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ONSOZ

Tibbi Biyoloji ve Genetik, insan hastaliklarinin tani ve tedavisinin
belirlenmesinde hiicre, gen ve protein seviyesinde hastaliklarin altinda
yatan molekiiler mekanizmay1 inceleyen temel tip bilimidir. Modern
saglik hizmeti ve laboratuvar uygulamalarini kullanan disiplinler arasi
bilimdir. Genellikle Tip Fakiiltelerine bagl olarak tiim kliniklerle
igbirligi icerisinde olup, ¢esitli deney modelleri ve laboratuvar
uygulamalarii kullanarak hizmet vermektedir. Bu kitabimda Tibb1
Biyoloji ve Genetik arastirma laboratuvarinda hastaliklarin tani1 ve
tedavisi i¢in siklikla kullanilan temel molekiiler tekniklerin uygulamasi
hakkinda detayl1 bir bigimde bilgi vermeyi amagladim. Bu kitabimda

manevi destegi olan aileme ve UBAK yaymevine tesekkiir ederim.

07/11/2025

Dr. Sevda ALTUN
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TIBBI BiYOLOJI VE GENETIK LABORATUVARINDA
KULLANILAN TEMEL MOLEKULER TEKNIiKLER

Dr. Sevda ALTUN

1. Tibbi Biyoloji ve Genetik

Tibbi Biyoloji, temelde molekiiler biyolojiye dayali olup molekiler
tibbin gelistirilmesinde modern saglik hizmeti ve laboratuvar uygulamalarini
kullanan biyoloji bilimidir. Tibb1 biyoloji temel tip bilimi olup, gen ve hiicre
seviyesinde hastaliklarin altinda yatan molekiiler mekanizmay1 inceler. Insan
hastaliklar1 ve sagligi alanindaki arastirma calismalarimi disiplinler arasi
isbirligiyle yiirlitmektedir ve bu calismalarda hastaliklara neden olan hiicresel
ve molekiuler mekanizmalar hedeflenmektedir. Ayrica tibbi1 biyoloji insan
genomunun, proteomun, transkriptomun ve metabolomun, karsinogenez
siirecinin mekanizmasinin daha net anlasilmasina katki saglamaktadir. Tibb1
biyolojide son yapilan arastirma ¢aligmalari, hastaliklarin tedavinde kok hiicre
gen tedavisi ve epigenetik tedaviler gibi yeni yaklagimlarin ortaya ¢ikmasini
desteklemistir (Mehra, 2010). Tibb1 biyoloji boliimleri tip fakiiltelerinin temel
tip birimlerine baglh olup; genetik hastaliklar, kanser, metabolik hastaliklar,
enfeksiyon hastaliklari, immiinolojik bozukluklar gibi bir¢ok hastaligin
molekiiler mekanizmasint inceleyerek hastaliklarin tam1 ve tedavisinde

klinisyenlere yardimct olarak hizmet vermektedir (Goodman, 2007).



Genetik bilimi biyolojinin alt dali olup, organizmalardaki kalitim ve
genetik varyasyonu inceler. Tibb1 genetik ise; insan genetik bozukluklar1 ve
hastaliklari, kalitim gecisli kanserleri ve diger genetik hastaliklarin altinda
yatan genetik ve molekiiler mekanizmalar1 inceleyen bilim dalidir (Gelehrter ve
ark., 1998).

Tibbi genetik uzmanlari, yeni nesil DNA dizileme, gen ekspresyon
analizi ve genetik miihendisligi gibi ¢esitli laboratuvar teknikleri kullanarak
insan hastaliklarina neden olan mutasyonlar1 agiga ¢ikarmaktadirlar. Tibb1
genetik birimleri tip fakiiltelerine bagli olup; kalitsal hastaliklar, kanser,
jinekoloji, pediatri ve farmakogenetik gibi bircok alana hizmet vermektedir.
Tibb1 genetik arastirma laboratuvarinda hastaliklarin tan1 ve tedavisi igin
karyotip testi, PCR, NGS, FISH, CRISPR, molekiler blotlama, ELISA,
imminboyama genetik panel testi, genom sekanslama, kanser genetik testleri
ve preimplantasyon genetik tani testleri kullanilmaktadir (Tobias ve ark..,
2011).

Sekil 1: T1ibbi ve genetik biliminin ¢aligma sahasi



2. Tibbi Biyoloji ve Genetik Laboratuvarlarda Kullamlan Temel
Molekiler Teknikler
2.1. Hucre Kaltura

Hicre kaltard, hicrelerin orjinal dokudan enzimatik, mekanik veya
kimyasal yontemlerle ayristirilarak hiicrelerin elde edilerek in vitro ortamda
bliyiitiilmesidir. Uygun kosullar altinda inkiibatérde viicut sicakliginda (37 °C)
bayatulmeleri gereklidir. Uygun kosullar; temel besinler, optimum pH,
ozmolalite, blyume faktorleri, nem ve ortam gazlar1 ( CO2/O2 ) olup hiicre
tipine gore farklilik géstermektedir (Baust ve ark., 2017).

Feel so GOOD!

iD Rich Medium

Growth Supplements

& Warm temperature

©@-0 Oxygen

pH Neutral pH

. Salts & Minerals

Sekil 2: Hiicre kiiltiirii i¢in uygun kosullar

Hayvan hicre kuiltlr( tek tabaka halinde iki boyutlu (2D cell culture),
doku benzeri yapilar i¢in lifli iskeleler veya jeller i¢inde {i¢ boyutlu (3D cell
culture) yapilabilir. U¢ boyutlu hiicre kiiltiirii iki boyutludan farkli olarak; in

vitro ortamda hucrenin gercek fizyolojisi ve morfolojisini temsil eden bir mikro
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ortam sunar (Saydé ve ark., 2021).

(A) 2D cell culture (B) 3D cell culture

Sekil 3: A) iki boyutlu hiicre kiiltiirii B) U¢ boyutlu hiicre Kkiiltiiri

Hiicreler canlilarinin devamu igin siispansiyon veya yapiskan kiiltiirlerde
biiyiitiilebilir. Hiicre tipine gore hiicrelerin yiizeye tutunmasi ve yayilmasi
hiicre adezyon molekiillerine de baghidir. Sispanse hicreler yuzeyden
bagimsizdir ve kiiltiirde kolay biiyiitiiliir. Stispanse hiicrelerin gaz alis verisi
icin kiiltiir kaplar1 sallama yontemi ile karigtirilabilir. Yapigkan hiicreler
kilturde biyumesi icin adezyon ylzeye ihtiya¢c duyarlar. Hucre kalturi
yuzeyinin ekstraseltler matris olan kollajen ve laminin ile kaplanarak

yapiskanlig artirilabilir (DeQuach ve ark., 2010).



Adherent Cells Suspension Cells

Sekil 4: Adherent (yapiskan) ve siispanse hiicre kiiltiirii

Adherent (yapiskan) hiicre Suspanse hiicre
Belirli araliklarla pasajlanir. Siklikla pasajlanir.
Hucreler daha gérinirddr. Hucrelerin géruntilenmesi zordur.

Hucreler yizeyden enzimatik veya Hiicrelerin ayristirilmasina  gerek
mekanik ayristirilir. yoktur.

Biiyiime yiizey alamina baghdir. Biiyiime hiicre yogunluguna baghdir.

Tibb1 biyoloji ve genetik laboratuvarinda kiiltiire edilecek hiicreler
genellikle ATCC’den (Amerikan Tip Kiiltiir Koleksiyonu) temin edilir. ATCC,
tiirlere, doku/hastalik tiirlerine ve sinyal yollarina gore 4.000'den fazla stirekli
hiicre hatt1 ve biyomalzemeleri biinyesinde bulunduran guvenilir bir biyolojik
kaynaktir (Flores Villavicencio ve ark., 2014). ATCC sirketi bilimsel
aragtirmacilara, insan ve hayvan hiicre hattina ek olarak mikroorganizma

hibridoma koleksiyonu ve biyoiiriin de sunmaktadir (Berns., 1996).
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Hucre kiiltiirii biiyiime kosullar;

Bilesenler

islevi

Karbon kaynag ( glikoz / glutamin )

Besin ve Enerji kaynagi

Amino asit

Protein kaynagi

Vitamin

Hiicrenin hayatta kalmasini ve

biliylimesini tesvik edici

Serum (Fetal s1@1r serum)

Hicre  blylmesi icin  gerekli

blyUme faktorlerini iceren takviye

Tuz

Hucreler icinde optimum ozmotik
basinci  korumak ve enzimatik

reaksiyonlar i¢in izotonik ortam

Antibiyotik (penisilin/streptomisinin)

Kontaminasyona  bagh hiicre

kaybini 6nlenmesi

Bikarbonat/HEPES tamponu

Ortamin pH degerinin korunmast

Fenol kirmiz1 boya

Parametreler

pH indikatoradar. Fenol
kirmizissmn  rengi pH 7-7,4'e
turuncu/kirmizidan, asidik (disiik)
pH'ta sariya, bazik (yiiksek) pH'ta
ise mora doner.

Sicakhik 37°C

CO2 %5

Bagil Nem %95
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Sekil 5: Hiicre kiiltiirii biiylime ortami1

Hiicrelerin Bakimi ve Pasajlar

ATCC’den almman herhangi bir hiicre hatti Onerilen sartlarda
blyutilmelidir. Burada SH-SY5Y hicrelerinin (insan néroblastomu) uygun
kosullarda kiiltiire edilmesinin basamaklar1 anlatilacaktir. Hicrelerin biylime
ortamlarinin igerigi farkli olsada pasajlama, dondurma, ¢6zme ve sayim
protokolleri benzerdir. Hucreler %10-20 FBS (inaktive edilmis), %1 L-
Glutamin ve %1 Pen/Strep iceren DMEM F-12 %5 CO2’li ortamda 37°C’de
inkubatorde biyuttlir. Hicreler, 100 x 20 mm’lik veya 60 x 15 mm'lik hiicre
kiiltiir kaplarinda tiim yiizeyi kaplayacak kadar ¢ogalmadiklar1 zaman
hiicrelerin ortam1 2 giinde bir degistirilir. Hlcreler tim yiizeyi kaplayacak

kadar ¢ogaldiklarinda ise pasajlama islemi yapilir.
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Hiicrelerin pasajlanmast;

>

Hiicrelerin ortami steril cam pastor pipet Kkullanarak ortam
uzaklastirilir.

Kiiltiir ylizeyi tripsin aktivitesini arttirmak i¢cin Ca2+ ve Mg2+
icermeyen steril PBS bir kez yikanir ve PBS vakum araciligiyla
uzaklastirilir.

Hicrelerin tim yiizeyi kaplayacak miktarda tripsin-EDTA
solisyonu ilave edilir ve 37°C'de % 5 CO2'li inklbatorde 1-2
dakika bekletilir.

Ylzeyden kalkan htcrelerin (zerine taze besiyeri eklenir ve

hicreler pipet yardimiyla homojenize edilir.

Hucrelerin Dondurulmasi ve Cozdiiriilmesi

Hiicre hatlarimin kiltir ortaminda sonsuza kadar devam ettirilmesi

morfolojik,

biiyiime, fonksiyon ve Kkaryotipik olarak degisime neden

olacagindan hiicreler kisa veya uzun siireli olarak stoklanmalidir. n vitro hiicre

kiltirii  ¢caligmalarinda, dondurma ve ¢6zme islemlerinden kaynakli

olumsuzluklardan hicreleri korumak icin genellikle DMSO ve gliserol gibi

kriyoprotektan ajanlar kullanilmalhidir.

» Dondurmadan once pasajlanarak homojenize edilen hiicrelere %5

DMSO eklenir ve hiicreler kriyotiiplere aktarilarak -86°C’de veya

azot tankinda saklanir.

» Hiicreleri ¢6zdiirme isleminde ise, -86°C’den hizlica c¢ikarilan

hlcreler 37°C su banyosunda cozllene kadar (yaklasik 1-2 dk)

bekletilir ve taze besi yeri iceren ortama ilave edilir.
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Hiicre Sayisinin ve Canliiginin Belirlenmesi

Hiicre yogunlugunu belirlemek tizere hiicre sayimi yapilir. Hicreler
pasajlanirken, yeni kiiltiire istenilen miktarda hiicre ekebilmek icin
hemositometre ile sayim yapilir. Hemositometre, tzerinde Ugli cizgilerle
birbirinden ayrilmig 9 biiyiik kareden olusan 6zel mikroskop lamidir. Sayim
icin hiicre silispansiyonundan 10 pl alimip tripan mavisiyle 100 pl’ye
tamamlanir. Tripan mavisi Oli hiicrelerin membranindan gegebilen negatif
yuklii bir boyadir. Canli hiicrelerde boyanma goézlemlenmez ve mikroskop
altinda daha parlak goriiniirler. Sayim i¢in hazirlanan karigim, pipetle
homojenize edilir. Hemositometre Uzerine bir lamele koyulur ve sayilacak
hiicre siispansiyonu bu ikisi arasmna pipetle kenardan verilerek yayilir.
Hemositometre (zerinde yer alan 9 biiyiik kare i¢cindeki hiicre miktart sayilir.
Hiicre yogunlugunu (hiicre sayisi/ml) belirlemek icin asagidaki formiilden

yararlanilir:

Hiicre sayis1 / ml = Sayilan hiicre miktari x Diliisyon oram (10) x 10*
9

2.2. immunofloresan Mikroskopisi (IF)

Immiinofloresan (IF), bir hiicre veya dokunun morfolojik yapisi ve
icindeki hedeflenen biyomolekiillerin nicel olarak seviyesi ve yerlesimini
belirlemek icin siklikla kullanilan yontemdir. Bu yontem esas olarak, hedef
biyomolekile ait antikor (primer) molekiillerinin antijenine baglanmasina
dayanir. Baz1 durumlarda nicel dizeyde tespit igin antikor molekiillerine 6zgu
ve bir florofora konjuge edilmis ikincil (sekonder) bir antikor gereklidir

(Donaldson.,2015). Boylece floresan mikroskobu altinda belirli dalga boyunda
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(kullanilan sekonder antikora gore degismektedir) floresan bir goruntl elde
edilir. IF yonteminde ayrica, DNA'daki adenin - timin agisindan zengin
bolgeyen baglanan floresan bir boya olan DAPI(4',6-diamidino-2-fenilindol)
boyast kullanilarak DNA’nin etiketlenmesiyle goriintilleme saglanabilir

(Mabrouk ., 2022)

p— : FITC
Sy : Floresanid , 4
Floresania .«',F e : isared ant-
e ‘ ¥ d
isaces a0 ye Ge— l | insan ab ,/ Hasts
. A : e SAUMINS B2
‘e
;‘0!‘_’ '
-~ ¢ /
Kink omegin lam :
G2esine ficsasyoru Hedef 09 : Lam (zenine fikse edimiy saf

25 Vey ag igeren hicreldokuy

NFA &eneginde Influenza A VWus Hasta serumunda ang-ndsdesr
arfijen pogitfigh ardkor pozitifig

Sekil 6: Immiinofloresan (IF) ydntemi

Immunofloresan Mikroskopisi Hiicrelerin Hazirlanmasi
» Steril kabin iginde %70’lik etanolde bekletilen lamellerin kagit
mendil iizerinde kurumasi beklenilir ve ardindan lameller 6
kuyulu kiiltiir kaplariin her bir kuyucuguna yerlestirilir.
» Kuyulara hicre ekilmeden 0Once, hicre tutunma potansiyelini
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artiran bir baglant1 faktorii olarak poli-D-lisin (PDL) kullanilir.
Bu uygulamayla pozitif yukli PDL polimeri ile negatif yukli
hiicreler veya proteinler arasindaki etkilesim arttirilir. Lameller
uzerine 1 ml PDL eklendi ve 1 saat oda sicakliginda inkiibe edilir.
Ardindan lameller iizerindeki PDL uzaklastirilir ve 2-3 kez saf su
ile yikanir. Hiicreler iclerinde lamel bulunan kiiltiir kaplarma 2 ml
ortam icerisinde %50-60 yogunlukta olacak sekilde ekilir ve

inklbatore yerlestirilerek 24 saat inkiibe edilir.

Fiksasyon ve Bloklama

>

Kiiltiir ortam1 uzaklagtirillir ve 1 ml PBS ile bir kez yikama
yapilir.

1 ml % 4 paraformaldehit eklenerek hiicreler oda sicakliginda
1saat fikse edilir.

Fiksasyonun ardindan 1 ml PBS ile 1-2 kez yikama yapilir.

Oda sicakliginda bir karistirict iizerinde % 0.2 Triton X-100
iceren PBS ile 5 dakika inkiibasyon yapilarak hicreler
gecirgenlestirilir.

Ardindan 1 ml PBS ile bir kez yikama yapilir.

%1 BSA igeren PBS ile 5 dakika oda sicakliginda bloklama
yapilir ve bloklama soliisyonu uzaklagtirilir.

Antikor isaretlemesi Primer antikorlar %1 BSA igeren PBS
icerisinde diliie edilerek her lamele 50 pl hacimde damlatilir ve
lamellerin iizeri parafilm ile kapatilarak 370C’de 1 saat
inkiibasyona birakilir.

Parafilm uzaklastirilir ve 4 sefer PBS yikamasi yapilir.

16



» %1 BSA igeren PBS icerisinde seyreltilen sekonder antikorlar her
lamele 50 ul hacimde damlatilarak lamellerin Gzeri parafilm ile
kapatilir ve 37°C’de 20 dk inkiibasyona birakilir.

» Bu asama ve sonrasindaki her bir basamak, 6rnegin dogrudan 1s1k
gormesini engelleyecek sekilde yapilir.

» Parafilm uzaklastirild1 ve 4 defa PBS yikamasi yapilir.

> 1 ml %70 EtOH ilave edilerek 1 dakika bekletilir.

» Ardindan 1 ml % 100 EtOH ilave edilerek oda sicakliginda 1
dakika bekletilir.

» DAPI ile kapatmak i¢in %100 EtOH igindeki hiicreleri tagiyan
lameller ¢ikartilarak kagit mendiller lizerinde kurutulur.

» Hiicrelerin lamel {izerinde tutundugu vyiizeye 10 pl DAPI
damlatilarak ters cevrilir ve lamlarin iizerine kapatilir. Floresan

mikroskobu ile inceleme yapilir.

anti-DNA-IgM

Sekil 7: Immiinofloresan (IF) yontemi ile DAPI ve anti-DNA-IgM

boyamasindan tiiretilen immiinofloresan sinyalin goriintiisii

17



2.3. PCR - Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz zincir reaksiyonunun (PCR) DNA tabanli bir prosediir ve tibb1
biyoloji ve genetik laboruvarininin vazgecilmez bir teknigidir. 1985 yilinda
Kary B. Mullis tarafindan ortaya koyulan bu yontem, deoksiriboniikleik asitin
(DNA) kisa bir zamanda istenilen bolgesinin milyonlarca kopyasini
olusturmaktadir. (Rahman ve ark., 2013). PCR teknigi; hassas bir enzimatik
yontem olup, periferik kan, deri, sa¢, tukurik ve mikroorganizmalar dahil
olmak {izere ¢esitli doku ve organizmalardan elde edilen DNA kullanilarak
istenilen bolgenin ¢ogaltilmasidir. PCR  tibb1  biyoloji ve genetik
laboratuvarinda, genetik parmak izlerinin tanimlanmasi, bulasici hastaliklarin
teshisi, genlerin klonlanmasi, annelik-babalik testi, genetik varyasyonlarin
belirlenmesi, kanser tanis1 ve timorlerin genetik profillerinin belirlenmesinde
kullanilir (Garibyan ve ark.,2013).

PCR teknigi 3 asamadan toplam 30-40 dongiiden olusmaktadir. Bunlar;
denatiirasyon, yapigma, uzama.

1. DNA Zincirinin A¢ilmasi (Denatiirasyon)

Bu asamada kalip DNA’nin 94°C-98°C’de yaklasik 1-2 dakika tutularak
¢ift zincirinin agilmasidir. Baz1 6zel durumlarda, DNA iplik¢iginin agilmasi
icin 6ncede 5-10 dakika 1sitma yapilmaktadir.

2) Primerlerin Ac¢ilan DNA Zincirlerine Yapismasi (Yapisma)

Acgilan  DNA  zincirlerine  kendilerine  spesifik  oligonukleotid
primerlerinin baglanmasi i¢in PCR sicakligr 37°C-65 °C disiiliir. Primerlerin
yapisma sicakligi farklilik gosterdigi i¢cin dnceden optimize edilmelidir. Bu

asama yaklasik 30-60 saniyede stirmektedir.

18



3) Primer Uzamasi

DNA zincirleri Ulzerine baglanan primerlerin DNA polimeraz enzimi

(Tag DNA polymerase) aracilifiyla 72°C’de wuzatilmasidir. Bu asama

kopyalanacak DNA'nin uzunluguna bagl olup, bin baz ¢ifti bagia 10 saniye-

1dakika arasinda tamamlanmaktadir (Innis ve ark., 2012).

Gogaltilacak
orjinal DNA

i
‘5—» /v i

3
I I
| I
3 5
y FHEERR
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I DNA primeri

niikleotid

@ Denatiirasyon 94-98°C
@ Baglanma 37-65°C
© vzama n2°C
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase chain reaction - PCR)
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Sekil 8: PCR - Polimeraz Zincir Reaksiyonu Asamalari

19




Standart PCR Calismalarinda Kullanilan Materyaller

1. Kalip DNA; c¢ogaltilmasi hedeflenen bolgeyi tasiyan DNA olup,
bunlar genomik DNA’lar, plazmid ve faj DNA’lar1 veya herhangi DNA parcasi
olabilmektedir. Deney protokoliine gore bazen RNA veya cDNA’da
olabilmektedir.

2. Taq DNA polimeraz; ‘Thermus aquaticus’ mikroorganizmasindan
alman termostabil bir enzimdir. Bu enzimin 5' — 3' polimeraz aktivitesi
sayesinde dNTP’leri kalip zincire uygun olarak ekleyerek yeni DNA zincirinin
olusmasini katalize eder.

3. Deoksinukleotid Trifosfatlar (dATP,dGTP,dTTP,dCTP); dort
bazin konsantrasyon igerisindeki miktar1 esit olmalidir ve bu miktara ¢ok
dikkat edilmelidir. Yilksek miktardaki seviyesi istenmeyen bdlgelerin
cogalmasina neden olmaktadir.

4. Tamponlar ve Magnezyum; enzimlerin aktivite gosterebilmeleri icin
elektrolit ve koenzim gereklidir ve bu ihtiya¢ tamponlarla saglanir. Taqg DNA
polimerazin aktivitesi i¢in de ortamda belirli konsantrasyonda magnezyum
bulunmalidir. Ayrica, primer ve kalip DNA zincirinin arasindaki etkilesim
icinde magnezyum gereklidir.

5. Primerler; genellikle 20-30 niikleotit uzunlugundaki kisa, tek iplikli
DNA pargalart olup kalip DNA’da spesifik bolgeye baglanip, istenilen
bolgenin ¢ogaltilmasini saglar. PCR’da ileri (forward) ve geri (reverse) olmak
tizere 2 farkli primer kullanilmaktadir.

6. PCR Buffer -10X; PCR reaksiyonunun optimal kosullarda yiiksek
verimlilikte ¢alismasi i¢in kullanilan tampon soliisyondur (Robertson ve ark.,
1998).
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Firmalardan alinan PCR kitine gére deney seti tasarlanir. Genellikle 25-

30 dongii i¢in PCR basamaklart;

PCR basamaklari Sicakhik Sure

Denattrasyon 94 °C 1dk

Yapisma 55°C 2 dk
(primerlere gore degisir)

Uzama 72°C 3dk

/ CG\

DNA Sample Primers Nucleotides

® § [

Taq polymerase Mix Buffer PCR Tube /

Thermal Cycler

Sekil 9: PCR reaksiyonun materyaller
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Standart PCR Reaksiyonu;

Su

10x PCR Tamponu 1x
Deoksiniikleotid Karisimi 200 pM

Tleri primer 0,1-0,5 uM
Geri primer 0,1-0,5 uM
Taq DNA Polimeraz 0,05 birim/pL
Sablon DNA (tipik olarak 10 ng) 200 pg/pL

25 mM MgCl 2 0,1-0,5 mM
Toplam hacim 50 pL

2.4. Real Time PCR Analizi

Kantitatif gercek zamanli PCR (qPCR), in vitro ortamda DNA'nin
cogaltilmasi floresan bir sinyalle takip edilir ve sinyal yogunlugu reaksiyondaki
PCR iirinii miktar1 hakkinda kantitatif bilgi verir. Hicrelerdeki veya
dokulardaki belirli nikleotid dizilerini (DNA, mRNA ve miRNA) ve gen
ekspresyon seviyesini incelemek i¢in siklikla kullanilan yontemdir. Qpcr’da 2
farkli floresam boya kullanilir; DNA ile spesifik olmayan fliioresan boyalar ve
bir fliioresan raportor (Tagman) ile etiketlenmis oligoniikleotitlerden olusan
istenilen bolgeye spesifik DNA problaridir (Kubista., ve ark 2006). Problar
DNA dizisine uygun belirlili paremetlere sahip olacak sekilde primerle birlikte
tasarlanir. Prob DNA kalibina hibridize olur ve polimerizasyon ilerledikce
yerinden c¢ikar. Tagman problari,, 5' ucunda bir florofor ve 3' ucunda

(Quencher) bir sondlriict ile isaretlenmis hidroliz problaridir. DNA’nin
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amplifikasyonu primerlerle ilerler ve bu sirada prob, Taq polimerazinin 5'
ekzoniikleaz aktivitesi tarafindan parcalanir. Parcalanan probdan floresan
sinyali yayilir ve bu sinyalin miktart DNA iriinii ile dogru orantilidir (Suzuki
ve ark.,2005).

nuorophore (-)uencher

TagMan probe
Forward PCR primer
ﬁ

Iq

Reverse PCR primer

Amplification assay

Polymerization \ }
B L

= = m o . G—

Probe displacement and cleavage

Fluorescence

Result
Fluorescence
= % Y ’
e §d » _y
PCR products

Cleavage products

Sekil 10: Real Time PCR analizi



Primer ve prob tasarimi yapilirken dikkat edilmesi gereken hususlar
asagida verilmistir.
v' Primerler ve prob AT dizisi ile baslayip GC dizisi ile bitmelidir.
Probun baglanma sicakligi primerlerden ~10°C yiiksek olmalidir.
Probun 5’ucu G ile bitmemelidir.

Probun GC orani %35-60 arasinda olmalidir.

ASIRNERNERN

Primer ve problarin kendi aralarinda ve kendi lizerlerine baglanma
ihtimalleri oldukea diisiik olmalidir.

v" Amplifikasyon bolgesinin boyutu 60-150 bp arasinda olmalidir (Altun,
2018).

Real Time PCR analizinde reaksiyon karisimi;

RNase/DNase-icermeyen su 6.4 pl
Reaksiyon tamponu (2x) 12.5 pul
Primer 1 (100 uM) 0.25 ul
Primer 2 (100 uM) 0.25 ul
Prob (25 puM) 0.15 pl
Enzim 0.5 pul
Toplam hacim 20 pl

Toplam hacim her bir tiip i¢in 20 pl ana karigima 5 pul RNA eklenmelidir.
Eger gen ekspresyon seviyesine bakilacaksa total RNA’dan revers transkriptaz
enzimi yardimiyla cDNA elde edildir ve cDNA’dan devam edilir. Yapilacak

olan Real Time PCR analizinin gegerliligini degerlendirmek icin pozitif ve
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negatif kontrolleri dahil edilmelidir. Ayrica gen ekspresyon seviyesinin
degerlendirmesinde hedef gene (galisilan gen) ait primerler haricinde referans

gene (housekeeping) ait primerlerde ayni tiip igerisine koyulmalidir ve boylece
istatiksel hata orani azaltilmis olur (Altun, 2018).

Real Time PCR analizinde sicaklik protokolii agsagidaki gibi olmalidir.

i 100 95 0C 959C TagMan
" 10 dk 15sn X / probun
80 / ’ baglandigi
i . 7000\

| /

60 . ;610 dokc

| x 50°C »

| . 2 dk

&40 /

i /

120

0
.

Sekil 11: Real Time PCR protokoli

Real-time PCR sonuclarin degerlendirilmesi ve istatistiki analiz;
Sonuglarin analizinde kontrol (referans) ve hedef gen gruplari arasindaki

karsilastirmali 6l¢iim i¢in genellikle ACT matematiksel metot kullanir.

Oran: Goreceli mRNA ekspresyon seviyesi

2: Hedef geni ¢ogaltan primer etkinlik orani (Bu oran %100’e yakin ise 2

alinir.)

CT referans: Real- time PCR reaksiyonu esnasinda referans (housekeeping)
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genin kantitatif olarak anlamli artisinin gergeklestigi deger.

CT hedef: Real- time PCR reaksiyonu esnasinda hedef genin kantitatif olarak
anlaml artisinin gergeklestigi deger.

Elde edilen sonuclar genelikle GraphPad Prism 5 (GraphPad, La Jolla, CA)
Software 7.0 istatistik programi kullanilarak degerlendirilir (Altun, 2018).

Oran (referans/hedef) = 2 € (referans) - C . (hedef)

2.5. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz; , Gelidium ve Gracilaria deniz yosunu cinslerinden izole edilen
12.000 kDa agirligindaki lineer polisakkarittir. Ticari olarak elde edilmesinin
ekonomik ve toksik olmayisi, molekiiler jel elektroforezinde kullanimini uygun
hale getirmistir. Agaroz jel elektroforezi; DNA-RNA izolasyonu, PCR
urtinlerinin testi ve protein saflastirma islemlerde siklikla kullanilan molekiiler
yontemdir (Johansson., 1972). Agoroz jelde biyomolekiillerin yiirtime hiz1 7

farkli paremetreye baghdr;

DNA molekulunin boyutu,
Agaroz konsantrasyonu,
DNA konformasyonu,
Uygulanan voltaj,

Etidyum bromiir varligi,

Agaroz tara,

vV V.V V V VYV V

Elektroforez tamponu.
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Jel elektroforezinde, DNA ve RNA biyomolekiilleri tampon ¢ozeltilerin
bulundugu ortamda elektirik akimiyla molekiil agirliklarina gore yiiritiiliir. Bu
elektrik akim1 TAE (Tris Acetate EDTA), TBE (Tris Borate EDTA) VE TPE
(Tris Phosphate EDTA) tamponlariyla olusturulur. TAE tamponu siklikla
kullanilir ve bu tampon diisiik voltajda uzun siireli DNA yiirtitmek i¢indir.
Tampon seciminde soliisyonlarin igerdikleri iyonik icerik ¢ok Onemlidir ve
TBE ve TPE tamponlarinin iyonik kuvvetleri yiksektir. Bu tamponlar hizli
iyon hareketligine neden olarak dolay1 ortamda fazladan 1s1 olustururlar ve bu
durum agoraz jelin eriyerek hasar gérmesine sebep olur. Hasar1 6nlemek icin
bu tampon soliisyonlar seyreltilmis (10X konsantrasyonda hazirlanip 1X)
konsantrasyonlarda kullanilir. Tamponlar ayn1 zamanda ortamin pH dengesinide
korumaktadirlar (Sanderson., ve ark 2014).

Agoroz jeli hazirlarken yiritilecek olan biyomolekilin molekil
agirh@ina gore uygun agoroz konsantrasyon orani segilmelidir. Agaroz jelin
konsantrasyonu ile por biiyiikliigii ters orantili olup; konsantrasyon arttikca
porlar kuculir ve kuctk molekdllerin yirimesi icin uygun hale gelir. Buyuk
molekdllerin yiirlimesi igin ise porlar biiyiikk olmalidir ve bu yiizden diisiik
konsantrasyonlu agoroz jeli hazirlanmahdir (Raab., ve ark 2023). Por
biiyiikliigii % 0.5-2 arasinda agaroz konsantrasyonuna gore ayarlanir ve sicak
bir ortamda c¢oziinmesi saglanir. Agar sogutuldugu zaman ise hidrojen

baglarinin olusumu ile jel yapisi olusur (Lee., ve ark 2012).
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DNA fragmentlerine gore agaroz konsantrasyonlart;

DNA molekiilii biiyiikliigii (kb) Agaroz konsantrasyonu
(% agirhk/hacim)

5.0-60.0 0.3
1.0- 20.0 0.6
0.8-10.0 0.7
0.5-7.0 0.9
0.4-6.0 1.2
0.2-3.0 1.5
0.1-2.0 2.0

DNA, RNA, PCR drlnleri ve restriksiyon enzim kesim drlnleri vs.
goriintiilenmesi i¢in fliioresan isaretli bir enterkalasyon ajani olan Etidyum
bromir (EtBr) kullanilir. Etidyum bromiir DNA'daki bazlar arasina enterkale
olarak DNA replikasyonu ve onarimini bloke eder. Mutajenik ve kanserojenik
etkisi olan Etidyum bromiiriin kullanimina ¢ok dikkat edilmelidir ve kesinlikle
agoroz jele dogrudan temas edilmemelidir. EtBr iceren agoroz jellere temas
daima eldiven giyilmelidir. Biyomolekilleri goériuntulemek icin alternatif
boyalar mevcuttur; fakat EtBr, hassasiyeti ve ucuz maliyeti nedeniyle
laboratuvarlarda siklikla kullanilmaya devam etmektedir (Armstrong., ve ark
2008).

DNA ve RNA negatif yuklidir ve katotdan (negatif elektrottan) anota
(pozitif elektrota) dogru yiiriir. Jel cihazindaki elektrotlarin gilic kaynagindaki
dogru yuvalara takilmasi ¢ok onemlidir. DNA yiklenen kuyulara katot (siyah

28



uglar), anottan (kirmizi uglar) daha yakin olmalidir (Lee., ve ark 2012).

Jel Elektroforezi

Gii¢ kaynag:

Elektrot

Kuyu (=)
DNA kangimi .y
yliklenen kuyular

DNA
2 markerlar

Elektrot
(+)

17
DNA fragmentleri

Tepsi Jel

Sekil 12: Jel elekroforez

Agaroz jel elektroforezi asamalari;

1. %1°lik agaroz jel igin; 1 gr agaroz tartin.

2. 100 ml I1xTAE tamponu ekleyin ve karigtirarak mikrodalga firinda 1sitin.
NOT: Bu asamada agarozun iyi karismasi, kdpiirmeden erimesi i¢in araliklarla
firindan ¢ikarilan sise karistirilmalidir.

3. Eriyen agaroz biraz sogutulduktan sonra (agarozun tezgahta veya 65 °C'lik
su banyosunda inkiibe edilerek sogumasini bekleyin) 0.5 pg/ml EtBr sollisyonu

ekleyin ve karigimi 6nceden hazirlanan jelin dokiilecegi tepsi (gel tray) tlizerine
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dokun.

4. Jel taragini yerlestirin ve 30 dk sogumaya birakin.

5. Bu asamada 1X TAE tampon hazirlaymn ve jel donduktan sonra yatay agaroz
jel yiiritme aparatina ilave edin.

6. Orneklerinin her birine 6 pl yilkleme tamponundan ekleyin ve yiikleyin.

Not: Jel yiikleme tampon boyasi genellikle 6X konsantrasyonda (0,25%
bromfenol mavisi, 0,25% ksilen siyanol, 30% gliserol) olusmaktadir.

7. Agoroz jelin yiizeyini kaplayacak kadar tampon ekleyin. Jeli hazirlamak i¢in
kullanilan tamponla ayn1 tamponu kullanmak 6nemlidir.

8. Gii¢ kaynagim istenilen voltajda yaklasik 1 saat yiiriitiilen jeli durdurarak

UV 15181 altinda transliminatdrde goruntileyin.

2.6. Western Blot (immiino Blot)

Western blot (WB), Towbin ve arkadaslari tarafindan 1979'da bulunan ve
hala giiniimiizde immunogenetik, molekiiler biyoloji, tibb1 biyoloji ve genetik
dallarinda siklikla kullanilan spesifik proteinlerin immiin tespiti ve kantitatif
miktarmi belirlemek i¢in kullanilan bir tekniktir (Taylor ve ark.,2014). WB,
hiicre veya dokuda spesifik protein izoformlarinin, proteinin varliginin tespiti
veya artan/azalan ifade seviyesinin belirlenmesinde antikor/antijen
etkilesimiyle ortaya koyan metottur. Boylece genetik, enfeksiydz, otoimmiin,
romatizmal ve onkolojik hastaliklarin tan1 ve teshisinden sorumlu proteinler

belirlenmis olur (Polly ve ark.,2014).
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Western blot teknigi asamalari,

1. Hiicre veya dokudan elde edilen protein homojenatindaki proteinlerin,
SDS-PAGE jel eletroforezi ile molekiil agirligiyla orantili olarak, negatif
kutuptan (katot) pozitif kutba (anot) dogru gog ettirilerek ayrilmasi

| Gel cassette

Hamilton

|| Anode Cathode )
syrlnge

1 1 buffer buffar

Negative
electrode

chamber Sample

Power source ;
Separate protein

bands

Sekil 13: SDS-PAGE basamagi

2. SDS jelinde molekiil agirliklarina gore ayrilmis proteinlerin PVDF

veya nitroselilloz membrana transferi olan blotlama basamagi

Cassette \
Sponges \. = “I
Filter papers =) 7 [ . —
Blotting membrane g \ A
(Nitro Cellulous or PVDN\ ,} A
== 4

Gel <2 = .
A Protein
—/\:\\\\\i\ = move
Filter papers \ —

\;«//"'

Pac
A \

Semi-dry transfer

Sekil 14: Blotlama basamagi
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3. Spesifik olmayan baglanmalar1 engellemek icin PVDF membranda

blotlama sonrasi protein baglanmayan bdélgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi

olan bloklama basamagi

4. Spesifik antikorlarla (primer ve sekonder) inkiibasyon basamagi

Harseradish
peraxidase
conjugated
secondary antibodies

Primary antibody

Blocking buffer

- Wash buffer TRST ~._ TBST
Membrane -: :f-—’

[with “
transferred Q
proteins) =

Incubate blats

h avernight at 4 €

Sekil 15: Antikorla inkiibasyon basamagi

" Incubate blots 2
hours at room

Membrane
temperature

(ready to be
visualized)

5. Proteinlerin X-ray film veya Imaging System cihazi ile goruntiilenme
basamagi (Altun, 2018).

Image Station

Sekil 16: Gorlintilleme basamagi
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Protein izolasyonu

» Western blot deneylerinde kullanilmak tizere kiiltiire edilen hiicreler
buz iizerine alinir ve kendi ortamlari i¢inde kaziyic1 yardimiyla falcon
tiiplere toplanilir.

» 1000 rpm 5 dk +4°C’de santrifiij edilerek ortam uzaklastirilir ve daha
sonra hiicreler 5 ml soguk PBS ile siispanse edilerek tekrar
santriftijlenir ardindan da siipernatant uzaklastirilir.

» Hucre pelleti hacmine goére RIPA modified buffer eklenerek hiicreler
stispanse edilir ve buz tzerinde 45 dk inkibe edilir.

» Hiicre lizatina %30 giicle, %50 aralikla 20 sn sonikasyon yapilir ve
daha sonra 12.000g'de +4 °C’de 10 dk santrifiij edilerek siipernatant
yeni tiipe alinir.

» Elde edilen protein lizat1 ileride kullanilmak iizere -86°C'ye kaldirilir
(Altun., 2023).

Protein miktarinin belirlenmesi

» Elde edilen lizatlardaki protein miktart 6l¢iimic BCA protein Kkiti
kullanilarak yapilir.

» BCA c¢alisma reaktifi; her numune ve kor bagina 75 pl QA, 75 ul QB
ve 3 ul QC olacak sekilde toplam karisim olarak hazirlanir.

» Eppendorf tiiplere 149 pl RIPA modified tamponu ve 1 pl protein lizati
eklenir.

» Her numune igin 150 ul hazirlanan BCA c¢alisma reaktifi eklenir.
Eppendorf tiipler vortekslenip kisa santrifiijden sonra 60°C’de 1sitici
blokta 1 saat inkiibe edilir.

» Numunelerin spektrofotometrede 562 nm’de absorbanslart dlgiiliir ve
absorbans degerleri protein standart egrisine gore hesaplanarak protein

miktarlar1 pg/pl olarak belirlenir.
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» Protein konsantrasyonu asagidaki absorbans okuma fonksiyonuna goére
olculdr (Altun., 2023).
Protein konsantrasyon (pg/pl) = (Absorbans (562)/0.014) X 150 /1000)

2.6.3. Proteinlerin SDS-PAGE ile ayrilmasi

SDS-PAGE (sodyum dodesil stlfat—poliakrilamid jel elektroforez) yikli
molekiilleri elektrik alan varliginda molekiiler kiitlelerine gore ayiran analitik
bir metottur. SDS anyonik bir denatiirasyon deterjandir ve polipeptit iskeletin
etrafin1 sararak proteinleri (-) yukler. Bdylece elektriksel alanda proteinlerin
(+) kutba dogru yiirlimesini saglar. Poliakrilamid jeller iki bilesigin
polimerizasyonu (akrilamid ve N,N-metilen-bis- akrilamid/Bis) ile meydana
gelirler ve farkli biiyiikliiklerde bosluklar yaratarak proteinlerin boyutlarina
gore ayrilmalarini saglarlar. SDS ayirma jeli ve yiikkleme (depolama) jeli olarak
iki kistmdan olusur. Deneyin amacina gore hangi yiizdelik jeli hazirlamamiz
gerektigi belirlendikten sonra asagidaki ¢izelgelere gore jel hazirlanir (Altun.,
2023).

Protein Boyu (kDa) Jel YUzdesi (%)
4-40 20
12-45 15
10-70 12,5
15-100 10
25-200 8

Cizelge 1: SDS jel elektroforezi igin kullanilacak ayirma jeli degerleri
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dH20 (ml) 54 47 41 34

% 30 akrilamid karisim (ml) 2.0 2.7 e 4 5

4X ayirma jeli tamponu (ml) 2.5 2.5 25 25 25
% 10 APS (ml) 015 015 015 0,15 0,15

TEMED (ml) 001 001 001l 001 001

Cizelge 2: SDS jel elektroforezi igin kullanilacak yiikleme (depolama) jeli

degerleri

dH20 (ml) 5.7 2.85 1.425
% 30 akrilamid karisimi 1.7 0.85 0.425
(ml)

4x depolama jel tamponu 25 1.25 0.625
(ml)

% 10 APS (ml) 0.1 0.05 0.025
TEMED (ml) 0.010 0.005 0.005

» Jel dokme aparatlar1 hazir hale getirildi ve kullanilacak camlar sirasiyla
su-etanol-izopropanol ile silinir.

» Proteinin biiytikliigiine gore uygun yiizdede bir ayirma jeli hazirlanarak
dokdlir ve diizgiin bir sekilde donabilmesi igin Uzerine izopropanol
eklenir. Ardindan jel donduktan sonra izopropanol uzaklagtirihir ve
yukleme jeli dokiilerek taraklar yerlestirilir.
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Protein lizatlar1 her ornekten 100 ug miktarlarina karsilik gelen
hacimlerde tiiplere koyulur ve su ile esit hacime tamamlanur.
Kullanilacak hacimde %10 oraninda [-merkaptoetanol iceren 4x
yukleme tamponu hazirlanir ve protein lizat 6rneklerinin Gzerine
eklenir.

Hazirlan protein 6rnekleri 95°C’de 5 dakika denatiire edilir ve ardindan
ornekler buz tizerinde 5 dakika bekletilir.

Tamamen donan jel icinde ylritme tamponu bulunan yiritme
aparatina yerlestirilir ve tarak dikkatlice kuyucuklardan ¢ikarilir.
Protein Ornekleri jele yiklemeden once kisa santrifiij yapilir.
Kuyucuklara protein ornekleri ve protein markeri (4 pl) yiiklenir ve
daha sonra jel 80 voltta 3-4 saat yiratultr (Altun., 2023).

Membrana Transfer

>

SDS-PAGE ile protein ayrimi tamamlandiktan sonra proteinler jelden
membrana elektroforetik yontemle transfer edilir.

Bu islemde hidrofobik bir yapiya sahip PVDF membran kullanilir ve
uygun blyuklikte kesilen membran 5 dakika metanol icinde bekletilir
Kullanilacak olan whatman kagidi 5 dakika soguk transfer tamponu ile
wslatilir.

Membran ve jel pozitif elektrodun arasina yerlestirilir. Membran ile
jelin her iki yanina sirasiyla transfer tamponunda islatilmis olan
whatman kagitlari ve siingerler yerlestirilir.

Aparatlar transfer tankina yerlestirilir ve aparatin igerisine transfer
tamponu dokulir. Aparatin kenarina sogutucu blok yerlestirildikten
sonra 4°C’de 90 mA’de gece boyu transfer igslemi gergeklestirilir.

Eger Semidry Blotter cihazi kullanilacaksa sira ile 1 parga blot kagidi,
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PVDF membran, jel, 1 parca blot kagidi konulur. 25 Volt 2,5 Amper 8
dakika slreyle blotlama islemi gergeklestirilir (Altun., 2023).

Bloklama ve Antikor Inkiibasyonu

>

Transfer isleminden sonra jelde sabitlenen proteinlerin goérintilenmesi
icin, jel Coomassie Brilliant Blue R-250 (Coomassic Boyasi) ile
yaklasik 15 dakika inkiibe edilir ve daha sonra destaining sollisyona
alinarak bantlar goriintiilenir.

Membran ise TBS-T iginde 5 dakika yikanir ve nonspesifik
antikorlarin baglanmasin1 engellemek amaciyla %S5 siit tozu igeren
TBS-T icinde 1 saat bloklanir.

Membran TBS-T ile 5 saniye yikandiktan sonra uygun konsantrasyonda
% 0,5 sut tozu iceren TBS-T iginde hazirlanan primer antikorla 1 saat
oda sicakliginda veya gece boyu 4°C’de inkiibe edilir.

Primer antikor inkiibasyonu bittikten sonra membran baglanmayan
antikorlar1 uzaklastirmak amaciyla TBS-T ile bir defa 15 dakika ve
daha sonra u¢ defa 5 dakika olmak iizere 4 defa yikanir.

Membrana %0.5 sut tozu iceren TBS-T’de uygun konsantrasyonda
hazirlanan HRP bagli fare veya tavsan sekonder antikor ilave edilir ve 1
saat inkube edilir.

Membran TBS-T ile bir defa 15 dakika ve daha sonra (i¢ defa 5 dakika
olmak tizere 4 defa yikanir.

Yikama islemi bittikten sonra membran bir kemiliiminesans substrati
olan ECL Reagent kiti soliisyonu ile karanlik ortamda isleme sokulur ve
4 dk bekletilir.

Membran iki asetat kagidi arasina yerlestirildikten sonra kasetin igine

konulur.
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» Membran Uzerine X-ray film konularak farkli sirelerde pozlama
gerceklestirilir,

» Kaset igerisinden alinan film 6nce 1:4 oraninda seyreltilmis developer
solusyonunda 2 dakika ve daha sonra fikser soliisyonunda da 2 dakika
calkalanarak bantlarin film {izerinde goriintiilenmesi saglanir (Altun.,
2023).

» Eger ChemiDoc™ Touch Imaging System cihazi varsa membrana ECL
Reagent damlatilarak kemiliminesans goruntisu elde edilir (Altun.,
2018).

2.7. Flow Sitometri (Akan Hiicre Olger, Akim Sitometri)

Tibb1 Biyoloji ve Genetik laboratuvarinda tani ve teshis amagli siklikla
kullanilan yontemdir. Bu teknik saniyede binlerce partikiil sayim1 yapan hizl
ve duyarli tekniktir. Ayrica son 30 yilda immdinoloji, molekiiler biyoloji
bakteriyoloji, viroloji, kanser biyolojisi ve enfeksiyon hastaliklar1 alaninda
ciddi kullanim alan1 olan tekniktir. Akis sitometrisi hiicre (61l ve canli) sayimu,
hiicre morfolojisi ve islevini analizi, hiicre dongusuniin incelenmesi,
immunfenotipleme, mikroorganizmalarin tespiti, protein yapisi, ilag alim
Olcimleri, niikleik asit i¢erigi ve genom boyutunun 6lgiilmesine olanak tanir.
Incelenmek istenen numune &rnedi (hiicre, partikiil vs) sivi siispansiyon
halinde akig sitometresi cihazina enjekte edilir. Numunenin boyut ve
graniilarite gibi bir¢cok fiziksel 0©zelligi bu cihazda oOlclilmektedir. Akis
sitometrisinde analizin gergeklesebilmesi i¢in floresan reaktifler (floresan
konjuge antikorlar, niikleik asit baglayict boyalar, canlilik boyalari, iyon
indikator boyalar ve floresan ifade proteinleri) kullanilir (Adan ve ark., 2017).

Akis sitometresi cihazinda lazer kaynagi bélmesi bulunmaktadir ve numene bu
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bolmeden gecirilerek 151k emilmesi sonucunda uygun dalga boyunda floresan

sinyal alinir. En son asamada ise alinan bu sinyaller analiz edilir (McKinnon

,2018).

Flow Sitometre

Kaplama sivist —N l Ornck (sispansiyonds boyals hiscreler)
®
02
T
4 >

@
4
Q1
Q3

Kz
Jdodektdr >

Hidrodinamik Odaklama
Hicrelerin tek tek gegmesi saflani

Boyals hixcrelerden vayilan floresans
/ tespit edilir

Mavi dedekioe
, I Hikrelerden yana ve ileri sagilan
a— — m— Bt
Lazer 151k kaynag:

0000000000 oo

4
\

Sekil 17: Flow sitometri ¢aligsma prensibi
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Flow sitometri analizi asamalari;
1. Fiksasyon
» Hucre kulturinden toplanan hicreler 1200 rpm (290g)'de 5 dk santrifij
edildikten ve supernatant uzaklastirildiktan sonra hiicreler 5 ml PBS ile
stispanse edilir (Bu asama 2 kez tekrar edilir).
» Hucre slispansiyonu vortekste karisirken {izerine 4 ml soguk saf etanol
damlatilarak eklenir ve hiicreler fikse edilir. Ornekler en az 1 gece -
20°C’de saklanir (Altun., 2023).

2. Antikor ile isaretleme

» Etanol ile fikse edilen hicreler +4°C'de 1200 rpm (290g)'de 10 dk
santrifuj edilerek cokturulir ve silipernatant uzaklastirildiktan sonra
hiicreler 5 ml PBS icinde siispanse edilir.

» Hucreler tekrar 1200 rpm (290g)'de 10 dk santrifiij edilerek ¢oktarullr
ve silipernatant uzaklastirilir.

» 1 ml %0.1 Triton X-100 iceren PBS ile suspanse edildikten sonra
karistiriciya yerlestirilerek oda sicakliginda 5 dk gecirgenlesmeleri
saglanir.

» 2000rpm  (300g) 4°C’de 10dk santrifiij yapildi, silipernatant
uzaklastirilir.

» Hiicreler 1ml %1BSA’Ii1 PBS ile siispanse edilir ve 5 dk karistirict
Uzerinde inkiibe edilerek bloklama yapilir.

» 2000rpm  (300g) 4°C’de 10dk santrifiij yapildi, silipernatant
uzaklastirilir.

» Hiicreler primer antikoru igeren 200ul %1BSA’li PBS soliisyonu ile
stispanse edilir ve karistiric1 iizerinde oda sicakliginda 30 dk inkiibe

edilir.
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» Hicreler 1ml PBS ile 2 defa yikanir.

» 2000rpm (300g) 4°C’de 10dk santrifiij yapilir ve siipernatant
uzaklagtirilir.

» Hiicreler sekonder antikoru iceren 200ul %1BSA’l1 PBS soliisyonu
ile siispanse edilir ve karistiric1 iizerinde oda sicakliginda 20 dk
inktibe edilir.

» Hicreler 1ml PBS ile 2 defa yikanr.

» 2000rpm (300g) 4°C’de 10dk santrifiij yapilir, slpernatant
uzaklastirilir. Hcreler 500ul %0,1 Triton X-100 ile suspanse edilir
(E. Tepedelen., 2012).

3. Hiicre déngiisii analizi Propidium Iyodiir (PI) boyamasi

Propidium Iyodiir hiicre zar gecirgen degildir ve DNA/RNA’y1 boyayan
floresan maddedir. Hiicre dongiisii ilerlemesini ve DNA igerigini
degerlendirmek i¢in kullanilir.

Floresan boya oldugu i¢in hiicre dongiisiiniin ana fazlar1 olan GO/G1, S
ve G2/M fazlan arasinda floresan yogunluguna gore ayrim yapar. En diisiik
floresan yogunlugu GO/GI1, en yiiksek ise S ve G2/M fazlarinda goriiliir
(Pozarowski ve ark., 2004). PI boyasi ayn1 zamanda RNA'ya da baglanacagi
icin ortamdan RNA’nin uzaklastirilmas: gerekir ve protokol asamasinda RNase
islemi kesinlikle yapilmalidir.

Antikor ile isaretleme prosediiriiyle ilk {ic asamaya kadar aymidir. %0.1

Triton X-100 igeren PBS ile suspanse edildikten sonra;
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» Hucreler 2000 rpm (300 g)'de santrifuj edilerek c¢oktiralir ve
stipernatant atildiktan sonra hiicreler son konsantrasyon olarak 20
pg/ml RNase igeren 300 pl PBS icinde sispanse edilerek 37°C'de
30 dk inkibe edilir.

» Hiicrelerin i¢inde bulundugu RNAse iceren PBS sollisyonuna son
konsantrasyonu 5 pg/ml olacak sekilde Pl eklenilerek 15 dk oda

sicakliginda karanlikta inkiibe edilir.
» En gec 2 saat igerisinde akis sitometrisinde okumalar yapilir.

» Hiicre popiilasyonlari, ModFit LT yazilim programinda analiz edilir
(Altun., 2023).

4. Apoptoz analizi Annexin V-FITC boyama

Apoptozis indukleyici kimyasal inhibitorlerle indiikklenmis hiicrelerde
apoptoz ve nekroz oranini 6lgmek i¢in PI ve Annexin V boyama islemine tabi
tutulur. Annexin V, hiicre zarinin i¢ yiizeyinde yer alan fosfatidilserine karsi
yilksek afinitesi vardir. Erken apoptotik hiicrelerde fosfatidilserin
eksternalizasyon (sitoplazmik yiliziinden hiicre yiizeyine tasinmasi) olur ve
annexin V bu hiicrelere baglanarak apoptoz tespit edilir.

Propidium Iyodiir saglam ve erken apoptotik hiicreleri boyamaz (Rieger

ve ark.,2011).

Hiicre zar gegirgen olmayan Propidium Iyodiir, hiicre/niikleer zarlarin
biitiinliigli bozulan ge¢ apoptotik ve nekrotik hucreleri boyar (Lakshmanan ve
ark., 2013).
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Hiicreler PBS ile yikanir ve 1X baglayic1 tamponda (deiyonize su
kullanilarak seyreltilmis) tekrar siispanse edilir. NOT: 1 ml baglama

tamponuna 1 X 10° hiicre eklenir.

100 pl hiicreler bir temiz eppendorf tiiptine aktarilir.

Vorteksleme yapilmadan 2upl FITC Annexin V solisyonu ve 2 ul Pl

soliisyonu eklenir.
Oda sicakliginda karanlikta 15 dakika inkibe edilir

4X (400 pl) baglama tamponu hiicrelere eklenir ve akis sitometrisinde

analiz edilir.

Ayrica kontrol amacl olarak hi¢c boyanmamis, yalnizca Annexin V ve
yalnizca PI ile boyanmis hiicrelerde akis sitometrisinde analiz edilir
(Javed., 2022).

43



Diploid kromozom

8 icoerifzi
G/ G, s - -
Cifre diploid
Kromozom
igerigi
Apoprtotik G/ M
hiicrelery
Q} oo 1025

rua.m

Sekil 18: Flow sitometriyle hlicre déngisinun incelenmesi
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