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Adli Bilimlerde Aptamer Uygulamalari: Kokain Algilama ve Parmak Izi

Belirleme Ornegi

Aptamer Applications in Forensic Science: Cocaine Detection and Latent

Fingerprint Visualization Cases

Mustafa Oguzhan Caglayan

Cumhuriyet Universitesi Miihendislik Fakiiltesi Nanoteknoloji Miihendisligi Béliimii, Sivas

Ozet

Yapay antikorlar olarak da bilinen aptamerler, farkli boyut-
lardaki hedef molekiillere, yiiksek ilgi ve segicilik ile baglanan
ve gectigimiz 30 yil icerisinde ¢ok farkli sensor uygulamala-
rinda basartyla kullanilan yakalama elemanlaridir. Aptamerlerin
bir organizmada {iretilen antikorlar yerine laboratuvar ortamin-
da {iretilebilmesi, ¢ogaltilma ve saflastirma asamasinin kolay
olmasi ve sonsuz konfigiirasyonda {iretilebiliyor olmasi gibi
essiz avantajlart vardir. Askeri, ¢evresel, gida giivenligi ve tibbi
uygulamalarinim yani sira, adli bilimlerde de aptamerlerin kul-
lanilmasi kagimilmazdir. Bu makalede, aptamerlerin adli bilim-
lerde uygulamalarma yonelik 6rnekler verilmistir. Literatiirde,
¢ok sayida uygulama olmasi nedeniyle bu makalede, adli bilim
ve adli tipta sensdrler i¢in kokain ve adli bilim i¢in parmak izi
belirlemesi uygulamalar1 rnek olarak verilmistir.

Anahtar Kelimeler: Aptamerler; Adli Bilim Uygulamalari;
Biyosensorler; Kokain Tayini; Gizli Parmak izi.

Abstract

Aptamers, also known as artificial antibodies, are capture
elements that are attached to target molecules of different sizes
with high affinity, and selectivity. They are successfully used
in many different sensor applications over the last 30 years.
Aptamers have unique advantages such as being able to be
produced in a laboratory environment in contrast to antibodies
produced via immunoactivity, easy to amplify and purify and to
be produced in an infinite configuration. In addition to the mili-
tary, environmental, food safety and medical applications, the
use of aptamers in forensic sciences is inevitable. In this article,
examples of aptamers and their applications in forensic sciences
are given. Due to a large number of applications in the literature,
latent fingerprint visualization and cocaine detection cases are
given as examples of aptamer applications in forensic science.

Keywords: Aptamers; Forensic Science Applications; Bio-
sensors; Cocaine Detection; Latent Fingerprint.

1. Giris

Aptamerler, ilaglar, proteinler veya diger inorganik
molekiiller gibi genis bir araliktaki hedef molekiillerine
yiiksek afinite ve spesifiklik gostererek baglanabilen oli-
goniikleotidlerdir (RNA veya DNA) (Luzi ve dig., 2003;
You ve dig., 2003). Bu molekiiller ilk kez 1990 yilinda ra-
por edilmis olan SELEX (iissel zenginlestirme ile ligand-
larin sistematik evrimi- Systematic Evolution of Ligands
by Exponential Enrichement) adl1 bir in vitro eleme/se¢im
yontemi ile elde edilirler (Tuerk ve Gold, 1990; Ellington
ve Stzostak, 1990). Bu proses, rastgele dagilimli sekan-
sa sahip olan genis bir oligomer kiitiiphanesinden (RNA
veya DNA) hedef molekiile yiiksek afinite ve spesifiklik
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ile baglanabilen essiz RNA/DNA molekiillerinin belirle-
nebilmesini saglar (Sekil 1). RNA’nin RNA fonksiyonu
cesitliligine neden olacak sekilde farkli yapilar halinde
biikiilebilmesi nedeniyle aptamerler genellikle RNA’lar
arasindan se¢ilmektedir (Marshall ve Ellington, 2000).
Aptamerler, afinite konusunda bazi monoklonal an-
tikorlarla kryaslanabilir hatta bazi durumlarda onlardan
daha iyi bir afiniteye sahiptir. Aptamerlerin hedeflerine
karst afinitesinde sokiilme katsayisi tipik olarak mik-
romolar ile pikomolar seviyesi arasinda degismektedir
(Jenison ve dig., 1994). Aptamerler, 6rnegin yalnizca bir
metil grubu farkli olan teofillin ile kafein arasinda 10 bin
kat yliksek ayirma kapasitesi gosterebilmektedir (anti-te-
ofillin aptameri, Jenison ve dig., 1994). Oligoniikleotid
sekanslarinin dizilimindeki yiiksek olasilik ve farklilik-
lar nedeniyle ger¢eklesen molekiiler farklilik, ¢ok genis
sayida molekiile afinitesi olan aptamerlerin {iretilmesini
miimkiin kilmaktadir. Organik boyalar, aminoasitler, an-
tibiyotikler, peptitler, proteinler ve vitaminler gibi ¢ok sa-
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yida farkli molekiil i¢in yiiksek afiniteye sahip aptamerler
secilmis ve literatiirde rapor edilmistir (Tombelli ve dig.,
2005).

Aptamerlerin hedeflerine kars1 yiiksek afinite gdster-
mesinin sebebi hedef molekiiliin ¢evresine sarilmasidir.
Boylece kiiciik molekiillerde kendi niikleik asit yapist
igerisine sikistirirken, biiyiik molekiillerde (6rnegin pro-
teinler) kendisi yapiya entegre olur (Herman ve Patel.,
2000). Antikorlar ile kiyaslandiginda aptamer reseptor-
ler analitik ve tani uygulamalarinda ¢ok sayida avantaja
sahiptir. Ornegin aptamerler, antikorlar gibi, iiretim igin
hayvanlarin kullanilmas1 zorunlulugunu ortadan kaldirir.
Bu durumun bir diger avantaji, bazi durumlarda immiin
cevabin dogru calismamasi nedeniyle antikorlarin iire-
tilememesi durumunda uygun antikorun elde edilmesi
miimkiin olmayabilir. Bu durumun aksine aptamerler in
vitro olarak {iretilirler. Se¢im isleminin ardindan apta-
merler, kimyasal sentez yolu ile ¢ogaltilip saflastirilirlar.
Bu esnada antikorlar ise her bir partide varyasyon gos-
terebilir ve saflagtirma basamaklari da olduk¢a uzun ve
zahmetlidir. Buna ek olarak yapilarindan dolayi, aptamer
esasli sensorler, protein esaslt sensorlere oranla daha da-
yanikli olur, denatiirasyon dayanimi ve raf omrii daha
yiiksek olur (Tombelli ve dig., 2005).

2. Aptasensorler

Aptamerler, immiinoanaliz yontemlerinde oldugu
gibi, farkli hedef molekiillerin tayininde biyosensor ola-
rak kullanilabilirler. Literatiirde aptamerlerin farkli mole-

kiillerin tayininde kullanilmasi ile ilgili ¢ok sayida yayma
ulasilabilir (6rnegin, Caglayan, 2017; Wang ve dig, 2010
gibi). Aptasensorler, hedefi yakalayan bir antihedef apta-
merinin immobilize edildigi doniistiirlicii eleman ytizeyi
ve baglanma sonucunda olusan degisimi algilayan bir do-
niistiiriiciden olusur. Déniistiirticiiler optik, elektrokim-
yasal, kiitle degisim, elektriksel ve 1s1l tabanli olabilirler.
Her bir doniistiiriicii tiiriiniin kendine 6zgii avantaj ve de-
zavantajlar1 vardir. Bazi donistiiriiciiler mikro-iglenebilir
yapidadir ve el tipi taginabilir cihaz olarak uyarlanabilir-
ler.

Adli bilim uygulamalarinda toksinler ve ila¢ etken
maddeleri (6rnegin Mckeague ve DeRosa, 2012, incele-
me makalesi) gibi uygulamalar mevcuttur. Belirli bir mo-
lekiil tizerine farkli aptamerler ve farkli algilama teknik-
leri ile ¢ok sayida ¢aligma yapildig1 gortilebilir. Bu maka-
lede, kokain icin geligtirilen aptasensorler incelenmistir.

3. Kokain Tayininde Aptamerler

Kiigiik molekiillerin, bu molekiillere 6zgii seg¢ilmis
aptamerler ile yakalanmasi verimli oldugundan, 6zel-
likle uyusturucu maddelerin kontrolii asamasinda apta-
sensorler ilgi ¢ekmektedir. Bilimsel literatiiriin yani sira,
uygulamaya yonelik ve patent literatiirinde mevcut ¢a-
lismalar da bulunmaktadir. Ornegin, amfetamin, metam-
fetamin, ketamin, kokain ve flunitrazepam i¢in floresan
etiketli kaset formatinda analiz i¢in aptasensor esaslt
bir yerinde analiz cihazi i¢in Holmes (2010) tarafin-
dan US2010/01997516 numarali patent bulunmaktadir.
Membran kullanarak aptamer esasli illegal ilag tayininde
kullanilmak {izere tasarlanan bir sistem i¢in de patent bu-
lunmaktadir (Heemstra, 2014).

Immiinosensér ile belirlenebilen tiim narkotik ilagla-
rin aptamerler ile de tayini miimkiindiir. Narkotik ilacla-
rin tayininde immiinosensdrler ve nanopargacik uygula-
malar1 hakkinda bir inceleme makalesi mevcuttur (Gand-
hi, 2015). Belirtilen yontemler, aptamerlere uyarlanabilir.

Tablo 1’de kokain tayini i¢in kullanilan aptamerler ile
ilgili ayritili bir liste verilmistir. Rapor edilmis aptamer-
ler ile farkli analiz konfigiirasyonlarinda yapilan ¢aligma-
lar, serum ve dogrudan insan kanindan da dahil olmak
tizere, oldukea diisiik algilama sinirt ve bazi durumlarda
oldukca genis algilama arali§i sunmaktadir. Kokain ta-
yininde kullanilan yonteme ait 6rnek bir diyagram Sekil
2’de verilmistir.

Ancak, aptamerler ile kokain tayininde en ¢ok ilgi ¢e-
ken konu, dogrudan kolorimetrik 6l¢iim ile tayin gergek-
lestirebilen analiz yontemlerini gelistirmektir. Herhangi
bir ilave cihaza gerek kalmaksizin, esik degerinde koka-
in varligint gosteren kolorimetrik bir yontemin sahada
kullanilmast daha kolay olacaktir. Stojanovic ve Landry
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Tablo 1. Kokain tayininde kullanilan aptasensorler ve 6zellikleri

Yontem Calisma Prensibi Aptamer Performans Referans
DNA aptamer ile kombine Lipid tabaka tizerinde a-hemolisin | Stojanovic ve | 300 ng/mL Kawano ve
edilmis membran protein membrandan, kokain bagli iken dig., 2001 (60 s) dig., 2011
kanal1 - Floresans gecis sinirlamast ve floresans KD=0.4 uM 3ug/mL (25 s)

sinyal alim1
DNA aptamer ile sarmalanmis | Tek duvarli CNT ile 807 Cekan ve dig., | 49.5nM LOD | Taghavi ve
tek duvarli karbon nanotiip - nm’de ger¢eklesen sogurumun 2009 0-200 nM dig., 2014
Spektrofotometrik spektrofotometrik Sl¢iimii KD=100 uM | dogrusal

ol¢tim aralig1

Rutenyum kompleks ile Rutenyum ile Stojanovic ve | 1 nM LOD Li ve dig.,
fonksiyonellestirilmis DNA elektrokemiliiminesans sinyal elde | dig., 2001 5nM-300nM | 2007
aptamer, Elektrokimyasal edilmesi KD=0.4 uM
Au nanopargacik ile kaplanmis | Elektrokimyasal empedans Liu ve dig., 0.3 uM LOD | Huave
elektrot yiizeyine immobilize spektroskopisi ile baglanma 2006 1 uM-150 uM | dig., 2010
DNA aptamer, Elektrokimyasal | sonucu azalan sinyal 6l¢timi KD=10 uM
Aptamer immobilize elektrot, | Dairesel DNA’nin kokain Neves ve dig., | 1.3 nM LOD Shen ve
Elektrokimyasal yakalayan aptamere baglanmasi ve | 2010 2-500 nM dig., 2015

izotermal DNA amplifikasyonu ile | KD=9 uM

sinyal yiikseltilmesi
Grafen/Altin nanopargacik Elektrokimyasal olarak redoks KD 1 nM LOD Jiang ve
iizerine immobilize DNA dongiisii ile amplifikasyon belirtilmemis | 1-500 nM dig., 2012
aptamer, dinamik aralik
Elektrokimyasal
Altin elektrot {izerinde, Ara yiiz elektron transferi direnci | 3 farkli 100 nM Zhang ve
elektrokimyasal empedans degisimi dl¢iimii ile dogrudan aptamer yap1 | 0.1-20 uM dig., 2012
Ol¢iimii, Elektrokimyasal etiketsiz analiz KD dinamik aralik

belirtilmemis

Iki parcali kokain aptameri ve | Grafen oksit iizerinde, kokaine 2 aptamer 0.1 nM LOD | Zhang ve
floresan etiket, Floresans baglanmayan floresan etiketli fragmani 1-500 nM dig., 2016

aptamer parcasinin soniimlenmesi | KD dogrusal aralik

ile floresan sinyalin azalmasi belirtilmemis
Floresans ve konglayici Kokain ile baglanma sonucu KD=04uM |10 uM LOD Stojanvic
molekiil ile modifiye edilmis etkilesen floresans ve konglayict 12.5-1500 uM | ve dig.,
DNA aptamer, Floresans nedeniyle floresan sinyalde azalma Olciim araligr | 2001
Kokain aptamerinin eslenigine | Kokain olmadig1 durumda Au Stojanovic ve | I nM LOD Ge ve dig.,
bagli altin nanopartikiil ve nanopargacik ile sonliimlenen dig., 2001 Sinirsiz Slglim | 2012
floresans etiketlenmis aptamer | floresans sinyal KD 0.4 uM araligt
DNA, Floresans
Au nanopargacik {izerine Au elektrot iizerinde kokain ile Stojanovic ve | 1 uM LOD Sharon ve
immobilize anti-kokain birlikte baglanan Au nanopargaciga | dig., 2001 0-1 mM o6l¢im | dig., 2009
aptamer ile iyon duyarli alan bagli ikinci anti-kokain aptameri KD 0.4 pM aralig
etkili transistor (ISFET) fragmani ile sinyal alimi

(2002), kokain baglandiginda aptamer icerisine hapse-
dilmis monomerik boyanin yapidan ayrilarak ¢okmesi
sonucu renk degistiren bir kolorimetrik kokain sensorii

araliginda kokain tespiti miimkiin olmustur (Liu ve Lu,
20006). Bir diger kolorimetrik ¢alismada kokain i¢in 10
uM’lik algilama sinir1 elde edilmistir (Xia ve dig., 2010).

gelistirmistir (LOD belirtilmemistir). Nanoparcacik agre-
gatlarinin kokain ve kokain aptameri ile birlikte yapida
bulundugu durumda ¢oziilerek, nanoparcaciga 6zgii rengi
verdigi bir diger kolorimetrik ¢alismada 50 ila 500 pM

Altin nanopargacik kullanilarak gerceklestirilen bir diger
calismada (Sekil 3), kokain derisimine bagli olarak renk
degisimi gozle bile takip edilebilmektedir (Zhang ve dig.,
2008).
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4. Parmak izi Belirlemede Aptamerler

Mevcut tekniklerin hassasiyet ve segiciliklerinin ye-
terli seviyede olmamasi nedeniyle, vakanin ¢oziimiini
saglamas1 muhtemel, olay yerinde kayda deger miktarda
gizli kalmig parmak izlerinin bulundugu belirtilmistir (Al-
mog ve dig., 2004). Aptamerlerin oldukga farkli hedeflere
spesifik ve ii¢ boyutlu kompleks yapilar olusturarak ba-
saril1 bir sekilde baglanmalari nedeniyle (Stoltenburg ve
dig., 2007; Yang ve dig., 2007), lizozime 6zgii modifiye
aptamerler kullanilarak, gériinmeyen parmak izleri basari
ile belirlenmis ve kaydedilmistir.

Parmak bir yiizeyle temas ettiginde, derideki ¢izgiler
boyunca var olan gézeneklerden ¢ikan dogal salgilar ile
yabanci cisme dokunuldugunda harici kirleticilerin bir
kompleks karigimi, temas edilen yiizeyde birikir. Bu tiir
parmak izleri gizli parmak izleri olarak adlandirilir. Bu
tiir parmak izleri adli tip incelemelerinde en sik karsila-
silan kanat tiirlerinden birisidir (Champad ve dig., 2004).
Bu izler genellikle goz ile goriilmediginden, bu izlerin
belirlenmesi ve goriiniir hale getirilebilmesi igin ¢esit-
li optik, fiziksel veya kimyasal tekniklerin uygulanmast
gerekir (Lennard, 2007). izlerin goriiniir hale getirilmesi,

. Au nanopartikiil

Anti-kokain aptamer
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Sekil 3. Kolorimetrik kokain aptasensoriin ¢aligsma prensibi ve kokain derisimine bagl olarak renk degisimi (Zhang

ve dig., 2008).
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gizli parmak izinin igerisinde bulunan kalintilarin bilesim
ve dogasi nedeniyle gergeklesir. Yiizey ile parmak izinin
arasinda bir kontrast olugturmak i¢in developer kullanilir.

Lizozim, insan teri igerisinde bulunan 400’1 askin
polipeptit bilesiginden birisidir (Wilson, 2005). Bakteri
hiicre duvar1 peptidoglikonlarn baglarint hidrolize ede-
rek cildin koruma sisteminde énemli bir rol oynar. Cilt-
teki lizozim derigimi bilinmesine ragmen, gizli parmak
izlerindeki miktari, bu birikimlerin kendine has ve kar-
masik dogasi nedeniyle bilinmemektedir (Wolstenholme,
2009).

Rapor edilen 30mer’lik anti-lizozim aptameri i¢in so-
kiilme sabiti (K) 30 nM (Cox ve dig., 2001) ve 80 mer’lik
aptamer i¢cin K 2.8 nM olarak (Tran ve dig., 2010) belirtil-
mistir. Bu anti-lizozim aptamerlerin kullanilmasi ile par-
mak izlerinin basarili bir sekilde belirlendigi calismada
(Wood ve dig., 2012) skualen, oleik asit, palmitik asit ve
glikoz gibi diger parmak izi bilesikleri ile jelatin ve sigir
serum albiimini (BSA) kullanilarak antilizozim aptame-
rinin segicilik performanst da degerlendirilmistir. Apta-
merler, yliksek secicilik ile lizozime baglanarak parmak
izinin belirlenmesini saglamistir (Sekil 4b ve Sekil 5).

Antikorlarin (anti-L-aminoasit antikoru), sandvig
analiz yontemi ile (floresan molekiil ile etiketlenmis ikin-

ci antikorun yiizeye uygulanmasi) parmak izi belirleme-
de kullanilmast da mevcuttur (Sekil 4a, Spindler ve dig.,
2011). Ancak, antikorlarin saklama kosullar1 ile uygula-
ma kosullariin sonucunda protein yapisindaki muhtemel
denatiirasyon baglanma tepkimesine etki edebilir. Antike-
ratin, antikatepsin-D ve antidermisidin gibi antikorlarin
kullanildig: farkli parmak izi uygulamalarina Drapel ve
dig. (2009) calismalarindan ve antikotininin kullanildig:
calismadan (Legget ve dig., 2007) ulasilabilir.

5. Aptamerlerin Adli Bilimlerdeki Gelecegi

Bu makalede, aptamerlerin Adli Bilimlerde kullanimi1
hakkinda 6rnekler vermeye calistik. Antikorlara alternatif
olan aptamerler, benzer sekilde bir¢ok konuda kullanima
ve gelistirmeye agik bir alandir. Giiniimiizde ticari olarak
mevcut “rapid-test”lerin biiyiik gogunlugunda kullanilan
immiinokimyasal etkilesimler, kendisini tekrarlanabilir-
lik, spesifiklik ve hassasiyet konularinda kanitlamigtir.
Ancak, bu etkilesimlerin dezavantaji, sensor yapisinin
ortam kosullarindan etkilenebilmesi ve 6zellikle de pro-
tein yapisinin sicakliga duyarli olmasidir. Bu tiir sorun-
lara sahip olmayan aptasensorlerin en biiyiik dezavantaji
ise, spesifikligin her durumda saglanamamasidir. Ancak,
farkli stratejiler kullanilarak (6rnegin sandvi¢ analiz) bu
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Sekil 4. (a) anti-L-aminoasit antikor kullanimi- Dogrudan bagl veya alkil-tiyol bagli antikorlar1 iceren nanopargacik
¢ozeltisi parmak izi lizerine uygulanir ve parmak izlerinde bulunan L-aminoasit ile baglanir. Floresan etiket 590
nm’de uyartlir (Spindler ve dig., 2011). (b) CAL-Fluor Orange 560 ile etiketlenen aptamerler dogrudan lizozim igeren
parmak izine uygulanir, aptamer kendine 6zgii ti¢ boyutlu formasyonunu alarak lizozim ile etkilesir. Uyarim 505 nm

ile gergeklestirilir (Wood ve dig., 2012).
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Sekil 5. Poliviniliden diflorit (PVDF) iizerinde,
aptamer esasli kimyasal ile develope edilmis parmak
izi goriintiisii. Parmak izi uygulama 6ncesi 24 saat
bekletilmistir (Wood ve dig., 2012).

tiir spesifiklik problemlerinin iistesinden gelinmesi miim-
kiindiir. Uygulamada, mevcut immiinosensor temelli
yapilara alternatif aptasensorlerin bulunmamasi, bu tiir
sensorler igin arastirmalarin ¢ok kisa bir siire 6nce labo-
ratuvar disina ¢ikmasindan kaynaklanabilir. Patent lite-
ratlirli incelendiginde, son on yil igerisinde az sayida da
olsa aptamer esasli sensorlerin ve uygulamalarin, adli tip
da dahil olmak iizere, ortaya ¢iktig1 goriilmektedir. Bir
hedef molekiil i¢in uygun aptamerin secilmesinde temel
yontem SELEX olsa da, baz1 rastgele veya sistematik
mutasyonlar i¢eren aptamerlerin iiretilip denenmesi, im-
miinosensorlere kiyasla daha kolay ve ucuzdur. Bu ne-
denle, spesifiklik ve karmasik ortamlarda (plazma, idrar,
tiikiiriik vb.) hassasiyet ve tekrarlanabilirlik kosullarinin
saglanmasi zor olsa da, arastirma sirasinda farkli aptamer
uzunluklart ve dizilimlerinin denenmesi siirecinin ucuz
ve kolay olmasi, bu dezavantaji hafifletmektedir.
Ozellikle iiretim ve cogaltma asamasi antikorlara
oranla ¢ok daha ucuz (ve kolay) olan aptamerlerin, her-
hangi bir kiiciik molekiilde nasil bir konformasyon ile
baglanacaginin modellenmesi de miimkiindiir. Mevcut
bilgisayar altyapilart proteinlerin ¢oklu baglanma bdl-
gelerini modellemekte zorlanirken, ortalama 30 mer’lik
aptamerlerin molekiiller ile etkilesimleri ¢ok daha rahat
modellenebilmektedir. Bu nedenle, teorik olarak gelistiri-
len aptamerlerin SELEX veya benzeri yontemler yiiksek
afinite ile hedefe 6zgii olarak ¢ogaltilmasi, ig yiikiint de
azaltabilir. 30 y1l igerisinde aptamerler ile ilgili cok sayida
caligma yapilmis olmasina ragmen, aptasensorler ve diger
aptamer uygulamalari, halen gelistirilmeye devam eden ve
sonsuz konfigiirasyonda ¢alisma yapilabilecek bir alandir.
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