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OZET

INSAN KEMERIN PROTEININE OZGU DNA APTAMERININ GELISTIRILMESI

Kemerin, adipositlerden salinan ve glikoz metabolizmasi, inflamasyon ve enerji dengesi
tizerinde diizenleyici rol oynayan bir adipokin proteinidir. Kemerin, biyolojik aktivite
acisindan birbirinden farkli izoformlara sahiptir; ancak mevcut immiinolojik analiz
yontemlerinden olan Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), bu izoformlari
birbirinden ayirt edememektedir. Ozellikle biyolojik aktivitesi yiiksek oldugu bildirilen
kemerin-S157 izoformu i¢in tanima elemanlarinin bulunmamasi, kemerinin fizyolojik
stireclerdeki ve patolojik mekanizmalardaki 6zgiil rollerinin tam olarak aydinlatilmasini

zorlagtiran temel bir sinirlilik teskil etmektedir.

Bu tez ¢alismasiin amaci, literatiirde ilk kez, kemerin-S157 izoformu i¢in tek zincirli DNA
(ssDNA) aptamerlerinin seg¢ilmesi ve karakterize edilmesidir. Aptamerler, hedef molekiilleri
yiiksek Ozgiilliikle tantyabilen sentetik niikleik asit dizileridir ve bu 6zgiilliik ancak hedefe
karsi secici bir eleme siireci ile saglanabilmektedir. Calisma kapsaminda, sistematik
zenginlestirme siireci i¢in  hedef proteine baglanabilen dizilerin sistematik olarak
zenginlestirilmesine olanak taniyan Manyetik Boncuk (MB) tabanli SELEX (Systematic

Evolution of Ligands by Exponential Enrichment) metodolojisi uygulanmustir.

SELEX siirecinde kemerin-S157 proteini, Ni-NTA kapli manyetik boncuklar {izerine
immobilize edilmis ve yaklasik 10* farkh dizi iceren rastgele bir ssDNA kiitiiphanesi ile
etkilestirilmistir. Ardigik secim dongiileri boyunca baglanma siiresi ve hedef protein miktar
kademeli olarak azaltilarak, yalnizca yliksek afiniteli dizilerin se¢ilmesi amaglanmistir.
SELEX siireci sonunda elde edilen zenginlesmis aptamer havuzu Sanger dizileme yontemi ile

analiz edilmis ve bes farkli aday aptamer dizisi tanimlanmistir.

Elde edilen aday aptamerlerin ikincil yap1 kararliliklar1 Mfold algoritmas: ile tahmin edilmis;
baglanma kinetikleri ve afiniteleri ise floresan izoterm deneyleri araciligiyla
degerlendirilmistir. Hesaplanan dissosiyasyon sabitlerine gore Apt-C3 (124.1 nM), Apt-C4
(224.7 nM) ve Apt-C5 (288.3 nM) en uygun adaylar olarak belirlenmistir. Bu adaylar arasinda
Apt-C4 dizisi, daha diisiik serbest enerji degisimi (AG) ve daha yiiksek erime sicakligi (Tm)

gostermesi nedeniyle yapisal agidan en kararli aptamer olarak one ¢ikmustir.



Sonug olarak bu tez calismasi, kemerin-S157 izoformu igin ilk ssSDNA aptamerlerinin
secimini ve temel karakterizasyonunu gerceklestirerek, kemerin-S157’nin taninmasina

yonelik ileri caligmalara bilimsel bir temel saglamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Aptamer, SELEX, Kemerin, Biyosensor



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF DNA APTAMER SPECIFIC TO HUMAN CHEMERIN
PROTEIN

Chemerin is an adipokine secreted by adipocytes that plays a pivotal regulatory role in
glucose metabolism, inflammation, and energy homeostasis. It exists in multiple isoforms
with distinct biological activities; however, conventional immunological assays, such as the
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), are inherently limited by their inability to
distinguish between these variants. The absence of recognition elements specific to the highly
active chemerin-S157 isoform represents a significant analytical bottleneck, hindering a
comprehensive understanding of chemerin’s specific roles in physiological processes and

pathological mechanisms.

The objective of this thesis is to bridge this gap by selecting and characterizing the first
single-stranded DNA (ssDNA) aptamers specific to the chemerin-S157 isoform. Aptamers are
synthetic nucleic acid sequences capable of recognizing target molecules with high
specificity—a property achieved through a rigorous and selective enrichment process. To this
end, a Magnetic Bead (MB)-based SELEX (Systematic Evolution of Ligands by Exponential
Enrichment) methodology was employed to facilitate the systematic isolation of sequences

with high binding affinity.

During the SELEX process, the chemerin-S157 protein was immobilized onto Ni-NTA-coated
magnetic beads and incubated with a random ssDNA library containing approximately 10™
unique sequences. Selection pressure was incrementally increased across successive cycles by
reducing both the protein concentration and incubation duration to ensure the sequestration of
only the highest-affinity binders. Following the enrichment, the resulting aptamer pool was
analyzed using Sanger sequencing, which led to the identification of five primary candidate

sequences.

The secondary structure stabilities of these candidates were predicted via the Mfold algorithm,
while their binding kinetics and affinities were quantitatively evaluated through fluorescence
isotherm experiments. Based on the calculated dissociation constants, Apt-C3 (Kd: 124.1
nM), Apt-C4 (Kd: 224.7 nM), and Apt-C5 (Kd: 288.3 nM) were determined to be the most
viable candidates. Among these, Apt-C4 stood out as the most structurally robust aptamer due

to its lower Gibbs free energy change (AG) and higher melting temperature (Tm).



In conclusion, this study establishes a scientific foundation for the selective detection of
chemerin-S157 by providing the first characterized ssSDNA aptamers for this isoform. These
findings provide a critical framework for the development of future diagnostic platforms and

isoform-specific biosensors.

Keywords: Aptamer, SELEX, Chemerin, Biosensor
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1.GIRIS

Glinlimiizde pek c¢ok hastaligin tanis1 i¢in, kolay ve erisilebilir yontemler
kullanilmaktadir. Ozellikle metabolik, hormonal, otoimmiin, kanser ve kalitsal tabanli
hastaliklar, kandan alinan kiigiik bir 6rnekle tayin edilebilir hale gelmistir (Gubala vd., 2012).
Kan 6rneginde bulunan bazi protein, peptit ve sinyal molekiillerinin, hastaliga dair bir belirteg
olmasi, kolayligin ana sebebidir. Ornek olarak, gittike yayginlasan bir hastalik olan diyabetin
tanisi i¢in kan Ornegiyle baglantili bir¢ok kit gelistirilmistir (Alix-Panabiéres ve Pantel, 2021;
Waly vd., 2026). Sadece tami degil, tedavi siireci ile ilgili olarak da giinliik kullanima olanak
saglayan kitler gelistirilmistir. Gegmisten glinlimiize kadar antikor tabanli tan1 kitleri oldukca
yaygin olarak kullanilmistir. Antikorlar, biyolojik bir hedef molekiilii tespit etmek igin
antikorlarin antijenlerine 6zgiilliigiinii kullanan bir biyosensor bileseni olarak kullanilabilir.
Antikor tabanli biyosensorler, hastalik teshisi, ila¢ gelistirme ve biyolojik arastirmalar gibi
birgok alanda kullanilmaktadir (Kumar vd., 2024). Antikorlar, molekiiler tanimlama igin genis
bir uygulama alani olan, en ¢ok bilinen molekiiller olarak otuz yili agkin siiredir
kullanilmaktadir. Bu sebeple de calismalarda kullanilmasi daha gilivenli goriilmektedir
(Jayasena vd., 1999). Giiniimiizde gelisen teknolojiyle beraber antikorlarin kullanim

alanlarmna alternatif olarak aptamerler ortaya ¢ikmistir.

Aptamerler, hedef molekiillere yiiksek afinite ve 6zgiilliikle baglanabilen, tek zincirli
DNA veya RNA yapisinda sentetik tanima elemanlaridir (Ellington ve Szostak, 1990). Kiigiik
molekiiler boyutlar1 sayesinde hedefe daha etkin erisim saglayabilmeleri, yiizey
yogunlugunun daha kontrollii bigimde ayarlanabilmesi (Liss vd., 2002) ve kiitle taginim
sinirlamalarinin azalmasi (Tombelli vd., 2005), aptamerleri 6zellikle duyarlilik gerektiren
analitik uygulamalar i¢in avantajli kilmaktadir. Antikorlarin aksine, aptamerlerin kiigiik
boyutu, biyosensor yiizeyindeki yogun bir reseptor tabakasinda immobilizasyonlarini saglar.
Bu, biyosensoriin tespit menzilini genisletmeye, biyosensor yanitin1 ve hedef baglanma
kapasitesini arttirmaktadir Immiinosensérlerde yaygin olarak kullanilan antikorlara kiyasla
bircok Onemli avantaja sahiptir. Aptamerlerin antikorlara karsi baglica avantajlari, gelismis
stabiliteleri, ¢ok yonlii tasarimlari ve yeniden kullanilabilir biyosensorler igin yeniden
iretebilme yetenekleridir. Aptasensorlerin raf dmrii, immiinosensorlere kiyasla 6nemli 6l¢iide
daha uzundur; Aptasensorlerin hassasiyet kayb1 olmadan birkag hafta boyunca saklanabilecegi
kuru kosullarda gosterilmistir. Buna karsilik, immiinosensorlerin depolanmasi genellikle
birka¢ giinle, buzdolabinda ve 1slak kosullarda sinirlidir. Aptamerler tamamen in vitro

yontemlerle tiretildikleri i¢in hayvan kullanimina gerek duyulmaz; bu durum hem etik hem de
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maliyet agisindan Onemli {istlinliik saglamaktadir. Ayrica yiiksek kimyasal ve termal
kararliliklari, uzun raf dmiirleri ve denatiirasyondan sonra yeniden fonksiyon kazanabilmeleri,
antikorlara kiyasla operasyonel esneklik sunmaktadir (Arshavsky-Graham vd., 2022).
Belirtilen tiim bu avantajlar goz Oniine alindiginda, aptamerlerin klinik tani alaninda

antikorlara kars1 giiglii bir alternatif olusturdugu goriilmektedir.

Bu caligmada, insan kemerin proteinine yiiksek afinite gosteren tek zincirli DNA
aptameri gelistirilmesi amaglanmistir. Kemokinler (Kemotaktik Sitokinler), bagisiklik
hiicrelerinin, 6zellikle 16kositlerin gogiinii, aktivasyonunu ve doku i¢indeki konumlanmasini
diizenleyen, kiigiik sinyal proteinleridir. Kemokinleri diger kemotaktik ajanlardan (hiicrelerin
belirli bir kimyasal gradyan boyunca yonlii hareketini indiikleyen molekiiller) ayiran temel
fark, bunlarin 6zgiil G-proteini kenetli reseptorler (GPCR) aracilifiyla sinyal iletmesi ve
yapilarindaki korunmus sistein kalintilarina gére simiflandirilmalaridir (Griffith vd., 2014).
Kemerin basta olgunlasmamis plazmasitoid ve miyeloid dendritik hiicreler olmak {izere,
makrofajlar ve dogal oldiiriicii hiicreler gibi ¢esitli 16kositler igin gii¢lii bir kemoatraktan
olarak islev géormektedir (Wittamer vd., 2003; Zabel vd., 2005). Bu kemotaktik etkisinin yani
sira, hiicresel farklilagsma siireclerinde ve sistemik enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde
de aktif rol oynadig1 bilinmektedir (Goralski vd., 2007). Kemerin, baslangigta bir kemotaktik
ajan olarak tanimlanmis olmasina ragmen, Yoshimura & Oppenheim tarafindan yapilan bir
calisma, kemerin proteolizinin, ChemR23 reseptorii iizerinden sinyal veren ve pikomolar
diizeyde inflamasyonu baskilayan giicli bir antiinflamatuar peptid olusturdugunu
gostermektedir (Yoshimura & Oppenheim, 2008). Kemerin, inflamasyon, adipogenez,
anjiyogenez ve enerji metabolizmasinda da rol oynayan bir faktor oldugu ayrica, cesitli
hastaliklarda rol oynadig1 gosterilmistir (Bondue vd., 2011). Ancak farkli doku spesifikligi
nedeniyle kemerin, inflamatuar bagirsak hastaligi, hepatit, 6zofagus kanseri ve mide kanseri
gibi durumlarda hastaligin gelisimini tesvik edebilirken, alerjik pndmoni ve meme kanseri
gibi durumlarda ilerlemeyi engelleyebilir. Bu durum, proteinin islevlerinin karmasikligin

yansitmaktadir (Yue vd., 2023).

Son zamanlarda bircok hastalikta ekspresyon diizeylerinin degismesi nedeniyle
kemerin proteininin tespiti ve seviyelerinin izlenmesi 6nem kazanmstir. Ozellikle tiim
diinyanin miicadele verdigi obezite ve buna bagli olarak da gelisebilen Tip 2 diyabet
durumlarinda, kemerin seviyeleri oldukg¢a belirgin bir farklilik géstermektedir (Bozaoglu vd.,
2007). Kemerinin sahip oldugu farkli izoformlar, kemerin tespiti agisindan zorluk

olusturmaktadir. Bu izoformlar arasinda birden fazla aktif formun bulunmasi da kemerinin



hangi formunun tespit edilecegi konusunda soru isaretleri barindirmaktadir (Schultz vd.,
2013). Halihazirda bulunan tespit yontemleri kromatografik yonteme entegre kiitle
spektrometrisi (Chang vd., 2016; Huang vd., 2020) ve enzim bagli immiinosorbent testleri
(ELISA) ile sinirh kalmistir (Zhao vd., 2022).

Craig Tuerk ve Larry Gold, T4 DNA polimeraz proteinine baglanan RNA ligandlarini
secmek i¢in kullanilan zenginlestirme siirecini tanimlamig ve bu yonteme SELEX ismini
vermislerdir. Bu calisma, rastgele dizilerin sistematik bir evrim siireciyle nasil hedefe 6zgiil
hale getirilebilecegini kamitlamistir (Tuerk ve Gold., 1990). Andrew Ellington ve Jack
Szostak, gesitli organik boya molekiillerine baglanan RNA dizilerini izole etmislerdir. Bu
calismada, Latince aptus (uygun/uyumlu) ve Yunanca meros (par¢a) kelimelerinden tiiretilen
aptamer terimi ilk kez kullanilmistir (Ellington ve Szostak., 1990). Kemerin molekiiliine 6zgii
aptamerlerin gelistirilmesine yonelik SELEX tabanli herhangi bir calisma literatiirde
bildirilmemistir. Buna bagli olarak da kemerin i¢in aptamer tabanli bir biyosensor
bulunmamaktadir. Bu tezin konusu olan kemerine 6zgii aptamer se¢imi ve SELEX sonrasi
gelistirilmesi, kemerin proteininin serumdaki tespiti ve terapotik olarak hedeflenmesi
acisindan ilk adimi olusturmaktadir. Hastaliklarda kemerinin sahip oldugu ikili roliin
anlasilmas: ve kanda bulunan diizeylerinin tespitini kolaylastirmak adina, kemerine 6zgii
aptamer segilmesi 6nemli oldugundan kemerine 6zgii aptamer gelistirilmesi, bu tezin ana
konusunu teskil etmektedir. Bu aptamer, ilerleyen asamalarda gelistirilecek biyosensor
sistemlerinin temel bileseni olacak ve kemerinin hizli ve 6zgiil tespiti i¢in yeni bir alternatif

yontem sunacaktir.



2.LITERATUR OZETi
2.1. Kemokinler

Kemokinler, hiicresel gogii kontrol eden kiiciik proteinlerdir. Memelilerde yaklasik 50
tiyeden olusan genis bir kemokin ailesi tamimlanmistir (Laing & Secombes, 2004).
Kemokinler yapisal olarak birbirleri ile iligkilidir ve ¢ogu N-terminalinde dort degismez
sistein kalintis1 icerir. Bu sisteinlerin ilk ikisinin diizenlenmesine bagl olarak kemokinler dort
aileye ayrilir; CXC (a), CC (B), XC(y) ve CX3C (8). CXC, CC ve CX3C kemokinleri, dort
korunmus sisteine sahiptir. XC kemokinleri ise tipik kemokin yapisinin birinci ve tiglincii
sisteinlerini igermez. Kiiciik bir CC kemokin alt grubu ise alt1 sisteine sahiptir. CXC ve CX3C
kemokinleri, ilk iki sistein kalintis1 arasinda bir amino asit bulunmasi1 durumunda CXC, ilk iki
sistein kalintis1 arasinda ii¢ amino asit bulunmasi durumunda ise CX3C olarak smiflandirilir.
Ayrica CX3C, mukin-benzeri bir sap araciligiyla membrana bagli olan tek kemokindir (Bazan
vd., 1997). CC kemokinlerinde ise ilk iki sistein bitisiktir (Murphy vd., 2000) (Sekil 2.1).
Geleneksel kemokin smiflandirmasi temelde sistein motiflerinin dizilimini baz alsa da;
kemerin, bu yapisal sablonlara tam uyum saglamayan ancak fonksiyonel olarak giiglii
kemotaktik ozellikler sergileyen atipik bir Ornektir. Sistein yerlesimi agisindan klasik
ailelerden ayrilmasina ragmen, I6kosit migrasyonunu indiikleme kabiliyeti ve GPCR
reseptorleri tizerinden islev gérmesi nedeniyle, kemerinin fonksiyonel anlamda bu ailenin bir
liyesi olarak tanimlanmasini saglamaktadir (Wittamer vd., 2003; Zabel vd., 2005).
Diizenlenme sonucu olusan ii¢ boyutlu yapi, reseptorlere baglanma acgisindan 06zglinliik
olusturur. Kemokinler, pro-peptitler olarak iiretilmektedir. Salgilanma sirasinda pargalanarak
G-protein-baglantili reseptorleri (GPZR) aktive eder ve bu sekilde islev goren aktif olgun bir
protein olusturulur (Zlotnik vd., 2000; Murphy vd., 2000). Kemokinlerin biyolojik etkileri,
GPZR siiper ailesinin bir alt grubunu temsil eden yedi transmembran domainine sahip
reseptorler aracilifiyla gerceklesir. Bu reseptdrlerin cogu kromozom 2 ve 3 iizerinde yer alir
(Zlotnik vd., 2000). Reseptorlerin N-terminalleri genellikle asidik 6zellik tasir ve siklikla,
kemokin ligandlarinin afinitesini ve etkinligini modiile ettigi ve hatta secicilikte rol oynadigi
gosterilmis olan tirozin kalintilar1 igerir. Bu kalintilar, translasyon sonrasi stilfatlanir
(Ludeman ve Stone, 2013). Reseptorlerin C-terminalleri ise, ligand baglanmasiyla birlikte
fosforilasyona katilan ¢ok sayida serin ve treonin kalintisi igerir (Busillo vd., 2010).
Kemokinler, enfeksiyon veya yaralanma bdlgelerine hiicre gdciinii indiikleyen genis ve ¢ok
islevli bir sitokin ailesidir. Islevsel olarak kemokinler iki ana kategoriye ayrilir. Bazilari

homeostatik olup siirekli olarak firetilir ve salgilanir. Bu kemokinler genellikle lenfosit



trafiginde, bagisiklik gozetiminde ve lenfatik sistemde lenfositlerin  antijenle
lokalizasyonunda rol oynar. Diger kemokinler ise yalnizca enfeksiyon sirasinda veya pro-
enflamatuar bir uyarana yanit olarak iiretilir. Beyaz kan hiicrelerinin (I16kositlerin) yaralanmis
veya enfekte olmus bdlgeye gociinii tesvik eder. Bu tiir inflamatuar kemokinler, hiicreleri
aktive ederek bagisiklik yanitini artirabilir ve yara iyilesme siirecini baglatabilir (Laing ve
Secombes, 2004). Kemokinler, 6zellikle 16kositlerin goglinii uyarma yetenekleriyle bilinir. Bu
nedenle, kemokinler bagisiklik sisteminin gelisiminde ve homeostazinda merkezi bir rol
oynar. Koruyucu ya da yikict tiim bagisiklik ve inflamatuar yanit siireglerine dahil olurlar
(Hughes ve Nibbs, 2018). Klasik kemokinlerin homeostatik ve inflamatuar rolleriyle paralel
olarak kemerin de plazmasitoid dendritik hiicreler (pDC), makrofajlar ve dogal oldiiriici
hiicrelerin  inflamasyon bdélgelerine gociinii  kontrol ederek bagisiklik  yanitinin
koordinasyonunda gorev alir (Wittamer vd., 2003; Zabel vd., 2005). Kemerin/CMKLRL1 yolu,
hem bagisiklik sistemi gozetiminde hem de obezite gibi diisiik dereceli kronik inflamasyon
durumlarinda 16kosit trafigini diizenleyen kritik bir sinyal yolunu temsil eder (Bondue vd.,
2011).
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Sekil 2.1. Kemokinlerin 4 alt grubunun sematik gosterimi. A: Kemokinlerin genel yapisi. B: Kemokin alt

gruplarinda sistein motiflerinin sematik gosterimi (Viciano, 2019: 23).



2.2. Kemerin

Kemerin proteini ilk olarak 1997 yilinda, tazarotenle indiiklenen gen-2 (TIG2) geni
tarafindan kodlanan bir protein olarak tanimlanmistir (Nagpal vd., 1997). TIG2, simdiye
kadar dizilenen tiim tetrapodlarda bulunmustur. Bu gen, 6 ekzon igerir ve bunlardan 5'i
protein dizisi kodlar. Intron ve ekzon diizeni ile kodlanan protein dizileri korunmustur (Zhao
vd., 2022). Bu da kemerinin tetrapod biyolojisinde 6énemli bir rol oynadigini géstermektedir.
Insanlarda, TIG2 lokusu 7. kromozomun antisens ipliginde bulunurken, farelerde bu gen 6.
kromozomda yer almaktadir. Tazaroten, retinoid yapili bir ilag olup retinoik asit reseptorlerine
baglanarak hiicre yenilenmesini tesvik eder. 7/G2 nin, retinoidlere bagimli bir sekilde deri
tabakalarinda ve psoriatik lezyonlarin (sedef hastaligl) epidermisinde indiiklendigi
gosterilmistir. Buna karsilik, TIG2 ifadesi, keratinosit ve fibroblastlarin iki boyutlu
kiiltiirlerinde tespit edilememistir. Dolayisiyla TIG2, yalnizca psoriatik lezyonlarda (sedef
hastaliginda goriilen iltihapli deri lezyonlar1) olusan ii¢c boyutlu doku yapisi sirasinda
retinoidler aracilifiyla indiiklenebilen spesifik bir retinoid yanith gen olarak ilk kez
tanimlanmistir (Nagpal vd., 1997). TIG2 geni ayrica retinoik asit reseptorii yanitlayici 2
(RARRES2) ve kemerin olarak da isimlendirilir. Fakat kemerin yalnizca deri tabakalarinda
islev gormez. Son yillarda yapilan birgok ¢alisma, kemerinin basta beyaz yag dokusu olmak
lizere karaciger, bobrek, pankreas, akciger, yumurtalik, hipofiz ve plasenta gibi cesitli
dokularda eksprese edilen bir protein oldugunu goéstermistir (Celik ve Sogiit., 2019). Ayrica
ters farmakoloji taramasi kullanilarak, insan hemofiltratindan olusturulan bir peptit
kiitiiphanesi ile TIG2, Kemokin benzeri reseptor 1 (CMKLR1)'in dogal ligand:i olarak izole
edilmis ve tanimlanmistir (Meder vd., 2003). G protein bagli bir reseptér olan CMKLRI1
reseptorii daha sonra Kemerin reseptor 23 (ChemR23) olarak adlandirtlmistir (Wittamer vd.,
2003).

TIG2 geni, 163 amino asitlik (16 kDa) bir Pre-prokemerin (Sekil 2.2) kodlar ve
proteoliz yoluyla N-terminal sinyal peptidinin (20 amino asit) ¢ikarilmasi sonucu Prokemerin
(amino asit 21-163) haline gelir. Bu form, inaktif form oldugu i¢in biyolojik aktivitesi oldukc¢a
diistiktiir fakat bazal durumda bulunan protein izoformudur (Sekil 2.3) (Lavis, Bondue ve
Cardozo, 2024; Zabel vd., 2005). Sinyal peptitinin kesilmesi, inaktif onciil protein olan

kemerin-S163'in hiicre dis1 ortamda serbest birakilmasina yol agar.



Sekil 2.2. Pro-kemerinin 3 Boyutlu modeli. (Jumper vd., 2021)

Onciil protein, aktif kemerin olusturmak icin farkli yerlerde daha fazla hiicre dis1 C-
terminal kesimlere ihtiyag duyar. C-terminalden 6-7 amino asitlik bir kismin proteolitik olarak
cikarilmasiyla olgun kemerin (kemerin21-157 ve kemerin21-156) formuna doniisiir ve bu
form kemotaktik aktivite kazanir (Liu vd., 2024). Ornegin, plazmin, elastaz ve katepsin G gibi
proteazlar, kemerini aktive eder ve gesitli izoformlar tiretir: kemerin-K158, -S157 ve -F156.
Aktif kemerinin kimaz tarafindan daha fazla par¢alanmasiyla kemerin-F154 olusur ve bu
islem kemerinin aktivitesini sonlandirir (Sekil 2.3) (Mattern vd., 2014). Boylece, farkli serin
ve sistein proteazlar tarafindan islenen birgok Kemerin izoformu tanimlanmistir, ancak bu
farkli formlarin rolleri heniiz tam olarak anlagilamamistir. Bu tez calismasinda, yiiksek
aktiviteye sahip olan kemerin E21-S157 (Kemerin-S157) izoformu deneysel amagla
kullanilmistir. Elastaz, katepsin L ve K, prokemerini C terminalinden 6 amino asit keserek
Kemerin -S157 izoformunu olusturur. Ayrica yapilan ¢alismada S157 formunun
Enterobacteriaceae’ye karsi antimikrobiyal aktivite sergiledigi gosterilmistir (Kulig vd.,
2011). Kemerin-S157 formu, insan viicudunda serum sivisinda bulunan nétrofil, makrofaj ve
plazmositoid dendritik hiicreler i¢in ligand olarak bulunur. Bunun disinda deri ve karaciger
hiicrelerinde de S157 formu bulunmaktadir. Ilging bir sekilde, C-terminal kesilme derecesi,
kemerinin izole edildigi yere bagl olarak degisir. Ornegin, insan yumurtalik sivisindan elde
edilen kemerin alt1, serumdan elde edilen sekiz ve hemofiltrat sivisindan elde edilen dokuz C-
terminal amino asitten yoksundur. Bu bulgular, bircok enzimin kemerini aktif bir forma
isleyebilecegine dair gdzlemlerle uyumludur (Wittamer vd., 2003; Meder vd., 2003). In vitro
caligmalar, katepsin G'nin Prokemerinden yedi C-terminal amino asidi, elastazin alti, sekiz
veya on bir, plazminin bes ve triptazin bes veya sekiz amino asidi kesebildigini gostermistir

(Sekil 2.3) (Ernst ve Sinal, 2010). Baz1 durumlarda, Kemerinin tamamen aktif hale gelmesi

7



i¢in birden fazla kesilme gereklidir. Ornegin, triptazin 158. amino asitte yaptig1 bir ilk kesim,
cok diisiik aktiviteye sahip bir Kemerin iiretir. Ancak bu firiin, karboksipeptidaz N veya B
tarafindan yapilan ikinci bir kesim i¢in bir substrat haline gelir ve biyolojik olarak aktif

Kemerini olusturur (Sekil 2.3) (Ernst ve Sinal, 2010).
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Sekil 2.3. Kemerinin farkli enzimlerle islenerek farkli formlarda iiretilmesi. (Ernst ve Sinal, 2010).

Kemerinden tiireyen bir dizi sentetik peptit de tanimlanmustir (Sekil 2.4). Bu peptitler
arasinda, kemerinin C-terminal nonapeptidi; Y'*FPGQFAFS™ (C9), olgun kemerinin
biyolojik aktivitesinin tamamini gosterir ve genellikle hiicre temelli ¢alismalarda kemerinin
yerine gecen bir ligand olarak kullanilir. C9, CMKLR1 ve G protein-bagli reseptor 1 (GPR1)
izerine baglanarak cesitli tepkiler olusturur (Barnea vd., 2007; Wittamer vd., 2004). C9
peptiti, klatrin-bagimsiz bir mekanizma yoluyla CMKLR1’in internalizasyonunu (hiicre i¢ine
alinmasini) indiikledigi gosterilmistir (Zhou vd., 2014). Daha uzun yar1 omrii sayesinde,
kimyasal olarak modifiye edilmis C9 peptiti, CMKLR1’in canli organizmalarda izlenebilmesi

amaciyla tasarlanmig bir hedefleme molekiilii olarak gelistirilmistir (Mannes vd., 2023).
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C9’un, iskemik inme sirasinda noronal piroptozu (inflamatuar etkili hiicre 6liimii) azalttigi
bulunmustur. Bu da C9’un inflamasyon {lizerindeki daha karmasik diizenleyici bir rol
oynayabilecegini gostermektedir (Liu vd., 2024). Kemerinin C-terminal 13-peptidi olan C13
(P**HSFYFPGQFAFS™"), C9’dan biraz daha uzundur ve hem CMKLR1 hem de GPR1’i
aktive edebilir.  Kemerinden tiiretilen bir diger sentetik peptit olan CI15
(A GEDPHSFYFPGQFA'®), C9 peptitinin son iki amino asidini igermez, ancak
CMKLR1’i aktive etme ve anti-inflamatuar etkiler gésterme yetenegini korur (Cash vd.,
2010). Kemerinin  C-terminal 20 amino  asidini  kapsayan C20  peptiti
(V*BQRAGEDPHSFYFPGQFAFS™’), CMKLRI1 reseptoriinii aktive edebilen fonksiyonel bir
liganddir. Bu peptit, kemotaksis aktivitesi bakimindan tam uzunluktaki kemerin proteinine
benzer Ozellikler gosterse de biyolojik etkinligi nispeten daha diisiikttir (Li vd., 2014). Bu
biyolojik olarak aktif insan kemerin tiirevli sentetik peptitler, Kemerinin C-terminal
bolgesinin reseptdr aracili islevler iizerindeki énemini vurgulamaktadir. Ornegin, sadece 2

amino asidin ¢ikarilmasi (C15 durumunda) bile belirgin bir sekilde anti-inflamatuar etki

olusturabilmektedir.
20 1 Olgun Kimerin 137
ELTITTN| 4 YFPGQFAFS]
co YFPGQFAFS
C13 PHSFYFPGQFAFS
C15 AGEDPHSFYFPGQFA
Cc20 VQRAGEDPHSFYFPGQFAFS

Sekil 2.4. Kemerinden tiirevlenen C-terminal peptitleri. N-terminal sinyal peptidi (amino asit —21'den —1'e
kadar) turuncu ile isaretlenmistir. Kemerinin olgun formu (amino asit 1-137), mavi ile isaretlenmistir. Kemerine

ait C-terminal peptitler listelenmistir (Liu vd., 2024).

2.2.1. Kemerin Reseptorleri

Kemerin, biyolojik islevlerini, GPZR reseptorleri olan CMKLR1, GPR1 ve CC motif
reseptor benzeri 2 (CCRL2) ile baglanarak gerceklestirir. Bu reseptorlerden CMKLRI1 ve
GPR1, kemerinin sinyal iletiminde kullanilan reseptorleri olarak dogrulanmisken, CCRL2,

transmembran sinyalizasyonu olmaksizin bir Kemerin baglayici protein olarak islev

gormektedir (Liu vd., 2024).



2.2.2. CMKLR1 (ChemR23) (Chem1) Reseptorii

CMKLRI1, baslangigta orphan (dogal ligand1 heniiz tanimlanmamis) bir GPZR olarak
tamimlanmistir ve Kemerinin bildirilen ilk reseptoridiir (Wittamer vd., 2003). CMKLR1
ekspresyonu hematopoetik dokular (Gantz vd., 1996), adipositler (Goralski vd., 2007),
endotel hiicreleri (Kaur vd., 2010) ve vaskiiler diiz kas hiicrelerinde (Ho vd., 2010)
dogrulanmistir. Tez c¢alismasinda kullanilan kemerinS157 ve kemerinF156, CMKLR1
reseptoriine yiiksek afinite gosterirken, prokemerin, kemerinK158 ve kemerinF154 gibi diger
izoformlar ¢ok daha diisiik bir afiniteye sahiptir (Mattern vd., 2014). CMKLR1, kemerinden
tiiretilen ve benzer aktiviteye sahip en kisa peptit olan C9' a da yanit verir (Wittamer vd.,
2004). CMKLR1’in kemerin ve tiirevleri tarafindan aktive edilmesi, adenil siklaz (AC)
inhibisyonuna yol acar ve hiicre igindeki dongiisel AMP (cAMP) seviyesini diisiiriir.
CMKLR1I’in Kemerin ve C9 ile aktivasyonu ayrica kalsiyum mobilizasyonuna, mitojenle
aktive olan protein kinaz (MAPK) fosforilasyonuna ve RhoA aktivasyonuna yol acar. Bunun
yant sira, CMKLR1, aktivasyonu takiben reseptoriin desensitizasyonu (asirt uyarilma sonucu
duyarsizlasma) ve internalizasyonu (igsellestirme) icin B-arrestin’i de aktive edebilir (Sekil
2.5) (Liu vd., 2024). Kemerinin CMKLR 1'e baglanmasi, bagigiklik hiicrelerinin kemotaksisi
ve adiposit farklilagmasinin diizenlenmesi gibi bir¢ok biyolojik islevi yonlendirir (Wittamer
vd., 2003). Ozellikle, CMKLRI1'in dendritik hiicreler (DC'ler) ve makrofajlardaki
ekspresyonu, bu hiicrelerdeki islevlerini vurgular. Kemerin, pro-inflamatuar bir kemotaktik
madde olarak, inflamatuar sinyallere yanit olarak DC'lerin ve makrofajlarm CMKLR1
araciligiyla gogiinii saglar (Kennedy ve Davenport, 2018). Bagisiklik sisteminin disinda,
CMKLR1 ve kemerin, yag dokularinda yiiksek diizeyde eksprese edilir. Kemerin ile
CMKLR1 aktivasyonu, adipogenez, insiilin sinyallesmesi ve adiposit metabolizmasini
diizenler (Goralski ve Sinal, 2009). Kemerin ve CMKLR 1'in endotel hiicreleri ve vaskiiler diiz
kas hiicrelerindeki ekspresyonu goz oOniine alindiginda, kemerin—-CMKLR1 etkilesiminin
kardiyovaskiiler sistemdeki rolii ortaya cikarilmistir (Bozaoglu vd., 2010). Yayinlanmis
sonuglar, Kemerinin CMKLR1 araciligiyla anjiyogenezi tesvik ettigini ve bunun kanser

ilerlemesinde rol oynayabilecegini gostermektedir (Treeck vd., 2019).
2.2.3. GPR1 (Chem2) Reseptorii

GPR1, gen klonlama ¢aligmalar1 sirasinda orphan bir reseptdr olarak siiflandirilmas;
ancak daha sonra kemerini baglayan bir reseptor oldugu belirlenmistir (Marchese vd., 1994).
GPR1’in, CMKLRI1 ile %70'ten fazla dizi benzerligi vardir ve kemerinden tiiretilmis C9
peptitini bir ligand olarak tanir (Rourke vd., 2014). Tango™ GPZR testi (Life Technologies)
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kullanilarak ligand baglanmasinin 6l¢tildiigi bir calismada, GPR1 i¢cin EC50 degeri 0.24 nM,
CMKLRI1 igin ise 3 nM olarak belirlenmistir. Bu sonu¢ kmerinin GPR1’i aktive etme
kapasitesinin CMKLR1’den daha yiiksek oldugunu gosterir (Barnea vd., 2007). C9, GPR1'e
nanomolar diizeyde yiiksek bir afiniteyle baglanir. Olgun kemerin ve C13 peptiti, GPR1
araciligryla nanomolar diizeyde giiclii bir sekilde pB-arrestini aktive eder (Barnea vd., 2007). B-
arrestin ise hiicrede, reseptor internalizasyonu ve desensitizasyonu saglar (Sekil 2.5). GPR1'in
glikoz regiilasyonu, kardiyovaskiiler hastaliklar ve steroid hormon sentezi gibi siireglerde rol
oynadig1 diisiiniilmektedir (Liu vd., 2024). CMKLR1'den farkli olarak, GPR1, kemerinin

damar daraltici etkisinde yer almaz (Kennedy vd., 2016).
2.2.4. CCRL2 Reseptorii

CCRL2, kemerin ile etkilesime giren ancak sinyal iletmeyen bir diger reseptordiir
(Zabel vd., 2008). CMKLR1 ve GPR1'in aksine CCRL2, kemerin ve onun peptit tiirevlerine
baglandiginda hiicre zarindan gegen bir sinyal iletimi baslatmaz (Sekil 2.5). Bunun yerine
CCRL2, kemerini baglayan ancak hiicre i¢i sinyal iletimine aracilik etmeyen diizenleyici bir
reseptor olarak tanimlanmistir. Béylece dokulardaki kemerin seviyelerini diizenler. Atipik bir
kemokin reseptorii olarak kabul edilen CCRL2; monositler, makrofajlar, dendritik hiicreler,
notrofiller, T lenfositleri, dogal 6ldiiriicti hiicreler, mast hiicreleri ve CD34+ kemik iligi 6nciil
hiicreleri gibi ¢esitli bagisiklik hiicrelerinde yaygin olarak eksprese edilir (Yoshimura ve
Oppenheim, 2011).
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Sekil 2.5. Ug kemerin reseptoriiniin sematik gdsterimi ve asag yonlii sinyal yolaklari. Kemerinin CMKLR1’e
baglanmasi, G proteini ve B-arrestin sinyal yolaklarinin dengeli bir sekilde aktive olmasina neden olur. Kemerin,
CMKLRI1 araciligiyla G proteine bagimli sinyallemeyi tetikler. GPR1, kemerin ve C9 peptidi tarafindan aktive
edilir ve B-arrestin agirlikli bir sinyal yaniti tiretir. Kemerin CCRL2’ye baglanir, ancak asagi yonlil bir sinyal
yolunu indiiklemez (Liu vd., 2024).

2.3. Kemerin Proteininin Fizyolojik Rolii
2.3.1. Lipit Metabolizmasi, Obezite ve Tip 2 Diyabet (T2D)

Obezite, asir1 yag dokusunun birikmesiyle karakterize edilen ve degistirilebilir
(6rnegin; diyet, davranis, cevre) ve degistirilemez (genetik) faktorlerin etkilesimi sonucu
gelisen bir durumdur. Obezite ve T2D, salgin seviyelere ulasmis olup, gelismis tilkelerin yillik
saglik harcamalarinin énemli bir kismini olusturmaktadir. Obezitenin T2D diyabet gelisimi
igin birincil risk faktorii oldugunu gosteren ¢ok sayida ¢alisma bulunmaktadir (American
Diabetes Association, 2026). Obezite ve T2D arasindaki nedensel baglantiya katkida
bulundugu diisiiniilen iki 6nemli faktor, kronik inflamasyon ve adipoz doku kaynakli sinyal
molekiillerinin (adipokinler) salgilanmasindaki degisikliklerdir. Giiniimiizde beyaz yag
dokusunun yalnizca uzun vadeli bir enerji deposu olmadigi, ayn1 zamanda bir¢ok biyoaktif
molekiil salgilayan aktif bir endokrin organ oldugu genel olarak kabul edilmektedir. Bu
molekiiller, topluca adipokinler olarak adlandirilmaktadir (Poulos vd., 2010). Adipokinler, yag
dokusunun gelisimi ve islevinin Onemli diizenleyicileridir. Cesitli dokularda glikoz
metabolizmasi iizerinde 6nemli bir etkiye sahiptir ve sistemik diizeyde genel enerji dengesini
etkiler (Ouchi vd., 2011). Kemerin proteini, bagisiklik hiicreleri i¢in bir kemotaktik ajan olup
adaptif ve dogustan gelen bagisiklikta rol oynar (Rourke vd., 2013).

12



Kemerin ayrica anjiyogenez, adipogenez ve enerji metabolizmasini diizenleyen bir
adipokin olup, bu proteinin ¢ok yonlii islevlerini gostermektedir (Buechler vd., 2019).
Kemerin seviyelerinin obezite ile iliskili fenotiplerle, 6rnegin insiilin direnci, viicut kitle
indeksi (BMI) ve serum trigliseritleri ile pozitif iliski gostermesi, bu adipokinin metabolik
hastaliklardaki islevini giindeme getirmektedir (Rourke vd., 2013). Pek c¢ok adipokinin
dolasimdaki seviyelerinin yag kiitlesiyle birlikte degistigi bilinmektedir ve bunun, obeziteyle
siklikla birlikte goriilen ve nihayetinde T2D’nin gelisimine yol agan olumsuz metabolik
degisikliklere katkida bulundugu 6ne stiriilmiistiir (Sell ve Eckel, 2009). Bu degisen adipokin
seviyelerinin T2D’ye katkida bulunmasinin bir mekanizmasi, inflamasyon aracilifiyla gelisen
insiilin direncidir. Ornegin, obeziteyle iliskili yiiksek seviyelerdeki proinflamatuar sitokinler,
normal yag dokusu fonksiyonunu bozan kronik inflamasyon durumunun gelisimine sebep
olur. Yag dokusunun fonksiyonunu kaybetmesinin insiilin duyarliligin1 nasil etkiledigi tam
olarak anlasilamamis olsa da cesitli insiilin sinyal yolaklarinin (6rnegin; insiilin reseptorii,
instilin reseptor substrat-1) serin/treonin kinazlar1 tarafindan fosforilasyonu ve bu yollarin
diizenlenmesi bu mekanizmaya dahil edilmistir (Roman vd., 2012). Kemerinin serum
seviyelerinin obezite, T2D ve/veya metabolik sendrom bilesenlerine sahip hastalarda arttig1
bircok ¢alismada gosterilmistir (EI-Mesallamy vd., 2011; Stejskal vd., 2008; Weigert vd.,
2010; Yang vd., 2010). Dolasimdaki kemerin seviyelerinin ayrica timor nekroz faktorii-alfa
(TNF-a), interlokin-6 (IL-6) ve C-reaktif protein (CRP) gibi inflamasyon belirtegleriyle dogru
orantil bir iligki gosterdigi bildirilmistir (Weigert vd., 2010).

Kemerin ve obezite arasindaki iliskiyi ilk inceleyen arastirmalar, Meksikali-Amerikali
obez ve fazla kilolu hastalarda plazma kemerin seviyelerinin, saglikli ve zayif bireylerden
daha yiiksek oldugunu gostermistir. Bu ¢alisgmada ayrica kemerin seviyelerinin viicut kitle
indeksi (BMI), aglik insiilin seviyesi, aclik glikoz seviyesi, plazma trigliserit seviyesi ve
toplam serum kolesterol seviyeleri ile pozitif iliski gosterirken, yiiksek yogunluklu lipoprotein
(HDL) seviyeleri ile negatif iliski gosterdigi ortaya ¢ikarilmistir (Bozaoglu vd., 2007). Yag
Kitlesi ile kemerin seviyelerinin iliskilendirildigi bir diger ¢aligmada ise, kalorik kisitlama
veya bariatrik cerrahi gibi kilo verme yontemlerinden gecen hastalarin, kilo verme miidahalesi
gecirmeyen obez bireylere kiyasla belirgin sekilde daha diisiik serum kemerin seviyelerine
sahip oldugu gosterilmistir (Chakaroun vd., 2012; Ress vd., 2010; Sell vd., 2010). insiilin
direnci, T2D ve visseral yaglanma goriilen polikistik over sendromlu (PCOS) bireylerde deri
alt1 ve karin i¢i yag dokularinda kemerin seviyelerinin yiiksek oldugu bulunmustur (Tan vd.,

2009). Bu calismalarla dogru orantili olarak 2023 yilinda yapilan bir ¢aligmada, obezite ve
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T2D gibi metabolik hastaliklar1 olan hastalarda serum kemerin diizeylerinin, egzersiz
seanslar1 ile azaldigi gosterilmistir (Ashtary-Larky vd., 2023). Obezite durumunda goriilen
kemik erimesi ve kirilganlagsmasi iizerine kemerinin etkileri de ortaya konmustur. Yapilan
arastirma, T2D farelerinin siingerimsi kemiklerinde kemik mikroyapisinin ve kemik
kiitlesinin egzersize bagli iyilesmelerinde azalmig kemerin seviyesinin roliinii gostermistir (Yu
vd., 2025). Gebelige bagl olarak gelisen diyabet durumunda (GDM), benzer olarak kemerin
seviyelerinde artis gozlenmektedir (Okten ve Bildaci, 2020). Bunun sonucunda da GDM i¢in
belirteglerden biri olabilmektedir. Obez yabanil tip farelerde, orta yogunlukta aerobik
egzersizin serum Kemerin seviyelerini 6nemli dl¢lide azalttigi, insiilin salinimini saglayan
glukagon benzeri peptid-1 (GLP-1) sekresyonunu arttirdigi ve glikoz toleransini, pankreas 3
hiicre yapisini, fonksiyonunu ve apoptozu iyilestirdigi de gosterilmistir (Zhang vd., 2025).
Literatiirdeki caligmalar, obezite ile serum kemerin seviyeleri arasinda bir iliski oldugunu
ortaya koymustur. Fakat dolasimdaki kemerin seviyelerinin artmasinin, yag dokusu artigiyla
m1 sinirl oldugu, yoksa inflamasyon ve/veya insiilin direncindeki degisimlerle de baglantilt

mi1 oldugu kesin olarak belirlenememistir (Lehrke,2009; Sell vd., 2009).

2.3.2. inflamasyon

Kemerin, adiposit dokudan salgilanan bir adipokin olmasinin yani sira, makrofajlar ve
plazmasitoid dendritik hiicreler {izerinde bulunan CMKLR1'e baglanan ve kemotaksisi tesvik
eden proinflamatuar bir proteindir (Yoshimura ve Oppenheim, 2008). Kemerin ile
inflamasyon arasindaki baglantiya dair ilk bulgular, Wittamer ve grubu tarafindan rapor
edilmistir. Yapilan calismada, romatoid artrit hastalarinin sinovyal sivisinda ve yumurtalik
kanseri olan hastalarin asit sivisinda yiiksek kemerin konsantrasyonlari tespit edilmistir
(Wittamer vd., 2003). Ayn1 zamanda, CMKLR1 reseptoriiniin makrofajlar ve olgunlasmamig
dendritik hiicrelerde eksprese edildigini ve bu hiicreler iizerinde kemotaktik bir etki yarattigi
gosterilmistir (Wittamer vd., 2003). Bir diger calismada, plazma kemerin seviyelerinin
romatoid artrit hastaliginin hastalik aktivite diizeyi ile pozitif korelasyon gosterdigini
belirlemis ve kemerinin romatoid artritte bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilecegi 6ne
siiriilmiistiir. Ilging bir sekilde, arastirmacilar kemerin konsantrasyonu ile viicut kitle indeksi
arasinda bir korelasyon tespit etmis ve obezite ile iligkili sistemik inflamasyonun, artan yag
dokusundan ziyade, Kemerin seviyelerinin yiikselmesine neden olabilecegini One
stirmislerdir (Zheng vd., 2014). Herenius ve arkadaslar ise serum Kemerin konsantrasyonu

ile BMI arasinda higbir iligki bulamamis, ancak romatoid artrit aktivite seviyeleri ile kemerin
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seviyeleri arasinda pozitif korelasyon rapor etmislerdir. Bunun yani sira, CRP ve IL-6 gibi
inflamatuar belirteglerin seviyeleriyle birlikte hem hastalik aktivite seviyelerinin hem de
kemerin seviyelerinin TNF-a antikoru olan adalimumab ile 16 haftalik tedavi sonrasi azaldigi
gosterilmistir (Herenius vd., 2013). Kemerinin olgunlasma asamalarinda bahsedilen ve
Kemerini C-terminalinden kesen katepsin G, elastaz ve triptazin inflamasyonla iliskili ¢esitli

proteazlar olduklar1 da bilinmektedir (Gibson vd., 1999).

Tiim bu veriler, kemerinin proinflamatuar (iltihap artirici) islevinin gii¢lii bir sekilde
kanitlandigini ortaya koymaktadir. Cogu ¢alisma Kemerinin proinflamatuar bir rol oynadigini
gosterse de antiinflamatuar etkilere sahip olabilecegini one siiren veriler de vardir. Farelerde
inflamasyon modeli kullanilarak yapilan bir calismada, kemerin140—-154 peptitinin Karin igine
enjeksiyonunun, CMKLR1’e bagli bir mekanizma ile ndtrofil ve monosit go¢iinli azaltarak
zymosan ile indiiklenen peritonite (karin i¢i enfeksiyonu) karst fareleri korudugu
gosterilmistir (Cash vd., 2008). Kemerini, adipositokin olarak tanimlayan bir ¢alismada,
vaskiiler endotelyal hiicrelerde kemerinin antiinflamatuar etkiler yarattigi gosterilmistir.
Calismada, insan gobek kordonu ve endotelyal hiicrelerinin Kemerin (300 ng/mL, 20 dk) ile
muamelesi, Akt (Ser473) ve endotelyal nitrik oksit (NO) sentaz (eNOS) (Serll77)
fosforilasyonunu indiiklemistir. Bu fosforilasyon asamalari nitrik oksit liretimini arttirarak
monositlerin, TNF-a ile uyarilmis endotelyal hiicrelere yapigsmasimni engeller. Bu sayede
endotelyal hiicrelerde inflamasyon etkisi azalir (Yamawaki vd., 2012). Endotel hiicreleri hedef
alan bagka bir caligmada, Treponema pallidum ile yapilan in vitro etkiden sonra endotelyal
hiicrelerde kemerin seviyesinin arttigi gozlenmistir. T. pallidum, treponemal hastaliklar
denilen frengi, benek hastaligi, frambezi ve ekvator frengisi gibi hastaliklara neden olan
spiroket tiirii bir bakteridir. Tp0965 (T. pallidum membran proteini) tarafindan indiiklenen
kemerin, THP-1 tiirevli makrofajlarin endotelyal hiicrelere gogiinii tesvik etmis ve bu siireg
Kemerin/ChemR23 yolu iizerinden gerceklesmistir. Bu bulgular, Tp0965 tarafindan
indiiklenen kemerinin endotelyal disfonksiyondaki roliinii vurgulamakta ve bu mekanizmanin
frengi hastalifinin vaskiiler inflamasyonunun immiinopatogenezine katkida bulundugunu

gostermektedir.

Diger bir c¢alismada, inflamasyon esnasina kemerinin antiinflamatuar ve
antimikrobiyal oOzellikler gosteren daha kisa peptitlere doniistiiriildiigi gdézlenmistir.
Kemerinden tiirevlenen C15 peptidi, ChemR23 reseptorii araciligiyla inflamasyonu
sonlandirmak i¢in makrofaj aktivasyonunu baskilamig ve apoptotik hiicrelerin temizlenmesine

aracilik etmistir (Sekil 2.6) (Cash vd., 2014). Bu nedenle, kemerinin inflamasyonun
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baslamasinda kritik bir rolii olsa da bazi durumlarda antiinflamatuar bir etken olarak da roli

bulunmaktadir.
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Sekil 2.6. Kemerinin inflamasyonla iliskili hiicresel yollar1. i) Prokemerin, inflamasyon bolgesinde nétrofillerin
degraniilasyonu ile salinan proteolitik enzimler tarafindan pargalanarak gii¢lii bir kemotaktik protein olan aktif
kemerine dontisiir. ii) Kemerin, dolasimdaki monositler ve doku makrofajlari iizerindeki ChemR23 reseptoriine
baglanarak bu hiicreleri inflamasyon bdolgesine ceker. iii) Aktive olan makrofajlar, patojenleri yok etmek ve
sindirmek igin proteolitik enzimler salgilar. Ancak, aymi zamanda kemerini de pargalayarak; iv) ChemR23 ile
etkilesime girmek iizere, aktive olmus monosit tiirevi makrofajlart anti-inflamatuar fenotipe yonlendiren giiglii
anti-inflamatuar peptitleri olustururlar. v) Makrofajlar tarafindan proinflamatuar mediatorlerin ekspresyonu
baskilanir ve IL-10 ve TGF-p dahil olmak iizere antiinflamatuar ve yara onarim sitokinleri indiiklenir. Kemerin
peptitleri (6r. C15), inflamatuar bolgedeki patojenlerin (vi) ve apoptotik hiicrelerin (vii) etkili bir sekilde
temizlenmesini tesvik eder, boylece normal doku yapisinin ve fonksiyonunun restorasyonuna yardimci olur

(Cash vd., 2014).

2.3.3. Bagisikhk

Kemerin, bagisiklik hiicrelerinin kemotaksisini indiikleyen bir proteindir. Kemerin
reseptorleri monositler/makrofajlar, T hiicreleri, dogal 6ldiiriicii hiicreler (NK) ve dentritik
hiicreler gibi farkli bagisiklik hiicrelerinde bulunur. Kemerinin, CXCL8 (IL-8) ile
karsilastirildiginda, NK hiicrelerinin gogiinii indiiklemek i¢in yaklagik 20 kat daha giiglii bir
etki gosterdigi kanitlanmistir, oysa IL-8, insanlardaki en giiclii kemotaktik faktorlerden biridir
(Parolini vd., 2007). In vivo ¢alismalar, NK hiicrelerinin aktivasyonunun, yalnizca kisa siireli

hiicre uyarimi sirasinda CMKLR1 ekspresyonunun azalmasiyla iligkili oldugunu ortaya
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koymustur. Parolini ve arkadaslari tarafindan yapilan arasgtirmaya gore, NK hiicreleri uzun
stire uyarildigimda CMKLR1’in kayboldugu ve Kemerin/CMKLR1 sinyalinin, NK
hiicrelerinin enfeksiyon/iltihap siirecinin erken asamalarinda sadece hiicrelerin ¢ekilmesinde
rol oynadigin1 6ne siirmiistiir (Parolini vd., 2007). Kemerinin immiinoregiilator rolii yalnizca
NK hiicreleriyle simirlt degildir, ayn1t zamanda NK hiicreleri ve DC’lerin Liken planus
hastaliginin inflamatuar siirecindeki etkilesimlerinde de 6nemli olabilmektedir (Parolini vd.,
2007). Liken planus, genellikle cilt, agiz igi, genital bolgeler ve tirnaklarda ortaya ¢ikan,
iltihapli ve kasintili bir deri hastaligidir. Hastalik, bagisiklik sisteminin cildin veya mukoza
zarlarinin saglikli hiicrelerine karsi anormal bir sekilde tepki vermesi sonucu gelisir. Hem NK
hiicreleri hem de DC’lerin CMKLR1 ekspresyonu gosterilmis ve her iki bagisiklik hiicre
tipinin aktif liken planus’ta ko-lokalizasyonu gozlemlenmistir. Dahasi, kemerin ekspresyonu,
aktif lichen planus dokularinda kan damarlarini kaplayan endotelyal hiicrelerde gdsterilmistir,
bu da kemerinin cilt iltihaplanmasi1 sirasinda NK hiicreleri ve DC’lerin ¢ekilmesindeki
potansiyel roliine isaret etmektedir. Sadece CMKLR1'in degil, ayn1 zamanda CCRL2'nin de
iltihaplanma sirasinda bagisiklik hiicrelerinin toplanmasinda rol oynadigi belirtilmistir. Del
prete ve ekibi, akut inflamasyon siiresince periton bdlgesine yonlendirilen noétrofillerde
CCRL2 ekspresyonunun arttigin1  bildirmistir (Del Prete vd., 2019). Ek olarak,
lipopolisakkarit (LPS) ve interferon-y (IFN-y) tarafindan aktive edilen kemik iligi kaynakli
makrofajlar (BMM'ler) kullanilarak yapilan ex vitro ¢aligmalar, tedavi edilmemis BMM'lere
gore daha yiikksek CCRL2 ekspresyonu ortaya koymustur. Ayrica, bagisiklik hiicrelerinin
Otesinde, Maheshwari vd., bagirsak epitelyal hiicrelerinin kemerin tiretme kapasitesine sahip
oldugunu tespit etmislerdir (Maheshwari vd., 2009). Ornegin, bu hiicreler, fetal bagirsakta 10
ile 14 hafta arasinda kemerin ekspresyonunu artirmislardir. Ayrica, Maheshwari ve arkadaglari
mikro-kemotaksis deneyiyle fetal bagirsakta artmis kemotaktik aktivite oldugunu gostermistir.
Bu aktivitenin, fetlisiin anne karnindaki gelisim siiresini ifade eden gestasyonel yasla iliskili
oldugu bulunmus ve anti-kemerin antikor uygulamasi ile bu aktivite baskilanmistir
(Maheshwari vd., 2009). Kemerin ayrica, dogustan gelen ve adaptif bagisiklik arasinda bir

baglanti olarak islev goren bir kemoatraktan faktordiir.
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2.3.4. Kanser

Kemerinin kanser iizerindeki etkisi tartigmalidir, ¢linkii hem anti-tiimoéral hem de
tiimor tesvik edici etkiler gosterebilir. Bu etkiler, dogustan gelen bagisiklik savunmalarini
harekete gecirme veya endotelyal anjiyogenezin aktivasyonu gibi farklt mekanizmalar
araciligiyla gergeklesmektedir (Treeck vd., 2019). Kemerin; reseptorleri CMKLR1, GPR1 ve
CCRL2 araciligtyla immiin hiicre gociinii tesvik eden 6nemli bir kemotaktik faktordiir ve bu
sayede tiimor biiyimesini baskilar. Anti-tiimoral etkili bagisiklik hiicreleri, tiimorlerin
bliylimesini yavaglatabilir. Bagisiklik sistemini uyaran dendritik hiicreler, dogal o6ldiriicti
hiicreler ve sitotoksik T hiicreleri bu savunmada 6nemli rol oynar. Ote yandan, kanser
hiicreleri, immiinosupresif diizenleyici T hiicreleri (Treg) veya miyeloid kaynakli baskilayici
hiicreleri (MDSC) tiimor bolgesine ¢ekerek bagisiklik tepkisinden kacabilir ve sitotoksik anti-
tiimdr yanitlar1 baskilayabilir. Tiimor ilerlemesini belirleyen temel faktor, pro-tiimoral ve anti-
timoral 16kositler arasindaki dengedir (Galon vd., 2013). Kemerinin plazmasitoid dendritik
hiicrelerin (pDC) go¢iinii tesvik ettigi gosterilmistir (Wittamer vd., 2005). Bu dendritik hiicre
alt grubu, Tip I interferonlar (IFN) iiretir ve dogustan gelen (innate) ve kazanilmis (adaptive)
bagisiklik yanitlarinda ve kanserde onemli bir role sahiptir. Kanser baglaminda, pDC'lerin
azalmis veya tamamen kaybolmus IFN fretimi sergiledigi ve immiinosiipresif timor

mikrogevresinin olusumuna katkida bulundugu bildirilmistir (Mitchell vd., 2018).

Kemerinin VEGF’yi (Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii) yukari regiilasyonunu
tetiklemesi, bu adipokinin tiimor biiyiimesini destekleyebilecek bir anjiyogenez aktivasyonu
mekanizmasini ortaya ¢ikarmaktadir. Anjiyogenez, tiimdr biiyiimesinde kritik bir rol oynar,
clinkii kat1 (solid) kanserler, yeterli bir kan kaynagi olmadan belirli bir boyutun 6tesine
gecemez. VEGF, anjiyogenezin anahtar faktorlerinden biri olarak kabul edilir ve endotelyal
hiicrelerin go¢iinii ve mitozunu aktive eder, ayrica matriks metalloproteinaz (MMP)- hiicre
hareketini saglar- ekspresyonunu artirir (Ferrara, 2004; Rundhaug, 2005). Yakin zamanda
yapilan bir ¢alismada, kemerinin endotelyal hiicrelerde bulunan CMKLR1’e baglanarak giiclii
bir anjiyojenik etkiye sahip oldugu ve doza bagh olarak MMP-2 ve MMP-9 aktivitesini
artirdigr gosterilmistir (Kaur vd., 2010). Bu bulgular, kemerinin anjiyogenez tizerindeki
etkisini dogrulayan bagka bir ¢alisma ile desteklenmis ve hatta kemerinin, VEGF ile benzer

diizeyde kan damarlarinin olusumunu tesvik ettigi gosterilmistir (Bozaoglu vd., 2010).

Meme kanseri dokusunda kemerin ekspresyonuna iliskin yapilan 53 hastay1 i¢eren
kiiglik bir ¢alismada (Li vd., 2018), kotii huylu (malign) dokuda kemerin ekspresyonunun,

normal meme dokusuna kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica,
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kemerin ekspresyonunun metastatik lenf diiglimlerinde, primer tiimore kiyasla 6nemli dlglide
daha yiiksek oldugu belirlenmistir. Kiiciik hasta grubuna dayanan bu caligmaya karsilik
olarak, 3951 meme kanseri hastasini igeren ve kamuya agik DNA mikrodizi verilerinin meta-
analizinde, kemerin ekspresyonunun meme kanseri dokusunda, normal meme dokusuna
kiyasla anlamli derecede daha diisiik oldugu belirlenmistir (Gyorfty vd., 2010). Fakat yapilan
son c¢alismalar kemerinin, meme kanseri de dahil olmak iizere bir¢cok tiimérde, normal
dokulara kiyasla diisiik seviyelerde eksprese edildigini gdstermistir. Meme kanseri modeli
kullanilarak yapilan bir ¢alismada, kemotaktik proteinlerin asir1 ekspresyonu, timor
mikrocevresinde (TME) dogal oldiirlici hiicreler ve T hiicrelerinin 6nemli Olgilide
toplanmasina neden olarak tiimor bilyliimesini baskiladigi bulunmustur (Li vd., 2018). Buna
ek olarak, kemerinin, transformasyon biiyiime faktorii-beta (TGF-B) ve insiilin benzeri
biiylime faktorii-1 (IGF-1) varliginda, meme kanseri hiicrelerinin canliligini ve invazivligini

onemli 6l¢iide inhibe ettigi gosterilmistir.

Kolorektal kanser ile baglantisina bakildiginda, kemotaktik protein konsantrasyonu ile
kolorektal kanser gelisme riski arasindaki iliski dogrusaldir (Yagi vd., 2020). Kontrol grubu
ile karsilagtirildiginda, hastalarin kemerin seviyeleri, TNM (tiimor- lenf diigiimleri- metastaz)
timor evrelemesine paralel olarak kademeli sekilde artmaktadir (Xu vd., 2017). Mevcut
bilgilere gore, kemotaktik proteinler, CHEMR23’ii aktive ederek anjiyogenezi ve timor
mikrogevresinin olusumunu diizenler. CHEMR23’{in konsantrasyonu, MMP-9 ve damar
hiicre adezyon molekiili-1 (VCAM-1) ekspresyonu ile 6nemli 6l¢iide pozitif korelasyon
gostermektedir. CHEMR?23 aktivitesinin, kolorektal kanserde MMP-9’un etkisi araciligiyla

anjiyogenez siirecinde rol oynadigi diistiniilmektedir (Kiczmer vd., 2020).

ELISA kullanilarak yapilan analizlerde, mide kanseri hastalarinda serum kemerin
seviyelerinin saglikli bireylere kiyasla 6nemli 6l¢iide yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica
bu artis, klinik olarak ileri evre mide kanseri ile iliskilendirilmistir (Wang vd., 2014). Ek
olarak, yiiksek plazma kemerin seviyelerinin, mide kanserinde kotii uzun dénem prognoz ve
diisiik hayatta kalma oranlan ile iliskili oldugu gozlemlenmistir. Bu bulgular nedeniyle,
kemerinin mide kanserinde diger yollarla nasil etkilesime girdigi ve baglh reseptorlerin rolii
heniiz belirlenmemis olsa da kemerinin mide kanseri sagkalimi igin bir biyobelirte¢ olarak

kullanilabilecegini diigiiniilmektedir (J. Zhang vd., 2014).

Kemerin ve ChemR23 ekspresyon seviyeleri, agiz yassi hiicreli karsinom hiicrelerinin
in vitro gociinili, invazyonunu ve proliferasyonunu tesvik edebilmektedir. TIG2 genini

hedefleyen kisa sa¢ tokasi RNA'larin (ShRNAs), kemotaktik proteinlerin ekspresyonunu
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azaltabildigi ve agiz yassi hiicreli karsinom hiicrelerinin metastazini ve proliferasyonunu in
vitro ve in vivo olarak inhibe edebildigi gosterilmistir (Goralski ve Sinal, 2009). Ayrica, agiz
yassi hiicreli karsinom hastalarinin serum ve tiikiirtiklerinde kemotaktik protein ve MMP-9
seviyelerinin, agiz premalign lezyonlar1 (OPMLS) ve normal kontrollere gore anlamli
derecede daha yiiksek oldugu bulunmustur. Bu, OPMLS'nin tiikiiriik tan1 markorii, agiz yassi
hiicreli karsinomunun erken tespiti ve OPMLS'nin erken kanserlesme tespiti igin

kullanilabilecegini 6nermektedir (Ghallab ve Shaker, 2017).

Akcigerin kii¢iik hiicreli olmayan kanseri (NSCLC) olan hastalarin kanindaki kemerin
seviyesi saglikli insanlardan daha yiiksektir. Bu yiiksek kemerin seviyeleri, kanserin TNM
evresi, lenf bezi metastaz1 ve uzak metastaz ile giiglii bir sekilde iligkilidir. Kemerin, akciger
ve gogiis ana arterindeki kas hiicrelerinin migrasyonunu artirir. Bu hareket endotelin-1 adli bir
madde ile daha da artar. Endotelin-1 tedavisiyle, bazi hiicrelerin kemerini algilayan
reseptorlerinin sayisi artar ve bu hiicreler apoptoz direngli hale gelirler (Hanthazi vd., 2020).
CCRL2, kemerin ile baglanarak bazi beyaz kan hiicrelerinin (makrofajlar ve NK hiicreleri
gibi) kanserli alana dogru hareketini saglar. CCRL2 geni nakavt fare modellerinde, kanserin
daha hizli yayildig1 ve tlimorlerin biiylidiigli gozlenmistir. Ayrica CCRL2'nin, akcigerlerdeki
kanser hiicrelerine kars1 etki gosterdigi ve klinik prognozla iliskilendirildigi bulunmustur (Del

Prete vd., 2019).
2.3.5. Ureme Fonksiyonlar

Yumurtalik rezervi bir kadinin ilireme potansiyelini belirler. Diisiik yumurtalik
rezervinin (DOR) etiyolojik ve patolojik mekanizmalari belirsizligini korumaktadir ve su anda
DOR i¢in giivenilir bir tedavi mevcut degildir. Folikiiler sividaki (FF) adipokinler ve
sitokinler, folikiiler gelisim ve olgunlasmada cok énemli roller oynar. In vitro fertilizasyon
(IVF) geciren DOR'lu kadinlarin bireysel folikiillerinden FF'deki adipokinlerin ve sitokin
konsantrasyonlar1 incelenmistir (X. Li vd., 2025). Son zamanlarda, adipokinlerin yumurtalik
fonksiyonunun siirdiiriilmesinde ve yumurtalik folikiilii gelisiminin desteklenmesindeki
roliine artan bir ilgi gosterilmistir. Leptin, adiponektin, kemerin, resistin, monosit
kemoatraktan protein-1 (MCP-1), plazminojen aktivator inhibitorii-1 (PAI-1) ve visfatin gibi
farkli adipokinler FF'de rol oynar (Sekil 2.7) (Nikanfar vd., 2021). Normal yumurtalik rezervli
(NOR) ve DOR'lu hastalarin ilk FF'sindeki adipokinler ve sitokin konsantrasyonlar: Tablo
2.1'de verilmis olup, TNF-a, IL-6, visafatin, MCP-1, IL-12 ve Kemerin folikiiler seviyeleri
NOR'lu kadinlarda DOR'lu kadinlara gére anlamli derecede diisiik olmustur. NOR'lu kadinlar

ile DOR'lu kadinlar arasinda resistin veya leptin agisindan anlamli bir fark saptanmamugtir.
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Yumurtalik Folikiilii
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Adipo + + + +
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Apelin + + + NA

Kimerin + + + NA
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MCP-1 + NA + NA
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Apelin + - + NA
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Resistin + + + +
MCP-1 + NA N NA
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Adipokinler Insan Sigir Kemirgen Domuz RBP-4 : NA ¥ NA +

Adipo NA + + NA Omentin + NA NA NA

Leptin + NA + NA Visfatin + + s L

Apelin * + NA <

Kimerin NA + + NA

Resistin + + s NA

MCP-1 NA NA NA NA

PAI-1 NA NA NA NA

RBP-4 NA NA NA NA

Omentin + NA NA NA

Visfatin - + + L

Sekil 2.7. Farkli tiir adipokinlerin yumurtalik folikiiliinde adipokin ekspresyonu. NA: mevcut degil (Nikanfar
vd., 2021).

Tablo 2.1. FF'deki adipokin ve sitokinlerin konsantrasyonlar1 (X. Li vd., 2025).

DOR grubu NOR Grubu
Birey sayis1 42 73
TNF-o (pg/mL) 3.71+£2.29 2.79 £0.87
IL-6 (pg/mL) 3.77 £2.47 2.81+0.94
Visfatin 1 (pg/mL) 4210.87 +2650.43 3368.38 +1319.68
MCP-1 (pg/mL) 23.06 +16.28 25.11 +8.85
Resistin (pg/mL) 669.68 +416.31 885.55 +627.59
IL-12 (pg/mL) 46.84 +34.80 34.00 £12.82
Leptin (pg/mL) 1368,79 £1110. 02 1395.42 £779.41
Kemerin (pg/mL) 1647.03 £965.00 1310.75 +353.84
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Kemerinin insan viicudunda 6nemli rolleri oldugu yapilan calismalarla ispatlanmis
olup en etkili gorevlerinin lipid metabolizmasinda ve bagisiklik yanitlarinda oldugu
gosterilmistir. Bununla birlikte birgcok dokuda eksprese edildigi de bilinmektedir. Dokular
tizerindeki TIG2 geninin ekspresyonu sematik olarak Sekil 2.8’de gosterilmistir (Uhlén vd.,
2015).

RNA ve Protein Ekspresyon Ozeti

RNA ¢

-
V=4 Beyin o
Goz ©
Endokrin dokular o
Solunum sistemi -@
‘ Proksimal sindirim sistemi o
[ “ ‘-“ Gastrointestinal sistem -e
A Karaciger ve safra kesesi (»)
Ekspresyon Pankreas G
Q Bébrek ve mesane D
( 3 Erkek dokulan (7]
9 N
// ‘ t" \\\“\ Kadin dokulari i
- ‘Jrl | Kas dokulari o
[ { ‘\ { Bag ve yumusak doku Q
) (]
\ } | Deri o
;'J.z k\_-

Kemik iligi ve lenfoid dokular -0

Sekil 2.8. Dokular iizerindeki TIG2 geninin ekspresyonu sematik olarak gosterimi (Tissue expression of
RARRES2 - Summary - The Human Protein Atlas, 2025).

2.4. Kemerinin Insan Serum Sivisindaki Tespit Seviyeleri

Kemerin, salgilanan bir protein oldugundan, genel olarak serum sivisindaki seviyeleri
olgtilmektedir. Serum sivisindaki kemerin seviyeleri, bireylerin saglik durumlarina ve mevcut
hastaliklarina bagl olarak degisiklik gosterebilir. Saglikli bireylerdeki spesifik kemerin
konsantrasyonlar1 literatiirde net bir sekilde belirtilmemistir. Genel olarak hastalik
durumlarindaki  seviyeleri {izerinde durulmustur. Kemerin, insiilin duyarliligi ve
salgilanmasini diizenleyen bir adipokindir. Uzun siireli hiperinsiilinemi ile sistemik kemerin

artisinin  iligkili oldugu gosterilmistir (Goralski vd., 2007). Kemerin, fazla kilolu/obez
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bireylerde normal kilolu bireylere gore daha yiiksektir ve toplam kolesterol ile pozitif
korelasyon gostermektedir. Bauer ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada, 66 saglikli, diyabeti
olmayan bireyler, Regensburg Universitesi Hastanesi'nde gerceklestirilen calismaya katilmis
ve farkli metabolik gruplardaki hastalarm kemerin diizeyleri dlciilmiistiir. Olgiilen kemerin
formu aragtirmada belirtilmemistir. Fakat serum sivisinda aktif form bulundugu igin birtakim
C terminal kesimlerine maruz kalan kemerin formu oldugu diisiiniilmektedir. Bireyler beden
kitle indeksine gore, normal kilolu (NK: 18,5-24,9 kg/m?), fazla kilolu (FK: 25-29.,9 kg/m?)
ve obez (>30 kg/m?) olarak ii¢ gruba ayrilmislardir. Bu 3 gruptaki kemerin seviyeleri Tablo
2.2’de ng/mL cinsinden verilmis olup 0-2 saat arasindaki degerleri gosterilmistir (Bauer vd.,
2012) (Tablo 2.2). Romatoid artrit hastalarinin serum sivilarinda da kemerin diizeyleri
degiskenlik gostermektedir. Orta veya yiiksek siddette hastaliga sahip olan bireylerde kemerin
diizeyleri yaklasik olarak 86,16 ng/mL iken diisiikk siddette hastaliga sahip olan bireylerde
kemerin diizeyleri 73,50 ng/mL olarak gosterilmistir (Gonzalez-Ponce vd., 2021). Meme
kanserine sahip olan bireylerdeki kemerin diizeylerini arastiran bir makalede, serum
stvisindaki ortalama kemerin miktar1 257,3 ng/mL olarak 6lgtilmistiir (Akin vd., 2017). Tip 2
diyabet hastalarinda serum kemerin diizeylerinin retinopati ile iliskisini gdsteren bir
calismada, Tip 2 diyabet hastaligina sahip bireylerdeki serum Kemerin seviyeleri 0,53 ng/mL
iken diyabete bagli retinopati gosteren hastalarin serum Kemerin seviyeleri 1,13 ng/mL olarak

olgtilmistiir (Duran vd., 2023).
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Tablo 2.2. Bireylerin beden kitle indeksine gore biyokimyasal analizleri ve Kemerin diizeyleri.BMI, Viicut Kitle Indeksi; CRP, C-reaktif protein; HDL, yiiksek
yogunluklu lipoprotein; LDL, diisiik yogunluklu lipoprotein; NW, normal kilolu kontrol grubu; OW, asir1 kilolu kontrol grubu; WHR, bel-kalga orani. P-degerleri: 1 NW vs.
OW, 2 NW vs. obez, 3 OW vs. obez (Bauer et al., 2012).

ve

NW (Normal kilolu kontroller)  OW (Fazla kilolu kontroller) Obez
Say1 24 32 10
Kadm/Erkek 13/11 23/9 6/4
Yas 25 (18-33) 26,5 (18-49) 30 (22-45)
Viicut Kitle Indeksi 23 (21-24) 26,8 (25-29) 32,3 (30-38)
WHR 0,87 (0,75-0,94) 0,87 (0,78-1,0) 0,90 (0,8-1,0)
Deri Kivrim Kalinligi (mm) 10 (2-22) 20 (4-40) 27 (3-44)
Sistolik Kan Basinci (mmHg) 120 (98-165) 120 (97-148) 136 (110-163)
Diyastolik Kan Basinci (mmHg) 70 (54-90) 70 (49-100) 88 (69-103)
Glikoz (mM), 0 saat 4,6 (3,2-5,6) 4,7 (4,2-5,8) 5,1 (4,4-6,1)
Glikoz (mM), 1 saat 5,5 (3,5-8,9) 5,3 (3,4-12,0) 7,6 (4,8-11,3)
Glikoz (mM), 2 saat 4,5 (3,6-7,2) 5,2 (4,0-7,4) 6,4 (5,1-7,2)
Insiilin (mU/L), 0 saat 6,2 (2,5-10,5) 8,0 (3,4-16,5) 12,3 (6,9-21,4)

Insiilin (mU/L), 1 saat 42,1 (11,9-95,1) 39,3 (8,2-157) 117,6 (41,3-120)
Insiilin (mU/L), 2 saat 23,1 (3,5-62,9) 29,1 (7,7-79) 70 (15,6-193,1)
Kolesterol 5,2 (3,2-7,1) 5,2 (3,3-7,3) 4,8 (4,1-6,7)
HDL (mM) 1,8 (1,0-2,9) 1,5 (1,1-2,9) 1,3 (1,0-1,7)
LDL (mM) 2,6 (1,1-4,0) 3,1(1,7-5,0) 3,1(1,9-5,0)
Trigliseridler (mM) 0,9 (0,3-2,4) 1,0 (0,5-4,8) 1,3 (0,8-2,1)
CRP (mg/L) 0,8 (0-6,8) 1,3 (0-19,8) 3,7(1,4-7,1)

Kemerin (ng/mL), 0 saat
Kemerin (ng/mL), 1 saat
Kemerin (ng/mL), 2 saat

169 (70-476)
160 (25-400)
176 (63-424)

220 (98-355)
222 (57-405)
219 (77-357)

242 (188-377)
241 (181-344)
229 (147-421)




Gebelik sirasinda maternal metabolizmada 6nemli degisiklikler ve insiilin direncinde
bir artis vardir, bu da yaglanmada bir artisla ayn1 zamana denk gelir. Kemerin, hamilelik
sirasinda metabolik diizenlemede ©nemli bir rol oynayabilir. Garces ve arkadaslari, 20
gebenin erken, orta ve ge¢ donem boyunca (10-14., 23-26. ve 34-37. haftalar arasinda) serum
kemerin diizeylerini analiz etmis ve 20 gebe olmayan kadin kontrol grubu ile karsilastirilarak
bir ¢alisma yapmustir. Gebeligin erken doneminde, serum kemerin seviyeleri gebe olmayan
kadinlara kiyasla biraz azalmistir. Gebeligin ilk haftalarinda, kemerin gebelik sirasinda en
diisiik seviyelerine ulagsmis, ancak daha sonra hamilelik ilerledik¢e artmigtir. Serum kemerin
diizeyleri ge¢ gebelik sirasinda erken ve orta gebelik ile karsilastirildiginda anlamli derecede
yiiksektir (Tablo 2.3). Geg¢ gebelikte serum kemerin diizeyleri gebe olmayan gruba gore
artmasina ragmen, bu fark istatistiksel olarak anlamli degildir (Garces vd., 2013).
Dolagimdaki kemerin seviyeleri hamilelik ilerledik¢e 6nemli 6lgiide artar ve proinflamatuar

bir durumu destekledigi bilinen diger faktorlere ve adipokinlere benzer bir profil gosterir.

Tablo 2.3. Calisilan kadinlarin biyokimyasal analizleri ve kemerin diizeyleri (Garces vd., 2013).

Gebe . . .
Ozellikler Olmayan Erki:]\:ngg)ellk Ort(a:] Sze(;))ellk Gez;n(iig)ehk
(n=20)
insiilin uU/mL 8.4 42,4 73429 11,7 46,2 10,7 45,3
Glikoz mg/dl 81+7,.2 87,780 80,4 10,0 79,8491
Toplam 183,6+353  203,5+40,6 2771518  322,8+822
kolesterol mg/dl
HDL md/mL  66,5+113 8724175 8594218 81,5 +28.4
LDL md/mL 9544300 86.7 4306 14414488 168,648 4
T”?T']'jfr::f'er 10844371 14784522 23044891  292.8 4903
Kemerin ng/mL  277,4 +36,3 246,6 +£38,9 249,3 427 307,5 +£56,4
Ad:]%c/’;el'_‘“” 604742595 64,86+2071  56,60+2240  51,59+11,81
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2.5. Kemerin Tespiti Icin Kullanilan Yéntemler
2.5.1. ELISA Yontemi ile Kemerin Tespiti

ELISA, antijen ve antikor arasindaki baglanmayi tespit etmek ve Ol¢mek igin
kullanilan yaygin bir laboratuvar teknigidir. Bu yontem, 6zellikle proteinlerin, hormonlarin,
virislerin, bakteri antijenlerinin ve diger molekiillerin miktarint 6l¢mek i¢in kullanilir.
Gonzalez ve arkadaslart serum kemerin seviyelerini 6lgmek amaciyla ELISA testini
kullanmislardir. Kemerin ELISA testi i¢in hem monoklonal yakalama hem de poliklonal tespit
antikoru, rekombinant insan kemerinin 21-157 izoformuna kars: iiretilmistir. Bu nedenle, bu
calismada kullanilan test, prokemerin, aktif kemerin ve muhtemelen bazi proteolitik olarak
islenmis kisa formlar1 6lgmektedir. Kemerin ELISA testi i¢in i¢ ve dis deneme varyans
katsayilar sirasiyla %2,7 ve %9,3’tiir (Gonzalez-Ponce vd., 2021). I¢ deneme varyans
katsayisinin %2,7 olmasi testin veya Ol¢limiin tekrari yapildiginda, elde edilen sonuglari
arasindaki varyasyonun olduk¢a diisiik oldugunu gosterir. Bu durumda, testin sonuglari
birbirine oldukga yakin ve tutarli olacaktir ve ayni1 6rnek birden fazla kez test edildiginde, bu
testlerin sonuglar1 ¢ok biiyiik bir fark gdstermeyecektir. %2,7°lik diisiik i¢ deneme varyans
katsayisi testin yiiksek tekrarlanabilirligini kanitlarken; %9,3’liik dis deneme varyansi, farkli
deneysel kosullar altindaki uygulamalarda degiskenligin bir miktar arttigina isaret etmektedir.
Bu sonuglar, Kemerin tespiti i¢in daha kesin sonuglar veren bir Olgiim tekniginin eksik

oldugunu gostermektedir.

Garces ve ekibinin yaptig1 bir ¢aligmada, ticari olarak temin edilebilen bir ELISA Kiti
ile dlglim yapilmis ve 6lglimiin genel duyarliligi gosterilmistir. Kemerin igin tespit sinirinin
15.6 pg/mL, i¢ test varyansinin (intra-assay) %4 ila %6 arasinda, dis test varyansiin (inter-
assay) %8 ila %10 arasinda ve tespit araliginin 31.25 pg/mL ile 2000 pg/mL arasinda oldugu
belirtilmistir (Garces vd., 2013). Dis test varyansmin yiiksek olmasi, farkli kosullardaki
tutarsizligi desteklemektedir. Ayrica bu caligmada da spesifik olarak kemerinin hangi
izoformunun tespit edildigi belirtilmemistir. Benzer sekilde Bauer ve arkadaslari, yiliksek
insiilin salgilanmas1 durumunda, kemerin seviyelerinde artis gozlemlemistir. Bu artis ELISA
ile ol¢lilmiis ve Ol¢lim duyarlilign pg/mL olarak gdsterilmigtir. ELISA sonrast miktarlar,
Western Blot sistemi tizerinden gosterilmistir (Bauer vd., 2012). Fakat 6l¢tim duyarliliginin az
olmasi, daha diisiik seviyelerdeki kemerin miktarinin saptanmasinda sikinti yaratmaktadir.
Kemerinin insiilin direnci ve obeziteyle iliskisini konu eden bir diger ¢alismada da kemerin

tespiti ELISA ile yapilmig ve 6l¢iimler sonucu yaklasik 300 ng/mL kemerin tespit sinirina
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ulagilmistir (EI-Mesallamy vd., 2011). Yine bu ¢alismada kemerinin hangi izoformunun tespit
edildigi belirtilmemistir.

2016 yilina ait bir ¢alismada da obeziteye sahip bireylerin kan 6rnekleri alinarak
ELISA ile kemerin tayini yapilmis, ¢alisma sonuglarina goére ii¢ adet kemerin formu tespit
edilmistir. Calisma, bu 3 form arasindan kemerin K158 formunu ana form olarak belirlemistir.
Diger iki form ise asil aktif olarak bulunan kemerin A156 ve S157 formlaridir. Ana form
olarak belirlenen K158 formu, digerlerine gore daha diisiik aktivite gostermektedir. Tespit
edilen formun yiiksek aktivite gosteriyor olmasi da olduk¢a 6nemlidir. Fakat burada ana form
olarak K158 formu {izerinde durulmustur. ELISA sonuclarinin desteklenmesi igin sivi
kromatografisi-kiitle spektrometrisi calismalart da yapilmistir (Chang vd., 2016). Yakin
zamanda yapilan bir ¢alismada Biovendor Human Chemerin ELISA kiti kullanilarak Kemerin
tespiti yapilmistir. Bu tespit i¢in analiz yontemi iirlinde belirtilen sekildedir, 6zetle, 60
dakikalik kemerin igeren soliisyon ile inkiibasyonun ardindan yikama iglemi yapilir ve biotin
ile isaretlenmis poliklonal anti-insan kemerin antikoru eklenerek, yakalanan kemerin ile 60
dakika daha inkiibe edilir. Sonrasinda tekrar yikama yapilir, streptavidin-HRP konjugati
eklenir ve 30 dakikalik inkiibasyonun ardindan son bir yikama islemi uygulanir. Kalan
konjugat, tetrametilbenzidin (TMB) iceren substrat ¢ozeltisiyle reaksiyona girer. Reaksiyon,
asidik bir ¢ozeltinin eklenmesiyle durdurulur ve olusan sar1 rengin absorbansi (optik
yogunlugu) olgiilii. Bu absorbans degeri, Ornekteki kemerin konsantrasyonu ile dogru
orantilidir. Standart egri, standartlardaki kemerin konsantrasyonlarina karsilik gelen absorbans
degerlerinin grafige dokiilmesiyle olusturulur. Bilinmeyen 6rneklerin kemerin diizeyleri bu
egri kullanilarak hesaplanmaktadir (Ghallab ve Shaker, 2017). Bu islem 6zel olarak kemerin
miktarint ng/mL olarak Olcliyor olsa da islemin en az 3,5 saat siirmesi bir dezavantaj
yaratmaktadir. Ayrica kit tizerinde hangi kemerin formunun tespit edildigi belirtilmemistir.
Bahsedilen kit aktif olarak bulunan her formu tespit edebilse de hastaliklarla iliskili formlarin
0zel olarak tespit edilmesi olduk¢a onemlidir. Ciinkii kemerin diizeyleri hastalik belirteci
olarak gii¢lii bir potansiyel olarak goriilmektedir. Bu durumda da hangi hastalikta hangi

formun aktif olarak bulundugu net olarak bilinmelidir.

2015 yilinda yapilan bir c¢alismada, kemerin ve Kkemerin reseptoriiniin protein
ekspresyonlarin1 incelemek i¢in, yumurtalik endometriotik Kkistik duvar ve eutopik
endometriyal dokular kullanilmistir. Protein konsantrasyonlar1 Bradford yontemiyle
belirlenmistir. Kemerin igin 200 pg protein 15% sodyum dodesil siilfat—poliakrilamid jel

elektroforez (SDS-PAGE) iizerinde yiritilmistiir. Son olarak, elde edilen goriintiiler yazilim
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kullanilarak analiz edilmis ve proteinlerin miktarlari hesaplanmistir (Jin vd., 2015). Sonug
olarak ELISA ve devaminda gelen Western Blot teknikleri ile yapilan ¢aligsmalar son derece
yaygin olsa da hem siire hem de miktar tayininin hassaslig1r bakimindan bazi dezavantajlar
bulundurmaktadir. Cogunlukla ELISA ile yapilan ¢aligmalarin desteklenmesi i¢in devaminda
kiitle spektrometresi gibi daha spesifik ve siireci uzun olan yontemler de yapilmaktadir
(Hopfinger vd., 2024). Kemerin tespiti i¢in kullanilan ELISA tabanli 6zel kitler de son
zamanlarda yayginlasmasimna ragmen kemerinin hangi formuna 6zgii oldugu net olarak
belirtilmemistir. Hazir olarak sunulan bu kitler, daha ¢ok herhangi bir 6rnekteki aktif kemerin
miktarm1 gostermek amaciyla kullanilmistir. Spesifikliginin az olmasi, kemerinin belirteg
olarak kullanilmasi durumunda sikinti yaratacaktir. Kemerinin her formuna 6zgii bir tayin
yonteminin olmasi hastalik belirteci olarak kullanimina da olanak saglayacaktir. Kemerin
seviyelerinin Ol¢iildiigli caligmalarda kullanilan ELISA kitlerinin 6l¢iim arali§i ve duyarlilig

Tablo 2.4’te gdsterilmistir.
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Tablo 2.4. Kemerin seviyelerinin 6l¢iildigi ¢alismalarda kullanilan ELISA kitlerinin 6lgim araligi ve

duyarligi.
ELISA
Kullanilan ELISA Kiti ELISAKiti ~ Kemerinin izole Referans
Kiti Ol¢iim Duyarlilig Edildigi Kaynak
Arahig
Balcerska vd., 2024
Bauer vd., 2012
HSn%EE ?:férenngfin Bozaoglu vd., 2010
Quantikine ELISA  /0:0-5000 76 /mL  insan Serum St SONZAIEZ-Ponce vd., 2021
. pg/mL Herenius vd., 2013
(Solid Phase ;
Sandwich ELISA) Jinvd., 2015
Weigert vd., 2010
Wolk vd., 2023
R.&D Systems 1,56-200 0,3ng/mL  Insan Folikiiler Stvist Li vd., 2025
Luminex Technology ng/mL
. . Chakaroun vd., 2012
BioVendor Chemerin El-Messalamyvd., 2011
Human ELISA
. 0,25-8 . Ghallab ve Shaker, 2017
(Sandwich ELISA, 0,1 ng/mL Insan Serum S1visi
" ng/mL Kozlowska vd., 2021
Biotin-labelled
antibody) Ress vd., 2010
Sell vd., 2010
Aviscera Bioscience
High Sensitivity 15,6-500 ;
Chemerin (Human) pg/mL 7 pg/mL Insan Serum Sivisi Garces vd., 2013
ELISA Kit
Millipore Human 20-100 : Wang vd., 2014
Chemerin ELISA Kit ng/mL 1,56 ng/mL Insan Serum Sivisi Xu vd., 2017
USCN (Cloud-Clone 0.78-
Corp.) ELISA Kit for ’ 0,32ng/mL  Insan Serum Sivisi Yagi vd., 2019
- 50ng/mL
Chemerin
abcam Human 0,51-50 <05 : Abdullgtee; vd., 2024
Chemerin ELISA Kit  ng/mL ng/mL Insan Serum Svist Leniz vd., 2023
Mir vd., 2022
RayBioTech Human  0,5-50 ; Jose vd., 2016
Chemerin ELISAKit  ng/mL 02 Ng/mbL Insan Serum Sivist Manco vd., 2017
FineTest Human
CHEM(Chemerin) 18;115/)21-L 0,094ng/mL  Insan Serum Sivisi M()Srgac?g?/(j(jv%6§$24
ELISA Kit g g
Ali vd., 2020
Elabscience Human 016-10 Mermutoglu ve Tekin,
CHEM(Chemerin) na/mL 0,1 ng/mL  Insan Serum Sivist 2023 Tariq
ELISA Kit g vd., 2022

Yiicel ve Ozcan, 2025
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2.5.2. Kiitle Spektrometresi ile Kemerin Tespiti

Kiitle spektrometrisi (MS), molekiillerin kiitlesini ve yapisin1 belirlemek igin
kullanilan analitik bir tekniktir. Bu yontem, bir 6rnegi iyonlastirarak iyonlar haline getirir ve
bu iyonlar kiitlelerine gore ayirarak analiz eder. Chang ve arkadaslarinin obezitedeki kemerin
aktivasyonunu arastirdiklar1 bir calismada farkli bir durum gozlemislerdir. Saflagtirilmis
orneklerin kiitle spektrometrisi, yalnizca obezite hastalarinin plazmasinda bulunan C-
terminali kesilmis kemerin formlarinda anlamli bir artis oldugunu belirlemistir. Bu, belirtilen
formlarin in vivo proteoliz yoluyla tretildigini gostermektedir. Yani, obezite hastalarinin
plazmasinda, zayif kontrollerle karsilastirildiginda kemerin S163’tin daha fazla aktive edilip
proteolitik olarak parcalandigina dair bir kanit vardir (Chang vd., 2016). Matriks destekli
lazer desorpsiyon iyonizasyonu zaman-ucus (MALDI-TOF) kiitle spektrometrisi, farkli kesim
enzimleriyle olusan kemerin peptitlerinin analizi i¢in kullanilmigtir (Kulig vd., 2011). Bu
caligmada, kemerinin insan sistein katepsinleri tarafindan nasil diizenlendigini ve kemerinin
kemoatraktan ve antibakteriyel aktivitelerinin nasil etkilendigi incelenmistir. Katepsin K ve L
tarafindan kesilen kemerin, kiitle spektrometresi ile tayin edilmis ve elde edilen peptitlerin
insan kanindan elde edilen pDC'lerin gdciinii tetikledigi ayrica antibakteriyel aktivite
gosterdigi bulunmustur. Bu ¢alismada kiitle spektrometresi ile tayin edilen kemerin peptitleri
S157 ve A155°tir (Kulig vd., 2011).

Kemerinin serin proteazlar tarafindan aktive edilerek bagisiklik sistemine ait
hiicrelerin hasarli dokuya yonlendirilmesini sagladig1 ise bagka bir ¢alismada gosterilmistir.
Burada her bir kesim sonucu olusan 8-20 amino asit uzunlugundaki peptitler Kkiitle
spektrometrisi ile tanimlanmistir (Zabel vd., 2005). Benzer sekilde 2005 yilindaki bir
caligmada da farkli kesim enzimleri sonucu olusan kemerin peptitleri ve prokemerin tayini
kiitle spektrometrisi ile yapilmistir. Serin proteazlarla islenen prokemerinin, aktif olarak

kemerin1-156 ve kemerinl-157 olusturdugu gosterilmistir (Wittamer vd., 2005).

Kemerin izoformlarinin karakterizasyonu ve kantifikasyonu i¢in Sivi Kromatografi /
Coklu Tepki Izleme- Kiitle Spektrometrisi (LC/MRM-MS) tabanli yeni bir hedefli proteomik
yaklagim 2020 yilindaki bir calismada bildirilmistir. Bu ydntemi ayiran ii¢ 6zellik vardr. Ilk
olarak, izoform-spesifik benzersiz peptitler tripsin sindirimi ile elde edilir ve UniProt/BLAST
veri tabanina karsi arama yapilarak dogrulanir. Ikinci olarak, karakterizasyon ve mutlak
kantifikasyon saglamak i¢in hem niteliklestirici hem de kantifikasyon iyonlari ayni anda
izlenir. Son olarak, immiinoafinite kolonlar1 kullanarak immiinokitlenme, izlenebilirlik i¢in az

diizeyde Kemerin izoformunun zenginlestirilmesi saglanir. Insan serum sivisindan elde edilen
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sonuglarda; kemerin-153Q 3.51 ng/mL, kemerin-154F 9,72ng/mL, kemerin-155A 8.55
ng/mL, kemerin-156F 60,14 ng/mL, kemerin-157S 90,71 ng/mL, kemerin-158K 20,26 ng/mL
olarak bulunmustur (Huang vd., 2020). Fakat sonug¢lar ELISA ile karsilastirildiginda, ELISA

sonuglarin her bir izoform i¢in ¢ok daha diisiik seviyelerde oldugu gosterilmistir.

2.5.3. Elektrokimyasal Impedimetrik Biyosensor ile Kemerin Tespiti

Literatiirde yer alan en giincel ¢aligmalardan biri olan 2025 arastirmasinda, kemerin
analizi i¢in li¢ boyutlu baski teknolojisi ile iiretilmis yenilik¢i bir impedimetrik platform
sunulmustur. Yapilan ¢alismada, fiziksel buhar biriktirme (PVD) yontemiyle altin kaplanmig
polilaktik asit (PLA) elektrot yiizeyleri, anti-kemerin antikorlariyla modifiye edilerek,
biyosensor iiretiminde maliyeti minimize eden ancak analitik hassasiyeti de arttiran bir
metodoloji  gelistirilmistir. Elektrokimyasal Impedans Spektroskopisi (EIS) tabanli
gergeklestirilen 6lgiimler sonucunda elde edilen 0,0068 ng/mL'lik LOD degeri, bu platformun
klinik orneklerde eser miktardaki kemerin tespiti i¢in yliksek potansiyele sahip oldugunu
gostermektedir. Bu calisma, biyosensor diinyasinda tek kullanimlik (disposable) ve
Ozellestirilebilir elektrot tasarimlarinin, geleneksel laboratuvar yontemlerine karsi bir

alternatif olusturabilecegini metodolojik olarak dogrulamaktadir (Yiicel ve Ozcan, 2025).

2.6. Aptamer ve Ustel Zenginlestirme Yoluyla Ligandlarin Sistematik Evrimi
(SELEX)

2.6.1 Aptamer Terimi ve Aptamer Kiitiiphanesi

Yapisal olarak, bir aptamer genellikle 20—80 niikleotidden olusan kisa tek zincirli bir
oligoniikleotid dizisidir (ssDNA veya RNA). Aptamer terimi ilk defa 1990 yilinda Andy
Ellington ve Jack W. Szostak tarafindan kullanilmistir (Ellington ve Szostak, 1990).
Aptamerler; proteinler, peptitler, karbonhidratlar, kiiciik molekiiller, toksinler ve hatta canli
hiicreler dahil olmak iizere belirli bir hedefe se¢ici olarak baglanabilen kisa, tek sarmalli DNA
veya RNA (ssSDNA veya ssRNA) molekiilleridir. Ellington ve Szostak tarafindan, ilk aptamer
bir RNA molekiilii olarak gelistirilmistir. Gelistirilen bu RNA dizileri, latince aptus (uyum
saglamak) kelimesinden tiiretilerek aptamer olarak adlandirilmistir.  Aptamerlerin
tanimlanmasi, SELEX olarak da adlandirilan bir in vitro se¢im siireci ile saglanir (Ellington
ve Szostak, 1990; Tuerk ve Gold, 1990). Bu yontem ilk olarak 1990 yilinda Tuerk ve Gold ile
Ellington ve Szostak tarafindan rapor edilmistir. O zamandan beri bir¢ok hedef molekiile 6zgii

aptamer gelistirilmistir. Aptamerler, tek sarmalli ilmekler olusturma egilimleri nedeniyle
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cesitli sekiller alirlar ve hedefleri ile olusturduklar zayif etkilesimler ile hidrojen baglart
sayesinde hedeflerine yiiksek segicilik ve 6zgiillikkle baglanmaktadirlar. Yani hedef molekiile
yiiksek afinite gosterirler. Aptamer baglanmasi; birincil yapidan ziyade iiglinciil yapi
tarafindan belirlenir (Wolter ve Mayer, 2017). Hedefi tanima ve baglanma, 3 boyutlu seklin
yani sira hidrofobik etkilesimler, van der Waals kuvvetleri, hidrojen baglar1 ile baz
dizilislerine de baglhidir. Aslinda aptamerler, hedeflerine uyduklar1 i¢in baglanmaktadirlar
(Sekil 2.9). Aptamerler ve antikorlar, hedef molekiillere son derece yiiksek oOzgiillik ve
baglanma afinitesi gostermeleri agisindan oldukg¢a benzerdir. Son on yilda 2.000°den fazla
aptamer Uretilmistir (Wolter ve Mayer, 2017). Aptamerler, antikorlara kiyasla bazi avantajlara
sahiptir. Ornegin, hedef olan molekiile kars: yiiksek bir secicilige sahiptirler, yani belirli bir
aptamer, hedef molekiiliine kars1 son derece 6zgiildiir. Ayrica, antikorlara kiyasla daha kiigiik
yapilar1 sayesinde hiicre i¢i hedeflere ulasabilirler. Bunun yani sira, aptamer se¢imi SELEX
dongiileri sayesinde kisa slirmektedir. Ayrica {iretim serileri bazinda diisiik degiskenlik
gostermesi ve bliylik 6lgekli iiretimlerinin kolay olmasi gibi avantajlart da bulunmaktadir
(Song vd., 2012). Bu ozellikler, aptamerleri terapdtik uygulamalarda antikorlarin yerine
gecebilecek giiclii adaylar haline getirmektedir. Aptamerlerin antikorlara goére bircok
avantajina ragmen, hala ele alinmasi gereken bazi zorluklar bulunmaktadir. Bunlar arasinda
Ozgil kiitliphanelerin tasarimi1 ve aptamerlerin stabilitesi, ayrica se¢im kosullarinin optimize
edilmesi yer almaktadir. Buna ek olarak, aptamerler in vitro ortamda gelistirilmektedir ve

antikorlarda karsilasilan bazi etik kaygilardan bagimsizdir.

r_\—j katlanma baglanma

hedef-aptamer

aptamer katlanan aptamer :
P kompleksi
/_\/? katlanma baglanma
—_— _—
aptamer katlanan aptamer hedef-aptamer

kompleksi

Sekil 2.9. Yap1 olusumuna bagli olarak bir hedef proteine aptamer baglanmasinin sematik gosterimi. Baglanma
kosullarinin ayarlanmasindan sonra aptamer, hedef molekiil (6rnegin bir protein) ile etkilesime girdigi 3 boyutlu

bir yapiya katlanir ve bu da kararli bir hedef-aptamer kompleksi ile sonuglanir (Wolter ve Mayer, 2017).
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Aptamer se¢imi, SELEX (Ustel Zenginlestirme ile Ligandlarin Sistematik Evrimi)
teknolojisi kullanilarak gerceklestirilir. SELEX, temel olarak kiitiiphane sec¢imi, inkiibasyon,
baglanma, yikama ve amplifikasyon gibi birka¢ adimdan olusur. Hedef molekiil se¢ilmeden
once, yaklagik 10'>-10'¢ diziden olusan bir oligoniikleotid kiitiiphanesi sentezlenir. Bu
kiitiphanede, merkezde degisken diziler, uclarda primer baglanmasi ve polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) i¢in sabit diziler bulunur. Hedef molekiiller bu kiitiiphane ile inkiibe edilir.
Ardindan, baglanan diziler uygun yontemlerle baglanmayanlardan ayrilir. Baglanan diziler
PZR ile gogaltilir ve sonraki se¢im dongiisii i¢in bir havuz olusturulur. Her dongiiyle birlikte,
havuz spesifik dizilerle giderek daha fazla zenginlesir. Bu zenginlestirilmis diziler sekanslanir,

baglanma afiniteleri dogrulanir ve degerlendirilir.
2.6.2. Farkh SELEX Yontemleriyle Aptamer Secimi
2.6.2.1. Negatif SELEX

Belirli bir hedef madde i¢in aptamer elde etmek amaciyla, hedef molekiil genellikle
manyetik boncuklar gibi kat1 faz desteklerine immobilize edilir. Ancak, manyetik boncuklarin
yiizeyine 0zgiil olmayan baglanma, yanlis pozitif sonuglara yol agarak nihai sonuglarda
sapmalara neden olabilir. Ellington ve Szostak, bu hatalari en aza indirmek i¢in 1992 yilinda
Negatif-SELEX yontemini tanitmistir (Ellington vd., 1992). Bu yontemde, hedef molekiille
inkiibasyon yapilmadan Once, manyetik boncuklar yalnizca kiitiiphane ile inkiibe edilir,
boylece 6zgiil olmayan baglanmalar belirlenir. Daha sonra bu boncuklar atilir. Negatif-
SELEX ile elde edilen aptamerler, negatif se¢im uygulanmadan iiretilenlere kiyasla yaklasik

10 kat daha yiiksek afinite gosterir (Zhuo vd., 2017).
2.6.2.2. Karsit SELEX

Karsit-SELEX, prosediir ve amag acisindan Negatif-SELEX yontemine benzer, ancak
temel farki, karsit-SELEX'in inkiibasyon i¢in benzer hedef molekiilleri kullanmasidir. 1994
yilinda Jenison ve ekibi tarafindan tanitilan karsit-SELEX, aptamerlerin 6zgiilliigiinii artirmak
amaciyla gelistirilmistir (Robert vd., 1994). Geleneksel SELEX'e kiyasla, karsit-SELEX,
hedefe yapisal olarak benzer molekiillerin hedef olarak kullanildigi ek bir adim ekleyerek,
0zgiil olmayan oligoniikleotidleri (aptamer) ayirt etmeyi saglar. Bu yontem, daha spesifik
aptamerler elde etmek icin diger modifiye SELEX yontemlerine de entegre edilmistir.
Negatif-SELEX ve Karsit-SELEX arasindaki temel fark, inkiibasyonda kullanilan hedeflerin
farkli olmasidir (Zhuo vd., 2017).
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2.6.2.3. Toggle-SELEX

Bu yontem, bir hedefe baglanan tiim molekiilleri taramak i¢in birden fazla pozitif
hedef kullanir ve se¢im siireci boyunca hedef kosullarinin dinamik olarak degistirilmesine
olanak tanir. Genellikle tiimor hiicrelerini hedefleyen aptamerlerin se¢ilmesinde kullanilir.
Tiimdr hiicrelerinin yiizey epitoplart siirekli olarak mutasyona ugradigindan ve ilag direncine
yol actigindan, tedavinin bu mutasyonlara ragmen etkili kalmasimi saglamak icin Toggle-
SELEX kullanilir (Dua vd., 2018). Bu yontem, antikoagiilan aptamerlerin se¢ilmesi i¢in
kullanmilmistir (White vd., 2001) ve ayrica gesitli Gram-negatif bakterilere karsi aptamerler
elde etmek i¢in de uygulanmustir (Shin vd., 2019).

2.6.2.4. Capture-SELEX

Bu yontem, kiitiiphaneyi kat1 fazda immobilize etmek i¢in kullanilir. Genellikle kiiglik
molekiil aptamerlerini izole etmek amaciyla kullanilir. Islemde, oligoniikleotid kiitiiphane kati
faz desteklerine baglanir ve 1sitma-sogutma islemleriyle baglanma kolaylastirilir (Lyu vd.,
2021). Daha sonra streptavidin kapli manyetik boncuklar eklenerek biyotinlenmis
oligoniikleotid dizileri baglanir ve manyetik boncuk-oligoniikleotid kompleksi olusturulur.
Spesifik aptamerler, yikama ve eliisyon islemleriyle elde edilir. 2012 yilinda Regina ve ekibi,
Capture-SELEX yontemini kullanarak aminoglikozid antibiyotik olan kanamisin A igin
aptamerler se¢mistir (Stoltenburg vd., 2012). Benzer sekilde, 2017'de Georges ve ekibi,

penisilin G igin aptamerler segmistir (Paniel vd., 2017).
2.6.2.5. Hiicre SELEX (Cell SELEX)

Bu yontem, canli hiicreleri hedef olarak kullanarak, hiicre ylizey reseptorlerine
baglanan veya belirli hiicre popiilasyonlarini taniyan aptamerleri belirlemeye yonelik bir
tekniktir. Cell-SELEX, in vitro SELEX’e kiyasla klinik uygulamalara daha uygundur, ¢iinkii
hiicre ylizeylerindeki dogal yapilara dayanir (Choi vd., 2023). Ayrica, genis bir hedef
yelpazesine yonelik aptamerleri belirleyebilir, bu da klinik hastaliklarin anlagilmasi ve
tedavisi agisindan biiyiikk 6nem tasir. 2003 yilinda Daniels ve ekibi, glioblastoma tiirevli U251
hiicre hattin1 kullanarak tenascin-C igin aptamerler se¢mistir (Daniels vd., 2003). Ayrica,

glioma hiicrelerini hedefleyen aptamerler de gelistirilmistir (Lin vd., 2021).
2.6.2.6. Kapiler Elektroforez-SELEX (CE-SELEX)

Bu yontem, iyonlart elektroforetik hareketliliklerine gore ayirarak aptamer se¢imi
yapar. Geleneksel SELEX’e kiyasla, daha az se¢cim dongiisii gerektirir (genellikle 1-4 dongii),
bdylece yiiksek afiniteye sahip aptamerler daha hizli elde edilir. Bu teknik, ¢ozeltide baglanan
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DNA molekiillerini baglanmayanlardan ayirir ve kati faz destekleri ve yikamalarla baglantilar
ortadan kaldirir (Mosing ve Bowser, 2009). Ancak, maliyeti yiiksektir ve yalnizca yiiksek
molekiiler agirlikli hedeflerin se¢imiyle sinirhidir. CE-SELEX ile a-fetoprotein ve GPC3 gibi
proteinlere yonelik aptamerler basariyla secilmistir (Dong vd., 2015). Ozellikle GPC3,
hepatoselliiler karsinomun erken teshisi i¢in bir tiimor biyobelirteci olarak tanimlanmistir

(Dong vd., 2018).
2.6.2.7. Mikroakiskan SELEX (M-SELEX)

Geleneksel SELEX’te birden fazla zenginlestirme dongiisti gereklidir, ancak bu siireg
sirasinda  dizilerin  kaybolmasi, 06zgiill olmayan amplifikasyon ve PZR sirasinda
kontaminasyon gibi hatalar meydana gelebilir (Irvine vd., 1991). M-SELEX, bu sorunlari
¢ozmek i¢in gelistirilmis bir otomatik tekniktir. Bu yontem, mikrodlgekli seviyede yiiksek
Ozgillige ve afiniteye sahip aptamerleri hizla tarar. En 6nemli 6zelligi, mikromanyetik
ayirma cihazlarinin verimliligini artirmasidir. Yapilan ¢aligmalar, hedef sayisin1 azaltmanin,
aptamer havuzunda yalnizca birka¢ diziyi hizla belirleyerek secim siirecinin 6zgiilliigiinii

artirabilecegini gostermistir (Dembowski ve Bowser, 2018).
2.6.2.8. Yiiksek Verimli Dizileme SELEX (HTS-SELEX)

HTS-SELEX, klasik SELEX yonteminin bir gelistirilmis versiyonudur. Herhangi bir
secim dongiisiinde dizileme yapilmasia olanak tanir. Bu, kontaminasyonun veya secilen
dizilerin g¢evresel nedenlerle kaybolmasmin onlenmesine yardimci olur (Zhuo vd., 2017).
HTS-SELEX, hedef molekiillerin 6zgiilliiglinii yliksek hassasiyetle Olgebilir ve genellikle
RNA baglanma 6zgiilliigiinii analiz etmek i¢in kullanilir (Guenther vd., 2013). 2015 yilinda
Dupont ve ekibi, yliksek verimli dizileme teknolojisi kullanarak plazminojen aktivator
inhibitori-1 (PAI-1) icin spesifik olarak 2'-floropirimidin modifiye RNA aptamerlerini segmis
ve zenginlestirmistir (Dupont vd., 2015).

2.6.2.9. In vivo SELEX

Geleneksel SELEX yontemleri genellikle in vitro olarak gerceklestirilir ve hedefler
genellikle yapay olarak sentezlenir. In vitro olarak segilen aptamerlerin in vivo ortamda etkili
olmamasi sorununu gidermek i¢in, arastirmacilar in vivo SELEX yontemini gelistirmistir. Bu
yontem, ilag tasima sistemlerinde yaygin olarak kullanilir ve hastalik modeli olarak kullanilan
hayvanlarda dokulara dogrudan niifuz edebilen aptamerlerin {iretilmesine olanak tanir. Chen
ve ekibi 2019 yilinda, fare modelinde fosfatidilserin baglayici proteinleri (PB'ler) hedefleyen

aptamerleri tanimlamak igin bu yontemi kullanmistir (Chen vd., 2019). Mi ve ekibi, canli
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timorlere enjekte edilen aptamerleri elde etmeye yonelik ilk girisimi gergeklestirmistir (Mi
vd., 2010). Ayrica Cesarini ve ekibi, kan-beyin bariyerini gegebilen hedeflenmis bir ilag
tasima sistemi gelistirmistir (Cesarini vd., 2020). Genis kapsamli deneyler, in vivo ortamda

aptamer iiretiminin miimkiin oldugunu géstermektedir.
2.6.2.10. Manyetik Boncuk (MB) Tabanh SELEX

Klasik olarak manyetik boncuklar (MB)'ler, hedef molekiilii veya oligoniikleotid
kiitliphanesini en uygun fonksiyonel gruplar araciligiyla boncuk yiizeyi iizerinde hareketsiz
hale getirerek aptamer seciminde kat1 destek olarak kullanilir. Daha sonra, elde edilen konjuge
MB'ler, MB tabanli SELEX icin DNA/RNA kiitiiphanesi ile veya hedef ile inkiibe edilir.
Hedefe kars1 afinite gosteren oligoniikleotid dizileri, bir manyetik alan uygulanarak etkilesime
girmeyen niikleik asit ligandlarindan ayrilabilir. Bu adim1 takiben, boncuk yiizeyinde hedefe
baglanan afiniteye sahip diziler, PZR ile amplifikasyon i¢in ¢ozelti i¢inde olduklarindan ve
daha sonra yeni bir se¢im turu i¢in kosullandirildiklarindan, ayristirilabilir veya dogrudan
kullanilabilir. Ek adimlarin varhigi, artan secicilige sahip aptamerlerin elde edilmesine
yardimet olabilmektedir (Manea vd., 2024). Song ve arkadaslart manyetik boncuk kullanarak
kanamisin A'ya (bir aminoglikozid antibiyotik) 6zgii aptamer gelistirmistir (Song vd., 2011).
Paniel ve ekibi ise 2017 yilinda manyetik boncuk tabanli SELEX ile penisilin G'ye 6zgii
aptamerler segmeyi basarmiglardir (Paniel vd., 2017).

2.6.3. Aptamer Teknolojisinin Kullanim Alanlari

Aptamerler, hedef molekiilleri 6zel olarak tanima ve bunlara baglanma yetenekleri
nedeniyle artik ¢esitli alanlarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Biyosensorler, patojen tespiti
ve kanser teshisi gibi alanlardaki uygulamalar da dahil olmak tizere klinik teshis ve tedavideki
uygulamalar1 daha sik giindeme gelmektedir. Giiglii afiniteleri ve ozgiilliikkleri nedeniyle,
aptamerler klinik teshis ve ilgili alanlarda 6nemli bir potansiyele sahiptir. Ek olarak,
aptamerler kolayca etiketlenmektedir. Bruno ve Kiel tani araci olarak ilk aptameri
gelistirmiglerdir. Yaptiklar1 calismada sarbon sporlarini tespit etmek icin bir aptamer
kullanmislardir (Bruno ve Kiel, 1999). Ek olarak, aptamerler hem tedavi hem de tani i¢in
hassas tipta Onemli bir potansiyele sahiptir. Modifiye aptamerler enzimatik bozulmaya
direnebilir. Bu nedenle, hedefe yonelik tedavilerde 6nemli roller oynamaktadir (Zhu ve Chen,
2018). Aptamer hedefli viriisler lizerinde de kapsamli aragtirmalar yapilmigtir. Kacherovsky
ve ekibi 2021°de, koronaviriis tespiti ve tedavisi i¢in yeni bir biyo-tanima araci olarak biiytiik

potansiyel gosteren SARS-CoV-2 aptamerini basariyla gelistirmistir. Spikiilin gibi viral
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proteinleri 6zel olarak taniyan aptamerler, sadece tespit hassasiyetini artirmakla kalmaz, ayni
zamanda kiiresel pandemilere karsi miicadelede onemli bir ara¢ saglayan yeni antiviral
terapotiklerin gelistirilmesini de kolaylastirir (Kacherovsky vd., 2021). Bu aptamerlerin enzim
aktivitesini inhibe ettigi, proteinler, RNA ve konakgi1 proteinler arasindaki etkilesimleri bloke
ederek virlis partikiil olusumunu baskiladig1 gosterilmistir. Su anda, en yaygin olarak
kullanilan antikanser ilaglar spesifik degildir ve insan sagligina degisen derecelerde zarar
verebilir ve bu da 6nemli yan etkilere yol agabilir. Bununla birlikte aptamerler, ilag dagitim
sistemleri olarak hizmet etmek i¢in diger ajanlarla birlikte hareket edilebilir, boylece normal
hiicrelere verilen hasar1 azaltir ve terapotik etkinligi arttirir. Cesitli tiimor hiicresi aptamerleri,
SELEX kullanilarak basarili bir sekilde tespit edilmistir. Ornegin, prostat spesifik membran
antijenine kars1 aptamerler tanimlanmistir (Lupold vd., 2002). Ayrica, epitel hiicresi adezyon
molekiilii 1'1 hedefleyen aptamerler de gelistirilmistir (Y. Song vd., 2013). Bu aptamerler,

kanser tespitinde ¢ok 6dnemli roller oynayan timér belirtegleri olarak islev goriir.

Aptamerler, rejeneratif tipta da biiyiik potansiyel gostermektedir. Kok hiicre biiylimesi
ve farklilagmasi i¢in uygun bir ortam saglamak iizere hiicre dis1t matrisi degistirebilirler,
boylece doku yenilenmesini tesvik edebilmektedirler. SELEX teknolojisinin ilerlemesiyle,
niikleik asit aptamerleri artik hedef hiicreleri siniflandirmak i¢in kullanilabilir. Diisilik tiretim
maliyetleri, enzimatik bozulmaya kars1 giiclii direng, yiiksek saflik, yiiksek verimlilik ve
hiicreler iizerinde minimum etki ile karakterize edilirler. Giiniimiizde, ¢esitli kok hiicreler i¢in
yiiksek 6zgiilliik ve afiniteye sahip ¢ok sayida aptamer tanimlanmigtir. Ornegin, insan yag
dokusu kaynakli kok hiicreler i¢in bir aptamer basariyla se¢ilmistir (de Melo vd., 2021). Yao
ve ekibi 2020°de, kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerine (MSC'ler) 6zgii aptamerleri
basariyla tanimlamiglardir (Yao vd., 2020). Biyosensorlerin temel bilesenleri reseptorler ve
dontstiiriiciilerdir. Biyolojik reseptorler tipik olarak antikorlar, hiicreler, enzimler ve niikleik
asitler icerir (N. Paniel vd., 2013). Biyolojik reseptorler olan niikleik asit aptamerleri tipik
olarak hedef biyomolekiilleri tanir ve onlara baglanir. Daha sonra, sinyal doniistiiriici, tespit
edilebilir bir sinyal tiretmek i¢in hedef madde ve biyolojik reseptor ile etkilesime girer (Han
vd., 2010). Aptamerler, umut verici yeni optik ve elektriksel biyosensor tiirleridir Chung ve
arkadaglar1 2015 yilinda, aptamerleri floresan nanopartikiiller (A-FNP'ler) ile basarili bir
sekilde konjuge etmis ve Escherichia coli'yi tespit etmistir (Chung vd., 2015). Ayrica, 2015
yilinda Abbaspour ve arkadaslari bir elektrik sensorii kullanarak Staphylococcus aureus'u
tespit edebilmistir (Abbaspour vd., 2015).
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3. CALISMANIN AMACI

Hastaliklarin tan1 ve tedavisinde kullanilan yontemlerin, kisa siireli ve kesin sonuglar
vermesi adina her gegen giin yeni calismalar yapilmaktadir. Biyolojik bir tanima elemaniyla
(6rnegin enzim, antikor, DNA gibi) kimyasal bir analiti (6rnegin glikoz, toksin, bakteri)
algilayan ve bunu 6lgiilebilir bir sinyale doniistiiren cihazlar olarak tanimlanan biyosensorler,
tan1 ve tedavide ufuk agici bir yol olmaktadir. Yaptigimiz ¢aligmada, aptamer tabanli bir
biyosensor gelistirilmesi i¢in temel adim olan hedefe 6zgii aptamerin se¢ilmesi amaglanmustir.
Patolojik mekanizmalardaki merkezi konumu ve biyobelirteg¢ potansiyeli yeni nesil
aragtirmalarla daha net bir sekilde ortaya konan kemerin proteinine 0zgii aptamer
gelistirilerek, insan serum sivisindaki tespitinin kolaylastirilmast ve hastalik teshisi igin bir
biyobelirteg olarak kullanilmasi bu tezin ana amacidir. Kemerin proteinin inaktif ve aktif
formlar1 bulunmaktadir. Aktif olarak bulunan kemerin-S157 izoformu, yapilan ¢aligmalarda
serum sivisinda en ¢ok bulunan ve aktivitesi yiliksek olan izoformdur. Bu nedenle aptamer
gelistirilmesi i¢in hedef olarak kemerin-S157 formu segilmistir. Su ana kadar yapilan
arastirmalarda, kemerin-S157 proteini igin gelistirilmis bir aptamere rastlanmamistir. Ancak,
kemerin tespiti igin yaygin olarak kullanilan yontemlerden biri, ELISA testidir. Ornegin, R&D
Systems tarafindan sunulan Human Chemerin DuoSet ELISA kiti, insan serumunda veya
plazmasinda kemerin seviyelerini 6lgmek i¢in kullanilmaktadir. Fakat bu tiir testler her ne
kadar aktif kemerin diizeylerini 6lgse de 6zel olarak kemerinin hangi aktif izoformu oldugunu
gostermemektedir. Kemerin izoformlari hastalik tiiriine ve doku tipine bagl olarak degistigi
i¢cin hangi izoformun 6l¢iildiigli olduk¢a onemlidir. Ayrica antikor tabanli 6lglim tekniklerinin
uygulanmasi ve gelistirilmesi de oldukga vakit almaktadir. Tez ¢alismasinda, aktif kemerin-
S157 izoformuna yiiksek afinite ile baglanan 6zgiin bir aptamer gelistirilmis olup; bu aptamer,

ileride tasarlanacak biyosensor sistemlerinin ana bileseni olarak konumlandirilmistir.
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4. MATERYAL METOT

4.1. Kemerin Proteinin Temini ve Aptamer Secilimi I¢in Gerekli Olan SELEX

Kitinin Temini

Kemerin proteinine 6zgii aptamer sec¢imi igin yiiksek aktivite gosteren aktif kemerin-
S157 izoformu seg¢ildi. Segilen kemerin izoformu 137 amino asit uzunlugunda ve 16 kDa
biyiikliigiindedir (E21-S157). Kemerin-S157 izoformunun amino asit dizisi, 1
ELTEAQRRGL QVALEEFHKH PPVQWAFQET SVESAVDTPF PAGIFVRLEF
KLQQTSCRKR 61 DWKKPECKVR PNGRKRKCLA CIKLGSEDKV LGRLVHCPIE
TQVLREAEEH QETQCLRVQR 121 AGEDPHSFYF PGQFAFS seklindedir. Belirtilen
amino asit dizisine sahip protein, MedChemExpress’ten C terminal ucunda 6 adet Histidin
amino asiti (6xHis) ile isaretlenerek HEK293 hiicre hattinda tirettirildi ve temin edildi. Temin

edilen protein, 50 pg liyofilize toz halde ve %95 safliktadir.

Aptamer se¢imi ve SELEX dongiileri i¢in EurX XELEX DNA Core Kit kullanild1. Kit
icerisinde son hacmi 500 pyL’ye ayarlanan 10 nmol aptamer kiitiiphanesi (LibraryBank 40),
10x SELEX tamponu, 5-Bank40 primeri ve 3’-Bank40 primeri bulunmaktadir. Aptamer
kiitiiphanesi rastgele baz dilimine sahip 40 niikleotitten olusmaktadir. Teorik olarak tiim olas1
40 baz uzunlugundaki rastgele dizileri iceren bu kiitiiphane 4*° (yaklasik 1,2 x 10%*) farkli
diziyi igermektedir. Her bir aptamerin (40 niikleotit) 3" ve 5" uglarinda 20 niikleotit ileri, 20
niikleotit geri primer bulunmaktadir. Rastgele niikleotid kiitiiphanelerinin olusturulmasi
acisindan en verimli olanlar, 40 baz uzunlugunda olan aptamerlerdir. Daha kisa rastgele
oligontikleotidler, 6rnegin 20 baz uzunlugunda olanlar (evrensel kiitliphane boyutu: 4%~ 11x
10" farkli molekiil) ile SELEX yapilmasi miimkiin olsa da yapisal kisitlamalar nedeniyle
baglanma ozelliklerindeki ¢esitlilik, daha uzun rastgele oligoniikleotid kiitliphanelerine
kiyasla olduk¢a smirlidir. Rastgele 80 baz igeren oligoniikleotidler (evrensel kiitiiphane
boyutu: 4%° ~ 1,1 x 10*® farkli molekiil) oldukga biiyiik molekiillerdir ve iyi baglayici olarak
tanimlanan molekiiller, hedefe 6zgii afinitenin yani sira ek, 6zgiil olmayan ya da istenmeyen
baglanma Ozellikleri de tasiyabilir. Bununla birlikte, 90 bazin iizerindeki rastgele dizi
bolgelerine sahip oligoniikleotid havuzlari, zamanla birikime neden olabilen kendi kendine
agregat (kiimelesme) olusturma egilimindedir. Bu nedenle aptamer se¢imi i¢in 40 bazlik

aptamer kiitliiphanesi tercih edilmistir.
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4.2. Kemerin Proteininin Manyetik Boncuklara Iimmobilizasyonu

Kemerine ozgli aptamer sec¢imi i¢in manyetik boncuk tabanli SELEX sistemi
kullanildi. Manyetik boncuklar, hedef molekiil olan kemerin proteinini belirli fonksiyonel
gruplar sayesinde ylizeylerine sabitleyerek, aptamer se¢imi sirasinda kat1 bir faz olarak
kullanildi. Kullanilan manyetik boncuklardaki (Thermo Scientific HisPur™ Ni-NTA
Magnetic Beads) fonksiyonel gruplar nikel yiiklii nitrilotriasetik asit (Ni-NTA)’tir. Bu gruplar
polihistidin etiketli (His-tag) proteinlere afinite gostererek baglanmaktadir. Kemerinin C

terminal ucunda bulunan 6x-His etiketi sayesinde Ni-NTA boncuklara baglanmaktadir.

Kullanilan Ni-NTA manyetik boncuklarin hedefi baglama kapasitesi, > 40 ng yesil
floresan protein (GFP)/mg boncuk olarak belirtilmistir. Buna gore liyofilize haldeki 50 ug
kemerin proteini, 500 puL dengeleme tamponunda (100 mM sodyum fosfat, 600 mM sodyum
Kloriir, %0.05 Tween20, 30 mM imidazol, pH 8,0) ¢oziilerek konsantrasyonu 100 ug/mL olan
stok protein soliisyonu hazirlandi. Daha sonra boncuklara proteinlerin baglanmasi igin Ni-
NTA boncuk prosediiriine uygun bir sekilde +4 °C sicaklikta tutulan boncuklar oda sicakligina
alinarak hafifce karigtirildi. Ardindan 40 pL (0,5 mg) manyetik boncuk 1.5 mL eppendorfa
alinarak tizerine 160 pl esitleme tamponu eklendi ve 10 s. vortekslendi. Eppendorf, manyetik
standa almarak boncuklar miknatis yardimiyla c¢ekildi ve siipernatant uzaklastirildi.
Eppendorfa tekrar 400 pL esitleme tamponu eklendi ve yikama adimi tekrarlandi.
Hazirlanmis olan stok protein soliisyonu, esit hacimde esitleme tamponu ile seyreltilerek
boncuga baglanmasi istenen protein 6ziitli hazirlandi. 200 pL stok protein, 200 pL esitleme
tamponuna eklenerek hazirlanan protein soliisyonu (400 pL), siipernatanti uzaklastirilan
boncuklara eklendi. 10 s. vorteks yapildiktan sonra 30 dk oda sicakliginda rotatorda inkiibe
edildi. Bu asamada His-tag etiketi bulunan kemerin proteinin boncuklara baglanmasi saglandi.
Inkiibasyonun ardindan, kemerin baglanmis kat1 faz olarak kullanilan boncuklar manyetik
stant kullanilarak topland1 (Sekil 4.1). Geriye kalan siipernatant, kemerin proteinin boncuklara
ne kadar baglandiginin Olgiilmesi icin saklandi. Boncuk ve protein etkilesimi ne kadar
kuvvetliyse, siipernatantta kalan protein miktar1 o kadar az olacagi i¢in, siipernatantta bulunan
protein konsantrasyonu Olgiilerek dolaylt olarak baglanan protein miktar1 bulundu.
Boncuklarla inkiibasyon dncesi protein miktar1 ve inkiibasyon sonrasi siipernatantta bulunan
protein miktar karsilastirilarak baglanan protein konsantrasyonu hesaplandi. Protein 6l¢limii
i¢cin standart olarak kullanilan BSA tabanli Thermo Micro BCA Protein Assay Kit kullanildi.
Boncuk-protein etkilesimi ayrica Fourier donisiimli kizilotesi spektroskopisi (FT-IR)

analiziyle (Bruker Alpha Compact) de test edildi. FT-IR analizinde, Ni-NTA manyetik
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boncugun (protein bagli olmayan boncuk) dalga boyu ile boncuga bagli kemerinin dalga boyu

karsilastirilarak baglanmanin olup olmadigina bakildi.
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Sekil 4.1. Manyetik boncuga bagli kemerinin manyetik stantta toplanmasi.

4.3. Seyreltilmis Sigir Serum Albiimin (BSA) Standartlarinin Hazirlanmasi

Thermo Micro BCA Protein Assay Kit yonteminde, alkalin ortamda proteinin bakir
iyonunu (Cu2+) indirgemesi sonucu olusan Cu™ iyonunun tespiti i¢in bikinkoninik asidi
(BCA) reaktif olarak kullanilir. Bu islem sonucunda, bir Cu*! iyonu ile iki BCA molekiiliiniin
selatlasmasiyla mor renkli bir reaksiyon triinii olusur. Suda ¢oziiniir bu kompleks, 562 nm
dalga boyunda gii¢lii bir absorbans gosterir ve protein konsantrasyonu arttikca absorbans
degeri dogrusal olarak artar. ilk olarak kit prosediiriine uygun sekilde seyreltilmis sigir serum
albumini (BSA) standartlar1 hazirlandi. Seyreltiklerin hazirlanmasi i¢in konsantrasyonu 2,0
mg/mL olan 1 mL’lik BSA stoklar1 kullanildi. Seyreltmeler deiyonize saf su (dH,0) ile, Tablo
4.1’ de belirtildigi gibi yapildi. Daha sonra Ol¢iim i¢in gerekli olan Micro BCA ¢alisma
reaktifi hazirlandi. Calisma reaktifi (WR), Reaktif MA, Reaktif MB ve Reaktif MC 25:24:1
oraninda karistirilarak hazirlandi. Ilk olarak reaktif MA ve MB karistirildi en son MC reaktifi
eklenerek WR hazirlandi. Hazirlanmis olan BSA seyreltikleri kullanilarak standart grafikleri
hazirlandi. Kiigiik hacimde ¢alisilmas: daha uygun oldugu i¢in Slgiimler spektrofotometrik

olarak ODsg; nm’de nanodrop cihazi (BioSpec-nano, Shimadzu) ile yapildi.
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Tablo 4.1. Seyreltilmis S1gir Serum Albumin (BSA) Standartlarimin Hazirlanmast.

Tiip Seyreltici Hacmi (mL) BSA Hacmi ve Kaynagi Son BSA Konsantrasyonu (ng/mL)

A 4,5 0,5 mL Stok 200

B 8 2,0 mL Tiip A seyreltmesi 40

C 4 4,0 mL Tiip B seyreltmesi 20

D 4 4,0 mL Tiip C seyreltmesi 10

E 4 4,0 mL Tiip D seyreltmesi 5

F 4 4,0 mL Tip E seyreltmesi 2,5

G 4.8 3,2 mL Tiip F seyreltmesi 1

H 4 4,0 mL Tiip G seyreltmesi 0,5

I 8 0 0 (Blank)

4.3.1. BSA Grafiginin Cikarilmasi

BSA grafigi hem mikroplakada yapilan dl¢iimler hem de kiiciik hacimde g¢aligmak
adina nanodrop cihazinda ODsg; nm’de yapilan dlgiimler ile hazirlandi. Mikroplaka temelli
yapilan Ol¢timler i¢in, hazirlanmig olan BSA seyreltiklerinin (A-I) her birinden 150 pL alindi
ve 96 gozlii mikroplaka kuyucuguna koyularak {iizerlerine 150 pL WR eklendi. Plaka
calkalayicida 30 saniye iyice karistirildi ve 37 °C'de 2 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi
plaka oda sicakligina sogutuldu ve plaka okuyucusunda (Multiskan™ FC 96 and 384-well
Plate Microplate Photometers, Thermo Scientific) 562 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii
yapildi. Bos (Blank) Ornegin 562 nm absorbansi, diger tiim standartlarin 562 nm
degerlerinden ¢ikarildi. Ayni islemler, kii¢lik hacimde tekrarlandi. Kiiciik hacim 6l¢iimleri igin
BSA seyreltiklerinden (veya numuneden) 4 plL alindi ve iizerlerine 4 pL WR eklendi.
Devaminda yapilan ayni islemlerin ardindan 6rnekler, nanodropta 562 nm’de fotometrik
olarak 6l¢iildii. Her BSA standardi i¢in konsantrasyonunu (pg/mL) gosteren bir standart egrisi
hem mikroplaka hem de nanodrop degerleri i¢in ¢izildi ve R? degeri hesaplandi. Kiigiik
hacimde calisilacagi i¢in nanodrop temelli egri kullanildi. Standart egrisi iizerinden

bilinmeyen orneklerin protein konsantrasyonlar1 belirlendi.
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4.4 . SELEX
4.4.1. SELEX Turlari ve PZR Kosullari

Ni-NTA boncuklara bagli olarak bulunan kemerin proteinine yiiksek afinite gosteren
aptameri bulmak adma SELEX adimlar1 gergeklestirildi. EurX XELEX DNA Core Kit
igerisinde bulunan 100 pl Bank40 kiitiiphanesine 50 pL 10x SELEX tamponu eklendi ve
hacmi dH,O ile 500 pl’ye tamamlanarak kiitiphane kullanima hazir hale getirildi. Tek
zincirli rastgele 40 niikleotitlik DNA zincirlerinden olusan Bank40 kiitiiphanesi ve PZR i¢in

gerekli olan 5’ ve 3’ uglarindaki primer dizileri Sekil 4.2’ de gosterilmistir.

Bank#40 Rastgele Bank#4o
Ileri 4,0 Bazlik Geri
Primer Bolge Primer
>_
<
TGA CAC CGT ACC TGC TCT ATA GTC CCT GGC GTGCTT

Sekil 4.2. Bank40 Kiitiiphanesi ve Primer Dizileri

Kullanima hazir olan kiitiiphaneden 200 pL alind1 ve boncuklara bagl olarak bulunan
proteinlere eklenerek 1 saat boyunca oda sicaklifinda rotatorda inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan zayif baglanan aptamerlerin uzaklastirilmasi amaciyla 1x SELEX tamponu ile
yikama yapildi. Manyetik stantta boncuk+proteint+aptamer kompleksi (Sekil 4.3) tutularak
tamponun bulundugu silipernatant uzaklastirildi. Baglanan aptamerlerin bir sonraki SELEX
turunda kullanilmasi amaciyla, komplekse 80 pL Tris-EDTA (TE) eklendi ve karistirildi.
Ardindan TE igindeki kompleks, 94 °C'de 4 dakika bekletildi ve proteine afinite gdsteren
aptamerlerin kompleksten ayrilmasi saglandi. Boncuk+protein manyetik stantta toplandu.

Stipernatantta kalan aptamerler bir sonraki turun kiitliphanesi olacagi i¢in -20 °C'de saklanda.
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Sekil 4.3. Manyetik stantta bulunan boncuk+proteintaptamer temsili semasi ve ardindan gelen SELEX adimu.

Onceki adimdan elde edilen ve proteine afinite gdsteren aptamer kiitiiphanesinin
zenginlestirilmesi i¢cin EurX SELEX DNA Core Kit i¢inde bulunan ileri ve geri primerler
kullanilarak PZR gerceklestirildi (Tablo 4.2). PZR reaksiyonu i¢in EURx Taq DNA polimeraz
enzimi kullanild1 (Tablo 4.3). PZR sonrasinda dsDNA miktart ODys nm’de o6l¢iildii ve
kaydedildi. Agaroz jel elektroforezinde PZR firiinii goriintiilendi. Ardindan PZR {iriniinii tuz
ve iyonlardan uzaklastirmak i¢in PCR Clean up Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific)
kullanildi. Kit prosediiriine uygun olarak 50 uL PZR reaksiyon soliisyonu dH,O ile 200 puL’ye
tamamlandi. Daha sonra {izerine 100 pL baglanma tamponu eklendi ve %99’luk etanol
eklenerek karistirildi. Karisim, toplama tiipline takilan DNA saflagtirma mikro kolonuna
aktarildi. Kolon, 14.000 x g’de 30-60 saniye santrifiijlendi ve akis sivist atildi. DNA
saflagtirma mikro kolonunu tekrar toplama tiipiine yerlestirildi. 700 pL yikama tamponu
eklendi ve 14.000 x g’de 30-60 saniye santrifiij islemi yapildi. Yikama islemi bir kez daha
tekrarlandiktan sonra kalan yikama tamponunu tamamen uzaklastirmak i¢in, bos saflagtirma
kolonu 14.000 x g’de 1 dakika daha santrifiijlendi. DNA saflastirma kolonunu, temiz bir 1,5
mL mikro santrifiij tiipiine aktarildi ve kolonda bulunan membraninin tam ortasina 10 pL
eliisyon tamponu eklenerek 14.000 x g’de 1 dakika santrifiijlendi. dsDNA eliisyonu elde
edildi. Elde edilen dsDNA’nin sonraki SELEX turunda zenginlestirilmis aptamer kiitiiphanesi
olarak kullanilabilmesi i¢in ssDNA’ya ¢evrilmesi gerekir. Bundan dolayi, dsDNA iizerine 500
uL 1x SELEX tamponu eklenerek 94 °C'de 4 dakika bekletildi ve hizlica buza alind1. islem
sonucunda elde edilen ssDNA’ nin miktar1 OD,gp nm’de Ol¢iildii. Miktar1 belirlenen ssDNA

bir sonraki SELEX turunun aptamer kiitiiphanesi olarak kullanildi.
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Tablo 4.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Kosullari.

95°C 2dk 1 Dongii
95°C 15sn

15 Déngii
60 °C 30sn
72°C 5dk 1 Dongii

Tablo 4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Bilesenleri

Bilesen Hacim 'lilgr?slantrasyon
10X Reaksiyon Tamponu 5Ll 1X
25 mM MgCl, 3ul 1,5mM
dNTP Karigimi 1 uL 0,2 mM
100 uM fileri Primer 0,25 uL 0,5 uM
100 uM Geri Primer 0,25 puL 0,5 uM
Tag DNA Polimeraz 1puL 1,25U
Kalip ssDNA 1 uL
dH,0 38,5 uL
Toplam Hacim 50 uL

Aptamer kiitliphanesi ile boncukla konjuge proteinin ilk inkiibasyonu ardindan Negatif
SELEX gerceklestirildi. Negatif SELEX, asil hedefe 6zgii olan aptamerlerin seg¢ilmesi i¢in
onemli bir adimdir. Protein bagli olmayan boncuklara afinite gosteren aptamerler varsa, bu
aptamerlerin uzaklastirilmasi igin ilk olarak 40 pL boncuk iizerine ilk turda elde edilen
ssDNA kiitiiphanesi eklendi ve karistirildi. 1 saat oda sicaklifinda rotatorda inkiibasyonun
ardindan manyetik stantta boncuk+aptamer kompleksi toplandi. Bir sonraki turda kullanilmak

lizere siipernatantta kalan (boncuga afinite gostermeyen) aptamerler toplandi.

Negatif SELEXin ardindan elde edilen aptamer kiitiiphanesi 2. SELEX i¢in kullanildi.
Aptamer kiitiiphanesi, 40 pL bocuga bagli olarak bulunan proteinlere eklendi ve 1 saat oda
sicakliginda rotatorda inkiibe edildi. inkiibasyonun ardindan 500 puL 1x SELEX tamponu ile
yikama yapildi. Manyetik stantta boncuk+proteint+aptamer kompleksi tutturuldu ve
siipernatant uzaklagtirildi. Uglii kompleks 80 pL TE’de ¢oziildii ve aptamerin komplekten
ayrilmasi i¢in 94 °C'de 4 dakika bekletildi ve koparilan ssDNA (aptamer)’nin miktar1t ODygo
nm’de belirlendi. Elde edilen ssDNA Tablo 4.2’de belirtilen PCR kosullar1 ile ¢ogaltilarak
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dsDNA elde edildi ve miktar1 ODjg nm’de 6l¢iildii. Ardindan PZR iirlinleri PZR Clean up
Gel Extraction Kit (Thermo Fisher Scientific) kullanilarak {iretici protokoliine gore
saflagtirildi. Saflastirilan dsDNA 94 °C'de 4 dakika bekletilip hizlica buz iizerine alinarak
ssDNA’ya doniistiiriildii. Ardindan nanodrop ile miktar tayini yapildi. Elde edilen ssDNA 3.
SELEX turu i¢in kiitiiphane olarak kullanildi.

Bundan sonra yapilan her SELEX adiminda, bir 6nceki turda ssDNA’ya donistiiriilen
DNA havuzu bir sonraki turda aptamer kiitiiphanesi olarak kullanildi. Toplam 14 SELEX turu
gergeklestirildi ve her SELEX turunda, proteine en ¢ok afinite gésteren aptameri bulmak i¢in
sartlar zorlastirildi. Kiitliphane ile boncuga bagli protein kompleksinin inkiibasyonu 1 saat ile
basland1 ve ardindan 4. SELEXte 45 dk’ya, 5. SELEXten itibaren 30 dk’ya, 12. SELEXte 20
dk’ya, 13. SELEXte 10 dk’ya ve son olarak 14. SELEXte 5 dk’ya distiriildii. SELEX
turlarinin amaci en diisiik protein miktar1 ve en kisa silirede proteine afinite gosteren aptemeri
bulmak oldugu icin, boncuk+protein kompleksinin miktar1 da SELEX turlari boyunca
olabildigince azaltildi. 40 pl ile baslanan boncuk+protein kompleksi, 3. SELEXten itibaren 20
ul’ye, 7. SELEXten itibaren 10 puL’ye, 9. SELEXte 5 uLl’ye, 10. SELEXte 2,5 uL’ye ve son
olarak 11. SELEXten itibaren 1 pL’ye distiriildi. Her turda kullanilan kiitiiphane miktari,
SELEX turlarinda kullanilan boncuk miktari, inkiibasyon siiresi, yilkama sayilar1 ve g¢ikan
dsDNA miktarlari, sonuclar boliimiindeki Tablo 5.3°te ayrintili olarak verildi. 14. SELEX
sonucunda proteine afinite gdsteren aptamerler dl¢iildiiglinde negatif sonug alindi. Bu sebeple
14. SELEX kosullarinin baglanma ic¢in uygun olmadigi gosterildi ve SELEX turlarn

sonlandirildi. Aptamer dizilerinin belirlenebilmesi i¢in klonlama agamasina gegildi.
4.5. Kemerine Yiiksek Afinite Gosteren Aptamer Dizilerinin Belirlenmesi
4.5.1. Klonlama

Klonlama i¢in Escherichia coli DH5a susu kullanildi. Ik olarak DH5a susu, CaCl,
teknigi ile kompetent hiicre formuna getirildi. Bunun i¢in DH5a susu 1 gece 3 mL Luria
Bertani Broth (LB Broth) besiyerinde biiyiitiildii. Spektrofotometrede ODggp ‘de Olgiildii ve
250 ml’lik erlende 30 mL LB besiyerine ODgyo’de 0,1 yogunlukta bakteri olacak sekilde
asiland1. Optik yogunlugu 0,45-0,55 arasina gelene kadar yaklagik 1 saat 37 °C' de sallayicida
inkiibe edildi. Yogunluk istenen degere gelince +4°C'de 4500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi ve
stipernatant atildi. Kalan pellet 10 mL soguk 100mM’lik CaCl, ile homojen hale getirildi. 30
dakika buzda bekletildikten sonra 4500 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant atildi ve
pellet 2 mL soguk CaCl, ile homojen hale getirildi. 2 saat +4°C'de bekletildikten sonra
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kompetent DHS5a susu kullanima hazir hale geldi ve Thermo CloneJET PCR klonlama kiti

kullanilarak son SELEX turunda elde edilen PZR f{iriiniin klonlanmasi ¢alismasina gegildi.

SELEX turlarinin PZR agsamasinda kullanilan Taq polimeraz enzimi, PZR {iriiniiniin 3’
ucuna A kuyruk ekleyerek yapiskan (sticky) u¢ olusturma 6zelligindedir. Kullanilan klonlama
kiti blunt (kiit) uc¢larla reaksiyon verdigi i¢in PZR iirlinlimiiz kiit uca ¢evrildi. Bunun i¢in kit
icerisinde bulunan 2X reaksiyon tamponundan 10 pL, son SELEX turundan elde edilen PZR
tiriiniinden 1 pL ve DNA Blunting enzimden 1 pL eklenerek son hacim 18 uL’ye dHO ile
tamamlandi. Bu islem buz lizerinde gergeklestirildi. 5 saniye vortekslendikten sonra 70°C ’de
5 dakika inkiibe edildi ve buza alindi. Ardindan PZR {irlinlinlin vektor ile ligasyonu asamasina
gecildi. Bu islem T4 DNA ligaz enzimi ile ger¢eklestirildi. Kiit u¢ olusturma asamasinda elde
edilen 18 pL tiriiniin tizerine 1 uL T4 DNA ligaz, 1 uL Pjet1.2 Blunt cloning vector eklenerek
5 saniye vortekslendi. Ardindan, 22 °C ‘de 10 dakika inkiibasyona birakildi ve ligasyon tirtinii

transformasyona hazir hale getirildi.
4.5.2. Transformasyon

Ligasyon {iriiniin bakteri hiicrelerine transformasyonunun gerceklestirilmesi ig¢in
kompetent hiicreden 200 pL alinarak tizerine 3 plL ligasyon iiriinii eklendi ve 30 dakika buz
tizerinde bekletildi. Ardindan 2 dakika 45 °C’de bekletildi ve cam tiiplere 1 mL LB koyularak
45°C ‘de bekletilen karistm LB {izerine eklendi. Calkalayicida 37°C’da 1 saat siire ile
inkiibasyona birakildi ve 1 saatin ardindan 6000g’ de 3 dakika santrifiij edildi. Siipernatantin
bir kismi1 dokiildii ve kalan sivida pellet ¢ozdiiriildii. Amp+ li LB agara, ¢ozdiiriilen pellet
yaylldt ve 1 gece 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Klonlama c¢alismasinda kullanilan
CloneJET PCR klonlama kitinde bulunan pJET 1.2/blunt vektorii eco47IR letal gen bdlgesini
icermektedir. Ayrica bu vektore ait klonlama bolgesi de bu letal gen igerisindedir. Dolayist ile
basarili ger¢eklesen transformasyon sonrasi klonlanan gen, letal gen igerisine girerek bu geni
inaktive etmektedir. Ayrica vektdr ampisilin direng geni de icermektedir. Kisaca,
transformasyon sonrasi petride biiyliyen koloniler PZR iirliniinii iceren rekombinantlar

olmaktadir.
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4.5.3. Ligasyon Uriiniinii Iceren Hiicrelerin (Rekombinantlarin) Dogrulanmasi
4.5.3.1. Plazmit izolasyonu

Transformasyon sonrast petride belirlenen kolonilerin ligasyon {iriiniinii igerip
icermediginin dogrulanmasi i¢in Promega Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification
System plazmit izolasyon Kkiti ile plazmit izolasyonu yapildi. Bu amagla, 3 uL Amp+ |i LB
stv1 besiyerine petrilerden inokiilasyon yapildi ve 37 °C ‘de gece boyu inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonras1 10000xg’” de 5 dakika santrifiij edildi ve pellet {izerine 250 mL lizis
tamponu eklenerek alt iist edildi. Daha sonra 10 pL alkalin proteaz eklenerek alt iist edildi ve
5 dakika oda 1sinda inkiibe edildi. Ardindan 350 pL nétralizasyon tamponu eklenerek alt iist
edildi ve 16000g ‘de 10 dakika santrifiijlendi. Santrifiij sonrasi1 siipernatant dikkatlice kolona
alarak 1 dakika daha santrifiij edildi. Kolon 2 kez yikama tamponu ile yikandi ve 100 pL
niikleaz igermeyen su ile plazmit eliisyonu gerceklestirildi. Elde edilen plazmitler %1°lik

agaroz jel elektroforezi ile dogrulandi
4.5.3.2. Plazmitlere Klonlanan Uriiniin PZR ile Dogrulanmasi

Plazmit izole edildikten sonra plazmit iizerinde istedigimiz {iriiniin varliginin
dogrulanmas: i¢in aptamere ait primerler ve Promega Taq DNA polimeraz kullanilarak PZR
gerceklestirildi (Tablo 4.4). PZR sonrasi beklenilen biiyiikliikteki bantlar %1 ‘lik agaroz jelde

gorilntiilendi.

Tablo 4.4. PZR Kosullari.

95°C 2dk 1 Doéngl
95°C 30sn
60°C 15sn 25 Dongu
72°C 15sn
72°C 5dk 1 Déngu
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4.5.4.Sanger Sekanslama

Transformasyon sonrasi elde edilen kolonilerde dogrulanan plazmitler Sanger dizileme
icin BM Laboratuvarina (Ankara) gonderildi. Sekans sonuglar ile zenginlesen aptamerlerin
niikleotid dizileri ¢ikarildi. Elde edilen aptamer dizilerinin sekonder yapilari, termodinamik
ozelliklerinin karsilastirilmasi ve ayrica kendi kendine hibritlesme durumlarinin analizi igin
¢evrimigi bir program olan Mfold (http://www.unafold.org/mfold/applications/dna-folding-
form.php) kullanildi. Aptamer dizilerinin benzerlik analizi i¢in ¢evrimigi analiz programi olan

Clustal Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) kullanildi (Madeira vd., 2024).

4.5.5. Aptamerlerin Baglanma Afinitelerinin Hesaplanmasi

Kemerine yiiksek afinite gosteren aptamer dizilerinin termodinamik olarak ne kadar
stabil olduklar1 ve hibritlesme oranlar1 Mfold iizerinden karsilastirildi. Bu analize gore en
uygun aptamerler se¢ildi. Aptamerlerin Kd (Dissosiyasyon Sabiti) degerlerinin hesaplanmasi
amaciyla termodinamik olarak daha stabil olan 3 aptamer dizisinin 5’ ucu 6-
karboksifluoressein (FAM) etiket ile etiketlendi. Her biri FAM etiketli olan aptamerler 20, 50,
100, 200, 500 ve 1000 nM derisimde hazirlandi. Boncuga bagli kemerin miktar1 sabit
tutularak hazirlanan her bir derisim, protein ile ayr1 ayr1 muamele edildi. Boncuga baglh
protein miktart 13. SELEX turunda elde edilen en diisiik miktar baz alinarak yapildi. Her bir
aptamerin floresan yogunluguna bagli olarak standart grafigi ¢izildi. Ardindan proteine
baglanan FAM etiketli aptamerler floresan spektrometre (Lumina Fluorescence Spectrometer,
Thermo Scientific) ile dlgiilerek aptamer konsantrasyonuna karsi floresan yogunlugu grafigi
c¢izildi. Daha sonrasinda aptamer ile proteinin etkilesimini modellemek amaciyla molekiiler

kenetlenme yazilimi kullanilarak etkilesimler analiz edildi.

4.6. Aptamer—Protein Etkilesimlerinin HADDOCK ile Modellenmesi ve

Yorumlanmasi

Aptamer—protein komplekslerinin yapisal modellenmesi, veri destekli protein—-ligand
molekiiler kenetlenme (docking) yazilimi olan HADDOCK 2.4 (High Ambiguity Driven
DOCKing) kullanilarak gergeklestiridi (Dominguez vd., 2003; van Zundert vd., 2016).
Molekiiler kenetlenme hesaplamalarinda tam uzunluklu protein (FC1-FC5) ve S157 izoformu
(S157C1-S157CS5) olmak fiizere iki farkli reseptor yapisi, bes farklit DNA aptameri (C1-C5)
ile ayr1 ayr1 eslestirildi. Her kompleks i¢in arayliz kisitlamalar1 (ambiguous interaction
restraints, AIR), literatiir verileri ve yapisal analiz temel alinarak tanimlandi. Molekiiler

kenetlenme protokolii standart HADDOCK is akisini izlemis olup sirasiyla kati1 govde enerji
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minimizasyonu (rigid-body energy minimization) ve yari-esnek simiilasyon (semi-flexible
simulated annealing) asamalarin1 kapsamistir. Her kompleks i¢in iiretilen modeller arasindan
en diisik HADDOCK skoru ve etkilesim arayiizii mesafelerine gore en iyi model se¢ildi;
arayiiz rezidiileri ve rezidii ¢ifti mesafeleri HADDOCK ¢ikt1 dosyalarindan analiz edildi. Tiim

gorsellestirmeler Chimera X yazilimi ile hazirlandi.
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5. SONUCLAR

5.1. Kemerinin Manyetik Boncuklara Baglanma Aktivitesinin Ol¢iimii

5.1.1. Micro BCA Protein Assay Kit ile Ol¢iim

BSA standart kalibrasyon grafigi, yapilan spektrofotometrik olgiimler sonucu gizildi
(Tablo 5.1). Tablo 4.1°’de verilen diliisyonlar kullanilarak yapilan 6l¢iimler sonucu ODsg; -
Konsantrasyon grafigi hazirlandi. Olgiimler ii¢ tekrarli yapildi ve ortalamalar1 alindi.
Mikroplaka ve nanodrop icin Olgiimler yapilsa da kiiclik hacimde calisildig1 i¢in nanodrop

grafigi baz alindi1 (Sekil 5.1).

Tablo 5.1. Nanodrop 6l¢timiinde elde edilen ortalama sonuglar.

Konsantrasyon Absorbans (562 nm)
40 pg/mL 0,827 + 0, 0035
20 pg/mL 0,363 + 0,003
10 pg/mL 0,257 + 0,0035
5 ng/mL 0,232 + 0,002
2,50 pg/mL 0,211 + 0,0015
1,00 pg/mL 0,083 + 0,0015
0,5 pg/mL 0,055 + 0,0035
0 pg/mL 0,011+ 0,0345
0,9
0,8 y = 0,0195x + 0,0541-""
0.7 R?=0,9945"
0,6
0,5 .
o) UL
Q04 :
© o3 .
.'[D
0,2 e
0,1 |g.®
(L
10 20 30 40 50

Konsantrasyon (ug/ml)

Sekil 5.1. Nanodrop 6l¢iimleri sonucu elde edilen BSA standart grafigi.
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Cizilen kalibrasyon grafigi R® degeri 0,9945 olan bir dogru verdi. Bundan dolay:
protein dlglimleri bu grafik tizerinden yorumlandi. Saf kemerin proteini ve 30 dk boncukla
inkiibasyonun ardindan Gl¢iilen kemerin miktarlariin grafik {izerinden hesaplanan degerleri

Tablo 5.2°de verildi. Bu degerler kemerinin boncuga baglandigin1 dogrulamaktadr.

Tablo 5.2. Kemerinin Boncukla Inkiibasyon Oncesi ve Sonras1 Miktarlart

Inkiibasyon Oncesi Kemerin 30 dk Boncukla Inkiibasyon Sonras1

Siipernatantta Kalan Kemerin

39,22 pg/ ml Tayin aralig1 disinda dlgiim

5.1.2. FT-IR ile Ol¢iim

Kemerinin manyetik boncuklara immobilizasyonun gosterilmesi adina kemerin
proteini, Ni-NTA manyetik boncuklar ile 24 saat inkiibe edildi ve FT-IR analizi yapildi. ATR-
FTIR spektrumlari 400-4000 cm™ dalga sayis1 araliginda elde edildi. Spektrumlara sirasiyla
zemin ¢izgisi dizeltme ve 10 nokta 3. Derece Savitsky-Golay diizlestirme uygulandi
(Belanche vd., 2013). Sekil 5.2°de proteine ait Amid I-III bantlarinin gézlenebilecegi 1160-
1700 cm™ arahig verildi (M. Kaur vd., 2024). 1340-1380 cm™ bolgesinde proteine ait olan
CHj3 ve C—C gerilmesine ait Amid III band1 goriilmektedir (Nafie ve Mantsch, 1993). 1480—
1580 cm™ dalga boyunda ise Amid II band1 goriilmektedir (Hands vd., 2016). 1600-1700 cm™
arasinda da a-heliksel, B-biikiimlii levhalar, B-doniisler, ¢apraz beta-levhalar ve yan-zincir
yapilara ait v(C=0), v(C-N), CNN titresimleri ile iligkili Amid I band1 gbzlenmektedir (Hands
vd., 2016). Proteine 6zgii olan Amid baglarinin protein bagli manyetik boncuklarda

gozlenmesi, kemerinin boncuklara baglandigi gostermektedir.
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— Ni-NTA Manyetik Boncuk - smoothed (baseline corrected)
— Kemerin Bagh Ni-NTA Manyetik Boncuk - smoothed (baseline corrected)
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Sekil 5.2. Ni-NTA manyetik boncuklar ve kemerin bagli Ni-NTA manyetik boncuklarin ATR FT-IR sonuglari.
Yesil: Kemerin bagh manyetik boncuk, kirmizi: bog manyetik boncuk.

5.2. SELEX Dongiileri Sonucu Aptamer Se¢cimi

Her SELEX dongiisiinde degistirilen kosullar ve ¢iktilar Tablo 5.3’te gosterildi. Her
bir SELEX’in sonunda yapilan PZR iiriinleri agaroz jelde goriintiilendi ve beklendigi gibi
yaklagik 80 bp (40 baz aptamer+ primerler) bantlar Sekil 5.3’te gosterildi. Yapilan 14 SELEX
dongiisii sonucu 13. Dongiide kemerine en yiiksek afinite gosteren aptamerler segildi. SELEX
turlart sonunda elde edilen 1 pL boncuga bagl bulunan 25 pmol kemerin proteinine afinite
gosteren aptamer dizileri elde edildi. Bu aptamer dizilerinin belirlenebilmesi i¢in klonlama
caligmalarina gecildi. Klonlama caligmalari, 96,49 ng/uL degerinde olan PZR {iriinii ile
gergeklestirildi.
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Tablo 5.3. SELEX turlar1 boyunca degisen kosullar. ssDNA kiitiiphane: Bir dnceki turda PCR yapilarak

zenginlestirilen kiitiiphanenin tek zincirli hali. Inkiibasyon siiresi ve yikamalar: boncuga baghi proteinle

kiitiiphanenin inkiibasyonu ve sonrasinda SELEX tamponuyla yikanmasi. Cikt1t DNA: proteine afinite gdsteren

aptamerlerin  (sSDNA). Zenginlestirilen dsDNA: proteine afinite gOsteren aptamerlerin PCR
zenginlestirilmesi.
SELEX .?SPNA Manvyetlkv Inliu ba.syon Cikt1 ssDNA Zenginlestirilen
Turu Kiitiiphane  Boncuga Bagh Siiresi ve (ng/ul) dsDNA (ng/ul)
(ng/pL) Protein (uL) Yikamalar
60 dk
1 28,84 40 1X500 pL 30,15 141,12
40 (sadece
NS 31,58 manyetik 60 dk 28,15 167,29
boncuk)
60 dk
2 23,68 40 1X500 L 26,32 162,73
60 dk
3 1,6 20 1X500 L 15,95 292
45 dk
4 4,7 20 2X500 L 3,93 165,52
30 dk
5 2,96 20 2X500 L 5,57 216,02
30 dk
6 2,24 20 2X1000 L 3,75 152
30 dk
7 18,67 10 2X500 L 5,5 133,63
30 dk
8 2,32 10 2X500 L 4,13 103
30 dk
9 5,2 5 2X500 L 0,52 159
30 dk
10 1,59 2.5 2X500 L 1 118,24
30 dk
11 2,45 1 2X500 L 0,75 91,75
20 dk
12 1,74 1 2X500 L 0,56 105
10 dk
13 0,26 1 2X500 L 0,47 96,49
5 dk
14 1,51 1 2X500 L -0,86

ile
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Marker

Negatif

2.8LX 3.SLX 4.SLX 5.S8LX 6.8LX 7.SLX 8.SLX 9.SLX 10.SLX 11.SLX 12.SLX 13.SLX

1. SLX

Sekil 5.3. 1-13 aras1 SELEX turlarinda yapilan PZR dongiilerinin %1°lik agaroz jel goriintiisii. Marker: 100bp
Opti-DNA Marker.

5.3. Klonlama Sonuclari

Yapilan transformasyon sonrasi petride biiyiiyen kolonilerin, 13. SELEX’ten gelen
PZR fiirliniinii iceren rekombinantlar oldugu bilindigi i¢in petrideki 6 koloni basarili olan

transformasyonu gostermektedir (Sekil 5.4).

Sekil 5.4. Transformasyon sonrast Amp+ LB besiyerinde PZR iiriiniinii igeren koloniler.
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5.4. Klonlama Sonucu PZR Uriiniinii Iceren Plazmitlerin Dogrulanmasi

6 adet kolonide bulunan ve PZR firiinlinii igeren plazmitlerin dogrulanmasi ig¢in
plazmit izolasyonu vyapildi ve agaroz jel -elektroforezinde dogruland1 (Sekil 5.5).
pJET1.2/blunt klonlama vektorii (plazmit) uzunlugu 2974 bp’dir. Plazmit igerisine klonlanan
PZR iirlinlimiiz ise 80 bp oldugundan dolay1 agaroz jelde yaklasik 3000 bp seviyelerinde bant

gozlendi.

Marker i G i Y S -

1500 bp

Sekil 5.5. Plazmid izolasyonu. 1-6 kolonilerden izole edilen plazmitler.

Plazmitlerin dogrulanmasimnin ardindan plazmite klonlanan PZR f{irliniiniin
dogrulanmas: ic¢in aptamerlere ait primerler ve plazmit, kalip olarak kullanilarak PZR
kuruldu. Ardindan agaroz jelde goriintiilendi. Beklendigi gibi 80 bp (aptamer+primerler)
seviyesinde bant goriildii (Sekil 5.6).
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Marker

Sekil 5.6. SELEX turlarindaki PZR {irliniinii iceren (aptamer) plazmitlerin PZR ile dogrulanmasi. 1-6 PZR iriinii

(aptamer)

Sonug olarak transformasyon sonrasi elde edilen 6 koloninin de PZR iiriiniinii i¢erdigi
dogrulandi. Beklenildigi gibi yaklasik 80 bp (40 baz aptamer+primerler) bantlar her 6
plazmitte de tespit edildi. Dogrulama sonrast 6 koloniye ait plazmitlerin Sanger dizileme
sonuglar1 Tablo 5.4’te verildi. 6 adet dizi i¢inde iki tanesinin ayni oldugu Niikleotit Blast
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&L
NK_LOC=blasthome) yapilarak dogrulandi ve kaydedildi. Sonug¢ olarak 5 farkli aptamer
dizisi elde edildi.

Tablo 5.4. SELEX ile Kemerin Proteinine Ozgii Segilen Aptamer Dizileri

Aptamer .

Adt Aptamer Dizisi
Apt-C1 ACTGATAATGGAATAACATAGCAATTAGACCCCTCAAGCA
Apt-C2 GGTTTGATTTTTGAAGGACATCTTGCAGTCGTGAAAAATT

Apt-C3 TACGATAACCAGGTCCCGGTGAGCTAAAGCAAAAGACCCC
Apt-C4 ACATGGTAACGGACCGAAGCGTTTCCCTCATCCTGTATGA
Apt-C5 CTTCAGACCAAATTCTTTCCTATCTAAAGCCTCAAGCGCT

5.5. Sekanslanan Aptamer Dizilerinin Biyoinformatik Analizi

5.5.1. MFold Analizi

Dizisi belirlenen 5 aptamer i¢in, MFold iizerinden belirli kosullar ayarlandi ve
olusabilecek olasi sekonder yapilar en diisiik AG degerine gore gorsellestirildi. Katlanma
sicakligr 25 °C, iyonik kosullar 100 nM Na® ve 0.0M Mgz+, katlanma sayis1 {ist sinir1 50
olarak ayarlandi ve her bir aptamerin sekonder yapisi Tablo 5.5°te gosterildi. Katlanan
aptamerlerin ikincil yap1 olusumuna katilan hairpin ve heliks yapilarinin termodinamik

verileri ise Tablo 5.6’da verildi.
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Tablo 5.5. Mfold analizi sonucu elde edilen katlanmig aptamerlerin yapist ve termodinamikleri.

AG ™m

Aptamer Dizisi (5'-3") (kcal/mol)  (°C)

Katlanma Yapisi

ACTGATAATGGAATAACATAGCAATTAGACCCCTCAAGCA -0,39 27,9
/T T\
o G
g L
2 A\c a'/A
1
AT
1
/G G\ an
& g
GGTTTGATTTTTGAAGGACATCTTGCAGTCGTGAAAAATT -0,93 28,8 ’\G c
1
H
1w TA
b
11
G—G—T—T—T—G—L—TI—T‘
TACGATAACCAGGTCCCGGTGAGCTAAAGCAAAAGACCCC -2,36 23,6 Uw\
L
/CiG\
/C b
A A
13 ¢
Nemel w
ACATGGTAACGGACCGAAGCGTTTCCCTCATCCTGTATGA -4,39 39,6 - o

CTTCAGACCAAATTCTTTCCTATCTAAAGCCTCAAGCGCT -0,63 31




Apt-C1 AG (kcal/mol)
Heliks -2,31
Hairpin loop 3,42
Apt-C2 AG (kcal/mol)
Heliks -5,05
Interior loop 4,3
Heliks -2,82
Hairpin loop 3,04
Apt-C3 AG (kcal/mol)
Heliks -2,31
Hairpin loop 2,14
Heliks -3,33
Hairpin loop 3,27
Apt-C4 AG (kcal/mol)
Heliks -2,38
Hairpin loop 2,57
Heliks -4,79
Hairpin loop 2,94
Apt-C5 AG (kcal/mol)
Heliks -2,31
Hairpin loop 2,29

Tablo 5.6. Aptamerlerin katlanma yapisina katilan loop ve heliks yapilarinin termodinamikleri.

Aptamerlerin katlanma ozellikleri ve olusturdugu yapilarin haricinde aptamerlerin

kendi kendine hibritlesme 6zellikleri de analiz edildi. Bunun i¢in Mfold iizerinden DINAMelt

ozelligi kullanilarak her aptamerin hibritlesme degerleri Tablo 5.7°de gosterildi.

Tablo 5.7. Aptamerlerin hibridizasyon degerleri.

Ap;a:ir?er Aptamer Dizisi (kceﬁ/Gmol) (I (r:n)
Apt-C1l  ACTGATAATGGAATAACATAGCAATTAGACCCCTCAAGCA 7,6 48,967
Apt-C2 GGTTTGATTTTTGAAGGACATCTTGCAGTCGTGAAAAATT 9,7 51
Apt-C3  TACGATAACCAGGTCCCGGTGAGCTAAAGCAAAAGACCCC 9,5 57,633
Apt-C4 ACATGGTAACGGACCGAAGCGTTTCCCTCATCCTGTATGA 13,5 60,6
Apt-C5 CTTCAGACCAAATTCTTTCCTATCTAAAGCCTCAAGCGCT 7,3 54,1
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Analiz edilen 5 aptamer arasinda Apt-C3, Apt-C4 ve Apt-C5 termodinamik olarak
diisiik AG ve yliksek Tm derecelerine sahip oldugu icin daha kararli bir yap1 gostermektedir
(Zuker, 2003; SantalLucia, 1998). Ayrica bu ii¢ aptamerin sahip olduklar1 loop ve hairpin
yapilar1 diger iki aptamere kiyasla daha stabildir. Her bir aptamerin hibridizasyon degerlerine
bakildiginda ise yine Apt-C3, Apt-C4 ve Apt-C5’in digerlerine kiyasla hibritlesme orani
diisiik ¢ikmustir. Cilinkii Tablo 5.7°de da goriildiigli gibi yiiksek Tm ve diisiik AG degeri olan

aptamerlerin hibritlesme oranlar1 daha yiiksektir.

5.5.2. Clustal Omega Analizi
5 farkli aptamer diziliminin ¢oklu hizalama ile benzerlik oranlarina bakildi. Her dizide

2 farkli noktada benzerlik oldugu gézlendi (Sekil 5.7).

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

C3 --TACG----ATAAC- - CAGGTCCCGGTGAGCTAAAGCAAAAGACCCC 40

T ------ ACTGATAATGGAATAACATAGCAATTAGACCCCTCAAGCA-- 40

C5 -------CTTCAGACC-AAATTCTTTCCTATCTAAAGCCTCAAGCGCT 40

c2 GGTTTGATTTTTGAAG-GACATCTTGCAGTCGTGAAAAATT------- 40

c4 -ACATGGTAACGGACC - GAAGCGTTTCCCTCATCCTGTATGA------ 406
* *

Sekil 5.7. 5 farkli aptamer dizisine uygulanan ¢oklu hizalama sonuglari.

5.5.3. Aptamerlerin Baglanma Afinitelerinin Belirlenmesi

FAM ile etiketlenmis aptamerler 20, 50, 100, 200, 500, 1000 ve 2000 nM
konsantrasyonlarinda hazirlanarak standart egri olusturmak amaciyla floresan Olciimleri
yapildi. Olgiimler, uyarim dalga boyu A = 490 nm ve emisyon dalga boyu A = 520 nm olacak
sekilde gercgeklestirildi. Her konsantrasyon i¢in Olglimler iki tekrar halinde yiiriitildi ve
ortalama floresan sinyalleri ile standart sapmalar1 hesaplanarak kalibrasyon egrisi olusturuldu
(Sekil 5.8).  Olusturulan grafik denklemi, y= a+b*x seklindedir. Grafigin egimi
0,13427+0,0099 ve grafigin R? degeri 0,972dir.
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120 4 Denklem :y=a+b*x
Egim: 0,0847
1604 R-Kare: 0,987

140 4

—
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o
1
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Floresan Yogunlugu
(=] (2]
o o
1 1

I
o
1

20 4

' 1 ' I ' 1 ' I
0 500 1000 1500 2000
Konsantrasyon (nM)

Sekil 5.8. Farkli FAM derisimleriyle olusturulan standart grafigi.

Termodinamik agidan en stabil olan Apt-C3, Apt-C4 ve Apt-C5 aptamerlerinin 3
boyutlu yapilart AlphaFold (Jumper vd., 2021) kullanilarak gorsellestirildi (Sekil 5.9). Segilen
3 farkli aptamere yonelik floresan olgiimleri, ayn1 konsantrasyon araliklarinda ve uyarim
dalga boyu A = 490 nm, emisyon dalga boyu A = 520 nm olacak sekilde gerceklestirildi. Elde

edilen 6l¢iim sonuglar1 Sekil 5.10°da sunuldu.

Apt-C4 Apt-C5

Sekil 5.9. Ug farkli aptamerin yapilari.
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o Apt-C3 Baglanma izotermi - o Apt-C4 Baglanma izotermi
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Sekil 5.10. Uc farkli aptamerin baglanma izotermleri.

Standart egrinin olusturulmas: sonucu elde edilen egim degeri kullanilarak her ¢
aptamer icin bir standart sapmalik sinyal degisiminin karsilik geldigi konsantrasyon miktari
hesaplandi. Ardindan Apt-C3, Apt-C4 ve Apt-C5 aptamerleri i¢in olusturulan baglanma
izotermi grafiklerinde elde edilen denklemler kullanilarak Kd hesaplamasi1 yapildi. Kd degeri
belirlenirken, proteinin manyetik boncuklara baglanmasi ve etiketli aptamerin baglanmayan
miktar1 lizerinden bir analiz gerceklestirildiginden doygunlugun belirlenmesi icin Once
Freundlich adsorbsiyon izoterm modeli kullanildi. Ardindan Langmuir kinetik modeli
kullanilarak Kd degeri tespit edildi. Hesaplama sonucu elde edilen Kd degerleri Tablo 5.8’de
verildi.
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Tablo 5.8. Aptamerlerin Kd degerleri

Aptamer Kd (nM)
Apt-C3 124,1+6,3
Apt-C4 224,77 £2,7
Apt-C5 288,3 +7,2

Kd degerinin diisilk olmasi, aptamerin hedefe olan afinitesinin yiiksek oldugunu
gostermektedir. Kd sonuglarina gore en diistik olan iki Kd degeri Apt-C3 ve Apt-C4’e aittir.
Bu ikisi arasinda en diigiik olan Apt-C3 olmasina ragmen, termodinamik agidan daha stabil
olarak bulunan Apt-C4’iin sensor calismalart igin daha uygun oldugu diisiiniillmektedir. Bu

sayede kemerin proteini i¢in aday aptamerler basariyla se¢ilmistir.

5.6. Aptamer—Protein Etkilesimlerinin HADDOCK ile Modellenmesi ve Analizi

HADDOCK kenetlenme sonuglar1 incelendiginde, tam uzunluklu protein (FC serisi)
ile aptamerler (C1-C5) arasindaki etkilesimlerin belirgin bigimde farkli geometriler
sergiledigi goriilmektedir (Sekil 5.11, A-E panelleri). FC komplekslerinde protein, biiyiik bir
globiiler yap1 olarak DNA c¢ift sarmaliyla genis bir temas ylizeyi olusturmakta; arayilizde
ortalama 60-75 rezidii ¢ifti etkilesimi ve 3.2-3.9 A araliginda mesafeler gdzlemlenmektedir.
Gorintiilerde de agikga izlenebilecegi gibi her aptamer, tam uzunluklu proteine farkli bir
acidan yaklagmaktadir: C1 ve C5 aptamerleri proteine sarmal eksenine paralel bicimde
baglanirken, C3 aptameri daha dik bir geometri sergilemekte ve protein gdvdesinin igine
kismen gomiilmektedir. Bu c¢esitlilik, tam uzunluklu proteinin yilizey esnekliginin ve birden
fazla potansiyel baglanma bolgesi sundugunun bir gostergesidir.

S157 izoformuyla gerceklestirilen kenetlenmeler ise daha kompakt ve geometrik
acidan tekdiize etkilesimler ortaya koymaktadir (Sekil 5.11, F-J panelleri). izoform, tam
protein kadar biiyiik bir yapisal ¢erceve sunmamasina karsin bazi aptamerlerle (6zellikle
S157C1 ve S157C5) tam proteine kiyasla daha fazla yakin temas (<3 A) olusturabilmektedir;
bu durum, izoformun belirli aptamerler i¢in daha erisilebilir veya daha uyumlu bir baglanma
yiizeyi sunduguna isaret etmektedir. Goriintiilerde S157 serisi proteinlerinin DNA sarmalinin
farkli bolgelerine konumlandigi dikkat ¢ekmekte olup bu bulgu, aptamer-protein uyumunun
(aptamer—protein complementarity) yalnizca mesafe degil, ayn1 zamanda baglanma bdlgesi
kimligi ve amino asit kompozisyonu bakimindan da gruplar arasinda farklilastigini ortaya

koymaktadir.
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Sekil 5.11. HADDOCK ile modellenen aptamer—protein komplekslerinin yapisal gosterimi. Tam uzunluklu protein (FC1-FC5, A-E panelleri) ve S157 izoformu (S157C1-
S157C5, F-J panelleri) ile bes farkli DNA aptamerinin (C1-CS5) en iyi kenetlenme modelleri gosterilmektedir. Tiim komplekslerde protein koyu mavi ribbon gosterimiyle,
aptamer niikleotidleri ise baz kompozisyonuna gore renklendirilmis ¢ift sarmal yapisiyla temsil edilmektedir (kirmizi: DA, yesil: DG, sari: DT, mavi: DC). FC serisi
komplekslerinde tam uzunluklu proteinin aptamerlerle genis ve geometrik acidan gesitli temas yiizeyleri olusturdugu, S157 fragmenti komplekslerinde ise daha kompakt

baglanma geometrileri sergilendigi izlenmektedir. Tiim gorseller PyMOL yazilimi kullanilarak hazirlanmigtir.



5.6.1. Arayiiz Analizi ve Istatistiksel Degerlendirme

HADDOCK tabanli yapisal kenetlenme analizleri sonucunda elde edilen her bir

kompleksin arayiiz etkilesimlerini kantitatif olarak tanimlamak amaciyla ¢esitli yapisal

metrikler hesaplandi. Bu kapsamda; reseptor (protein) arayiiz rezidii sayisi, ligand (aptamer)

arayiiz niikleotid sayisi, toplam rezidii-niikleotid etkilesim ¢ifti sayis1 ve 3 A'dan daha kisa

mesafedeki yakin temas (close contact) sayilari belirlendi. Tam uzunluklu protein ile S157

izoformunun aptamer baglanma profillerini karsilastirmak amaciyla Temel Bilesenler Analizi

(PCA) uygulandi. PCA o6ncesinde tiim degiskenler z-skoru normalizasyonu ile standardize

edildi. Analizler Python programlama dili (v3.12) kullanilarak scikit-learn ve matplotlib
HADDOCK analizinden elde edilen tim

kiitiiphaneleri araciligiyla gergeklestirildi.

komplekslere ait arayiiz metrikleri Tablo 5.9'da 6zetlenmistir.

Tablo 5.9. HADDOCK ile modellenen 10 aptamer—protein kompleksine ait arayiiz metrikleri 6zeti. Rec. Rez.:
reseptOr arayiiz rezidii sayist; Lig. Niik.: ligand arayiiz niikleotid sayisi; Etk. Cifti: toplam etkilesim ¢ifti sayisi;
Yakin Temas: 3 A altindaki temas sayis1; Yakin/Cift: yakin temas orani.

Kompleks  Protein  Aptamer  Rec. Lig. Etk. Yakin Ort.  Yakmn/Cift
Rez. Niik. Cifti Temas Mesafe
A)

FC1 Tam C1 33 18 68 13 3.685 0.191
uzunluklu

FC2 Tam C2 34 21 75 16 3.844 0.213
uzunluklu

FC3 Tam C3 23 20 49 11 3.813 0.224
uzunluklu

FC4 Tam C4 29 19 56 8 3.795 0.143
uzunluklu

FC5 Tam C5 27 19 57 12 3.647 0.211
uzunluklu

S157C1 S157 C1 33 17 72 16 3.829 0.222
[zoformu

S157C2 S157 C2 30 17 64 15 3.713 0.234
[zoformu

S157C3 S157 C3 21 23 60 18 3.594 0.300
[zoformu

S157C4 S157 C4 31 18 58 15 3.604 0.259
[zoformu

S157C5 S157 C5 21 16 57 21 3.513 0.368
[zoformu
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5.6.2. Temel Bilesenler Analizi (PCA)

Temel bilesenler analizi (PCA), toplam varyansin %70,0'in1 agiklayan ilk iki bilesen
(PC1: %41,4; PC2: %28,6) temelinde FC ve S157 serisi komplekslerinin PCA uzayinda
birbirinden belirgin bicimde ayristigini ortaya koymaktadir. PC1 ekseni boyunca FC2 ve FC4
kompleksleri pozitif yonde, SI157C5 ve SI57C3 kompleksleri ise negatif yonde
konumlanmigtir. Bu ayrigmada yiikleme analizi incelendiginde, PC1'in agirlikli olarak ¢ift
ortalama mesafe, reseptor ve ligand ortalama mesafe degiskenleri tarafindan sekillendirildigi
gorilmektedir; dolayisiyla FC serisinin S157 fragmentine kiyasla daha uzun mesafeli
etkilesim profilleri sergiledigi sOylenebilir. PC2 ekseni ise etkilesim ¢ifti sayis1 ve reseptor
rezidii sayis1 yliklemeleri tarafindan tanimlanmakta olup FC2 ve S157C1 komplekslerinin bu
eksen boyunca yukar1 konumlanmasi, s6z konusu komplekslerin daha genis arayiiz ylizeyleri
olusturduguna isaret etmektedir. Buna karsin yakin temas degiskeni PC1 negatif yoniinde
yiiklenmekte, baska bir ifadeyle yiiksek yakin temas sayis1 diisiik ortalama mesafeyle es
zamanlh seyretmektedir; S157C5 ve S157C3 komplekslerinin bu bodlgede kiimelenmesi bu
iliskiyi desteklemektedir. Scree grafigi incelendiginde dordiincii bilesenden itibaren ek
varyans kazaniminin belirgin bigimde azaldig1 ve ilk dort bilesenin toplam varyansin yaklasik
%95'in1 agikladigr goriilmektedir (Sekil 5.12). Bu sonuglar, aptamer—protein etkilesim
profilinin iki temel boyutla — baglanma mesafesi ve arayiiz biyiikliigii — biiyiik olglide
tanimlanabildigini ve iki protein grubunun aptamerlere yapisal acidan ayrigik Oriintiilerle

baglandigini istatistiksel diizeyde dogrulamaktadir.
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Scree Grafigi — Her Bilesenin Acikladigi Varyans S157C1

FC2
Etkilesim Cifti Sayisi
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Sekil 5.12. Aptamer—protein arayiiz 6zelliklerinin PCA biplot gosterimi. Her nokta bir kompleksi temsil
etmekte olup mavi noktalar tam uzunluklu protein (FC), yesil noktalar S157 fragmenti komplekslerini
gostermektedir. Kirmizi oklar her degiskenin PC uzayindaki yiikleme yoniini ve biiyiikliigiinii yansitmaktadir.
FC ve S157 serilerinin PC1 ekseninde belirgin bigimde ayristigi izlenmektedir. Inset: Scree grafigi. Her temel
bilesenin agikladig bireysel varyans (mavi ¢ubuklar) ve kiimiilatif varyans (kirmizi ¢izgi) gosterilmektedir. ik

iki bilesen toplam varyansin %70.1'ini agiklamakta, dort bilesen ise %80 esigini agmaktadir.

5.6.3. Yakin Temas ve Etkilesim Mesafesi Karsilastirmasi

Etkilesim cifti sayisi ile yakin temas arasindaki iligki incelendiginde, yiiksek etkilesim
¢ifti sayisinin ile her zaman yiiksek yakin temas elde edilmedigi goriilmektedir. Ozellikle
S157C5 kompleksi gorece diisiik etkilesim ¢ifti sayisina (n=57) karsin en yiiksek yakin temas
degerine (n=21) sahiptir (Sekil 5.13); bu durum s6z konusu komplekste etkilesimlerin daha

yogun ve siki bir yapida konumlandigini gostermektedir.

FC ve S157 serileri arasindaki en belirgin fark yakin temas sayisinda gézlemlenmistir.
S157 fragmenti, Ozellikle C3 ve C5 aptamerleriyle birlikte tam uzunluklu proteine kiyasla
daha yiiksek sayida yakin temas (<3 A) olusturmustur (Sekil 5.13). Ortalama etkilesim
mesafesi acisindan ise S157 serisi tiim aptamerlerde daha diisiik degerler sergilemis, bu
durum S157 izoformunun aptamerle daha siki bir arayiiz olusturduguna isaret etmektedir
(Sekil 5.13).
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Etkilesim Cifti Sayisi

Sekil 5.13. Etkilesim ¢ifti sayist ile yakin temas sayisi arasindaki iliski., S157C5 kompleksi en yiiksek yakin
temas yogunluguyla one ¢tkmaktadir.

Tam uzunluklu protein (FC serisi) ve S157 izoformunun bes farkli DNA aptameriyle
(C1-C5) olusturdugu toplam 10 kompleks, HADDOCK veri destekli molekiiler kenetlenme
yazilimi1 kullanilarak modellendi ve elde edilen arayiiz metrikleri ¢ok boyutlu istatistiksel
yontemlerle karsilastirildi. PCA sonuglari, FC ve S157 serisi komplekslerinin yedi arayiiz
metrigi temelinde belirgin bicimde ayristigini ortaya koymustur. PC1 ekseni agirlikli olarak
etkilesim mesafesi bilgisini temsil ederken, PC2 ekseni arayiiz biiyiikligi ile iligkili
degiskenler tarafindan sekillendirilmektedir. Bu ayrisma, tam uzunluklu protein ile S157
izoformunun aptamerlere yapisal agidan farkli baglanma modlar sergiledigini istatistiksel
diizeyde dogrulamaktadir. Arayiiz mesafesi agisindan degerlendirildiginde, S157 izoformu
tiim aptamerlerde tam uzunluklu proteine kiyasla daha diisiik ¢ift ortalama etkilesim mesafesi
sergilemistir. Bu bulgu, izoformun aptamerle daha kompakt ve daha siki bir arayiiz
olusturabildigine isaret etmektedir. Ozellikle S157C5 kompleksi (ortalama mesafe: 3.513 A,
yakin temas: 21) tiim kompleksler arasinda en yiiksek baglanma yogunlugunu
sergilemektedir. Benzer bicimde S157C3 kompleksi (yakin temas: 18) de yliksek etkilesim

kalitesiyle one ¢ikmaktadir.

Reseptor arayiiz rezidii sayisi acisindan ise FC serisi genel olarak daha genis yiizey
alan1 sunmaktadir. FC2 kompleksi 34 reseptor rezidiisiiyle en genis protein arayiiziinii
olustururken, bu durum tam uzunluklu proteinin aptamer baglanmasi i¢in S157 izoformuna

kiyasla daha fazla ylizey erisilebilirligine sahip oldugunu yansitmaktadir. Bununla birlikte
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genis arayliziin her zaman yiiksek baglanma kalitesiyle eslesmedigi, yakin temas

analizlerinden agikga goriilmektedir.

Aptamer bazinda degerlendirildiginde, C5 aptamerinin S157 izoformuyla kurdugu
etkilesimin hem diisiik ortalama mesafe hem de en yiiksek yakin temas sayist bakimindan
diger aptamerlere gore belirgin bigimde iistiin oldugu goriilmektedir. C3 aptameri de her iki
protein yapisinda yiliksek yakin temas degerleri sergileyerek giiglii bir aday aptamer niteligi
tasimaktadir. Buna karsin C4 aptameri FC serisinde en diisiik yakin temas sayisini (n=8)
gostermis; bu sonu¢ C4'lin tam uzunluklu proteinle zayif bir arayiiz olusturduguna isaret

etmektedir.

Sonug olarak bu c¢alisma, aptamer tasariminda protein izoformlarinin tam uzunluklu
yapilara alternatif olarak kullanilabilecegini ve bazi aptamerlerin (6zellikle C5 ve C3) S157

izoformuyla daha gii¢lii baglanma profilleri sergileyebilecegini ortaya koymaktadir.

5.6.4. Jaccard Indeksi ile Aptamer-Protein Etkilesim Bolgelerinin

Karsilastirilmasi

Secilen aptamerlerin hedef protein iizerindeki baglanma bdlgelerinin ne odlgilide
ortiistiigiinii belirlemek amaciyla Jaccard indeksi hesaplanmistir. Baglanma bdlgesi benzerlik
matrisi degerlendirildiginde, on kompleks arasinda genel Jaccard indeks degerlerinin oldukca
diisiik seyrettigi (cogunlukla <0.20) goriilmektedir (Sekil 5.14). Bu sonug, farkli aptamerlerin
ayni protein iizerinde birbirinden biiyiik dl¢lide ayrisan baglanma bolgeleri kullandigina isaret
etmekte ve her aptamerin kendine 0Ozgii bir etkilesim yiizeyi tanimladigini ortaya
koymaktadir. Matristeki en yiiksek benzerlik degeri S157C1 ile S157C2 arasinda
gozlemlenmistir (Jaccard = 0.70); bu iki kompleksin arayiizde biiylik dl¢iide ortiisen reseptor
rezidiilerini paylastigini, dolayisiyla C1 ve C2 aptamerlerinin S157 fragmentinde rekabetgi
baglanma bdlgeleri olusturabilecegini gostermektedir. FC serisi i¢inde ise en yiiksek Ortiisme
FC4-FC5 arasinda (Jaccard = 0.44) tespit edilmistir. Gruplar arasi karsilastirmada FC ve
S157 serisi kompleksleri arasindaki Jaccard degerlerinin biiyiik ¢ogunlukla 0.20'nin altinda
kaldig1 goriilmekte; bu bulgu tam uzunluklu protein ile fragmentin aptamerlerle yapisal olarak
farkl1 baglanma bolgeleri tizerinden etkilesime girdigini, dolayisiyla iki yapinin birbirinden

islevsel acidan da ayrisabilecegini desteklemektedir.
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Sekil 5.14. Aptamer—protein kompleksleri arasinda baglanma bélgesi benzerlik matrisi (Jaccard Indeksi).
Matrisin her hiicresi iki kompleksin reseptor arayiiz rezidii setleri arasindaki Jaccard benzerlik indeksini (0—1)
gostermektedir. Kosegen hiicreler ayni kompleksin kendisiyle karsilagtirmasini (1.00) yansitmaktadir.

5.6.5. Aptamer Adaylarinin Amino asit Rezidii Etkilesim Profilleri

Aptamerlerin hedef proteine baglanma egilimlerini atomik diizeyde incelemek
amactyla hazirlanan amino asit rezidi haritas1 (Sekil 5.15), adaylarin belirli amino asitlere
kars1 segicilik gosterdigini ortaya koymustur. Amino asit rezidii haritasi incelendiginde, ARG,
GLU, HIS ve LYS rezidiilerinin tiim komplekslerde yiiksek frekansla arayiizde yer aldig
dikkat cekmektedir. Bu bulgu, aptamer—protein etkilesiminin biiyiik Olc¢iide elektrostatik
etkilesimler ve hidrojen bag1 ag1 araciligiyla gerceklestigine isaret etmektedir; zira s6z konusu
pozitif ve negatif yiliklii rezidiiler DNA aptamerinin fosfat omurgasiyla giiclii elektrostatik
temas kurabilecek konumdadir. FC2 kompleksinde TRP (n=5) ve VAL (n=5) rezidiilerinin es
zamanl yiiksek frekansi dikkat cekici olup bu durum hidrofobik istiflenme ile polar
etkilesimlerin bir arada rol oynadigina isaret etmektedir. S157C4 kompleksinde ise PHE (n=5)
rezidiistiniin belirgin bi¢imde one ¢ikmasi, bu komplekste n—m veya CH—n etkilesimlerinin
arayiize katki saglayabilecegini diislindiirmektedir. Genel olarak S157 serisi komplekslerinde

GLU ve ARG rezidiilerinin baskin kalmasima karsin FC serisinde rezidii ¢esitliliginin daha
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fazla oldugu gozlemlenmekte; bu durum tam uzunluklu proteinin aptamerle daha heterojen bir

temas yiizeyi olusturdugunu teyit etmektedir.
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Sekil 5.15. Aptamer—protein komplekslerinde arayiiz amino asit rezidii dagilim haritast. Her satir bir aptamer—
protein kompleksini, her siitun bir amino asit tiiriinii temsil etmektedir. Hiicre degerleri ilgili amino asidin
arayiizde kag kez yer aldigin1 gostermekte olup renk skalast koyu kirmizidan (diisiik frekans) acik sartya (yiiksek
frekans) dogru uzanmaktadir.

Tam uzunluklu protein (FC serisi) ile S157 izoformunun bes farkli DNA aptameriyle
olusturdugu kompleksler karsilastirildiginda, iki protein yapisinin birbirinden belirgin bi¢imde
ayrisan baglanma profilleri sergiledigi goriilmektedir. FC serisi, aptamer bagina ortalama 61
etkilesim ¢ifti ve genis bir reseptor arayiiz yiizeyi (FC2: 34 rezidii) ile bilyiik bir temas alani
olusturmakta; ancak bu genis arayiliz, her zaman siki ve yogun bir baglanmayla
eslesmemektedir. Nitekim FC4 kompleksi yiiksek sayida etkilesim cifti (n=56) sergilemesine
karsin ¢aligmanin en diisiik yakin temas degerine (n=8) sahiptir. Buna karsin S157 izoformu
tiim aptamerlerde daha diisiik ortalama etkilesim mesafesi sergilemis (S157 genel ortalamasi:
3.669 A; FC genel ortalamasi: 3.757 A) ve ozellikle yakin temas kategorisinde (<3 A) FC
serisini tutarli bicimde geride birakmistir. Baglanma bolgesi benzerlik matrisi bu ayrigsmayi
sayisal olarak da desteklemektedir; FC ile S157 kompleksleri arasindaki Jaccard indeks
degerleri biiyliik ¢ogunlukla 0.20'min altinda kalmakta olup bu sonug, iki protein yapisinin
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aptamerleri yapisal agidan farkli yilizeyler iizerinden tanmidigini gostermektedir. Amino asit
rezidii haritasinda ise FC serisinin daha heterojen bir rezidii kompozisyonu sundugu, S157
izoformunun ise ARG, GLU ve HIS rezidiileri basta olmak iizere daha odakli ve tekrarlayan

bir etkilesim oriintiisii sergiledigi dikkat ¢gekmektedir.

Bununla birlikte, HADDOCK tabanli yapisal kenetlenme analizleri, Kd degerlerine
dayali afinite siralamasini tamamlayan bulgular ortaya koymustur. Bu analizlerde Apt-C5,
S157 proteini fragmentiyle kurdugu komplekste tiim ¢alisma kapsamimnin en diistik cift
ortalama etkilesim mesafesini (3.513 A) ve en yiiksek yakin temas sayisii (n=21, yakin
temas orani: 0.368) sergilemistir. Bu bulgular, Apt-C5'in S157 fragmentiyle yapisal diizeyde
son derece kompakt ve yogun bir arayiiz olusturabildigine isaret etmektedir. Bu aptamerin,
yakin temas oraninin diger aptamerlere kiyasla yaklasik iki ila ii¢ kat yiliksek olmasi, Apt-
CS5'in baglanma geometrisinin yalnizca sayisal olarak degil, kalitatif olarak da iistiin oldugunu
diisiindiirmektedir. Bu durum, 288.3 nM diizeyindeki gorece yiiksek Kd degerinin tek basina
Apt-C5'in baglanma potansiyelini tam anlamiyla yansitmayabilecegine dikkat ¢ekmektedir;
zira Kd degeri denge termodinamigini yansitirken, Kkenetlenme analizleri baglanma

arayliziiniin geometrik ve yapisal kalitesi hakkinda tamamlayici bilgi sunmaktadir.

Bu baglamda, Apt-C4'iin termodinamik kararlilik ve yapisal uygunluk acisindan 6ne
¢ikmasinin yani sira, Apt-C5'in S157 fragmentiyle kurdugu ytiksek kaliteli yapisal etkilesimin
de goz ardi edilmemesi gerektigi diisiiniilmektedir. ki aptamerin farkli protein yapilari
tizerindeki performans: birlikte degerlendirildiginde, Apt-C4'lin tam uzunluklu protein i¢in,
Apt-C5'in 1se S157 fragmenti gibi daha kompakt hedef yapilar i¢in tercih edilebilir bir aday
olabilecegi ongoriilmektedir. Bu hipotezin dogrulanmasi, her iki aptamerin S157 fragmentiyle
es zamanl olarak yiizey plazmon rezonansit (SPR) veya izotermal titrasyon kalorimetrisi
(ITC) gibi hassas Kd belirleme yontemleri ile test edilmesini gerektirmektedir. S6z konusu
deneysel dogrulama c¢alismalari, yapisal modelleme ile kinetik afinite Olgiimlerini
biitiinlestirerek aptamer se¢ciminde daha kapsamli ve gilivenilir bir degerlendirme c¢ergevesi

olusturacaktir.

S157 izoformu kompleksleri kendi i¢inde degerlendirildiginde, C5 aptamerinin birden
fazla metrikte istiin performans sergiledigi goriilmektedir. S157CS5 kompleksi tiim ¢aligma
kapsaminda en diisiik ¢ift ortalama etkilesim mesafesiyle (3.513 A) ve en yiiksek yakin temas
sayisiyla (n=21) one ¢ikmakta; bu iki bulgu birlikte, C5 aptamerinin S157 izoformuyla son
derece kompakt ve yogun bir arayiliz kurabildigini ortaya koymaktadir. S157C5'teki yakin
temas orani (yakin temas/toplam ¢ift = 0.368), diger tiim komplekslerin yaklasik iki ila {i¢ kat1
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diizeyinde olup etkilesimlerin yalnizca sayisal olarak fazla degil, yapisal kalite agisindan da
istiin olduguna isaret etmektedir. S157C3 kompleksi de yakin temas sayis1 (n=18) ve diisiik
ortalama mesafe (3.594 A) acisindan giiclii bir ikinci aday olarak 6ne ¢ikmakta; dzellikle
arayiizde en fazla ligand niikleotidini (n=23) devreye sokmasi, bu aptamerin S157
fragmentinin ylizeyine genis bir aptamer bolgesiyle temas kurabildigini gostermektedir.
Baglanma bdlgesi benzerlik matrisi incelendiginde S157C4 ile S157C5 arasindaki Jaccard
indeksinin (0.37) S157 serisi i¢inde yiiksek bir deger oldugu goriilmektedir; bu durum C4 ve
C5 aptamerlerinin S157 {izerinde kismen ortiisen baglanma bolgeleri kullandigini, dolayisiyla
rekabetci baglanma potansiyeli tasidiklarini diisiindiirmektedir. Buna karsin S157C3'in
matristeki diger komplekslerle diisiik Jaccard degerleri sergilemesi, C3 aptamerinin S157
izerinde tamamen kendine 6zgii ve bagimsiz bir epitop bdlgesi tanimladigini gostermekte; bu
ozellik, C3'i gelecekteki cok-aptamerli sensor veya kombinasyon yaklasimlart acisindan

ozellikle degerli kilmaktadir.

HADDOCK tabanli yapisal kenetlenme ve ¢ok boyutlu arayiiz analizi araglarini bir
araya getirerek FC tam uzunluklu proteini ile S157 izoformunun aptamer baglanma
profillerini sistematik bicimde karsilastirmigs ve her iki protein yapisina 6zgii etkilesim
ortintiilerini nicel diizeyde tanimlanmistir. Elde edilen bulgular; etkilesim mesafesi, yakin
temas yogunlugu, arayiiz rezidii kompozisyonu ve baglanma bolgesi benzerligi gibi
tamamlayic1t metriklerin birlikte yorumlanmasinin, salt docking skoru veya tek bir metrige
dayali degerlendirmelerin Otesinde daha kapsamli ve giivenilir bir karsilagtirma imkani
sundugunu gostermektedir. Calismanin en 6nemli c¢iktisi, S157 fragmentinin aptamer
baglanmasi agisindan tam uzunluklu proteine islevsel bir alternatif olusturabilecegini ve
ozellikle C5 aptameriyle yiiksek kaliteli bir kompleks kurabildigini ortaya koymaktir. Bu
sonuglar, ileride gergeklestirilecek yiizey plazmon rezonansit (SPR), izotermal titrasyon
kalorimetrisi (ITC) ve elektroforetik mobilite kaymasi (EMSA) gibi deneysel dogrulama
calismalari i¢in oncelikli hedef ¢iftlerin — basta S157-C5, S157-C3 ve S157-C4 olmak {izere

— belirlenmesinde dogrudan yol gosterici nitelik tagimaktadr.
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6. TARTISMA

Giliniimlizde hastaliklarin tam1 ve tedavi yontemlerinde yasanan ilerlemeler, daha
erisilebilir, hizli ve diisilk maliyetli tan1 yaklasimlarina olan ihtiyact artirmistir. Bu ihtiyaca
yanit olarak gelistirilen biyosensorler, biyolojik 6rneklerdeki spesifik analit diizeylerindeki
degisiklikleri algilayarak, bu biyokimyasal sinyalleri bir transdiiser araciligiyla Ol¢iilebilir
elektriksel sinyallerine doniistiiren cihazlar olarak tanimlanmaktadir (Kalpana vd., 2019).
Yiiksek ozgiillik ve hassasiyet, kisa yanit sliresi ve taginabilirlik gibi avantajlar1 sayesinde
biyosensorler hem klinik tani siireglerinde hem de tedavi uygulamalarinda giderek daha
yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Yaptigimiz bu ¢alismada, bir¢ok hastalik ve metabolik
durumda insan serumunda seviyeleri degisen kemerin proteinine 6zgii aptamer gelistirilmistir.
Bu sayede de kemerine 0zgii aptamer tabanli biyosensor c¢alismalarinin ana adimi

tamamlanmustir.

Bu ¢alismada aptamer gelistirme siirecinde hedef molekiil olarak segilen kemerin
proteini, biyolojik sistemlerde hem aktif hem de inaktif formda bulunabilen ¢ok sayida
izoforma sahiptir. Bu izoformlarin ekspresyonu hem doku spesifikligi hem de baglandiklari
reseptor tipine gore degiskenlik gosterebilmektedir (Ernst ve Sinal, 2010). Literatiirde, bu
izoformlar arasinda biyolojik aktivitesi en yiliksek olan ve dolagim sisteminde, 6zellikle serum
stvisinda, en fazla bulunan formun kemerin-S157 oldugu bildirilmistir. S157 izoformu,
CMKLRI1 reseptorii lizerinde yiiksek afinite ile etkili olarak sinyal iletimini bagslatabilen aktif
bir izoformdur. Bu nedenle, calismanin 6zgiinliigiinii ve biyosensoriin etkinligini artirmak
adina, kemerin-S157 izoformu rekombinant olarak tiretilmis ve analizlerde hedef analit olarak
tercih edilmigtir. S157 izoformu secimi bu ¢alismanin 6zglin yonlerinden birini
olugturmaktadir. Literatiirde kemerin proteinine yonelik ¢esitli tespit yontemleri raporlanmig
olmakla birlikte, bu yaklasimlar genellikle ELISA tabanli kitler veya antikor temelli analizlere
dayanmaktadir (Chang vd., 2016; El-Mesallamy vd., 2011; Garcés vd., 2013; Gonzalez-Ponce
vd., 2021). Antikor tabanli testler, pahalilik ve uzun siiren iiretim siirecleri sebebiyle bir
dezavantaj yaratmaktadir. Ancak, bugiine kadar kemerin proteinine o6zgii bir aptamer
tanimlanmamustir. Ayrica kemerine 6zgii aptamer gelistirilmesi, kemerinin sahip oldugu
izoformlar goz Oniinde bulundurularak gelistirilmelidir. Bu ¢alisma, literatiirdeki boslugu
doldurmak amaciyla, kemerin-S157 izoformunu hedef alan bir aptamerin SELEX yo6ntemi ile
ilk kez secilmesini kapsamaktadir. Secilen aptamer, geleneksel test yontemlerinin yaygin
dezavantajlarina yiiksek 0Ozgiillik ve diisik maliyet avantajlar1 sunan bir aptasensor

platformunun gelistirilmesi i¢in zemin hazirlanmistir.
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Mevcut ¢alismalarda, kemerin diizeyleri genel olarak ELISA ile tespit edilmistir ve
cogunlukla obezitedeki artigla iliskilendirilmistir. Obezite ile iliskili kemerin diizeyleri
yaklasik olarak 160 ng (Bauer vd., 2012), 249 ng (Garcés vd., 2013) ve 300 ng (El-Mesallamy
vd., 2011) araligindadir. Fakat farkli metabolik durumlarda kemerin diizeyleri 0.485 ng/mL ile
520 ng/ mL araliginda degismektedir. Bu sebeple biiyiikk bir araligin tespit edebilecek bir
6l¢tim teknigi olmasi olduk¢a 6nemlidir. Ancak, bu ¢alismalarda kullanilan kemerinin hangi
izoformunun 6l¢lildiigii net olarak belirtilmemistir. Bu durum, elde edilen bulgularin spesifik
izoformlar hakkinda yorum yapilmasini gii¢lestirmektedir. Kemerinin birden fazla aktif formu
vardir ve ¢ogu doku spesifik 6zellik gosterir. Bu izoformlar arasinda, kemerin-158, kemerin-
157, kemerin-156 izoformlar1 yaygin bulunanlar arasindadir. Ayrica aktivitesi heniiz
bilinmeyen kemerin-152 formu da bulunmaktadir (Ernst ve Sinal, 2010). Bazilar1 ise sadece
hastalik durumlarinda veya metabolizmadaki farkliliklardan kaynaklanir. Bu yilizden
kemerinin hangi formunun tespit edilecegi de olduk¢a Onemlidir ve gerekli ¢aligmalar
yapilmalidir. Kemerin proteininin izoformlari, ¢ogu durum igin bir biyobelirteg aday1 olarak
yiksek kapasiteye sahiptir. Ayrica aktivitesi bilinmeyen kemerin izoformlariin hem
aktivitesinin belirlenmesi hem de fizyolojik rollerinin anlasilmasi bakimindan izoforma 6zgii
aptamer gelistirilmesi de ayr1 bir ¢alisma konusu olarak diistiniilebilmektedir. Fakat kemerinin
aktif izoformlar1 arasindaki amino asit farkliliklar1 olduk¢a azdir. Her bir izoform, kemerinin
C terminal ucundan uzaklastirilan amino asit ile olusur. Kemerin’in aktif izoformlar1 (6rnegin
kemerin-156, kemerin-157 ve kemerin-158), ardigik proteolitik islemler sonucunda tek bir
amino asit kalintisinin eksikligi ile karakterize edilen ¢esitli formlar olarak mevcuttur. Bu
sebeple tek bir aktif forma Ozgli gelistirilen aptamerin diger tiim aktif formlar1 da tespit

edebilecegi diistiniilmektedir.

Calismada, aptamer Kkiitliphanesiyle muamele etme asamalarinda hedef proteini
sabitlemek amaciyla kullanilan manyetik boncuklarin, hedef molekiil ile etkilesmesi amaciyla
kemerin proteini histidin etiketli olarak olusturulmustur. Boncuk ¢apinin 1 um olmasi, 16 kDa
biyiikliigiindeki kemerin i¢in olduk¢a uygundur. Yapilan 6l¢iim ve analizlerde kemerinin
%100°e yakin oranda boncuga bagli kaldigi gosterilmistir. Baglanmanin kanitlanmasi
amaciyla yapilan FT-IR analizinde, boncuga bagli kemerin absorbansi dl¢iilmiistiir. Bunun
sonunca proteinle kaplanan boncuklarin verdigi pikler, yalnizca proteine 6zgii olan amid
bantlarinin pikleridir. Yapilan ek ¢alismalarda daha biiylik kDa’a sahip proteinlerin boncuga
baglanma diizeylerinin diistiigii gdzlenmistir. Sadece boyut bakimidan degil proteinin sahip

oldugu {igilinclil ve dordiinciil katlanmalarin da boncuk ile etkilesimi degistirdigi
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diistiniilmektedir. Maximum sekilde protein ile kaplanan boncuklar elde edildikten sonra
baslanan SELEX turlarinda, her bir turda proteine afinite gosteren aptamer dizileri agaroz jel
elektroforezi ile dogrulanmistir. SELEX turlar1 boyunca aptamer havuzunun ilk turlarda
azaldig1 ancak proteine 6zgli aptamerlerin her bir turda secilmesiyle daha sonra az da olsa
tekrar artis gosterdigi gdzlenmistir. Aptamer sec¢im stireci, proteinin miktarinin diisiiriilebildigi
son kademeye kadar devam etmistir. Bu sayede en diisiik protein konsantrasyonunda dahi
proteine afinite gosteren diziler elde edilmistir. SELEX turlarinin sonlandirilacagi asama
arastirmanin amag ve gerekliligine gore degismektedir. Herhangi bir hedefe 6zgii aptamerin
zenginlestirilmesi gerektiginde, genel olarak kiitliphanedeki miktarin azalis gosterip ardindan
tekrar artmasimi gormek yeterlidir. Fakat bu calismanin sonucu biyosensor gelistirme ile
tamamlanacag: igin, oldukga hassas ve yiiksek afiniteli aptamerlerin bulunmasi kritik 6neme
sahiptir. Bu ¢alismada 6zgiinliik ve yiiksek duyarlilik ilkeleri dogrultusunda, hedef molekiil
olan kemerin-S157 izoformunu diisiik konsantrasyonlarda dahi etkin bir sekilde taniyabilen
aptamerlerin se¢ilmesi amaglanmistir. Bu hedefe ulagsmak i¢in SELEX yontemi, protein
konsantrasyonunun kademeli olarak azaltildigi ¢ok sayida dongii seklinde uygulanmistir. Her
SELEX dongiisiinde, baglanma spesifitesi yiikksek olabilecek aptamer dizilerinin
zenginlestirilmesi  saglanirken, ayni zamanda kemerinin mimkiin olan en diisik
konsantrasyon diizeylerinde bile segici olarak taninmasini saglayacak dizilerin elde edilmesi
hedeflenmistir. Boylece gelistirilen aptamerlerin hem 6zgiinliigii hem de diisiik diizeydeKi

hedef protein varligini saptayabilme kapasitesi optimize edilmistir.

Calismada kullanilan DNA kiitiiphanesi, her biri tek zincirli ve yaklasik 80 baz cifti
uzunlugunda oligoniikleotid dizilerinden olugmaktadir. Ancak bu dizilerin kisa yapida ve
diisiik miktarda elde edilmesi, dogrudan gorsellestirilmelerini giiclestirmektedir (Tombelli vd.,
2005). Bu nedenle her SELEX turu sonrasinda, hedef protein olan Kemerin-S157 izoformuna
belirli diizeyde afinite gosterdigi varsayilan ssDNA havuzu, PZR ile ¢ogaltilmigtir. Boylece
hem dizi zenginlestirmesi saglanmis hem de gorsellestirme i¢in yeterli miktarda DNA {irtinii

elde edilmistir (Ellington ve Szostak, 1990).

PZR isleminden sonra elde edilen c¢ift zincirli DNA f{irlinlerinin boyutlarinin
dogrulanmasi amaciyla agaroz jel elektroforezi uygulanmis ve her SELEX turunda yaklagik
80 bp uzunlugunda bantlar gozlemlenerek istenilen iiriinlerin basariyla c¢ogaltildigi
dogrulanmistir. Ancak g¢ogaltilmas1 hedeflenen dizilerin oldukg¢a kisa olmasi, klasik PZR
protokolleri ile yeterli verim alinmasini engelleyebilmekte ve spesifik olmayan (iiriin

olusumuna yol acgabilmektedir. Bu nedenle, amplifikasyon siirecinde yiiksek verim ve
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ozgiillik saglanmasi i¢in PZR kosullar1 optimize edilmistir. Denatiirasyon, annealing ve
uzama sicakliklar ile siireleri dikkatle optimize edilmistir. Dizinin kisa olmasi sebebiyle PZR
dongii sayis1 optimum olarak 15 dongi ile smirlandirilmistir. Baglanma sicakligi, yan iiriin

olusumunun engellenmesi amaciyla 60 °C’de gerceklestirilmistir.

SELEX siirecinin tamamlanmasimin ardindan, son turdan elde edilen aptamerlerin
kemerin-S157 izoformuna en yiiksek baglanma afinitesi gosteren diziler oldugu
varsayllmistir. Bu son havuz, 6zgiilliikk ve afinite acisindan zenginlesmis aptamer dizilerini
icerdiginden, hedef molekiil ile etkilesim kurabilecek en uygun ve afinitesi en yiiksek yapilar
bu havuzda yer almaktadir. Bu nedenle, dizilerin daha detayli karakterize edilebilmesi igin
klonlama ve dizileme ¢aligmalar1 gerceklestirilmistir. Aptamer dizilerinin kisa olmasi (~80
bp), dizileme yontemi olarak Sanger sekanslama teknigini 6n plana ¢ikarmistir. Bu yontem,
kisa fragmanlarin yiiksek dogrulukla dizilenmesini sagladigindan dolay1 6zellikle aptamer
karakterizasyonunda yaygin olarak tercih edilmektedir (Sanger vd., 1977; Shendure vd.,
2008). Sekanslama sonucu 6 farkli koloni tespit edilmis, fakat bunlardan ikisinin niikleotid
dizilerinin tamamen ayni oldugu belirlenmistir. Boylece toplamda 5 farkli aptamer dizisi

belirlenmis ve bunlar aday aptamer olarak degerlendirmeye alinmistir (Tablo 5.4).

Belirlenen dizilerin 6zgiilligii ve yapisal kararliligi, hedef molekiile olan baglanma
diizeyini dogrudan etkileyen faktorlerdendir. Bu nedenle Kd hesaplamalarina gecilmeden
once, aptamerlerin ikincil yapilarina ait termodinamik ozelliklerinin analiz edilmesi gerekli
goriilmiistiir. Bu amagla, UNAFold veritaban1 kullanilarak dizilerin tahmin edilen ikincil
yapilari, serbest enerji degisimi (AG), erime sicakligi (Tm), loop ve hairpin yapilarina ait AG
degerleri hesaplanmistir (Markham ve Zuker, 2008).

AG degeri, molekiiliin belirli bir yapiya katlanmasi sirasinda sistemin toplam serbest
enerji degisimini ifade eder. Daha diisiik (daha negatif) AG degeri, aptamerin kendi {izerine
katlanarak daha stabil ve kararli bir ikincil yap1 olusturdugunu gosterir (SantaLucia, 1998).
Stabil yapi, aptamerin hedefe baglandiginda konformasyonunu korumasi agisindan Kkritik
Ooneme sahiptir. Bu nedenle aptamerlerde genel AG degerinin diisiik (6rnegin < -8 kcal/mol),
Tm degerinin ise yliksek (= 60°C) olmasi, molekiiliin biyolojik ortamlarda denatiire olmadan
gorevini siirdiirebilmesi agisindan tercih edilen oOzelliklerdendir. Bu degerler, biyosensor
asamasi icin oldukca onemlidir. Biyolojik bir sividan tespit yapilacagi igin stabil yapidaki

aptamerler tercih edilmelidir.
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Tm degeri, molekiiliin ikincil yapisinin %50’sinin denatiire oldugu sicaklik olarak
tanimlanir. Yiiksek Tm degeri, aptamerin yiliksek sicakliklarda dahi yapisal biitiinliglini
koruyabildigini ve bu sayede plazma, serum gibi fizyolojik kosullarda daha etkin
caligsabilecegini gosterir (Bompiani vd., 2012). Ayrica, dizilerin kendi kendine hibritlesme
egilimleri de degerlendirilmistir. Tm degerinin yiiksek ve AG degerinin diigsiik olmast,
aptamerin kendisiyle eslesme egiliminde oldugunu, bu durumda hedefe baglanabilirliginin
azalabilecegini gosterebilir. Bu nedenle sadece diisiik AG ve yiiksek Tm yeterli olmayip, ayni
zamanda loop yapisinin uygun enerjide olmasi, yani hedefe baglanabilecek sekilde agik ve

esnek kalmasi 6nemlidir (Irmisch vd., 2020).

Yapilan bu analizler sonucunda, Apt-C3, Apt-C4 ve Apt-C5 numarali diziler, hem
genel AG degerleri hem de Tm degerleri agisindan termodinamik olarak diger dizilere gore
daha stabil bulunmustur. Bu ii¢ aday dizinin hedefe baglanma kapasitesinin belirlenmesi
amaciyla, bir sonraki adim olarak dissosiyasyon sabiti (Kd) hesaplamalarina gegilmistir. Kd
degeri, bir aptamerin hedefine olan baglanma kuvvetini kantitatif olarak gosterdiginden,

secilen dizilerin hedefe yonelik etkinligini belirlemede olduk¢a 6nemlidir.

Calismada, SELEX siirecinin tamamlanmasinin ardindan elde edilen aday aptamer
dizilerinin hedef protein olan kemerin-S157’ye olan baglanma afiniteleri, floresan etiketli
(FAM) aptamerler kullanilarak belirlenmistir. Baglanma analizlerinin sonucunda elde edilen
izoterm verileri, farkli kinetik modellerle degerlendirilmis ve yiizeyde birden fazla baglanma
bolgesi olabilecegi gbz Onilinde bulundurularak, Freundlich izoterm modeli uygun
bulunmustur. Freundlich modeli, 6zellikle ¢oklu baglanma bolgelerine sahip sistemlerde,
adsorpsiyon siireglerinin agiklanmasinda siklikla tercih edilmektedir (Liu vd., 2007).
Aptamer-hedef etkilesimlerinin bu modele uymasi, dizilerin olas1 farkli konformasyonlarda ve

birden ¢ok bdlgede baglanma potansiyeline sahip oldugunu diisiindiirmektedir.

Yapilan hesaplamalar sonucunda elde edilen Kd degerleri, aptamerlerin hedef
molekiille olan afinite diizeylerini ortaya koymustur. Kd, baglayict molekiiliin hedefe olan
baglanma giiclinii yansitan temel bir parametredir ve diisik Kd degeri, molekiiliin diisiik
konsantrasyonlarda dahi hedefe siki bir sekilde baglanabildigini ifade eder (Ellington ve
Szostak, 1990). Bu durumda, aptamerlerin tanima ve baglanma kabiliyetleri agisindan diisiik
Kd degerleri kritik 6neme sahiptir. Literatiirde bildirilen birgok basarili aptamer ¢calismasinda
Kd degerlerinin nanomolar (nM) diizeyinde oldugu ve bu degerin tani sistemlerinde yiiksek

hassasiyet icin yeterli oldugu belirtilmektedir (Song vd., 2008; Stoltenburg vd., 2007).
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Yaptigimiz ¢aligmada Apt-C3’iin Kd degeri 124.1 nM, Apt-C4’iin Kd degeri 224.7 nM ve
Apt-C5’in Kd degeri 288.3 nM olarak bulunmustur.

Bu calismada degerlendirilen ii¢ farkli diziden Apt-C4, en diisiik Kd degerine sahip
olmamasina ragmen yapisal olarak degerlendirildiginde daha uygun goriilmiistiir. Yalnizca
baglanma afinitesi acisindan degil, ayni zamanda yapisal kararliligi agisindan da daha
uygundur. Apt-C4 dizisi, diger dizilere kiyasla daha uygun bir AG degeri (daha diisiik,
negatif) ve daha yiikksek Tm degerine sahiptir. AG degerinin negatif ve bliylik olmasi,
aptamerin ikincil yapisinin termodinamik olarak stabil oldugunu gosterirken; yiiksek Tm
degeri, bu yapinin biyolojik ortam kosullarinda da kararliligini siirdiirebilecegine isaret
etmektedir (Zuker, 2003). Ayrica loop bolgelerinde gozlemlenen AG degerlerinin de diisiik

olmasi, aptamerin hedefe spesifik baglanma yapisini siirdiirebilmesine olanak tanimaktadir.

Sonug olarak, Apt-C4 dizisi, sadece diisiik Kd degerine sahip olmasiyla degil, aym
zamanda yapisal olarak termodinamik agidan daha stabil bir konformasyon sergilemesiyle de
biyosensor uygulamalari i¢in uygun bir aday olarak belirlenmistir. Bu bulgular, literatiirde
yiiksek afiniteli ve stabil aptamerlerin secilmesine yonelik yapilan ¢alismalarda bildirilen
genel bilgilerle de ortiismektedir (Chen vd., 2016). Dolayisiyla, gelistirilen biyosensor
platformunda bu dizinin tercih edilmesi, sistemin hem duyarliligini hem de 6zgilligiini

artiracagi ongorilmektedir.

Aptamerlerin deneysel olarak belirlenen baglanma afinitelerinin (Kd) yani sira bu
etkilesimlerin molekiiler mekanizmalarint anlamak amaciyla gerceklestirilen HADDOCK
tabanli yapisal modellemeler ve ¢ok boyutlu arayliz analizleri, baglanma kalitesinin sadece
sayisal bir kuvvet degil, ayn1 zamanda geometrik bir uyum meselesi oldugunu ortaya
koymustur. Temel Bilesenler Analizi (PCA) sonuglari, tam uzunluklu protein (FC) ile S157
izoformunun aptamerlere baglanma profillerinin istatistiksel olarak tamamen farkli uzaylarda
konumlandigini gosterirken; S157 izoformunun tiim aptamerlerde FC serisine kiyasla daha
diisiik cift ortalama etkilesim mesafesi sergilemesi, bu kiiglik fragmentin aptamerler i¢in
yapisal diizeyde daha erisilebilir ve kompakt bir yiizey sundugunu kanitlamaktadir. Ozellikle
Apt-C5 adayimnin, ¢aligmadaki en yiiksek Kd degerine (288.3 nM) sahip olmasina ragmen
HADDOCK analizlerinde en diisiik etkilesim mesafesini (3.513 A) ve en yiiksek yakin temas
sayisint (n=21) sergilemesi, baglanma potansiyelinin sadece termodinamik dengeyle degil,
anahtar-kilit uyumunu yansitan geometrik kaliteyle de degerlendirilmesi gerektigini

gostermektedir.
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Amino asit rezidii haritasindaki Arjinin (ARG) ve Glutamik Asit (GLU) baskinligi ise
etkilesimin temelinde niikleik asit-protein kompleksleri i¢in tipik olan elektrostatik
kuvvetlerin ve hidrojen baglarimin yattigim1 dogrulamakta; sonug¢ olarak bu biitiinsel
karakterizasyon c¢ercevesi, secilen adaylarin klinik Orneklerde kemerin tespiti igin
gelistirilecek biyosensorlerde yiiksek duyarlilik ve o6zgiillikle kullanilabilecegini gliglii bir
sekilde desteklemektedir.
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7. ONERILER

Secgilen aptamer dizileri, altin yiizeyli elektrotlar {izerine immobilize edilerek
elektrokimyasal biyosensor platformunun prototipi gelistirilmelidir. Aptamerin yiliksek
Ozgilligiini kanitlamak amaciyla, kemerinin inaktif 6nciil formu olan prokemerin ve diger
aktif izoformlar (kemerin-156, kemerin-158) kullanilarak Counter-SELEX benzeri
yaklasimlarla aptamerlerin segiciligi kantitatif olarak dogrulanabilir. Aktif izoformlar
arasindaki amino asit dizilimi ¢ok farkli olmadigindan tek bir aptamer dizisinin tiim aktif
formlara kars1 yiiksek afinite gosterip gostermedigi de test edilmelidir. Aptamerin stabilitesi
ve afinitesi, fizyolojik olarak ilgili sivilarda (6rnegin, tam kan, serum veya plazma) test
edilebilir. Bu, biyosensoriin klinik uygulamadaki potansiyelini belirlemek i¢in kritik 6neme

sahiptir.

Kemerin-S157 disindaki aktif izoformlar olan kemerin-156, kemerin-158 ve biyolojik
rolii tam anlagilamamis kemerin-152 formlarina 6zgii aptamerler gelistirmek amaciyla ayri
ayri SELEX caligmalar1 yapilabilir. Bu, kemerinin farkli hastaliklardaki (obezite, kanser,

inflamasyon) izoform-spesifik roliiniin anlasilmasina olanak taniyacaktir.

Kemerin-S157, ozellikle obezite ve diyabet gibi durumlarda seviyeleri artan ve
metabolik siireglerde rol oynayan bir faktordiir. Kemerin-S157'ye yiiksek afinite gosteren
aptamerler ve kenetleme analizleri sonucu da degerlendirilerek, ileride hedefli ilag dagitim
sistemlerinde veya kemerin aktivitesini inaktive eden (antagonist) terapdtik bir ajan olarak
aptamerlerin kullanim1 saglanabilir. Secilen aptamerler ile gelistirilecek olan sensor, obezite,
Tip 2 Diyabet veya romatoid artrit gibi kemerin seviyelerinin arttig1 bilinen hastaliklardan
alinan klinik serum 6rneklerinde test edilmeli ve tespit edilen kemerin-S157 diizeylerinin

hastaligin evresi veya siddeti ile korelasyonu incelenmelidir.

81



KAYNAKCA

Abbaspour, A., Norouz-Sarvestani, F., Noori, A., & Soltani, N. (2015). Aptamer-conjugated silver
nanoparticles for electrochemical dual-aptamer-based sandwich detection of staphylococcus

aureus. Biosensors and Bioelectronics, 68, 149-155.

Akin, S., Akin, S., Gedik, E., Haznedaroglu, E., Dogan, A. L., & Altundag, M. K. (2017). Meme
kanserinde serum chemerin diizeyi. UHOD - Uluslararasi Hematoloji-Onkoloji Dergisi, 27(2),
127-132.

Alix-Panabiéres, C., & Pantel, K. (2021). Liquid biopsy: From discovery to clinical application.
Cancer Discovery, 11(4), 858-873.

American Diabetes Association Professional Practice Committee for Diabetes* (2026). 2. Diagnosis
and Classification of Diabetes;: Standards of Care in Diabetes-2026. Diabetes care,
49(Supplement_1), S27-S49.

Ashtary-Larky, D., Lamuchi-Deli, N., Kashkooli, S., Mombaini, D., Alipour, M., Khodadadi, F., ...
Wong, A. (2023). The effects of exercise training on serum concentrations of chemerin in
individuals with overweight and obesity: a systematic review, meta-analysis, and meta-regression

of 43 clinical trials. Archives of Physiology and Biochemistry, 1012-1027.

Barnea, G., Strapps, W., Herrada, G., Berman, Y., Ong, J., Kloss, B., ... Lee, K. J. (2007). The genetic

design of signaling cascades to record receptor activation.

Arshavsky-Graham S, Heuer C, Jiang X, Segal E. Aptasensors versus immunosensors — Which will
prevail? Eng Life Sci. 2022; 22: 319-333.

Bauer, S., Bala, M., Kopp, A., Eisinger, K., Schmid, A., Schneider, S., ... Buechler, C. (2012).
Adipocyte chemerin release is induced by insulin without being translated to higher levels in
vivo. European Journal of Clinical Investigation, 42(11), 1213-1220.

Belanche, A., Weisbjerg, M. R., Allison, G. G., Newbold, C. J., & Moorby, J. M. (2013). Estimation of
feed crude protein concentration and rumen degradability by Fourier-transform infrared

spectroscopy. Journal of Dairy Science, 96(12), 7867—7880.

Bondue, A., Wittamer, V., & Parmentier, M. (2011). Chemerin and its receptors in leukocyte
trafficking, inflammation and metabolism. Cytokine & Growth Factor Reviews, 22(5-6), 331-
338.

Bozaoglu, K., Bolton, K., McMillan, J., Zimmet, P., Jowett, J., Collier, G., ... Segal, D. (2007).
Chemerin is a novel adipokine associated with obesity and metabolic syndrome. Endocrinology,
148(10), 4687-4694.

82



Bozaoglu, K., Curran, J. E., Stocker, C. J., Zaibi, M. S., Segal, D., Konstantopoulos, N., ... Jowett, J.
B. M. (2010). Chemerin, a novel adipokine in the regulation of angiogenesis. Journal of Clinical
Endocrinology and Metabolism, 95(5), 2476-2485.

Bruno, J. G., & Kiel, J. L. (1999). In vitro selection of DNA aptamers to anthrax spores with

electrochemiluminescence detection. In Biosensors & Bioelectronics.

Buechler, C., Feder, S., Haberl, E. M., & Aslanidis, C. (2019). Chemerin isoforms and activity in

obesity. International Journal of Molecular Sciences.

Busillo, J. M., Armando, S., Sengupta, R., Meucci, O., Bouvier, M., & Benovic, J. L. (2010). Site-
specific phosphorylation of CXCR4 is dynamically regulated by multiple kinases and results in
differential modulation of CXCR4 signaling. Journal of Biological Chemistry, 285(10), 7805—
7817.

Cash, J. L., Christian, A. R., & Greaves, D. R. (2010). Chemerin Peptides Promote Phagocytosis in a
ChemR23- and Syk-Dependent Manner. The Journal of Immunology, 184(9), 5315-5324.

Cash, J. L., Hart, R., Russ, A., Dixon, J. P. C., Colledge, W. H., Doran, J., ... Greaves, D. R. (2008).
Synthetic chemerin-derived peptides suppress inflammation through ChemR23. Journal of
Experimental Medicine, 205(4), 767—775.

Cash, J. L., Norling, L. V., & Perretti, M. (2014). Resolution of inflammation: Targeting GPCRs that
interact with lipids and peptides. Drug Discovery Today. 1186-1192.

Cesarini, V., Scopa, C., Silvestris, D. A., Scafidi, A., Petrera, V., Del Baldo, G., & Gallo, A. (2020,
September 1). Aptamer-based in vivo therapeutic targeting of glioblastoma. Molecules.

Chakaroun, R., Raschpichler, M., Kl6ting, N., Oberbach, A., Flehmig, G., Kern, M., ... Bliither, M.
(2012). Effects of weight loss and exercise on chemerin serum concentrations and adipose tissue

expression in human obesity. Metabolism: Clinical and Experimental, 61(5), 706-714.

Chang, S. S., Eisenberg, D., Zhao, L., Adams, C., Leib, R., Morser, J., & Leung, L. (2016). Chemerin
activation in human obesity. Obesity, 24(7), 1522—-1529.

Chen, L., He, W., Jiang, H., Wu, L., Xiong, W., Li, B., ... Qian, Y. (2019). In vivo SELEX of bone
targeting aptamer in prostate cancer bone metastasis model. International Journal of
Nanomedicine, 14, 149-159.

Choi, S. Il, Lee, Y. S., Lee, Y. M., Kim, H. J., Kim, W. J., Jung, S., ... Kim, I. H. (2023). Complexation
of drug and hapten-conjugated aptamer with universal hapten antibody for pancreatic cancer
treatment. Journal of Controlled Release, 360, 940-952.

83



Chung, J., Kang, J. S., Jurng, J. S., Jung, J. H.,, & Kim, B. C. (2015). Fast and continuous
microorganism detection using aptamer-conjugated fluorescent nanoparticles on an optofluidic

platform. Biosensors and Bioelectronics, 67, 303—308.

Daniels, D. A., Chen, H., Hicke, B. J., Swiderek, K. M., & Gold, L. (2003). A tenascin-C aptamer
identified by tumor cell SELEX: Systematic evolution of ligands by exponential enrichment.

de Melo, M. I. A,, da Silva Cunha, P., de Miranda, M. C., Barbosa, J. L., Faria, J. A. Q. A., Rodrigues,
M. A., ... Gomes, D. A. (2021). Selection of DNA Aptamers for Differentiation of Human
Adipose-Derived Mesenchymal Stem Cells from Fibroblasts. Applied Biochemistry and
Biotechnology, 193(11), 3704-3718.

Del Prete, A., Sozio, F., Schioppa, T., Ponzetta, A., Vermi, W., Calza, S., ... Sozzani, S. (2019). The
Atypical Receptor CCRL2 Is Essential for Lung Cancer Immune Surveillance. Cancer
Immunology Research, 7(11), 1775-1788.

Dembowski, S. K., & Bowser, M. T. (2018). Microfluidic methods for aptamer selection and

characterization. Analyst. 21-32.

Dominguez, C., Boelens, R., & Bonvin, A. M. J. J. (2003). HADDOCK: A protein-protein docking
approach based on biochemical or biophysical information. Journal of the American Chemical
Society, 125(7), 1731-1737.

Dong, L., Tan, Q., Ye, W., Liu, D., Chen, H., Hu, H., ... Wu, W. (2015). Screening and Identifying a
Novel ssDNA Aptamer against Alpha-fetoprotein Using CE-SELEX. Scientific Reports, 5(1).

Dong, L., Zhou, H., Zhao, M., Gao, X., Liu, Y., Liu, D., ... Wu, W. (2018). Phosphorothioate-
Modified AP613-1 Specifically Targets GPC3 when Used for Hepatocellular Carcinoma Cell
Imaging. Molecular Therapy Nucleic Acids, 13, 376-386.

Dua, P, Kang, S., Shin, H. S., Kim, S., & Lee, D. K. (2018). Cell-SELEX-Based Identification of a
Human and Mouse Cross-Reactive Endothelial Cell-Internalizing Aptamer. Nucleic Acid
Therapeutics, 28(4), 262-271.

Dupont, D. M., Larsen, N., Jensen, J. K., Andreasen, P. A., & Kjems, J. (2015). Characterisation of
aptamer-target interactions by branched selection and high-throughput sequencing of SELEX

pools. Nucleic Acids Research, 43(21).

Duran!, M., Karabulut’, A., & Sahin', T. (n.d.). The association of serum chemerin levels with

retinopathy in patients with type 2 diabetes mellitus.

Ellington, A. D., & Szostak, J. W. (1990). In vitro selection of RNA molecules that bind specific

ligands.

84



El-Mesallamy, H. O., El-Derany, M. O., & Hamdy, N. M. (2011). Serum omentin-1 and chemerin
levels are interrelated in patients with Type2 diabetes mellitus with or without ischaemic heart
disease. Diabetic Medicine, 28(10), 1194-1200.

Ernst, M. C., & Sinal, C. J. (2010). Chemerin: At the crossroads of inflammation and obesity. Trends
in Endocrinology and Metabolism. 660—667.

Ferrara, N. (2004). Vascular endothelial growth factor: Basic science and clinical progress. Endocrine
Reviews, 25(4), 581-611.

Galon, J., Angell, H. K., Bedognetti, D., & Marincola, F. M. (2013). The Continuum of Cancer
Immunosurveillance: Prognostic, Predictive, and Mechanistic Signatures. Immunity. 11-26.

Garces, M. F., Sanchez, E., Ruiz-Parra, A. I., Rubio-Romero, J. A., Angel-Miiller, E., Suarez, M. A.,
... Caminos, J. E. (2013). Serum chemerin levels during normal human pregnancy. Peptides, 42,
138-143.

Ghallab, N. A., & Shaker, O. G. (2017). Serum and salivary levels of chemerin and MMP-9 in oral
squamous cell carcinoma and oral premalignant lesions. Clinical Oral Investigations, 21(3),
937-947.

Gibson, T. L., & Cohen, P. (1999). Inflammation-related neutrophil proteases, cathepsin G and
elastase, function as insulin-like growth factor binding protein proteases. Growth hormone &
IGF research : official journal of the Growth Hormone Research Society and the International
IGF Research Society, 9(4), 241-253.

Gonzalez-Ponce, F., Gamez-Nava, J. |., Perez-Guerrero, E. E., Saldafia-Cruz, A. M., Vazquez-Villegas,
M. L., Ponce-Guarneros, J. M., ... Gonzalez-Lopez, L. (2021). Serum chemerin levels: A
potential biomarker of joint inflammation in women with rheumatoid arthritis. PLoS ONE, 16(9

September).

Goralski, K. B., McCarthy, T. C., Hanniman, E. A., Zabel, B. A., Butcher, E. C., Parlee, S. D., ...
Sinal, C. J. (2007). Chemerin, a novel adipokine that regulates adipogenesis and adipocyte
metabolism. Journal of Biological Chemistry, 282(38), 28175-28188.

Goralski, K. B., & Sinal, C. J. (2009). Chapter 14 Elucidation of Chemerin and Chemokine-Like
Receptor-1 Function in Adipocytes by Adenoviral-Mediated shRNA Knockdown of Gene
Expression. Methods in Enzymology. 289-312.

Gubala, V., Harris, L. F,, Ricco, A. J., Tan, M. X., & Williams, D. E. (2012). Point of care diagnostics:
Status and future. Analytical Chemistry, 84(2), 487-515.

85



Guenther, U. P., Yandek, L. E., Niland, C. N., Campbell, F. E., Anderson, D., Anderson, V. E., ...
Jankowsky, E. (2013). Hidden specificity in an apparently nonspecific RNA-binding protein.
Nature, 502(7471), 385-388.

Gyorffy, B., Lanczky, A., Eklund, A. C., Denkert, C., Budczies, J., Li, Q., & Szallasi, Z. (2010). An
online survival analysis tool to rapidly assess the effect of 22,277 genes on breast cancer
prognosis using microarray data of 1,809 patients. Breast Cancer Research and Treatment. 725—
731.

Han, K., Liang, Z., & Zhou, N. (2010). Design strategies for aptamer-based biosensors. Sensors.
4541-4557.

Hands, J. R., Clemens, G., Stables, R., Ashton, K., Brodbelt, A., Davis, C., ... Baker, M. J. (2016).
Brain tumour differentiation: rapid stratified serum diagnostics via attenuated total reflection

Fourier-transform infrared spectroscopy. Journal of Neuro-Oncology, 127(3), 463-472.

Hanthazi, A., Jespers, P., Vegh, G., Dubois, C., Hubesch, G., Springael, J. Y., ... Mc Entee, K. (2020).
Chemerin Added to Endothelin-1 Promotes Rat Pulmonary Artery Smooth Muscle Cell

Proliferation and Migration. Frontiers in Physiology, 11.

Herenius, M. M. J., Oliveira, A. S. F., Wijbrandts, C. A., Gerlag, D. M., Tak, P. P., & Lebre, M. C.
(2013). Anti-TNF Therapy Reduces Serum Levels of Chemerin in Rheumatoid Arthritis: A New
Mechanism by Which Anti-TNF Might Reduce Inflammation. PLoS ONE, 8(2).

Ho, K. J., Spite, M., Owens, C. D., Lancero, H., Kroemer, A. H. K., Pande, R., ... Conte, M. S. (2010).
Aspirin-triggered lipoxin and resolvin E1 modulate vascular smooth muscle phenotype and

correlate with peripheral atherosclerosis. American Journal of Pathology, 177(4), 2116-2123.

Hopfinger, A., Behrendt, M., Schmid, A., Karrasch, T., Schiffler, A., & Berghoff, M. (2024). A Cross-
Sectional Study: Systematic Quantification of Chemerin in Human Cerebrospinal Fluid.
Biomedicines, 12(11), 2508.

Huang, H., Tong, T. T., Yau, L. F., Wang, J. R., Lai, M. H., Zhang, C. R, ... Jiang, Z. H. (2020).
Chemerin isoform analysis in human biofluids using an LC/MRM-MS-based targeted proteomics
approach with stable isotope-labeled standard. Analytica Chimica Acta, 1139, 79-87.

Hughes, C. E., & Nibbs, R. J. B. (2018). A guide to chemokines and their receptors. FEBS Journal.
2944-2971.

Irvine, D., Tuerk, C., & Gold, L. (1991). SELEXION Systematic Evolution of Ligands by Exponential

Enrichment with Integrated Optimization by Non-linear Analysis. In J. Mol. Biol.

86



Jason W. Griffith, Caroline L. Sokol, Andrew D. Luster. 2014. Chemokines and Chemokine Receptors:

Positioning Cells for Host Defense and Immunity. Annual Review Immunology. 32:659-702.

Jayasena S. D. (1999). Aptamers: an emerging class of molecules that rival antibodies in diagnostics.
Clinical chemistry, 45(9), 1628-1650.

Jin, C. H., Yi, K. W,, Ha, Y. R,, Shin, J. H., Park, H. T., Kim, T., & Hur, J. Y. (2015). Chemerin
Expression in the Peritoneal Fluid, Serum, and Ovarian Endometrioma of Women with

Endometriosis. American Journal of Reproductive Immunology, 74(4), 379-386.

Jumper, J., Evans, R., Pritzel, A. et al. Highly accurate protein structure prediction with AlphaFold.
Nature 596, 583-589 (2021).

Kacherovsky, N., Yang, L. F., Dang, H. V., Cheng, E. L., Cardle, L. 1., Walls, A. C., ... Pun, S. H.
(2021). Discovery and Characterization of Spike N-Terminal Domain-Binding Aptamers for
Rapid SARS-CoV-2 Detection. Angewandte Chemie - International Edition, 60(39), 21211-
21215.

Kalpana, S., Priyadarshini, S. R., Maria Leena, M., Moses, J. A., & Anandharamakrishnan, C. (2019).
Intelligent packaging: Trends and applications in food systems. Trends in Food Science and
Technology. 145-157. Elsevier Ltd.

Kaur, J., Adya, R., Tan, B. K., Chen, J., & Randeva, H. S. (2010). Identification of chemerin receptor
(ChemR23) in human endothelial cells: Chemerin-induced endothelial angiogenesis.

Biochemical and Biophysical Research Communications, 391(4), 1762-1768.

Kaur, M., Singh, S., & Kaur, A. (2024). Structural changes in amide | and amide Il regions of PCOS
women analyzed by ATR-FTIR spectroscopy. Heliyon, 10(13).

Kennedy, A. J., & Davenport, A. P. (2018). International union of basic and clinical pharmacology
CIll: Chemerin receptors CMKLR1 (Chemerinl) and GPR1 (Chemerin2) nomenclature,

pharmacology, and function. Pharmacological Reviews, 70(1), 174-196.

Kennedy, A. J., Yang, P., Read, C., Kuc, R. E., Yang, L., Taylor, E. J. A., ... Davenport, A. P. (2016).

Chemerin elicits potent constrictor actions via chemokine-like receptor 1 (CMKLR1), not G-

Kiczmer, P., Senkowska, A. P., Kula, A., Dawidowicz, M., Strzelczyk, J. K., Zajdel, E. N., ...
Swietochowska, E. (2020). Assessment of CMKLR1 level in colorectal cancer and its correlation

with angiogenic markers. Experimental and Molecular Pathology, 113.

Kulig, P., Kantyka, T., Zabel, B. A., Bana$, M., Chyra, A., Stefanska, A., ... Cichy, J. (2011).
Regulation of Chemerin Chemoattractant and Antibacterial Activity by Human Cysteine
Cathepsins. The Journal of Immunology, 187(3), 1403-1410.

87



Kumar, H., Dhalaria, R., Guleria, S. et al. Immunosensors in food, health, environment, and
agriculture: a review. Environ Chem Lett 22, 2573-2605 (2024).

Laing, K. J., & Secombes, C. J. (2004). Chemokines. Developmental and Comparative Immunology,
28(5),

Lavis, P., Bondue, B., & Cardozo, A. K. (2024). The Dual Role of Chemerin in Lung Diseases. Cells,
Vol. 13. Multidisciplinary Digital Publishing Institute (MDPI).

Lehrke, M., Becker, A., Greif, M., Stark, R., Laubender, R. P., von Ziegler, F., ... & Broedl, U. C.
(2009). Chemerin is a novel adipokine associated with obesity and systemic inflammation in
humans. Atherosclerosis, 206(2), 483-485.

Li, J. J.,, Yin, H. K., Guan, D. X., Zhao, J. S., Feng, Y. X., Deng, Y. Z., ... Xie, D. (2018). Chemerin
suppresses hepatocellular carcinoma metastasis through CMKLR1-PTEN-Akt axis. British
Journal of Cancer, 118(10), 1337-1348.

Li, L., Huang, C., Zhang, X., Wang, J., Ma, P, Liu, Y., ... Zhang, J. V. (2014). Chemerin-derived
peptide C-20 suppressed gonadal steroidogenesis. American Journal of Reproductive
Immunology, 71(3), 265-277.

Li, X., Li, C., Yang, J., Lin, M., Zhou, X., Su, Z., ... Chen, X. (2025). Associations of the levels of
adipokines and cytokines in individual follicles with in vitro fertilization outcomes in women

with different ovarian reserves. Journal of Ovarian Research, 18(1), 11.

Lin, N., Wu, L., Xu, X., Wu, Q., Wang, Y., Shen, H., ... Yang, C. (2021). Aptamer Generated by Cell-
SELEX for Specific Targeting of Human Glioma Cells. ACS Applied Materials and Interfaces.
9306-9315. American Chemical Society.

Liss, M., Petersen, B., Wolf, H., & Prohaska, E. (2002). An aptamer-based quartz crystal microbalance
biosensor for the detection of human IgE. Analytical Chemistry, 74(17), 4488-4495.

Liu, L., Zhang, J., Lu, K., Zhang, Y., Xu, X., Deng, J., ... Wang, X. (2024). ChemR23 signaling
ameliorates brain injury via inhibiting NLRP3 inflammasome-mediated neuronal pyroptosis in

ischemic stroke. Journal of Translational Medicine, 22(1).

Liu, Y., Liu, A., & Ye, R. D. (2024). Structural Basis for Chemerin Recognition and Signaling Through
Its Receptors. Biomedicines. Multidisciplinary Digital Publishing Institute (MDPI).

Ludeman, J. P., & Stone, M. J. (2013). The structural role of receptor tyrosine sulfation in chemokine
recognition LINKED ARTICLES Tyrosine sulfation.

88



Lupold, S. E., Hicke, B. J., Lin, Y., & Coffey, D. S. (2002). Identification and Characterization of
Nuclease-stabilized RNA Molecules That Bind Human Prostate Cancer Cells via the Prostate-
specific Membrane Antigen 1. In CANCER RESEARCH.

Lyu, C., Khan, I. M., & Wang, Z. (2021). Capture-SELEX for aptamer selection: A short review.
Talanta. Elsevier B.V.

Madeira, F., Madhusoodanan, N., Lee, J., Eusebi, A., Niewielska, A., Tivey, A. R. N., ... Butcher, S.
(2024). The EMBL-EBI Job Dispatcher sequence analysis tools framework in 2024. Nucleic
Acids Research, 52(W1), W521-W525.

Maheshwari, A., Kurundkar, A. R., Shaik, S. S., Kelly, D. R., Hartman, Y., Zhang, W., ... Ohls, R. K.
(2009). Translational Research in Normal and Disordered Development (TReNDD) Program,
UAB Department of Pediatrics; and 7. Am J Physiol Gastro-Intest Liver Physiol, 4, 1-10.

Manea, |., Casian, M., Hosu-Stancioiu, O., de-los-Santos-Alvarez, N., Lobo-Castaiién, M. J., &
Cristea, C. (2024). A review on magnetic beads-based SELEX technologies: Applications from

small to large target molecules. Analytica Chimica Acta. Elsevier B.V.

Mannes, P. Z., Barnes, C. E., Biermann, J., Latoche, J. D., Day, K. E., Zhu, Q., ... Tavakoli, S. (2023).
Molecular imaging of chemokine-like receptor 1 (CMKLR1) in experimental acute lung injury.

Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America, 120(3).

Mattern, A., Zellmann, T., & Beck-Sickinger, A. G. (2014). Processing, signaling, and physiological
function of chemerin. IUBMB Life. 19-26.

Mayis, O., Saghk, U., Fakiiltesi, B., Ve, B., & Béliimii, D. (n.d.). GUNCEL BIR ADIPOKIN:
CHEMERIN A CURRENT ADIPOKINE: CHEMERIN Mensure Nur CELIK, Mehtap UNLU
SOGUT.

Meder, W., Wendland, M., Busmann, A., Kutzleb, C., Spodsberg, N., John, H., ... Forssmann, W. G.

(2003). Characterization of human circulating TIG2 as a ligand for the orphan receptor
ChemR23. FEBS Letters, 555(3), 495-499.

Mi, J., Liu, Y., Rabbani, Z. N., Yang, Z., Urban, J. H., Sullenger, B. A., & Clary, B. M. (2010). In vivo
selection of tumor-targeting RNA motifs. Nature Chemical Biology, 6(1), 22-24.

Michael Zuker, Mfold web server for nucleic acid folding and hybridization prediction, Nucleic Acids
Research, Volume 31, Issue 13, 1 July 2003, Pages 3406—3415.

Mitchell, D., Chintala, S., & Dey, M. (2018). Plasmacytoid dendritic cell in immunity and cancer.

Journal of Neuroimmunology. 63-73. Elsevier B.V.

89



Miyachi, Y., Shimizu, N., Ogino, C., & Kondo, A. (2009). Selection of DNA aptamers using atomic

force microscopy. Nucleic Acids Research, 38(4).

Mosing, R. K., & Bowser, M. T. (2009). Isolating aptamers using capillary electrophoresis-SELEX
(CE-SELEX). Methods in Molecular Biology, 535, 33-43.

Murphy, P. M., Baggiolini, M., Charo, L. F., Bert, C. A. H., Horuk, R., Matsushima, K., ... Power, C.

A. (n.d.). International Union of Pharmacology. XXII. Nomenclature for Chemokine Receptors.

Nafie, L. A. ., & Mantsch, H. H. . (1993). Proceedings of biomolecular spectroscopy III : 17-18
January 1993, Los Angeles, California.

Nagpal, S., Patel, S., Jacobe, H., DiSepio, D., Ghosn, C., Malhotra, M., ... Chandraratna, R. A. S.
(1997). Tazarotene-induced gene 2 (T1G2), a novel retinoid-responsive gene in skin. Journal of
Investigative Dermatology, 109(1), 91-95.

Nikanfar, S., Oghbaei, H., Rastgar Rezaei, Y., Zarezadeh, R., Jafari-gharabaghlou, D., Nejabati, H. R.,
Dittrich, R. (2021). Role of adipokines in the ovarian function: Oogenesis and

steroidogenesis. Journal of Steroid Biochemistry and Molecular Biology. Elsevier Ltd.

Okten, S. B., & Bildaci, T. B. (2020). Salivary Leptin and Chemerin; a novel way of gestational
diabetes screening. Gynecological Endocrinology, 36(12), 1116-1118.

Ouchi, N., Parker, J. L., Lugus, J. J., & Walsh, K. (2011). Adipokines in inflammation and metabolic

disease. Nature Reviews Immunology, Vol. 11, pp. 85-97.

Paniel, N., Baudart, J., Hayat, A., & Barthelmebs, L. (2013). Aptasensor and genosensor methods for
detection of microbes in real world samples. Methods. 229-240.

Paniel, Nathalie, Istambouli¢, G., Triki, A., Lozano, C., Barthelmebs, L., & Noguer, T. (2017).
Selection of DNA aptamers against penicillin G using Capture-SELEX for the development of an
impedimetric sensor. Talanta, 162, 232-240.

Parlee, S. D., Ernst, M. C., Muruganandan, S., Sinal, C. J., & Goralski, K. B. (2012). Serum chemerin
levels vary with genetic background and are induced by immune exposure in mice.
Endocrinology, 153(10), 5098-5107.

Parolini, S., Santoro, A., Marcenaro, E., Luini, W., Massardi, L., Facchetti, F., ... Sozzani, S. (2007).
The role of chemerin in the colocalization of NK and dendritic cell subsets into inflamed tissues.
Blood, 109(9), 3625-3632.

Poulos, S. P., Hausman, D. B., & Hausman, G. J. (2010). The development and endocrine functions of

adipose tissue. Molecular and Cellular Endocrinology. 20-34.

90



Ress, C., Tschoner, A., Engl, J., Klaus, A., Tilg, H., Ebenbichler, C. F., ... Kaser, S. (2010). Effect of
bariatric surgery on circulating chemerin levels. European Journal of Clinical Investigation,
40(3), 277-280.

Roman, A. A,, Parlee, S. D., & Sinal, C. J. (2012). Chemerin: A potential endocrine link between
obesity and type 2 diabetes. Endocrine, Vol. 42, pp. 243-251. Humana Press Inc.

Rourke, J. L., Dranse, H. J., & Sinal, C. J. (2013). Towards an integrative approach to understanding

the role of chemerin in human health and disease. Obesity Reviews. 245-262.

Rourke, Jillian L., Muruganandan, S., Dranse, H. J., McMullen, N. M., & Sinal, C. J. (2014). Gprl is
an active chemerin receptor influencing glucose homeostasis in obese mice. Journal of
Endocrinology, 222(2), 201-215.

Rundhaug, J. E. (2005). Matrix metalloproteinases and angiogenesis. Journal of Cellular and
Molecular Medicine, 9(2), 267-285.

SantaLucia, J. (1998). A unified view of polymer, dumbbell, and oligonucleotide DNA nearest-

neighbor thermodynamics. Proceedings of the National Academy of Sciences, 95(4), 1460-1465.

Schultz, S., Saalbach, A., Heiker, J. T., Meier, R., Zellmann, T., Simon, J. C., & Beck-Sickinger, A. G.
(2013). Proteolytic activation of prochemerin by kallikrein 7 breaks epithelial barrier function.
Journal of Investigative Dermatology, 133(4), 946-955.

Sell, H., Divoux, A., Poitou, C., Basdevant, A., Bouillot, J. L., Bedossa, P., ... Clément, K. (2010).
Chemerin correlates with markers for fatty liver in morbidly obese patients and strongly
decreases after weight loss induced by bariatric surgery. Journal of Clinical Endocrinology and
Metabolism, 95(6), 2892—-2896.

Sell, H., & Eckel, J. (2009). Chemotactic cytokines, obesity and type 2 diabetes: In vivo and in vitro

evidence for a possible causal correlation? Proceedings of the Nutrition Society, 68(4), 378-384.

Sell, H., Laurencikiene, J., Taube, A., Eckardt, K., Cramer, A., Horrighs, A., ... & Eckel, J. (2009).
Chemerin is associated with insulin resistance and inflammation in human skeletal muscle and
adipose tissue. Diabetes, 58(12), 2731-2740.

Shin, H. S., Gedi, V,, Kim, J. K., & Lee, D. ki. (2019). Detection of Gram-negative bacterial outer

membrane vesicles using DNA aptamers. Scientific Reports, 9(1).

Song, K. M., Cho, M., Jo, H., Min, K., Jeon, S. H., Kim, T., ... Ban, C. (2011). Gold nanoparticle-
based colorimetric detection of kanamycin using a DNA aptamer. Analytical Biochemistry,
415(2), 175-181.

Song, K. M., Lee, S., & Ban, C. (2012). Aptamers and their biological applications. Sensors. 612—631.

91



Song, Y., Zhu, Z., An, Y., Zhang, W., Zhang, H., Liu, D., ... Yang, C. J. (2013). Selection of DNA
aptamers against epithelial cell adhesion molecule for cancer cell imaging and circulating tumor
cell capture. Analytical Chemistry, 85(8), 4141-4149.

Stejskal, © D, Karpisek, M., Hanulova, Z., Svestak, M., Stejskal, D., Karpisek, M., ... Svestak, M.
(2008). CHEMERIN IS AN INDEPENDENT MARKER OF THE METABOLIC SYNDROME IN A
CAUCASIAN POPULATION-A PILOT STUDY.

Stoltenburg, R., Nikolaus, N., & Strehlitz, B. (2012). Capture-SELEX: Selection of DNA aptamers for

aminoglycoside antibiotics. Journal of Analytical Methods in Chemistry, 1(1).

Tan, B. K., Chen, J., Farhatullah, S., Adya, R., Kaur, J., Heutling, D., ... Randeva, H. S. (2009).
Insulin  and metformin regulate circulating and adipose tissue chemerin. Diabetes, 58(9),
1971-1977.

Tombelli, S., Minunni, M., & Mascini, M. (2005). Analytical applications of aptamers. Biosensors and
Bioelectronics, 20(12), 2424-2434.

Treeck, O., Buechler, C., & Ortmann, O. (2019). Chemerin and cancer. International Journal of
Molecular Sciences. MDPI AG.

Tuerk, C., & Gold, L. (n.d.). Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment: RNA
Ligands to Bacteriophage T4 DNA Polymerase Downloaded from.

Uhlén, M., Fagerberg, L., Hallstrom, B. M., Lindskog, C., Oksvold, P., Mardinoglu, A., ... Pontén, F.
(2015). Tissue-based map of the human proteome. Science, 347(6220).

van Zundert, G. C. P., Rodrigues, J. P. G. L. M., Trellet, M., Schmitz, C., Kastritis, P. L., Karaca, E.,
Melquiond, A. S. J., van Dijk, M., de Vries, S. J., & Bonvin, A. M. J. J. (2016). The
HADDOCK?2.2 web server: User-friendly integrative modeling of biomolecular complexes.
Journal of Molecular Biology, 428(4), 720-725.

Viciano, C. P. (n.d.). Study of the activation mechanisms of the CXC chemokine receptor 4 (CXCR4)
and the atypical chemokine receptor 3 (ACKR3) Untersuchung zum Aktivierungsmechanismus
des CXC Chemokin-Rezeptor 4 (CXCR4) und des atypischen Chemokin-Rezeptor 3 (ACKR3).

Waly, Y., Hussain, A., Al-Majmuei, A., Alatoom, M., Alaraibi, A. J., Alaysereen, A., & Deen, G. R.
(2026). Evolution of Biosensors and Current State-of-the-Art Applications in Diabetes Control.
Biosensors, 16(1), 39.

Wang, C., Wu, W. K. K,, Liu, X., To, K. F,, Chen, G. G., Yu, J.,, & Ng, E. K. W. (2014). Increased
serum chemerin level promotes cellular invasiveness in gastric cancer: A clinical and

experimental study. Peptides, 51, 131-138.

92



Weigert, J., Neumeier, M., Wanninger, J., Filarsky, M., Bauer, S., Wiest, R., ... Buechler, C. (2010).
Systemic chemerin is related to inflammation rather than obesity in type 2 diabetes. Clinical
Endocrinology, 72(3), 342-348.

White, R., Rusconi, C., Scardino, E., Wolberg, A., Lawson, J., Hoffman, M., & Sullenger, B. (2001).
Generation of species cross-reactive aptamers using “toggle” SELEX. Molecular Therapy,
4(6), 567-573.

Wittamer, V., Bondue, B., Guillabert, A., Vassart, G., Parmentier, M., & Communi, D. (2005).
Neutrophil-Mediated Maturation of Chemerin: A Link between Innate and Adaptive Immunity 1.
In The Journal of Immunology (Vol. 175).

Wittamer, V., Franssen, J. D., Vulcano, M., Mirjolet, J. F., Le Poul, E., Migeotte, I., ... Communi, D.
(2003). Specific recruitment of antigen-presenting cells by chemerin, a novel processed ligand

from human inflammatory fluids. Journal of Experimental Medicine, 198(7), 977-985.

Wittamer, V., Grégoire, F., Robberecht, P., Vassart, G., Communi, D., & Parmentier, M. (2004). The C-
terminal Nonapeptide of Mature Chemerin Activates the Chemerin Receptor with Low
Nanomolar Potency. Journal of Biological Chemistry, 279(11), 9956-9962.

Wolter, O., & Mayer, G. (2017). Aptamers as valuable molecular tools in neurosciences. Journal of
Neuroscience, 37(10), 2517-2523.

Xu, C.-H., Yang, Y. Wang, Y.-C., Yan, J., & Qian, L.-H. (2017). Oncotarget 22483
www.impactjournals.com/oncotarget Prognostic significance of serum chemerin levels in

patients with non-small cell lung cancer. In Oncotarget.

Yagi, M., Sasaki, Y., Abe, Y., Yaoita, T., Sakuta, K., Mizumoto, N., ... Ueno, Y. (2020). Association
between High Levels of Circulating Chemerin and Colorectal Adenoma in Men. Digestion,
101(5), 571-578.

Yamawaki, H., Kameshima, S., Usui, T., Okada, M., & Hara, Y. (2012). A novel adipocytokine,
chemerin exerts anti-inflammatory roles in human vascular endothelial cells. Biochemical and

Biophysical Research Communications, 423(1), 152-157.

Yang, M., Yang, G., Dong, J., Liu, Y., Zong, H., Liu, H., ... Li, L. (2010). Elevated Plasma Levels of
Chemerin in Newly Diagnosed Type 2 Diabetes Mellitus With Hypertension.

Yao, C., Tang, H., Wu, W.,, Tang, J., Guo, W., Luo, D., & Yang, D. (2020). Double Rolling Circle
Amplification Generates Physically Cross-Linked DNA Network for Stem Cell Fishing. Journal
of the American Chemical Society, 142(7), 3422-3429.

93



Yoshimura, T., & Oppenheim, J. J. (2008). Chemerin reveals its chimeric nature. Journal of
Experimental Medicine. 2187-2190.

Yoshimura, T., & Oppenheim, J. J. (2011). Chemokine-like receptor 1 (CMKLR1) and chemokine (C-
C motif) receptor-like 2 (CCRL2); Two multifunctional receptors with unusual properties.

Experimental Cell Research. 674-684. Academic Press Inc.

Yu, X., Pan, X., Huang, M., Lin, X., & Wang, X. (2025). Chemerin mediates exercise-induced
improvements of bone microstructure and bone mass in diabetes or high fat diet mice. Molecular
and Cellular Endocrinology, 599.

Yue, G., An, Q., Xu, X., Jin, Z., Ding, J., Hu, Y., ... Xie, R. (2023). The role of Chemerin in human
diseases. Cytokine. Academic Press.

Yiicel, A., & Ozcan, H. M. (2025). "Fabrication and application of disposable 3D-printed gold
electrodes for impedimetric biosensing of chemerin: a potential obesity biomarker." Analytical
Methods, 17(34), 6866-6880.

Zabel, B. A,, Allen, S. J., Kulig, P., Allen, J. A., Cichy, J., Handel, T. M., & Butcher, E. C. (2005).
Chemerin activation by serine proteases of the coagulation, fibrinolytic, and inflammatory
cascades. Journal of Biological Chemistry, 280(41), 34661—-34666.

Zabel, B. A., Silverio, A. M., & Butcher, E. C. (2005). Chemokine-like receptor 1 expression and
chemerin-directed chemotaxis by human immature dendritic cells. The Journal of Immunology,
174(1), 244-251.

Zabel, B. A., Nakae, S., Zuniga, L., Kim, J. Y., Ohyama, T., Alt, C., ... Butcher, E. C. (2008). Mast
cell-expressed orphan receptor CCRL2 binds chemerin and is required for optimal induction of
IgE-mediated passive cutaneous anaphylaxis. Journal of Experimental Medicine, 205(10), 2207—
2220.

Zhang, J., Jin, H. C., Zhu, A. K., Ying, R. C., Wei, W., & Zhang, F. J. (2014). Prognostic significance

of plasma chemerin levels in patients with gastric cancer. Peptides, 61, 7-11.

Zhang, Q., Jia, Y, Guo, Y, Yu, X.,, Wang, R., & Wang, X. (2025). Chemerin loss-of-function
attenuates glucagon-like peptide-1 secretion in exercised obese mice. Diabetes, Obesity and

Metabolism.

Zhao, L., Leung, L. L., & Morser, J. (2022). Chemerin Forms: Their Generation and Activity.
Biomedicines. MDPI.

94



Zheng, H., Zhang, Z., He, J. W., Fu, W. Z., Wang, C., & Zhang, Z. L. (2014). Identification of two
novel CLCN7 gene mutations in three Chinese families with autosomal dominant osteopetrosis
type 1l. Joint Bone Spine, 188-189. Elsevier Masson SAS.

Zhou, J. X., Liao, D., Zhang, S., Cheng, N., He, H. Q., & Ye, R. D. (2014). Chemerin C9 peptide
induces receptor internalization through a clathrin-independent pathway. Acta Pharmacologica
Sinica, 35(5), 653-663.

Zhu, G., & Chen, X. (2018, September 1). Aptamer-based targeted therapy. Advanced Drug Delivery
Reviews, 65-78. Elsevier B.V.

Zhuo, Z., Yu, Y., Wang, M., Li, J., Zhang, Z., Liu, J., ... Zhang, B. (2017). Recent advances in SELEX
technology and aptamer applications in biomedicine. International Journal of Molecular
Sciences, MDPI AG.

95



