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Anahtar Kelimeler

Ozet: Aptamerler farkll hedeflere yiiksek etkin ve dzgiinliikte baglanabilen DNA ve RNA

Aptamer, molekiullerdir. Bu ¢alismada domuz jelatininin algilanmasinda kullanilmak iizere DNA

SELEX' aptamerleri gelistirilmistir. Aptamerlerin secilimi i¢in tekrarli, negatif se¢ilim bulunan bir

E(l)i?l?é SELEX metodu takip edilmis ve kiitiiphaneler bu yolla zenginlestirilmistir.
Zenginlestirilen kiitiiphaneler tarafimizca modifiye edilmis bir metagenomik dizileme
metodu kullanilarak yeni nesil dizileme sistemi Miseq ile dizilenmis ve elde edilen yiiksek
hacimli veriden aday aptamer dizileri uygun biyoinformatik araglar kullanilarak
belirlenmistir. Floresan modifiye olarak tiretilen aday DNA aptameri domuz jelatinine
kars1 yiiksek afinite gostermekte balik ve sigir jelatinine gorece diisik afinite ile
baglanmaktadir. Bu calismada gelistirilen aptamer gida tagsislerinin belirlenmesi i¢in
kullanilacak  sensorlerin  gelistirilmesinde potansiyel algilama ajanm1  olarak
kullanilabilecektir.
Selection and Characterization of Porcine Gelatine Specific DNA Aptamers
Keywords Abstract: Aptamers are DNA or RNA molecules that can bind to their target in high
Aptamer, affinity and specificity. In this study we developed DNA aptamers to use in the detection
SELE?(' of porcine gelatine. Selection of aptamers was performed by repetitive SELEX procedure
gslritiglee' with negative selection and libraries are enriched by this method. Enriched libraries were
sequenced by a new generation sequencing system Miseq using a modified metagenomics
method and bioinformatics tools were used to identify candidate aptamers from high
throughput data. Florescence modified DNA aptamer showed high affinity to porcine
gelatine, and low affinity to fish and bovine gelatine. Aptamer generated in this study has
potential use in the detection of adulteration in food as sensing agent.

1. Giris proteinin  farkli  bigimsel = durumlarim1  dahi

Aptamerler farkl

ozgiinliikte

hedeflere yiiksek etkinlik ve
baglanabilen tek
oligoniikleotidlerdir.

birbirlerinden ayirabilmektedirler. Literatiirde yer
alan aptamerlerin bir¢cogu RNA veya tek zincir DNA
molekiilleridir. Bunlarin yaninda modifiye ve sentetik
niikleik asitlerden yapilmis baz1 aptamerler de

zincirli
Aptamer kelimesi Latince

kokenli olup “uymak” anlamina gelen “aptus” ve “bir
biitiinlin  pargast” anlamina gelen  “meros”
kelimelerinden iretilmistir. Aptamerler hedeflerine
farkl dizilerin olusturdugu ti¢ boyutlu yap1 sayesinde
baglanirlar [1]. Aptamer ve hedef molekili
arasindaki etkilesim genis bir yilizey alaninda
gerceklesmektedir. Yiizey alaninin genis olmasi
sebebi ile hedef molekiildeki en kiiciik degisiklikler
bile aptamerin baglanmasini engelleyebilmektedir.
Srinivasan ve arkadaslarinin  gelistirdigi ADP
aptameri sadece bir fosfat grubu fazla olmasina
ragmen ATP’ye baglanmayarak etkin bir sekilde ayirt
edebilmektedir [2].

Aptamerler bu o0zellikleri sayesinde, belirli bir
protein ailesindeki benzer proteinleri ya da ayni

*[Igili yazar: bayrac@kmu.edu.tr

mevcuttur. Literatiirde etanolamin, asetilkolin gibi
kiigiik organik molekiilleri [3,4] biiyiik protein
komplekslerini [5,6] hatta farkl hiicreleri [7] hedef
alan bir¢ok aptamer bulunmaktadir. Aptamer-hedef
kompleksleri pikomolar-submikromolar araliginda
ayrisma sabiti degerlerine (Kq) sahip olabilmektedir

[8].

Ik olarak 1990’l1 yillarda 3 farkli grup tarafindan
birbirlerinden bagimsiz olarak gelistirilen aptamerler
[5,9,10] bir in vitro segme ve ¢ogaltma teknigi olan
SELEX ile iretilmektedirler. SELEX (Systematic
Evolution of Ligands by Exponential Enrichment)
(Exponansiyel Zenginlestirme ile Sistematik Ligand
Gelistirme) kombinasyonel bir tekniktir [5]. Bu
teknikte, DNA veya RNA kiitiiphanelerinden hedefe
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kars1 yiliksek afinite gosterenler kombinasyonel
teknikler kullanilarak secilir. SELEX yonteminde ilk
adim bir oligoniikleotid kiitiiphanesi hazirlamaktir.
Bu kiitiiphane rastgele dizilmis 40 ila 80 niikleotid
uzunlugunda bir merkez boélgeye sahip olan DNA ya
da RNA parcalariyla hazirlanir ve bu merkez bolgenin
cesitliligiyle yaklasik 1016 oligoniikleotid i¢erir. Daha
sonra bu kiitiiphane polimeraz zincir reaksiyonu
(PZR) yardimiyla cogaltilir ve hedefe uygulanir.
Uygulamadan sonra segilen hedefe baglanmayan ve
baglanan DNA ayirilir. ik asamada hedefe baglanan
DNA, PZR yontemi ile tekrar cogaltilarak hedefe
uygulanir. Ikinci uygulama sonrasinda da hedefe
baglanmayan ve baglanan DNA ayirilir. Bu her dénis
bir SELEX turu olarak kabul edilir. SELEX turlari
genellikle 10 ile 12 tekrar arasinda devam ettirilir ve
sonucta elde edilen DNA hedefe giiclii baglanma
ozelligi tasir. Son asamada elde edilen bu DNA dizileri
dizilenerek belirlenir. SELEX yontemiyle elde edilen
bu aptamerler o6zgiinliklerinden dolay1 c¢esitli
biyoteknolojik arastirmalarda, gida endiistrisinde,
hastaliklarin tani ve tedavi asamalarinda ¢ok 6nemli
gorevler Ustlenebilir.

Hileli gidalarin hizli ve kolay tespiti glinimiiz
sartlarinda, tilkemizde her gecen giin daha 6nemli bir
hale gelmektedir. Diinyada ve iilkemizde et ve et
triinlerinde siklikla karsimiza c¢ikan tagsis cesidi;
degeri diisiik etin veya et lriiniin pahali et yerine
kullanilmasidir. Dini hassasiyetler de g6z oOniinde
bulunduruldugunda et ve et iriinlerinde domuz
katkilarinin bulunmas i¢in ciddi bir problem tegkil
etmektedir.

Glniimiizde domuz irilinlerinin tespiti akredite
laboratuvarlar tarafindan PZR veya RT-PZR temelli
sistemler kullanilarak canli DNA’sinin tespitine
dayanan bir metotla yapilmaktadir. Bu metotta
sitokrom-b geninde domuza 06zgii dizilere primer
tasarlanmakta ve hedef bolgenin ¢ogaltilabilmesi ile
sonu¢ alinmaktadir. Bu tip sistemler sonu¢ vermesine
ragmen laboratuvar ve aletlere bagimlidir ve kesin
sonu¢ icin akredite merkezlerde yapilmasi gerekir.
Akredite merkezlerin her yerde bulunmamasi ve
kullanilan metodun belirtilen alet ve techizati
kullanabilecek teknik elemana bagimli olmasi
teknigin yerinde ve hizl bir sekilde yapilabilmesini
engellemektedir. Bunun yaninda jelatin gibi 1s1l islem
gormis, asidik veya bazik hidrolize uzun stire maruz
kalmus, sterilize edilmis ve kurutulmus et iiriinlerinde
hedef DNA dizisinin biitliin halinde bulunabilmesi ve
izole edilebilmesi zor bir siirectir ve yanlis negatif
sonuglar verebilmektedir.

Yapilan bu arastirmada domuz jelatinine o6zgi
aptamerler secilip Kkarakterize edilerek ¢esitli
biyosensor uygulamalarinda kullanilabilecek algilama
molekiilleri elde edilmistir. Gelistirilen bu algilama
molekiilleri QCM, SPR gibi sensdér uygulamalarina
kolayca adapte edilebilecegi gibi kagit veya cam
tabanli, renk degisimi temelli, tasinabilir sensorlerde
de kullanilabilecektir.

2. Materyal ve Metot

Deneylerde kullanilan biitiin kimyasallar analitik
saflikta olup aksi belirtilmedik¢e Sigma-Aldrich
firmasindan temin edilmistir. Calismada kullanilan
yikama tamponu 4,5 g/L glukoz, CaCl;’li Dulbecco
fosfatli tampon salini ve 5 mM MgCl, icermektedir.

2.1. DNA kiitiiphanesi ve primerlerin tasarimi

Kitiiphane ve primerler tasarlanmis ve dizileri
asagida belirtilmistir. Kiitiiphanelerin ve primerlerin
tasariminda Oligo analyzer 3.1, Nupack ve Mfold
biyoinformatik araglar1 kullanilmistir. Bu baglamda
Kwame ve ark. 2010 yilinda Nature Methods’da
yayinladig1 kurallar takip edilmistir [11]. Tasarlanan
kiitiiphane 5’AGTCCCCTGCCCAAC
CCA(44N)TCGTCGCCTCCACCACCT3’, primerler ise 5-
FAM-AGTCCCCTGCCCAACCCA-3 ve 5-Biyotin-AGGT
GGTGGAGGCGACGA-3 dizilerine sahiptir. Primer
dizileri SELEX'te kullanilmak iizere 5’ uglarinda
biyotin ve FAM floresans modifikasyonlara sahiptir.
Primer ve DNA Kiitliphanesi IDTDNA tarafindan
sentezlenmistir.

2.1. SELEX

SELEX islemi bes ana basamaktan olusmaktadir(Sekil
1). ilk basamak olan baglanma inkiibasyonunda 1013-
1014 farkh dizi cesidi iceren DNA kiitliphanesi hedef
molekiil veya yapi ile birlikte inkiibe edilmektedir. Bu
calismada hedef olarak secilen domuz jelatini kiiciik
tiipler icerisinde 1 mL hacminde jellestirilerek 5 nmol
kitiiphane ile birlikte 30 dakika inkiibe edilmigtir.
Farkl dizilere sahip olmasi sebebi ile herbiri farkli 3
boyutlu sekiller olusturan DNA Kiitiiphanesi
dizilerinden uygun sekle sahip olan dizilerin bu
basamakta domuz jelatini ile etkilesime girerek
baglanmasi beklenmistir. ikinci basamakta ise
baglanmayan, o6zgiin baglanmayan ve distk
afinitelerle baglanan dizileri ortamdan uzaklastirmak
icin yikama islemi yapilmistir. Yikama i¢in 400 pL
yikama sollisyonu kullanilmis ve termomikser’de 30
saniye 300 rpm’de calkalama yapilmistir. Boylece
jelatine yiiksek afinite ile baglanan dizilerin seg¢ilimi
hedeflenmistir. Yikama islemi sonrasinda hala hedefe
bagli bulunan DNA dizileri sicaklhik 95°C'ye
ylikseltilerek {i¢ boyutlu yapilarini kaybetmeleri
sonucu hedeften ayirilmistir. Elde edilen DNA dizileri
SELEX tur 1 DNA havuzu olarak adlandiriimistir.
Daha sonra SELEX'in li¢linclii basamaginda bu DNA
havuzu PZR ile ¢ogaltilarak cift zincirli DNA elde
edilmistir. Bu basamakta SELEX'in 2. turunda
kullanilabilecek kadar yeterli DNA elde etmek icin
1000 pL hacminde bir PZR yapilmistir. PZR 100 pL
10X PZR tamponu, 80 pL 2,5 mM dNTP karisimi, 50
pL (final konsantrasyonu 0,5 uM) FAM’l1 ve biyotinli
primer karisimi, segilen DNA havuzunun 500 pL’si,
270 pL DNaz's1z su ve 3,0 pL Taq DNA polimeraz’dan
olusmaktadir. PZR programi 94°C 30 saniye, 56°C 30
saniye ve 72°C'de 30 saniye olarak yapilmistir. Elde
edilen PZR iirtinii SELEX'in dérdiincii basamaginda



A.T. Bayrac, B. B. Kandemir / Domuz Jelatinine Ozgii DNA Aptamerlerinin Segilimi ve Karakterizasyonu

tek zincirli DNA'ya c¢evrilmistir. Bunun i¢in elde
ettigimiz cift zincirli DNA streptavidin kaplh sefaroz
kiireler ile inkiibe edilmis ve primerlerin birinde
bulunan biyotin sayesinde gii¢lii bir sekilde
baglanmasi saglanmistir. Bu basamakta 1000 pL PZR
triind icin 500 pL streptaividin kiire kullanilmistir.
Baglanma sonrasinda ortam 500 pL 200mM NaOH
eklenerek ¢ift zincirli DNA'nin ayrilmast ve FAM
iceren diger DNA zincirinin serbest kalmasi
saglanmistir. Elde edilen FAM modifiyeli tek zincirli
DNA’daki NAOH'den kurtulmak i¢in NAP5 kolonu
kullanilmistir. Elde edilen tek zincirli DNA havuzu
soguk kurutucu kullanilarak kurutulmus ve bir
sonraki turda baglanma ¢ozeltisinde ¢oziilerek
kullanilmaya hazir hale getirilmistir.

LY ol
ssDNA
Kitiphanesi

Sekil 1. Domuz jelatinine 6zgii aptamerlerin se¢imi igin
uygulanan SELEX islemi.

Elde edilen yeni DNA havuzundan 100 pmol
kullanilarak aymi islemler tekrar edilmistir. Bu
secilim stireci 10 tur tekrar edilerek baglanan diziler
zenginlestirilmeye calisilmistir.

2.1. Dizileme ve biyoinformatik analiz

Yapilan 10 tur SELEX sonrasinda zenginlesen
dizilerin belirlenebilmesi i¢in dizileme yapilmistir.
Dizileme i¢in MiSeq Illimuna platformu kullanilmistir.
Dizilemede 8 ve 10 no’lu SELEX DNA havuzlan
SELEX’te kullanilan primer dizilerini de iceren
5'TCGTCGGCAGCGTCAGATGTGTATAAGAGACAGAGT
CCCCTGCCCAACCCA3’ ve 5'GTCTCGTGGGCTCGGAGA
TGTGTATAAGAGACAGAGGTGGTGGAGGCGACGA3’

amplikon primerleri kullanilarak ¢ogaltilmistir. Elde
edile PZR itrini AmpureXP kireler kullanilarak
temizlenmis sonrasinda 5’AATGATACGGCGACCAC
CGAGATCTACAC[i5]TCGTCGGCAGCGTC3 ve 5'CAAGC
AGAAGACGGCATACGAGATIi7]GTCTCGTGGGCTCGG3’
dizileri kullamlarak index PZR yapilmistir. indeks
PZR i¢in SELEX 8 havuzunda i5 bolgesi yerine
TAAGGCGA dizisine sahip N701 ve i7 boélgesi yerine
ise TAGATCGC dizisine sahip N501, SELEX 10 havuzu

icin CGTACTAG dizisine sahip N702 ve N501
barkodlar1 kullanilmistir. Bu barkodlar sayesinde
dizileme sonrasi elde edilen dizilerin hangi havuza ait
oldugu ayirt edilebilmistir. Dizile icin {llumina MiSeq
sistemi kullanilmis 100 turluk tek yonlii okuma
yapilmistir. Elde edilen dizilerin Q30 altinda kaliteye
sahip olanlar1 Nextgen Workbench programi
kullanilarak filtrelenmis, sonrasinda 78-82 bg¢ dizi
uzunlugu araliginda bulunmayan dizier ayiklanmistir.
Elde edilen dizilerden en ¢ok tekrar edenler Sequence
Dereplicator kullanilarak belirlenmistir. En ¢ok
tekrar eden dizilerin 4°C ve 37°C’deki 3 boyutlu
yapilart nupack [12] kullanilarak belirlenmis ve iki
sicaklikta yapisini1 koruyabilen en sik tekrarlanan dizi
aptamer olarak secilmistir.

2.1. Baglanma afinitelerinin belirlenmesi

Baglanma deneyleri icin 2500, 1500, 1000, 500, 300,
200 ve 100 pmol floresans modifikasyona sahip
aptamer jelatin ile 30 dakika inkiibe edilmis ve
baglanmayan DNA miktar1 Qubit ile olgiilerek
belirlenmistir. Kq degeri Graph Pad Prism 6
kullanilarak ~ Y=BnaxX/(Ka+X) formiliine gore
hesaplanmistir.

3. Bulgular
3.1. Aptamer adaylarinin zenginlestirilmesi

Calismamizda domuz jelatinine karsi aptamerlerin
gelistirilmesi icin SELEX yontemi (Sekil 1) pozitif ve
negatif secilimlerle basarili bir sekilde uygulanmistir.
SELEX kapsaminda domuz jelatinine karsi pozitif
secilim yapilirken balik ve inek jelatinleri
karistirillarak negatif secilimde kullanilmistir. Bu
sayede domuz jelatinini diger jelatinlerden ayirt
edebilen bir aptamer yapilmasi hedeflenmistir.
Secilim  esnasinda  zenginlestirilen  havuzlarin
baglanma etkinliklerinin belirlenmesi icin tek zincirli
hale getirilen DNA havuzlarinin hedef domuz jelatini
ve balik-inek jelatini karisimina baglanma etkinlikleri
olciilerek zenginlesme oOl¢lilmiistir. Sekil 2’de
goriuldugii gibi SELEX silireci boyunca secilen
havuzlarin hedef domuz jelatinini balik-inek
jelatinine gore daha iyi baglanmaktadir. SELEX'in ilk
turlarinda baglanma etkinliklerindeki fark az olsa da
SELEX kosullarinin (yikama sayisinin arttirilmasi,
inkiibasyonu siiresinin diistiriilmesi vb.) daha secici
hale getirilmesi ile yiikselmistir. Her ne kadar 10
turluk bu SELEX siirecinde DNA havuzlarinin
baglanma miktar1 diismiis gibi goriinse de aslinda
seciciligi yiikselmektedir. Yani elde edilen DNA
havuzlarinda domuz jelatinine baglanan ama diger
jelatinlere baglanmayan DNA dizileri artmaktadir.

Yapilan 10 turluk secilim sonrasinda 8 ve 10. tur
iirlinlerine yapilan dizileme sonrasinda elde edilen
dizi profili Sekil 3’de goriilmektedir. Profil
incelendiginde elde edilen dizilerin ilk ve son 18
niikleotidlerinin sabit primer dizlerinden olustugu
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ortada bulunan dizilerde ise adenin agirlikli ama esit
dagilimh dizilerden olustugu gézlemlenmektedir.

SELEX Havuzlarimin Baglanma Etkinlikleri
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Sekil 2. SELEX havuzlarinin farkh jelatinlere baglanma
etkinlikleri (Slipernatantta bulunan floresans miktari).
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Sekil 3. SELEX 8 (a) ve SELEX 10 (b) dizi profili.
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Sekil 4. Jelatin aptamerinin 37°C (a) ve 4°C’de olusturdugu
3 boyutlu sekil.
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Sekil 5. Domuz jelatini ve aptamer arasindaki baglanma
egrisi.

Verilerin degerlendirilmesinde sekans ¢ogaltici
(sequence dereplicator) biyoinformatik programi
kullanmilmistir. Yapilan sekans ¢ogaltict islem sonucu
5’AGTCCCCTGCCCAACCCATAGCGCTACCAACAAGATC
CGTCTGCATTAGATCTCCTGTCCGTCGTCGCCTCCACCA
CCT3’ dizisinin iki DNA havuzunda da en ¢ok tekrar
eden dizi oldugu belirlenmis ve aday aptamer olarak
belirlenmistir. Elde edilen dizinin 4°C ve 37°C ‘de
olusturdugu 3 boyutlu yapt birbirine olduk¢a
benzemektedir (Sekil 4).

3.2. Aptamerlerin baglanma 6zgiinliiklerinin
belirlenmesi

Elde edilen aptamer dizisinin domuz jelatinine
yonelik baglanma afinitesi(Kq) 314,0+24,6 nM olarak
belirlenmistir (Sekil 5).

Elde edilen DNA aptamerinin farkl jelatinlere karsi
baglanma etkinliklerinin belirlenmesi i¢in yapilan
deneyler sonrasinda aptamerin balikk ve inek
jelatinini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
domuz jelatininden ayirabildigi go6zlemlenmistir
(Sekil 6).

4500,0
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3000,0
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1500,0
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Domuz Balik inek

Sekil 6. Jelatin aptamerinin farkll jelatin tiirlerine
baglanma etkinligi.

Floresans

4. Tartigsma ve Sonug¢

Bu ¢alisma kapsaminda ¢ok turlu bir SELEX yapilarak
domuz jelatinini ayirt edebilen bir aptamer
secilmistir ve bu literatiirde bulunan ilk jelatin
aptameridir. Secilen aptamer mikromolar aralikta bir
Ka degerine sahiptir ve bu diisiik afinite sayesinde
gida tagsislerinde kullanilabilecek seviyededir. Elde
edilen aptamer farkli biyosensor platformlarinda
kullanilarak o6zellikle helal ve kosher gida igin
olduk¢a 6nemli ve algilanmasi zor bir hedef olan
domuz jelatinini algilayabilecek kapasiteye sahiptir.
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