlari degerlendirildiginde THAP
MALDI matriksinin disinda bu c¢alismada segilen diger matrikslerinde belli
kisittamalar c¢ercevesinde kullanilabilecegi gozlemlenmistir.  Bu  c¢alisilan
matrikslerin disindaki matrikslerin kullanildigi g¢alismalarda uygun sonuglar elde

edilememigtir.
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Sekil 4.2. Lizozim aptamerinin degisik matriksler kullanilarak pozitif iyon ve lineer
modda MALDI-Kutle spektrometresi ile analizleri. (A) 3-HPA matriksi ile lizozim
aptamerinin MALDI-Kltle Spektrometresi analizi, (B) DHB matriksi ile lizozim
aptamerinin MALDI-KUtle Spektrometresi analizi, (C) HABA matriksi ile lizozim
aptamerinin MALDI-Kutle Spektrometresi analizi, D) SA matriks ¢ozeltisi ile lizozim
aptamerinin MALDI-KUtle Spektrometresi analizi ve E) THAP matriks ¢ozeltisi ile

lizozim aptamerinin MALDI-KUtle Spektrometresi analizi.

4.1.3. Enzim-aptamer kompleksi i¢in uygun MALDI-Kiitle spektrometresi
sartlarinin belirlenmesi

Mol orani olarak 1:1 lizozim enzimi ile lizozim aptamerini iceren, hacimce % 50:50
karistirilarak elde edilen ¢ozeltide kompleks olusumunun goézlenmesi i¢cin MALDI-
Kltle spektrometresi analizleri gergeklestirilmistir. Aptamer-enzim kompleksinin en
iyi sekilde goOzlenebilecedi uygun matriksin tespit edilmesi amaciyla Ornekler
degisik MALDI matriksleri ile, ince tabaka MALDI 6rnek hazirlama metodu
kullanilarak hazirlanmistir. DHB matriksi her ne kadar saflastirilsa bile fazla
miktarda Na® ve K" iyonlarini icermektedir. Bu nedenle DHB matriksinin
kullanildigi analizlerde elde edilen kltle spektrumlarinda bu iyonlarin varligindan
ve gaz fazinda olugturduklar katiimalarindan dolayi kaynaklanan pik genislemesi
g6zlenmektedir. Ayrica alinan spekturumlarda, 25800 deki komplekse ait protone
molekuler iyon piki ile 28000’ deki lizozim enziminin dimerinin protone molekuler
iyon sinyal siddeti hemen hemen aynidir (Sekil 4.3) ve bu durum olusan
komplekse ait sinyalin baskilanmasina neden olmaktadir. Bu tur olumsuzluklara
ragmen, DHB matriksi, diger matrikslere gore Ozellikle oligonukleotit-protein
etkilesimleri sonucu olusan komplekslere ait iyonlarin gozlenmesinde ¢ok daha
basarili sonuglarin elde edilmesini sagladigl deneysel ¢alismalarla tespit edilmigtir.

Ortamin pH degeri, komplekse ait sinyal olusumuna buyuk dl¢ude etki etmektedir.
Hem peptitlerin hem de oligonukleotitlerin protonlanma dereceleri onlarin yuk
durumlarini kontrol etmektedir ve bu durum, ¢dzelti fazinda meydana gelen iyonik
etkilesimleri etkilemektedir. DHB (pH=2.0) gibi asidikligi ylksek bir matriksin

kullaniimasindan dolayl ortam pH degerinin azalmasiyla birlikte diger turlerden
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kaynaklanan karmagik sinyallere kiyasla enzim-aptamer kompleks iyonuna ait

sinyalin siddetinin arttigi gozlenmektedir (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. DHB 2 matriksi kullanilarak analiz edilen 1:1 mol oraninda lizozim enzimi
ve lizozim aptameri igeren érnege ait pozitif iyon ve lineer mod da alinmis MALDI-
Kutle spektrumu.

Uygun MALDI matriks se¢imi amaciyla gerceklestirilen ¢alismalar kapsaminda
ATT (pH=7.0) matriksi kullanilarak fizyolojik pH degerinde de enzim-aptamer
kompleks olusumu incelenmistir. Lizozim enzimini ve lizozim aptameri mol olarak
1:1 oraninda karigtirllarak olusturulan 6rnegin MALDI-KUtle spektrometresi ile
yapilan analizinden elde edilen kutle spektrumlarinda alinan sonuglar
degerlendirildiginde, 6zellikle olusan komplekslere ait sinyal siddetlerinin ve
ayiriciik ~ degerlerinin, DHB  matriksi  kullanilarak elde edilen  kutle
spekturumlarindaki kadar iyi olmadiklari gézlenmistir (Sekil 4.4). Bu durum, MALDI
sartlarinda fizyolojik pH ortaminin etkinligindense, lazer enerjisinin kompleksi
kararsiz hale getirmesi sebebiyle uygun olmadigini géstermektedir.
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Sekil 4.4. ATT 1 matriksi kullanilarak analiz edilen mol olarak 1:1 oraninda lizozim
enzimi ve lizozim aptameri iceren drnege ait pozitif iyon ve lineer mod MALDI-
Kutle spekturumu.

Oligonukleotitlerin MALDI analizlerinde, klglk kutlelerdeki iyonlarin katiimasiyla
olusan iyonlarin birbirlerinden ayrilmasi yuksek kutlelerde zor oldugundan pik
genislemeleri gdzlemlenmektedir. Bu hem ayiriciigi dusurmekte hem de elde
edilen piklerin siddetlerinde azalmalara yol agmaktadir. Dolayisiyla, ortamda
bulunan alkali metal iyonlari kaynakli girisimin ortadan kaldiriimasi, MALDI
analizleri sonucunda daha anlamli katle spektrumlarinin  elde edilmesini
saglamaktadir. Bu sebeple, bir amonyum tuzu olan amonyumsitrat dibazik tuzunun
ornege eklenmesiyle girisimin ortadan kaldirilmasi 6n gorulmustir ve eklenen
iyonlarin  ortadan uzaklastinimasiyla pik geniglemesinin  engellenmesi
hedeflenmigstir. Clnku fosfodiester gruplarina kolaylikla baglanabilen alkali metal

iyonlari amonyumla yer degistirir ve gaz fazinda amonyak ugarak serbest
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oligonukleotitten ayrilirlar. Ayrica, bunu saglamak amaciyla amonyak ¢ozeltisinin

matriks gozeltisine eklenmesiyle de analizler yapilmigtir.
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Sekil 4.5. Lizozim enzimi-lizozim aptameri kompleksi pozitif iyon ve lineer mod da
MALDI-Kutle spektrometresi analizleri. (A) DHB 4 matriks ¢ozeltisi kullanilarak mol
olarak 1:1 oraninda lizozim enzimi ve lizozim aptameri igceren oOrnegin kutle
spekturumu, (B) ATT 2 matriks ¢ozeltisi mol olarak 1:1 oraninda lizozim enzimi ve
lizozim aptameri igceren 6rnedin kitle spekturumu, (C) DHB 5 MALDI matriks
¢Ozeltisi kullanilarak mol olarak 1:1 oraninda lizozim enzimi ve lizozim aptameri
iceren ornegin kitle spekturumu ve (D) ATT 3 matriks ¢ozeltisi kullanilarak mol
olarak 1:1 oraninda lizozim enzimi ve lizozim aptameri iceren 6Ornegin kutle
spekturumu.

ATT ve DHB matrikslerinin pH degerlerinde degisiklikler yapilarak gerceklestirilen
analizler sonucunda, kompleks kararlihgindan ziyade, gaz fazindaki kararsizlik ve
lazer i1sinina maruz kalan ornegin kararsizligi sebebiyle, yliksek siddete sahip

kompleks iyon sinyalleri elde edilememisgtir.

4.1.3.1 Kompleks olusumu lizerinde tuz etkisinin incelenmesi

Literatlrde aptamerlerle ilgili yapilan bir ¢ok ¢calismada CaCl,, MgCl, ve NaCl gibi
bir cok tuzun tampon c¢ozeltilerde kullanildi§i verilmistir (Ahn et al., 2010). Bu
tuzlarda bulunan alkali metallerin aptamer kararlihgini arttirarak, aptamerin hedef
molekulle daha iyi bir etkilesime girmesini sagladigi dne surtulmektedir. Bunun
nedeni, 6zgun olmayan elektrostatik etkilegsimlerin tuz kullanarak giderilebilmesidir.
Bu durumun kompleks olusumu Uzerindeki etkisinin test edilmesi amaciyla degisik
derisimlerde hazirlanan CaCl, ¢ozeltileri ve 10 mM derisimindeki MgCl, ¢ozeltisi
kullaniimistir. Her bir tuz ¢ozeltisi ayri ayri aptamer-lizozim enzimi karigimlarina
eklenerek analizler yapilmigtir. Elde edilen analiz sonuglarina bakildiginda,
literaturin aksine oOzellikle MALDI-Kutle spektrometresi sartlarinda tuzlarin
yarattigi olumsuz etkiden dolayr kompleks olusumuna ait spekturumlarda
molekuler iyon sinyallerinin dusuk oldugu go6zlemlenmigtir. Alnan kutle
spekturumlari arasinda en iyi sinyal siddetine sahip spekturumun 20 mM CaCl,
cOzeltisi ile muamele edilen enzim-aptamer karisimina ait oldugu gorulmektedir
(Sekil 4.6.). Diger analitik 6lgim yontemlerinin aksine kltle spektrometresi ile tuz
etkisinin incelenmesinin  zor oldugu tespit edilmigti. Bu durum, kitle
spektrometresinde gaz fazinda katyonlarin olusturduklari ve spesifik olmayan
katyon eklenmelerinin  kompleks kararliliklarini azalttigi ve ¢ozelti fazini

yansitmadigindan kaynaklanmaktadir.
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Sekil 4.6. CaCl, ve MgCl, ¢ozeltilerinin aptamer-enzim ¢ozeltisi ile karistirildiktan
sonra DHB 3 matriksi kullanilarak alinan pozitif iyon ve lineer mod MALDI-KUtle

Spektrometresi spektrumlari (A) 20 mM CacCls,, (B) 10 mM CaCl,, (C) 5 mM CacCly,
(D) 1 mM CacCly, (E) 20 mM MgCl;,
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4.1.3.2. Kompleks olusumu uzerinde tampon ¢ozelti etkisinin incelenmesi

MgCl, ve NaCl gibi tuz igeren tamponlarla yapilan ¢alismalarin MALDI-Kutle
Spektrometresi kosullarina uygun olmadiklari gorilmektedir. Sadece 20 mM Tris-
HCI iceren tampon ¢ozelti ile aptamer-enzim kompleks sinyali gdézlenebilmektedir
(Sekil 4.7). Ayrica, literatlrde aptamerlerin isitilip sogutularak
konformasyonlarinin, hedef molekile baglanmalari icin daha uygun hale geldigi
sOylenmektedir. Literaturde verilenlerin aksine, bu calismada sicaklik etkisine
dayalil yapilan caligmalarda aptamer ¢ozeltisinin isitilmasinin kompleks olusumuna
ciddi bir etkisinin olmadigi MALDI-Kltle Spektrometresi spektrumlarindan tespit
edilmistir. Bu c¢alismalarda elde edilen ilgili veriler bu tez kapsaminda

sunulmamistir.
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Sekil 4.7 Cesitli tampon ¢ozeltiler kullanarak, DHB 3 matriksi ile gergeklestirilen
aptamer-enzim kompleksinin alinan pozitif iyon ve lineer mod MALDI-Kutle
spektrometresi spektrumlari (A) 100 mM NacCl ve 10 mM MgCl, iceren 20 mM Tris-
HCI (pH= 7.5) tampon ¢odzeltisi ile, (B) MgCl; igceren Tris-HCI (pH= 7.5) tampon
cOzeltisi ile, (C) MgClI; iceren Tris-HCI (pH= 7.5) tampon ¢ozeltisi kullanilarak,
Isitihp sogutulmus aptamer ¢ozeltisine lizozim enzimi ¢ozeltisi eklenmesi ile ve D)
20 mM Tris-HCI pH= 7.5 tampon ¢ozeltisi ile.

4.2. Lizozim enziminin ve lizozim enzimi-lizozim aptameri kompleksinin, BSA
ve Sitokrom c proteinlerinin tripsin enzimi ile pargalanma urunlerinin MALDI-
Kiitle Spektrometresi ile analizleri

Disulfit baglarn kirilarak yapilan analizlerde, lizozim enzimi i¢in daha fazla
pargalanma Urinini gorulmektedir (Sekil 4.9.). Ayrica 2 saat pargalanmaya
ugratilmis ornekte, oldukca fazla parcalanma Urindne rastlanmistir ve iyon

sinyallerin siddetleri de yeterince yuksektir (Sekil 4.8 ve Sekil 4.9). Bu durumda,

disulfit baglan kirillarak, 2 saat gibi kisa bir pargalanma sulresinde, lizozimin

64



parcalanma Urunlerini gozlemlemek uygun oldugu icin calismalarda enzimatik
parcalama icin disulfit baglarinin kirillarak ve 2 saatlik enzimatik pargalama

suresinin yeterli olduguna karar verilmigtir.
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4.8. CHCA matriksi kullanilarak ¢ozeltide lizozim enziminin tripsin ile pargalanma
drdnlerinin  MALDI-KGtle spektrometresi ile analizleri. (A) 2 saat suresince
parcalamaya ugratiimis o&rnegin pozitif iyon ve lineer mod MALDI-Kitle
Spektrometresi spektrumu, (B) 18 saat slresince pargalamaya ugratilmig érnegin
pozitif iyon ve lineer mod MALDI-Kutle Spektrometresi spektrumu ve (C) 24 saat
suresince pargalamaya ugratiimis ornegin pozitif iyon ve lineer mod MALDI-Kutle
Spektrometresi spektrumu.
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Sekil 4.9. CHCA matriksi kullanilarak ¢ozeltide lizozim enziminin disulfit baglari
kirildiktan sonra tripsin ile parcalanma Uurunlerinin pozitif iyon ve lineer mod
MALDI-Kutle spektrumlari. (A) 2 saat sUresince pargalamaya ugratiimig érnegin
pozitif iyon ve lineer mod MALDI-Kltle Spektrometresi spektrumu, (B) 18 saat
suresince pargalamaya ugratiimis érnegin pozitif iyon ve lineer mod MALDI- Kutle
Spektrometresi spektrumu ve (C) 24 saat suresince pargalamaya ugratiimis
ornegin pozitif iyon ve lineer mod MALDI- Kitle Spektrometresi spektrumu.
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Sekil 4.10. CHCA matriksi kullanilarak ¢ozeltide lizozim enzimi-lizozim aptameri

kompleksinin tripsin ile par¢calanma Uranlerinin pozitif iyon ve lineer mod MALDI-
Kltle Spektrometresi spektrumu.
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Sekil 4.11. Disulfit baglari kinlmig BSA proteininin tripsin enzimi ile pargalanma
artnlerinin CHCA MALDI matriksi kullanilarak elde edilen pozitif iyon ve lineer mod
MALDI-Kutle spektrumu.
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Sekil 4.12. CHCA matriksi kullanilarak disulfit baglari kirilmis Sitokrom c¢
proteininin tripsin enzimi ile pargalanma Urunlerinin pozitif iyon ve lineer mod da
elde edilen MALDI- Kltle Spektrometresi spektrumu.

Cizelge 4.1. Tripsin enzimi ile pargalanan lizozim enzimi, BSA ve Sitokrom c
proteinlerine ait peptit fragmentlerinin kutleleri.

Lizozim BSA Sitokrom ¢
(monoizotopik) (monoizotopik) (monoizotopik)

606.37 689.31 955.50

874.41 927.74 1168.62

992.50 1479.75 1237.64

1045.54 1567.74 1633.81

1311.65 1640.11

1428.65

1675.80

1753.83

1803.89
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4.3. Lizozim enziminin aptamer bagl polimerik yuzeyde zenginlestirilmesi

Lizozim aptameri bagh amin fonksiyonel gruplu polimerik yuzeylerin lizozim ile
muamele edildikten sonra, polimerik yuzeyde tripsin ile pargalama yapilip elde
edilen lizozime ait peptit fragment katlelerini gosteren molekdler iyon sinyalleri
Sekil 4.13’ de izlenmektedir. ik olarak, 7 pmol/uL derigsimdeki, lizozim enziminin
analizi gerceklestirildiginde, lizozim peptit fragment kutlelerine ait sinyallerin
siddetleri ve ayiriciliklari yuksek olarak gozlenmistir. Ardindan daha dusuk
derisimlerde lizozim enziminin zenginlestirimesi hedeflenmigstir. 0.7 pmol/uL ve
0.07 pmol/uL derisimindeki lizozim enziminin analizleri gerceklestirildiginde de yine
lizozime ait peptit fragment kutleleri, siddeti ve ayiricihgr yuksek iyon sinyalleri
gOzlenerek elde edilmistir. Gdozlenebilme sinirinin altinda olan 0.07 pmol/uL
derisimindeki lizozim enziminine ¢ozelti ortaminda tripsin ile pargalama
uygulandiktan sonra yapilan analizde lizozim enzimine ait peptit fragment
kitlelerine rastlanmamigtir. Dolayisiyla, gozlenebilme sinirinin oldukg¢a altinda
kalan derigsimlerdeki lizozim enziminin tayini ¢ozelti halinde yapilamiyorken,
aptamer bagli polimerik ylizeyde zenginlestirilerek tayin edilebilecegi Sekil 4.13.C’

de gorulmektedir.
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Sekil 4.13. Aptamer bagh polimerik ylzeyde lizozim enzimi zenginlestirmesi. (A) 7
pmol/uL derigsiminde lizozim enziminin zenginlestirimesi, (B) 0.7 pmol/uL
derigsiminde lizozim enziminin zenginlestiriimesi ve C) 0.07 pmol/uL derisiminde
lizozim enziminin zenginlestirilmesi.

Tayin sinirinin altinda kalan, 0.07 pmol/yL derigsiminde lizozim enzimi ¢ozeltisi

tripsin ile pargalandiginda elde edilen MALDI-Kutle Spektrometresi spektrumunda,
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sadece tripsin enzimine ait fragment kutlelerinin sinyalleri gozlenmektedir ve

lizozime ait herhangi bir parcalanma Urdnune rastlanmamaktadir (Sekil 4.14).
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Sekil 4.14. 0.07 pmol/uL derisimindeki disulfit baglart kirilmig lizozim enzimi
¢Ozeltisinin tripsin ile pargalama uygulandiktan sonra yapilan MALDI-Kultle
spektrometresi analiz spektrumu.

Lizozim aptamerinin lizozim enzimine 6zgun bir oligonukleotit dizisi oldugunu
gOstermek amaciyla kontrol aptameri bagli polimerik yuzey, 0.07 pmol/ uL lizozim
enzimi ¢ozeltisi ile muamele edilmigtir. Polimerik yuzeyde tripsin ile pargalama
islemi uygulandiktan sonra yapilan MALDI-kutle spektrometresi analizinden elde
edilen spektrumda lizozim enzimine ait peptit fragment kutlelerine ait sinyallere
rastlanmamistir. Gozlenen sinyaller, enzimatik pargalama igin kullanilan tripsin
enziminin otokatalizinden gelmektedir (Sekil 4.15). Bu durum lizozim aptamerinin

lizozime 6zgu bir yapi oldugunu kanitlamigtir.
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Sekil 4.15. Lizozim enzimi ¢ozeltisi ile muamele edilmis kontrol aptameri bagh
polimerik yluzeyde enzimatik pargcalama sonucunda elde edilen peptit
fraksiyonlarinin pozitif iyon ve lineer mod kutle spektrumu.

Lizozim aptameri-lizozim enzimine 6zgun etkilesiminin gézlenebilirliginin ve farkli
proteinleri de iceren oldukga fazla bozucu matriks ortaminda lizozimin
zenginlestirilebilmesinin  test edilebilmesi amaciyla, BSA ve Sitokrom c
proteinlerinin de bulundugu lizozim enzimi igeren bir ¢ozelti ortami hazirlanmigtir.
Lizozim aptameri bagl polimerik ylzeyle bu ortamin muamelesi ve polimerik
yuzeyde vyapilan tripsinle pargalama iglemi sonrasinda MALDI-Kitle
spektrometresi analizi gergeklestirilmistir. Alinan spektrumlarda, lizozim enzimi
peptit fragment kitlerine ait sinyaller ylksek siddette gdzlenmektedir. Ayrica
karisim ortamina ilave edilen proteinlerden gelebilecek herhangi bir peptit’in
varhidina rastlanmamig olmasi segiciligin ¢ok yuksek oldugunu gostermektedir.
Kontrol aptameri baglanmis polimerik yuzey kullanilarak ayni deney tekrarlanmigtir
ve MALDI-KUtle spektrometresi analizi sonucu alinan spektrumda lizozim enzimine
ait peptit fragment kutlelerinin sinyalleri gézlenmemistir, sadece tirpsinin
otokatalizinden gelen sinyallere rastlanmaktadir (Sekil 4.16.B). Daha duslk
derisimlere inerek, 0.7 pmol/uL lizozim enzimi igin ayni deney tekrarlanmistir ve
yine lizozim enzimi peptit fragment kutlerine ait sinyaller yUksek siddette
g6zlenmistir (Sekil 4.17).

72



100
90 |
80 |

60 |
50 |
40 | *
30 | *

20 |

10 ] M
0502}{) 900 1300 1700 2100 2500
Kitle (m/z)

% siddet

100
90
80 | B
70 |
60
50 |
40 |
30

20 |

18 1 H..IL.J.. IFLl_ it

500 900 1300 1700 2100 2500
Kiitle (m/z)

% siddet

Sekil 4.16. Lizozim enzim aptameri baglanmis polimerik yuzeyde 7 pmol/uL
lizozim enziminin, BSA ve Sitokrom c¢ proteinleri varliginda zenginlestiriimesi
sonucunda alinan MALDI-Kltle Spektrometresi spektrumlari. (A) Lizozim aptameri
baglanmis polimerik ylizeyde BSA ve Sitokrom c proteinleri varliginda lizozim
enzimi zenginlestiriimesi analizi sonucundaki pozitif iyon ve lineer mod MALDI-
Kltle Spektrometresi spektrumu ve (B) Kontrol aptameri baglanmis polimerik
yuzeyde, BSA ve Sitokrom c proteinleri varliginda lizozim enzimi zenginlestiriimesi

sonucunda alinan pozitif iyon ve lineer mod MALDI-Kitle Spektrometresi
spektrumu.
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Sekil 4.17. Lizozim enzim aptameri baglanmis polimerik ylizeyde 0.7 pmol/uL
lizozim enziminin, BSA ve Sitokrom C proteinleri varliginda zenginlestiriimesi
sonucunda alinan pozitif iyon ve lineer mod MALDI-Kutle Spektrometresi
spektrumu.

4.4. MALDI-Kutle Spektrometresi ile Trombin analizi

70 pmol/pL stok trombin c¢ozeltisinden suyla seyreltilerek hazirlanan 7 pmol/ pL
trombin proteini ¢ozeltisinin DHB 1 matriksi kullanilarak, MALDI sisteminde ornek
hazirlama amaci ile kullanilan ince tabaka metodu ile MALDI-Kutle Spektrometresi
analizi yapiimistir. Trombin 36 kDa mol kitlesine sahiptir. Elde edilen spektrumda,
trombin molekili molekdler iyon sinyali ([T+H]"), ve “2+” yUKklU gift protonlanmig
molekdiler iyon sinyali ([T+2H]**) gériilmektedir (Sekil 4.18).

74




100
90
80
70
60
S 50
©
(7 40
30 T T
20 E E
10 -
0 sl PR TSR A |
2000 21600 41200 60800 80400 100000
Kitle (m/z)

Sekil 4.18. 7 pmol/pL derisimdeki Trombin proteini ¢dzeltisinin DHB 1 matriksi ile
alinmis pozitif iyon ve lineer mod MALDI-Kutle spektrumu.

4.4.1 Tripsin ile pargalanmis trombin peptitlerinin bulundugu ¢oézeltinin
analizi

Disulfit baglari kirilldiktan sonra, tripsin enzimi ile par¢calamaya ugratiimig trombin
¢Ozeltisinin MALDI-Kutle Spektrometresi analizi ile elde edilen peptit fragment
kitlelerine ait iyon sinyallerine iceren kutle spektrumu Sekil 4.19° da gorulmektedir.

Trombin proteinine ait 6zgun peptit fragment kuitleleri 656.35, 73435, 798.46,
954.56, 977.49, 1194.60, 1234.65 ve 1490.80 Da drr.
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Sekil 4.19. Distilfit baglari kirllmis trombin proteinin, CHCA matriksi kullanilarak
elde edilen pozitif iyon ve lineer mod MALDI-kutle spektrumu.

4.4.2 Aptamer bagh polimerik ylizeyde trombin zenginlestirilmesi

DNA aptamerleri G-kuadrupleks yapiya sahip olabilirler ve bu yapi aptamerin
hedef molekile baglanmasini saglar (Vairamani and Gross, 2002). Ozellikle G-
kuadrupleks yapiya sahip olan trombin aptameri trombin proteinine baglanir ve
oldukca kararli bir aptamer-protein kompleksi olusmasina neden olur. Bu olusum
sematik olarak Sekil 4.20 de verilmistir. CUnkl aptamer-hedef molekil

etkilesimlerinde aptamerin geometrik yapisi ¢cok buyuk dneme sahiptir.
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Sekil 4.20. (A) Trombin baglayici aptamerin G-quadrupleks yapisi. (B) X- 1sini ile
aptamer-trombin etkilesimi (C) NMR ile aptamer-Trombin etkilesimi

Trombin proteinin aptamer bagl polimerik yuzeyde zenginlestiriimesi ¢aligmalari
yapilmigtir. Goézlenebilme sinirinin ¢ok altinda olan 0.0007 pmol/uL trombin
proteini ¢oOzeltisi tripsin ile pargalandiktan sonra yapilan analizlerde, trombin
proteinine ait peptit fragment kutlelerine, rastlianmamaktadir (Sekil 4.22). Ancak,
trombin aptameri bagli yuzeylerde gozlenebilme sinirinin ¢ok altinda olan
derisimlerde bile trombin proteinin zenginlestirilip tayin edilebildigi goérulmektedir
(Sekil 4.21).
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Sekil 4.21. Trombin aptameri bagli polimerik yluzeyde trombin zenginlestiriimesi
amaci ile elde edilen pozitif iyon ve lineer mod MALDI-Kutle spektrumlari. (A) 0.7
pmol/uL trombin zenginlestiriimesi, (B) 0.07 pmol/pL trombin zenginlestiriimesi, (C)
0.007 pmol/uL trombin zenginlestirimesi ve (D) 0.0007 pmol/uL trombin
zenginlestirilmesi.
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Sekil 4.22. Distilfit baglari kirildiktan sonra tripsin ile ¢ozeltide parcalanmis 0.0007
pmol/uL trombin ¢dzeltisinin pozitif iyon ve lineer mod MALDI-KUtle spektrumu.

Trombin proteininin, trombin aptameri bagli polimerik ylzeyde, BSA ve Sitokrom c
proteinleri varliginda zenginlestiriimesi ¢alismalari diger proteinlerin derigimi sabit
tutularak degisik derigsimlerdeki trombin proteini ¢ozeltileri  kullanilarak
gerceklestiriimistir. 0.0007 pmol/pL gibi ¢ok dusuk bir derisimdeki trombin proteini
¢Ozeltisinden trombin aptameri bagli polimerik ylUzeyde Onderistirilerek analizi
gerceklestirildiginde normal sartlarda 1.0 pmol/uL dizeyinde olan tayin sinirinin
¢ok altinda bir gozlenebilme sinirinda tayin edilebildigi ve trombin proteininin peptit
fragment kutlelerine ait iyon sinyallerinin giddetlerinin, ayiriciliginin ve segiciliginin
yuksek oldugu gorulmektedir (Sekil 4.23). Ortamda bulunan Sitokrom ¢ proteinin
en siddetli sinyal veren peptit fragmen kitlesi olan 1168 Da daki sinyalin
siddetinin, trombin proteini derisimi dustukge, girisiminin artmasi sebebiyle
yukseldigi gozlenmektedir. Sekil 4. 23. te bu girisimin 0.07 pmol/uL trombine kadar
tolere edildigi gorulmektedir. Trombin aptamerinin trombin proteini ile 6zgln bir
etkilesime girdigini gostermek amaciyla kontrol aptameri bagl polimerik ylzey

trombin proteini ile muamele edilmistir. Daha sonra tripsin enzimi ile ylzeyde
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parcalanma gerceklestirilerek MALDI-Kutle spektrometresi analizi yapiimig ve elde
edilen spektrumda trombin proteini peptit fragment kutlelerine ait iyon sinyalleri
tespit edilememigtir, gozlenen yuksek siddette sinyaller tripsin enzimine ait
otokataliz Urlnlerinin sinyalleridir (Sekil. 4.24). Bu sonuglar, trombin proteininin
O0zgun olarak onun aptamerinin bagll oldugu yuzeyde zenginlestirilebildigini
gOstermigtir. Trombin proteininin goézlenebilme sinirinin bu ¢alismada normal
sartlarda gercgeklestirilene gore en az 1000 kat artirildigi ve dusuk duzeylerde
bulunan trombin proteini hem zenginlestirilip analiz edilebilmekte hem de
yapisinda olugabilecek bir mutasyon proteolitik enzim pargalanmasi sonucu kutle
spektrometrik olarak tespit edilebilecek duruma getirilebilmekte oldugunu

gOstermektedir.
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Sekil 4.23. Aptamer baglanmis polimerik ylzeyde trombinin, BSA ve Sitokrom ¢
proteinleri varlidinda zenginlestirimesi. (A) BSA ve Sitokrom c¢ proteinleri
varliginda 0.7 pmol/uL trombin zenginlestiriimesine ait pozitif iyon MALDI-Ktle
Spektrometresi spektrumu, (B) BSA ve Sitokrom c proteinleri varliginda 0.07
pmol/uL trombin zenginlestirimesine ait pozitif iyon MALDI-KUtle Spektrometresi
spektrumu, (C) BSA ve Sitokrom c¢ proteinleri varlhiginda 0.007 pmol/pL trombin
zenginlestiriimesine ait pozitif iyon MALDI-KUtle Spektrometresi spektrumu ve (D)
BSA ve Sitokrom ¢ proteinleri varliginda 0.0007 pmol/uL trombin
zenginlestiriimesine ait pozitif iyon MALDI-Kutle Spektrometresi spektrumu.
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Sekil 4.24. Trombin ile muamele edilmis kontrol aptameri baglanmis polimerik
yuzeyde tripsin ile proteinin enzimatik olarak par¢calanmasi sonucunda elde edilen
peptitlerin pozitif iyon ve lineer modda alinan MALDI-kutle spektrumu.

4.4.3 Kan plazmasinda trombin zenginlestiriimesi

Trombin normalde kanda bulunmaz, yalnizca pihtilasma olayi uyarildigi zaman
olusur. Uyarilmadan oOnce kanda protrombin denilen inaktif sekilde bulunur.
Protrombin kanda 2 pmol/uL derisiminde bulunur. Kan damarinin yaralandigi
bélgede enzimatik olarak trombine cevrilir. Trombin de faktér XllI G aktive
eder. Pihtilagmaya birakilan kan oOrneginde, pihtilasma sonrasi ayrilan siviya
serum denir. Serum plazmadan farkli olarak fibrinojen ve bazi pihtilagsma
faktorlerini kapsamaz, bunun disinda bilesimi plazma ile aynidir. Trombin aptameri
bagli polimerik ylzey kullanilarak kan plazmasinda trombin proteinin
zenginlestiriimesi ¢alismalari yapilmigtir. Hazirlanan trombin aptameri bagh
polimerik ylizey 1 mL kan plazmasi ile muamele edililip ylzeyde tripsin ile
parcalama yapildiktan sonra yapilan MALDI-Kutle spektrometresi analizi sonucu
elde edilen kuitle spektrumda trombin proteini peptit fragment kutlelerine ait iyon
sinyalleri gdzlenmistir ve secicilik yuksektir (Sekil 4.25).
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Sekil 4.25. Aptamer baglh polimerik ylzeyde insan plazmasi trombin’i
zenginlestirilerek  yuzeyde tripsin  enzimi ile proteolitik  pargcalanma

gerceklestirildikten sonra alinan pozitif iyon ve lineer mod MALDI-kutle spektrumu.

Sekil 4.25 den kandaki diger yliksek oranda bulunan proteinlerin yaninda disuk
duzeylerde go6zlenen trombin proteini aptamer baglh ylzeylerde 6zgun olarak
matriks icerisinde ayrilip zenginlestirildikten sonra kolaylikla tayin edilebilecegi
gorulmektedir. Ancak burada protein matriksi buyuk oranda elimine edilmekle
birlikte tripsinin otokatalizinden gelen peptitlere rastlanmaktadir. Bu ise kutle
spektrometrik olarak gerceklestirilen proteomiks calismalarinda bir bagka énemli
noktadir. Bunun ustesinden gelmenin yolu ya kromatografik yontemle bu ilgilenilen
peptitleri ayirip analiz etmek ya da tripsin enzimi tutuklanmis malzemeler
kullanilarak otokatalitik etkinin ortadan kaldiriimasi saglanabilmektedir. Bu ise yeni

bir arastirmanin konusudur.
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5. SONUGLAR

e 7 pmol/ pL lizozim enzimi ¢ozeltisinin degisik matriksler kullanilarak MALDI-
Kutle spektrometresi ile analizleri yapilmistir. 3-HPA, DHB, HABA, SA ve
THAP matriksleri kullanilarak alinan sonuglar degerlendirildiginde, HABA
matriksinin lizozim enzimi MALDI-KUtle spektrometresi analizi i¢in en uygun

matriks oldugu tespit edilmigtir.

e 7 pmol/ pL lizozim aptameri ¢ozeltisinin degisik matriksler kullanilarak, MALDI-
Klatle spektrometresi ile analizi yapilmistir. Denenen matrikslerden,
oligonukleotitlerin analizlerinde MALDI matriksi olarak siklikla kullanilan THAP

matriksinin lizozim aptameri analizi igin en iyi sonucu verdigi tespit edilmistir.

e Mol orani olarak 1:1 lizozim enzimi ile lizozim aptamerini iceren hacimce %
50:50 karigtirilarak elde edilen ¢ozeltide kompleks olusumunun gozlenmesi
icin MALDI-Kutle spektrometresi analizleri gergeklestirilmistir. DHB matriksinin,
diger matrikslere gore Ozellikle oligonukleotit-protein etkilesimleri sonucu
olusan komplekslere ait iyonlarin gdzlenmesinde ¢ok daha basarili sonuglarin
elde edilmesini sagladigi gorulmustir. DHB gibi asidikligi yiksek bir matriksin
kullaniimasindan dolayi ortam pH deg@erinin azalmasiyla birlikte diger tlrlerden
kaynaklanan karmasik sinyallere kiyasla enzim-aptamer kompleks iyonuna ait

sinyalin siddetinin arttigi gozlenmigtir.

e ATT matriksi kullanilarak fizyolojik pH degderinde de enzim-aptamer kompleks
olusumu incelendiginde MALDI-Kutle spektrometresi ile yapilan analizinden
elde edilen kutle spektrumlarinda alinan sonuglara gore, ozellikle olusan
komplekslere ait sinyal siddetlerinin ve ayiricilik degerlerinin, DHB matriksi
kullanilarak elde edilen kitle spekturumlarindaki kadar iyi olmadiklari
go6zlenmigtir. Bu durum, MALDI sartlarinda fizyolojik pH ortaminin etkinliginden
daha fazla lazer enerjisinin kompleksi kararsiz hale getirmesi sebebiyle uygun
olmadigini gostermektedir.

e ATT ve DHB matrikslerinin pH degerlerinde degisiklikler yapilarak
gerceklestirilen analizler sonucunda, kompleks kararlihgindan ziyade, gaz
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fazindaki kararsizlik ve lazer 1ginina maruz kalan oOrnegin kararsizlig

sebebiyle, yuksek siddete sahip kompleks iyon sinyalleri elde edilememistir.

Diger analitik dlcum yontemlerinin aksine kutle spektrometresi ile tuz etkisinin
incelenmesinin zor oldugu tespit edilmigti. Bunun nedeni ise, kitle
spektrometresinde gaz fazinda katyonlarin olusturduklari ve 6zglin olmayan
katyon eklenmelerinin kompleks kararliliklarini azalttigi ve ¢ozelti fazini

yansitmadigindandir.

Kompleks olusumu Uzerinde tampon ¢ozelti etkisi incelendiginde, MgCl, ve
NaCl gibi tuz iceren tamponlarla yapilan ¢alismalarin MALDI kosullarina uygun
olmadiklari gorulmektedir. Sadece 20 mM Tris-HCI igeren tampon ¢ozelti ile

aptamer-enzim kompleks sinyali gézlenebilmistir.

Aptamer c¢ozeltisinin 1sitililip sogutulduktan sonra kullaniimasinin, kompleks

olusumuna ciddi bir etkisinin olmadigr gorulmagtar.

Lizozim enziminin enzimatik parcalanmasi igin disulfit baglari kirildiktan sonra
2 saatlik enzimatik pargalama suresinin yeterli oldugu gorulmustar. Literatirde,
enzimatik parcalama suresi 4 saat olarak belirtilirken (Ahn et al., 2010), tez
kapsaminda gelistirilen yontem ile iki saat gibi kisa bir slUrede lizozim

enziminin pargalama Urunleri elde edilebilmistir.

0.7 pmol/uL ve 0.07 pmol/yL derisimindeki lizozim enziminin analizleri
gerceklestirildiginde, lizozime ait peptit fragment kutleleri, siddeti ve ayiriciligi
yuksek iyon sinyalleri gozlenerek elde edilmigti. Bu durum, normalde
gozlenebilme siniri yaklasik 1 pmol/uL olan lizozim enziminin daha dusuk

derisimlerde zenginlestirilerek tayin edilebildigini gostermigstir.

Tayin sinirinin altinda kalan, dusitk derigsimlerde lizozim enziminin tayini ¢ozelti
halindeyken yapilamazken, tez kapsaminda gelistirilen malzeme ve yontem

kullanilarak zenginlestirme yapilip tayini mimkun hale getirilmistir.

Kontrol aptameri ile yapilan ¢alisma ile lizozim aptamerinin lizozime 6zgu bir

yap! oldugu kanitlanmigtir.
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BSA ve Sitokrom c proteinlerinin de i¢erisinde bulundugu lizozim enzimi igceren
karmasik ornek ¢ozeltileri kullanilarak yapilan zenginlestirme ¢alismalarinda,
MALDI-Kutle spektrometresi ile yapilan analizler sonucunda, tez kapsaminda
gelistirilen malzeme ve yontem kullanilarak lizozim enziminin yuksek segicilikle

zenginlestirildigi gozlenmistir.

Tez kapsaminda geligtirilen malzeme ve yontem kullanilarak trombin aptameri
bagli polimerik yuzeyde 0.0007 pmol/pL gibi ¢gok dusuk derigimlerdeki trombin
proteini basariyla zenginlegtiriimistir. Yapilan literatir taramalari neticesinde,
trombin proteini icin elde edilen bu degerlerin, literatirde yer alan benzer
calismalarda ifade edilen gozlenebilme ve tayin sinirlarinin yaklasik 1000 kat
altinda oldugu tespit edilmistir. Boylece, dusik diuzeylerde bulunan trombin
proteini hem zenginlestirilerek analiz edilebilmekte hem de yapisinda
olusabilecek bir mutasyon proteolitik enzim pargalanmasi sonucu Kkutle

spektrometrik olarak tespit edilebilir hale gelmistir (Dick and McGown, 2004).

Trombin proteinin, trombin aptameri bagli polimerik ylizeyde, BSA ve Sitokrom
c proteinleri varliginda zenginlestiriimesi ¢aligmalarinda degisik derigimlerdeki
trombin proteini ¢ozeltileri kullanildiginda, 0.0007 pmol/uL gibi ¢ok disuk bir
derisimdeki trombin proteini ¢ozeltisinden trombin aptameri bagh polimerik
yuzeyde Onderistirilerek analizi gergeklestirildiginde normal sartlarda 1.0
pmol/uL dizeyinde olan tayin sinirinin ¢ok altinda bir gézlenebilme sinirinda
tayin edilebildigi ve trombin proteini peptit fragment kutlelerine ait iyon
sinyallerinin  giddetlerinin, ayiricihginin  ve segiciligin  yuksek oldugu

gorulmustar.

Kontrol aptameri ile yapilan ¢alisma ile trombin aptamerinin trombine 6zgu bir

yap! oldugu kanitlanmigtir.

Kan plazmasi ile muamele edilen trombin aptameri bagli polimerik ylzeyde tez
kapsaminda geligtirilen yontem kullanilarak, trombin proteini yuksek segicilik

ile zenginlestiriimistir.
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