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ONSOZ

Immiinoloji bilimi, son yillarda hem temel bilimler hem de klinik
uygulamalar agisindan bas dondiiriicii bir hizla ilerlemektedir. Bu
ilerleme, bagisiklik sisteminin daha derinlemesine anlasilmasini
saglamakla kalmamig, ayni zamanda tani ve tedavi siireclerine de
dogrudan yansimistir. "Immiinolojide Arastirma Yéntemleri" adli bu
eser, alanin temel kavramlarini arastirma teknikleriyle birlestiren 6zgiin

bir kaynak olmay1 hedeflemektedir.

Bu kitabin temel amaci hem geng aragtirmacilara hem de deneyimli
bilim insanlarina, immiinoloji alanindaki gilincel arastirma yontemleri
hakkinda kapsamli, giivenilir ve uygulanabilir bilgiler sunmaktir.
Hiicresel ve molekiiler diizeydeki analiz tekniklerinden hayvan
modellerine, biyoinformatikten akim sitometrisine kadar bir¢ok farkl
yontemin detayli bir sekilde ele alindig1 bu kitap, disiplinler aras1 bir

yaklagimla hazirlanmistir.

Bu eserin, arastirmalariniza rehberlik etmesi ve yeni bilimsel kesiflere

ilham vermesini dilerim.

16/04/2025

Dr. Ogr. Uyesi Duygu KIRKIK
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IMMUNOLOJIDE MOLEKULER ARASTIRMA
YONTEMLERI

Dr. Duygu KIRKIK
GIRIS

Viriisler, bakteriler, mantarlar ve parazitler dahil olmak iizere ¢ok cesitli
enfeksiy6z ajanlar, konak organizmalar1 enfekte ederek hastaliga yol
acabilir. Ancak saglikli bireylerde bu enfeksiyonlar ¢ogu zaman gegici
olup kalic1 hasara neden olmadan atlatilir. Bu durumun temel nedeni,
enfeksiyon etkenlerine kars1 etkili bir savunma mekanizmasi olusturan
bagisiklik sistemidir (Medzhitov ve Iwasaki, 2024).

Immiinoloji, bagisiklik sisteminin yapisini, islevlerini ve hastaliklarla
iligkisini inceleyen bilim dalidir. Bu kitapta, bagisiklik sisteminin temel
bilesenleri ve isleyisi ile arastirma yontemlerinin immiinolojide nasil
uygulandigi ele alinacaktir. Immiinolojik deneyler, sadece teknik beceri
degil; ayn1 zamanda dogru planlama, uygun istatistiksel yaklagim ve
etik kurallara uygunluk da gerektirir. Bu nedenle kitap yalnizca
laboratuvar tekniklerini degil, ayni zamanda bilimsel arastirma
stirecinin biitiinsel dogasmi da g6z Oniinde bulunduracak sekilde
yapilandirilmistir.

Bilimsel diislincenin ve elestirel analizin gelistigi bu c¢agda,
immiinolojik arastirmalarda kullanilan yOntemlerin sistematik bir

sekilde 6grenilmesi ve uygulanmasi, alanin ilerlemesi agisindan biiyiik



onem tasimaktadir. Bu kitap, sizleri bu yolculukta desteklemeyi ve

rehberlik etmeyi hedeflemektedir.

1. IMMUNOLOJIDE MOLEKULER YONTEMLERE
YAKLASIM

1.1. Ornek ve Orneklem Biiyiikliigii

Immiinolojik arastirmalarin temel taglarindan biri uygun biyolojik
ornege ulagmaktir. Ornegin, yalnizca 8 ml'lik bir kan 6rneginden tiim
kan hiicrelerinden DNA ve/veya RNA elde etmek miimkiindiir
(Yamagata vd., 2021). Alternatif olarak, tam kan oOrneklerinden
periferik kan mononiikleer hiicreleri (PBMC’ler) ve graniilositler
ayristirilarak belirli hiicre popiilasyonlarindan niikleik asit izolasyonu
yapilabilir. Kan Ornegine erisimin miimkiin olmadigi durumlarda,
yanak ici stiriintii (bukkal swab), doku biyopsisi, tiikiiriik veya
fibroblast gibi hiicre kiiltiirlerinden de smirli miktarda DNA izole
edilebilir (Bowen ve Remaley, 2014).

Laboratuvar testleri i¢in kan alma islemi, genellikle 6zel toplama tiipleri
kullanilarak gerceklestirilir. Bu islem sirasinda, testin tiiriine ve analiz
gereksinimlerine gore farkli tiipler tercih edilir. Tiplerin renk kodlu
olmasi, pratiklik saglamak ve dogru Orneklemenin kolayca
yapilabilmesi amaciyla tasarlanmistir. Bu tiiplerin her biri farkli bir
katk1 maddesi igerir ve spesifik testler i¢in kullanilir. Kan 6rnekleri
alindiktan sonra, test 6ncesinde bu tiiplerin uygun sekilde karigtirilmasi

kritik dneme sahiptir.



Kan orneklerinin in-vitro analizleri klinik laboratuvarlarda yapilir. Bu

analizler i¢in gerekli olan kan tiirii; serum veya plazma olabilir.
e San /Pembe / Mavi — Kan Kiiltiirii Tiipleri

Bu renkler, genellikle kan kiiltiirli icin kullanilan sigeleri temsil eder.
Igeriklerinde bulunan sodyum polianetol siilfonat (SPS), antikoagiilan
olarak gbrev yapar ve kompleman sisteminin aktivasyonunu
engelleyerek mikrobiyolojik kontaminasyonu azaltir. Alim sonrasi
tiiptin 8—-10 kez nazikce cevrilerek karistirilmasi onerilir. Tiip rengi
iireticiye gore degisiklik gdsterebilir (Palarasah vd., 2010). Ornegin;
western calismalari, ELISA calismalarinda sari tiip kullanilmasi tercih

edilir.
e Acik Mavi — Sitrat Tiipleri

Pihtilasma testlerinde kullanilir. Antikoagiilan olarak %3,2 sodyum
sitrat icerir. Tiipler, plazma elde etmek amaciyla birka¢ kez dikkatli

sekilde karistirilmalidir. Yaygin olarak PT, aPTT gibi koagiilasyon

testlerinde kullanilir (Lima-Oliveira vd., 2013).

e Kirmmz — Katkisiz Tiipler

Bu tiipler herhangi bir antikoagiilan igermez. Kanin tiip ylizeyiyle
temast sonucu dogal pihtilasma baslar. Kan, santrifiij dncesi 1015
dakika pihtilagmaya birakilir. Pihtilagsma siiresi bireyden bireye
degismekle birlikte 10-60 dakika arasinda olabilir. Bu tiiplerden elde
edilen s1v1 serumdur (Bayot ve Tadi, 2023).

e Yesil — Heparinli Tiipler



Igeriginde heparin (sodyum, lityum veya amonyum formunda) bulunur.
Trombin olusumunu engelleyerek pihtilasmay1 6nler. Bu tiiplerden elde
edilen numune plazmadir. Acil biyokimya analizlerinde (stat testler),
gaz kromotografisinde siklikla tercih edilir (Bayot ve Tadi, 2023).
Ayrica akis sitometrisi yapacak yine yesil tlip tercih edilebilir.

e Mor - EDTA Tiipleri

EDTA (etilen-diamin-tetra-asetik asit) icerir ve kalsiyumu selatlayarak
pthtilasmayr engeller. Plazma elde edilir. Bu tiipler, 0Ozellikle
hematolojik testler icin uygundur (6rnegin tam kan sayimi, hemoglobin
analizi, genetik analiz testleri, DNA izolasyonu, PCR ¢alismalari, RT-
PCR ¢aligmalari, yeni nesil dizileme, DNA mikroarray, akis sitometrisi
vb. ¢alismalar1 i¢in kullanilabilir) (Bayot ve Tadi, 2023; Banfi vd.,
2007).

e Gri— Glukoz Tiipleri

Bu tiipler potasyum oksalat ve sodyum floriir igerir. Potasyum oksalat
pihtilagsmay1 engellerken, sodyum floriir glikolizi inhibe ederek
glukozun stabil kalmasmi saglar. Ozellikle plazma glukozu ve laktat

testlerinde kullanilir (Li vd., 2013).

Kan  Orneklerinin  dogrudan  dondurulmasi, hemolize  yol
acabileceginden, santrifiij edilmemis ve serum ya da plazmasi
ayrilmamis tam kanin dondurulmasi onerilmez. Bu nedenle, analiz
oncesinde bekletilecek tam kan 6rnekleri mutlaka santrifiij edilmeli ve
elde edilen serum ya da plazma, agz1 kapali kaplarda +4 °C’de

buzdolabinda saklanmalidir.



Daha uzun siireli saklama gerektiren drnekler i¢in, testin tiirline uygun
olarak prospektiislerde belirtilen kosullara uyulmali ve numuneler -20

°C’de, kapali kaplar i¢erisinde muhafaza edilmelidir.

Serum veya plazma ornekleri, ideal olarak alindiktan sonra en geg¢ 4
saat icinde caligilmalidir. Eger bu siire i¢cinde analiz yapilamayacaksa,

ornekler +4 °C’de, agzi1 kapali sekilde soguk zincirde saklanmalidir.

Serum Orneklerinin +4 °C’de 12-24 saatten uzun siire bekletilmesi, bazi
parametrelerde bozulmalara neden olabilir. Bu nedenle uzun siireli
saklama gerektiren durumlarda serumun dondurulmasi Onerilir.
Dondurulan serumlar, analiz 6ncesinde oda sicakligmna getirilerek
¢cozdiiriilmeli ve bu sekilde calisiimalidir. Serum veya plazma 6rnekleri
hemen calisilmayacaksa, yani uzun siire saklanacaksa; 6rnekler sar1 ya
da mor kapakli tiiplere alinmali ve 3000 rpm hizinda 15 dakika santrifiij
edilmelidir. Santrifiij sonras1 iistte kalan serum veya plazma kismi
dikkatlice ayrilmali, 250 mikrolitre olacak sekilde kiictik tiiplere (1,5

ml’lik ependorf tiiplere) boliinmeli ve -80 °C’de saklanmalidir.

Bu yaygin tiiplerin disinda; altin, kaplan, pembe gibi farkli renk
kodlarma sahip tiipler de c¢esitli testler i¢in kullanilmaktadir. Tiiplerin
kullanim protokolii ve ¢ekim sirasi, kuruma ve iilkeye gore degiskenlik
gosterebilir. Antikoagiilan iceren tiiplerin kanla iyice karistirilmasi
gereklidir. Genellikle “8” seklinde ters ¢evrilerek karigtirilmasi dnerilir.
Ancak: asir1 karistirma, hemolize yol agabilir. Yetersiz karistirma,

kiigiik pihtilarin olusmasina neden olabilir (Heireman vd., 2017).

Uygun olmayan Ornek toplama islemleri, yalnizca laboratuvar

sonuglarint degil, ayn1 zamanda hastanin tani1 ve tedavi siirecini de

5



olumsuz etkileyebilir. Bu nedenle kan 6rneklemesinde standardizasyon

hem bilimsel dogruluk hem de hasta giivenligi agisindan hayati 6nem

tagir (Cornes vd., 2017).

Laboratuvar tiipii ile kan 6rnegi toplama siireci, basit gibi goriinse de

bircok teknik ve pratik zorluk icerebilir. Bu zorluklar, yalnizca siirecin

verimliligini degil, ayn1 zamanda analiz sonu¢larinin dogrulugunu ve

giivenilirligini de dogrudan etkileyebilir.

Vacutainer sistemleri, birden fazla tiiple 6rnek alimmasini
kolaylastirsa da, bazen kullanilan sistem arizali veya hasarli
olabilir. Ozellikle vakum mekanizmasinda bozulma varsa, coklu
tiip toplamak zorlasir veya imkansiz hale gelir. Bu da islemin
tekrarlanmasina ve hasta konforunun azalmasina neden olabilir.
Tiplerin kendisinde de iiretim veya tasima kaynakli hasarlar
olusabilir. Ornegin, tiipiin kapag1 acildiginda vakumun
kaybolmasi, yeterli miktarda kan o6rnegi alinmasini engeller.
Ayrica bazi tiiplerde iiretim hatasi nedeniyle antikoagiilan
bulunmayabilir. Bu da test i¢cin gereken plazma yerine,
yanliglikla serum kullanilmasiyla sonuglanabilir ve testin
gecerliligini zedeler.

Toplama islemini gergeklestiren saglik personelinin, 6zellikle
flebotomistlerin, tiip renk kodlar1 ve ¢ekim siras1 konusunda
yeterli egitime sahip olmasi gereklidir. Renk kodlamalari, dogru
tip swrasint kolaylagtirmak i¢in gelistirilmis olsa da, egitim
eksikligi nedeniyle bu protokollere uyulmamasi durumunda

hatali 6rnekleme gerceklesebilir.



e Tiiplerin, Ornekleme Oncesi, sirast veya sonrasinda
kontaminasyona maruz kalmasi, test sonuglarini dogrudan
etkiler. Ozellikle kan kiiltiirii tiipleri gibi steriliteye duyarli
testlerde, tiip kapaklarinin her tiirlii kontaminasyondan
korunmasi biiyiik 6nem tasir. Ayrica, bir tiipteki antikoagiilanin
vacutainer ignesi aracilifiyla diger tiipe ge¢mesi de capraz

kontaminasyona neden olabilir.

1.2. Klinik ve Bilimsel Arastirmalarda Orneklem Biyiikliigii

Arastirmalar genellikle Orneklemler {izerinde yiiriitiiliir; c¢linkii
hedeflenen tiim niifusu incelemek ¢ogu zaman pratik ya da miimkiin
degildir. Orneklemden elde edilen bulgularm, hem genel popiilasyona
hem de gelecekteki benzer durumlara genellenmesi hedeflenir. Bu
nedenle, 6rneklemin temsiliyet niteligi bliyiik 6nem tasir. Temsiliyetin
saglanmas1  ise, uygun Ornekleme yoOntemlerinin  dikkatle
uygulanmasiyla miimkiin olur. Ayn1 zamanda, 6rneklemin biiyiikligi
de ne eksik ne de fazla olacak sekilde yeterli olmalidir. Gereginden
biiyiik bir 6rneklem, popiilasyonu daha iyi temsil ederek daha hassas ve
giivenilir sonuglar saglayabilir. Ancak belirli bir biiyiikliikten sonra elde
edilen dogruluk artis1 olduk¢a smirli kalir ve bu durum, fazladan
katilime1 dahil etmek i¢in harcanan zaman, maliyet ve ¢abanin
karsiligin1 vermez (Andrade, 2020). Dahasi, gereksiz yere fazla sayida
katilmcmin ¢aliymaya dahil edilmesi, onlara fazladan yiik ve
rahatsizlik vermek anlamina gelir ki bu da etik agidan sakincalidir. Ote
yandan, gereginden kiiciik bir 6rneklem, arastirmanin temel sorusunu

yanitlamak i¢in yeterli istatistiksel giice sahip olmayabilir. Bu durumda,



istatistiksel olarak anlamli ¢ikmayan sonuglar yalnizca 6rneklemin
yetersizliginden kaynaklanabilir (Tip II hata — yalanci negatiflik). Boyle
bir senaryoda, calismaya katilan bireyler iizerinde fiziksel ya da
psikolojik rahatsizlik yaratilmig olur; ancak elde edilen bilgi, ne
bilimsel anlamda katki saglar ne de gelecekteki hastalari yararina olur.

Bu da arastirmanin etik degerini zedeler (Andrade, 2020).

Hipotez testine dayali calismalarda 6rneklem biiyiikligi, istatistiksel
olarak anlamli bir sonuca ulagmak i¢cin matematiksel olarak hesaplanir.
Geleneksel yaklasima gore, hipotez popiilasyon i¢in dogruysa, bu
durumun istatistiksel olarak anlaml bir sekilde (%5 anlamlilik diizeyi
— P <0,05) tespit edilebilmesi i¢in ¢calismanin %80 gii¢ ile planlanmasi

gerekir (Norman vd., 2012).

Bazi arastirmacilar bu giicii %90’a ¢ikararak daha giiclii sonuclar elde
etmeyi hedeflerken, bazilar1 da anlamlilik esigini 0,05 yerine 0,01
olarak belirler. Ancak bu tiir tercihler 6rneklem biyiikliglinii 6nemli
Olciide artirdig1 icin, caligmay1r hem daha pahali hale getirir hem de

uygulanabilirligini zorlastirir (Andrade, 2013).

Cogu arastirmaci, ¢alismaya katilan bireylerin bir kisminin takipten
cikmasi, eksik verilerin olusmasi, laboratuvar gereksinimlerini
karsilamayan numunelerin alinmasi gibi durumlari g6z Oniinde
bulundurarak, hesaplanan orneklem biiyiikligiine genellikle %10
oraninda pay ekler. Bu oran, ¢alismanin 6zel kosullarma gore
gerekgelendirilebilir sekilde daha fazla da olabilir. Orneklem

biiyiikliigiinii belirlemek i¢in bazi temel varsayimlar yapilmasi gerekir.



Bunlar arasinda; gruplar arasindaki beklenen ortalamalar ve standart

sapmalar, olay riskleri, ya da beklenen etki biiytikliigii yer alir.

Ornegin, bir arastirma; tedavi grubunda %60, plasebo grubunda ise
%40 yanit oran1 bekliyorsa, bu farki tespit edecek yeterli giice sahip
olacak sekilde Orneklem hesaplanmalidir. Eger bu tiir tahminler
yapilamiyorsa, alana 0zgii kiigciik ¢apl pilot calismalar, 6rneklem

tahmini i¢in temel olusturabilir (Norman vd., 2012).

Cok merkezli caligmalarda, farkli hasta profilleri, uygulayicilar,
cevresel faktorler ve degerlendirme yontemleri nedeniyle istatistiksel
giiriiltii (varyasyon) artar. Bu nedenle bu tiir calismalarda daha biiytik

orneklemlere ihtiya¢ duyulabilir.

Orneklem biiyiikliigii hesaplamalar1; manuel olarak yapilabilecegi gibi,
istatistiksel yazilimlar kullanilarak da kolaylikla gerceklestirilebilir.
Internette birgok iicretsiz hesaplayici mevcuttur. Ornegin, G*Power
adli program hem ficretsiz olarak indirilebilir hem de kapsamli
orneklem biiylikliigii analizleri i¢in kullanic1 dostu bir arayiiz sunar. Bu
yazilimin rehber ve egitim dokiimanlar1i da erisime aciktir.
Arastirmalarda 6rneklem biiyiikliigli genellikle birincil hipoteze gore

belirlenir. Bu baglamda su kavramlar birbirinden ayrilmalidir:
e Birincil sonug: Ornegin, depresyon siddetinde azalma

e Birincil sonug dlgiitii:  Ornegin, Montgomery—Asberg

Depresyon Olgegi (MADRS)

e Birincil hipotez: Ornegin, ilacm MADRS puanlarinda

plaseboya kiyasla daha fazla azalma saglayacagi varsayimi



Bu hipotez, ¢alismanin birincil analizinde test edilir.

Ancak ¢ogu arastirma yalnizca tek bir hipotez icermez. Ornegin, ayni
ilag depresyon, intihar egilimi, anksiyete, islevsellik ve yagam kalitesi
gibi bircok parametre iizerinde degerlendirilebilir. Bu parametrelerin
her biri i¢in ideal 6rneklem biiyiikligu farklidir. Ancak caligmada tek
bir 6rneklem kullanildigindan, yalnizca birincil sonug igin yeterli gii¢
saglanabilir. Bu durumda diger degiskenler i¢cin calisma ya yetersiz
giicte (underpowered) ya da gereginden fazla giiglii (overpowered) olur.
Bu nedenle bu tiir sonuglar, ikincil sonuglar olarak degerlendirilir ve
buna karsilik gelen ikincil hipotezler, yalnizca kesifsel analizler
kapsaminda ele alnir. Unutulmamalidir ki, bir calismada ¢ok sayida
hipotez ayni anda test edildiginde, baz1 sonuglar istatistiksel olarak
tesadiifen anlamli ¢ikabilir (Tip I hata — yalanci pozitiflik) (Andrade,
2019).

Arastirmada birincil hipotezin test edilmesi sonucunda P degeri 0,07
elde edildi. Bu durumda, 6rneklem biiyiikliigiliniin yetersiz oldugu ve
eger orneklem daha biiylik olsaydi istatistiksel olarak anlamli bir
sonuca ulasilabilecegi sOylenebilir mi? Hayir. Bu varsayim dogru
degildir. Ciinkii daha biiyiikk Orneklemler, popiilasyonun gercek
degerine daha yakin sonuglar verir. Kiigiilk Orneklemler ise hem
popiilasyon degerine yakin hem de uzak sonuclar iiretebilir; yani daha
yiksek ya da daha diisiik etki tahminleri yapabilir. Dolayisiyla
orneklem biiytlikligiiniin artirilmast her zaman anlamli bir sonug elde
edilecegi anlamina gelmez. Burada dikkat edilmesi gereken dnemli bir

nokta daha vardir: Bir tahmine iligkin P degeri ne kadar kiigiik olursa
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olsun, bu durum popiilasyon degerini degistirmez. Istatistiksel
anlamlilik, 6rneklemin biyiikliigiine ve varyansina duyarlidir, ancak
temel istatistiksel tahmin (6rnegin ortalama fark, oran, korelasyon
katsayis1) ayni kalir. Ornegin, bir ilaca ve plaseboya verilen yanit
oranlarinin tam olarak esit olmasi veya boy uzunlugu ile bir hastaligin
baslangi¢c yasi arasinda higbir korelasyon olmamasi beklenmez. Bu
nedenle, 6rneklem biiyiikligii yeterince biiyiik oldugunda, bu tiir kiiciik
farklar bile istatistiksel olarak anlamli hale gelebilir (Kraemer, 2019).
Ancak bu durum, her zaman klinik olarak anlamli oldugu anlamma
gelmez. Klinik anlamlilik, tedavi etkinliginin veya gozlemlenen farkin
hasta bakimi acisindan gergekten 6nemli olup olmadigini degerlendirir.
Arastirma sonuglar1 yorumlanirken, istatistiksel bulgularin klinik

baglamda da anlamli olup olmadig1 mutlaka sorgulanmalidir.

2. IMMUNOLOJIK ARASTIRMALARDA UYGULANAN
TEMEL VE ILERI TEKNIKLER

2.1. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), belirli DNA segmentlerini
cogaltmak amaciyla gelistirilen, yiiksek hassasiyetli bir niikleik asit
amplifikasyon teknigidir. Bu yontem, 1s1ya dayanikli bir enzim olan Taq
polimeraz kullanir; bu enzim, Thermus aquaticus bakterisinden izole
edilen DNA polimeraz I’in termostabil formudur. PCR, ilk kez 1985
yilinda Kary Mullis ve arkadaslar1 tarafindan tanitilmis ve bu ¢igir agici
caligmalar1 nedeniyle Mullis, Nobel Kimya Odiili’ne layik

goriilmiistiir. O tarihten bu yana PCR, genetik ve molekiiler biyoloji
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alaninda vazge¢ilmez bir ara¢ haline gelmistir (Ramesh vd., 1992;

Lorenz, 2012; Ghannam ve Varacallo, 2023).

Bu teknik, bir test tiipii icerisinde ¢ok kiiclik miktardaki bir DNA
dizisine seg¢ici olarak odaklanarak onu milyonlarca kopya haline
getirme kapasitesine sahiptir. Bu amplifikasyon, DNA’nin yiiksek
sicaklikta denatiire edilmesi, primerlerin baglanmasi (annealing) ve Taq
polimeraz araciligiyla sentezin gerceklestigi birka¢c dongiiden olusur.
Taq polimeraz’in termal stabilitesi, tekrar eden yiiksek sicaklik
dongiilerine kars1 dayanikliligi sayesinde, reaksiyon boyunca DNA
sentezinin siirekliligini saglar. PCR, sahip oldugu yiiksek 6zgiilliik ve
hassasiyet sayesinde; bakteriyel ve viral enfeksiyonlarin hizli tanisinda,
genetik bozukluklarin taranmasinda, adli genetik analizlerde ve
molekiiler diizeyde mutasyonlarin saptanmasinda yaygin olarak
kullanilmaktadir (Ramesh vd., 1992; Lorenz, 2012; Ghannam ve
Varacallo, 2023).

Gilintimiizde PCR, yalnizca arastirma laboratuvarlarinda degil, klinik
tan1 siireglerinde de altin standart yontemlerden biri olarak kabul
edilmektedir. Farkli varyantlarinm (RT-PCR, qPCR, digital PCR)
gelistirilmesiyle birlikte, bu teknik molekiiler biyolojinin temel

taglarindan biri haline gelmistir.

PCR, c¢ok kii¢iik miktarda DNA 6rnegiyle baslar ve bu 6rnegin, belirli
bir diziye odaklanarak milyonlarca kopyasinin iiretilmesini saglar.
Reaksiyon, genellikle bir termal dongiileyici yardimiyla
gerceklestirilen {i¢c temel asamadan olusur: denatiirasyon, annealing ve

uzama extension. Denatiirasyon; bu ilk asamada, cift sarmalli DNA
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wsitilarak (yaklasik 95°C) iki zincirine ayrilir. Bu sicaklik, DNA’daki
hidrojen baglarim1 kirarak molekiilii tek sarmalli hale getirir ve
primerlerin baglanabilecegi sablon dizileri agiga c¢ikar. Annealing;
DNA, isitildiktan sonra 37-72°C arasinda kontrollii bir sekilde
sogutulur. Bu, primerlerin hedef DNA iizerindeki tamamlayici dizilere
baglanmasma olanak tanir. Tavlama sicakligi genellikle 55-72°C
araligindadir ve kullanilan primerlerin uzunlugu (genellikle 20-25
niikleotid) ile GC igerigine gore belirlenir. Bu asamada, primerler
DNA’nm 3' ucundaki 6zgiil bolgelerine baglanarak DNA sentezinin
baslamasi i¢in gerekli temel yapiy1 olusturur. Extension; annealingten
sonra, reaksiyon sicaklig1 genellikle 75-80°C'ye ¢ikarilir. Bu sicaklik,
Taq polimeraz enzimi i¢in optimum kosullar1 saglar. Enzim,
primerlerden baglayarak 5’ — 3’ yoniinde yeni DNA zincirlerini
sentezler. Boylece her dongiide hedef DNA bdlgesi iki katina ¢ikar.
(Green ve Sambrook, 2019; Markham, 1993; Ramesh vd., 1992).

Bu ii¢ adim, bir termal dongiileyici cihaz kullanilarak 30-40 kez
tekrarlanir. Her dongiide Uiriin miktar1 iistel olarak artar. Ancak dongii
sayist arttikca, reaktiflerin tiikenmesi, pirofosfat birikimi ve PCR
inhibitorlerinin varligi nedeniyle amplifikasyon verimliligi azalabilir.
PCR';m basarisin1 olumsuz etkileyebilecek bir¢cok inhibitér mevcuttur.

Bunlar arasinda en yaygin olanlar:
e Proteinaz K (Taq polimerazi bozabilir)
e Fenolve EDTA

e Heparin, spermidin, hemoglobin
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o lyonik deterjanlar ve bazi boya maddeleri (6rn. bromofenol

mavisi, ksilen siyanol)

Bu maddelerin varligi, DNA sentezini engelleyerek yanlis negatif
sonuglara yol agabilir. Bu nedenle, DNA sablonlarinin analiz 6ncesi

saflastirilmasi onemlidir. Saflastirma yontemleri arasinda:
o Etanol ile ¢oktiirme
e Diyaliz
e Kloroform ekstraksiyonu
o Kromatografi teknikleri gibi yontemler kullanilabilir.

Amplifiye edilen DNA f{iriinleri, genellikle agaroz jel elektroforezi ile
analiz edilir. Jel, etidyum bromiir gibi interkalant boyalarla isaretlenir
ve ultraviyole 1sik altinda gorintiilenir. Daha yiiksek 6zgiilliik
gerektiren calismalarda, Southern blot hibridizasyonu gibi ek
dogrulama yontemleri kullanilarak PCR {iriinleri teyit edilebilir. Bu
sayede primer dimerleri gibi istenmeyen yan iirlinler ayirt edilebilir
(Green ve Sambrook, 2019). PCR, temel ve biyomedikal bilimlerde
oldukca genis bir kullanim alanina sahiptir. Baslica avantajlari
sunlardir: Hizli sonu¢ verme: Sonuglar genellikle birkac saat ile 2—3
giin i¢inde elde edilir. Yiiksek hassasiyet: 0,1-5 pg gibi ¢ok az miktarda
DNA/RNA ile galisilabilir. Ustiin gogaltma kapasitesi: 10°-10° kopya
arasinda tirlin Uiretilebilir. Klonlama ve gen ekspresyonu i¢in uygunluk:
Terminal bolgelerde kisitlama bdlgelerinin bulunmasi sayesinde, elde
edilen {riinler klonlama ve ekspresyon ¢alismalarmda dogrudan

kullanilabilir (Green ve Sambrook, 2019, Ramesh vd., 1992).
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2.2. Real Time PCR

Ger¢ek zamanli PCR (Real-Time PCR), kii¢iik DNA segmentlerinin
analizinde, klasik PCR’a alternatif olarak gelistirilen hizl1 ve duyarl bir
yontemdir. Bu teknik, kisaltilmis dongii siireleri, PCR sonrasi
asamalarin ortadan kaldirilmasi, florojenik etiketlerin kullanimi ve
floresan emisyonlarmin gercek zamanli olarak izlenmesi sayesinde,
amplifikasyon stirecini anlik olarak takip etme imkéni sunar (Mackay

vd., 2002).

Gercek zamanli PCR ile geleneksel PCR arasindaki en belirgin fark,
amplikonlarin (¢ogaltilmis DNA fdiriinlerinin) eszamanli olarak
izlenebilmesidir. Bu izleme, DNA'ya 06zgli primerlerin veya
amplikonlara/problara baglanan florojenik molekiillerin
kullanilmasiyla gergeklestirilir. Boylece, DNA amplifikasyonu her
dongiide floresan sinyal artigiyla izlenebilir ve liriinler daha olusurken

tespit edilebilir. Ger¢ek zamanli PCR’1n bazi dezavantajlar1 da vardir.

o Oncelikle, amplifikasyon siirecini izlemek igin 6zel optik

sistemlere sahip cihazlar gerektirir.

e Ayrica, her florojenik boya her cihazla tam uyumlu degildir; bu

da kullanilabilir reaktif se¢ceneklerini sinirlandrabilir.

e Son olarak, geleneksel PCR’a kiyasla daha yiiksek maliyetlidir.
Bu durum hem cihazlarm donanim gereksinimlerinden hem de
florojenik boyalarin siirh erisilebilirliginden

kaynaklanmaktadir.
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Tim bu sinirlamalara ragmen, gergek zamanli PCR; tani, gen
ekspresyonu analizi ve kantitatif genetik ¢aligmalar gibi bir¢ok alanda
yiiksek hassasiyet ve zaman kazanci nedeniyle tercih edilmektedir

(Mackay vd., 2002).

PCR, son derece hassas bir yontem olmasmna ragmen bazi 6nemli
dezavantajlara da sahiptir. Yiiksek duyarliligi sayesinde, DNA veya
RNA’daki en kiiciik kontaminasyonu bile algilayabilir. Ancak bu
ozellik, ozellikle 6rnek hazirligi asamasinda yasanabilecek c¢apraz
kontaminasyonlarda yanlis pozitif sonuglara yol agma riskini artirir
(Ghannam ve Varacallo, 2023). PCR’in etkinligi, dogru sekilde
tasarlanmis spesifik primer dizilerine baghdir. Primerlerin, hedeflenen
patojen veya gen bolgesine yiiksek ozgiilliikkle baglanmasi1 gerekir.
Ancak bazen bu primerler, hedefe benzer ama tamamen eslesmeyen
dizilere de baglanabilir. Bu durum, spesifik olmayan annealing olarak
adlandirilir ve testin dogrulugunu olumsuz etkileyebilir (Ghannam ve

Varacallo, 2023).

PCR, yiiksek hassasiyeti, 0zgiilliigii ve hizli sonu¢ verme kapasitesi
sayesinde, temel ve biyomedikal bilimlerde yaygin olarak kullanilan bir
tekniktir. Bu 0Ozellikleri, onu hem laboratuvar hem de klinik

uygulamalarda degerli ve vazgecilmez bir ara¢ haline getirmistir.

Teknik, ozellikle cesitli viral enfeksiyonlarin tanisinda 6nemli rol
oynamaktadir. PCR ile tespit edilebilen viral patojenler arasinda insan
papilloma viriisii (HPV), HIV, herpes simpleks viriisii (HSV), SARS-
CoV-2, varisella-zoster viriisii (VZV), enteroviriisler, sitomegaloviriis

(CMV) ve hepatit B, C, D ve E viriisleri bulunmaktadir (Garcia-de-
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Lomas ve Navarro, 1997; Islam ve Igbal, 2020; Ayoade ve Kumar,
2022). Ayrica PCR; bakteriyel, fungal ve parazitik mikroorganizmalarin
tespiti ile birlikte, immiin yetmezlikler gibi genetik temelli hastaliklarin
tanisinda da etkin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu sayede klinik tanida
dogrulugu artirirken, hastaya 6zgii tedavi stratejilerinin gelistirilmesini
miimkiin kilar (Garcia-de-Lomas ve Navarro, 1997; Islam ve Igbal,

2020; Ayoade ve Kumar, 2022).

Real-Time PCR, mikrobiyal patojenlerin hizli tespitine olanak
tantyarak, klinisyenlerin erken ve dogru tedavi kararlar1 almasini saglar.
Bu hem hastaneye yatis siirelerini azaltir hem de gereksiz antibiyotik
kullanimin1 6nleyerek antibiyotik direnciyle miicadelede 6nemli bir

katki sunar.

Bu teknik sayesinde su bakteriyel patojenler basariyla tespit
edilebilmektedir. Ornegin; Mycobacterium spp., Leptospira spp.,
Chlamydia spp., Legionella pneumophila, Listeria monocytogenes ve
Neisseria meningitidis. Ayrica, ger¢ek zamanlit PCR; Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis, Helicobacter pylori ve
Enterococcus gibi antibiyotige direncli suslarin tanisinda da etkili bir

yontemdir (Mackay, 2002).

Yiiksek duyarliligi sayesinde bu teknik, fulminan seyirli (ani ve siddetli
gelisen) hastaliklarin erken tanisinda da kullanilir. Bu ozelligiyle
menenjit, sepsis ve inflamatuar bagirsak hastaliklar1 gibi ciddi klinik

tablolarin yonetiminde hayati rol oynar.
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2.3. Reverse Transkriptaz PCR

Ters transkripsiyon PCR, mesajc1t RNA (mRNA) molekiillerinden yola
cikarak DNA sentezleyen ve ardindan bu DNA’y1 ¢ogaltan bir
molekiiler biyoloji teknigidir. Bu yontemde kullanilan DNA polimeraz
enzimi, retroviriislerden elde edilen ve RNA’ya kars1 tamamlayict DNA
(cDNA) tiretebilen 6zel bir enzimdir (Ghannam, M. G. ve Varacallo,

2023; Islam ve Igbal, 2020).

RT-PCR, genellikle geleneksel PCR ile birlikte uygulanarak, belirli
genlerin ifade edilip edilmedigini belirlemeye yonelik kalitatif analizler
yapilmasma olanak tanir. Ayrica, gercek zamanli PCR (qPCR) ile
birlikte kullanildiginda, farkli 6rnek gruplar1 arasinda gen ekspresyon
diizeylerinin kantitatif karsilastrmas1 da gerceklestirilebilir. Ozellikle
COVID-19 pandemisi sirasinda Reverse Transkriptaz-PCR, yiiksek
duyarhilik ve 0Ozgilliigli sayesinde birincil tanm1 ydntemi olarak
benimsenmistir. SARS-Co V-2 virlisiinii tespit etmek i¢in RT-PCR testi,
semptomatik veya asemptomatik bireylerde etkili ve giivenilir sonuglar
saglamistir. Viriise ait ornekler genellikle tist solunum yollarindan
alinir. Bu kapsamda; nazofarenks (burun yutagi), orofarenks (agiz
yutagt), burun delikleri, agiz boslugu gibi anatomik bdlgelerden
ornekleme yapilabilir (Ghannam, M. G. ve Varacallo, 2023; Islam ve

Igbal, 2020).

Geleneksel PCR, umut verici sonuglar1 sayesinde molekiiler biyoloji
alaninda altin standart olarak kabul edilmektedir. Ancak giivenilir

sonuglar elde edebilmek i¢in, amplifikasyon sonrasi islemler dikkatle
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yiriitilmelidir. Uygun olmayan islem adimlari, laboratuvarda

kontaminasyon riski olusturarak sahte pozitif sonuglara yol agabilir.
Kontaminasyonu 6nlemek i¢in:

e PCR islemleri i¢in ayri ve 6zel bir alan olugturulmall,

e Laminer akis kabini tercih edilmeli,

e UV 5181, kontaminant DNA’y1 parcalamada kullanilmalidir.

Laboratuvar personeli her zaman maske, eldiven ve sa¢ bonesi takmali;
kullanilan tiim ekipmanlar (pipetler, tiipler, cam/plastik malzemeler)

steril olmal1 ve dogrudan ambalajindan kullanilmalidir.

Pozitif deplasmanli pipetler, otomatik pipetlerin neden oldugu
kontaminasyonu azaltmak icin tercih edilmelidir.
Mikrosantrifiij tiipleri, kullanilmadan 6nce yaklasik 10 saniye santrifiij

edilerek sivinin dibe toplanmasi saglanmalidir.

Ayrica, post-amplifikasyon iglemleri, PCR alanindan ayr1 bir

laboratuvar tezgahinda yiirtitiilmelidir.

2.4. Iimmiinoloji Arastirmalarinda DNA Mikrodizileri

DNA mikroarray teknolojileri, tibbi a¢idan Onemli viriislerin
tanimlanmasinda yiiksek potansiyele sahiptir (Herrera-Rodriguez vd.,
2013). Bu yontemde, test drneginde bulunan floresanla isaretlenmis
viral niikleik asitler, cam lam gibi kat1 bir yiizeye immobilize edilmis
oligoniikleotid problarla etkilesime girer. Bu problar, belirli bir viriisiin

genom dizilerine 6zgiidiir. Hedef diziler ile immobilize problar arasinda
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gerceklesen hibridizasyon, floresan tabanli sistemlerle tespit edilir ve

Olgiiliir (Cella vd., 2013; Cobo, 2012; Yu vd., 2012).

DNA mikroarray kullaniminin, insan Orneklerinde tibbi viriislerin
tespiti agisindan ne kadar faydali oldugunu gosteren genis bir literatiir
bulunmaktadir. Ornegin, Chiu ve arkadaslar1 (Chiu vd., 2008). solunum
yolu enfeksiyonu olan ¢ocuklardan alinan nazofarengeal aspiratlarda
coklu viriis tespiti icin DNA mikroarray yontemini kullanmiglardir. Bu
yontem, RSV, influenza A ve rinoviriis/enteroviriis tespiti agisindan RT-
PCR ile karsilastirildiginda %87-90 arasinda genel duyarlilik ve >%99

Ozgiilliik gostermistir.

Baska bir calismada, DNA mikroarray yontemi, klinik 6rneklerde HSV-
1/2, VZV, EBV, CMV, HHV-6 A/B ve adenoviriis gibi viriisleri 10
genom esdegeri (GE)/reaksiyon diizeyinde ve capraz reaksiyon
olmaksizin eszamanli olarak tespit edebilmistir (Miller vd., 2009).
Ayrica menenjit ve ensefalit vakalarinda viral etkenlerin
tanimlanmasinda, tekli virlis PCR yontemine kiyasla %93 duyarlilik ve

%100 6zgiilliik elde edilmistir (Boriskin v., 2004).

DNA mikroarray; gastrointestinal viriisler (Martinez vd., 2015),
kemirgen ve eklembacaklilardan bulasan viriisler (Khan vd., 2016),
herpesviriisler, enteroviriisler, flaviviriisler (Korimbocus vd., 2005),
HIV-1, HIV-2, hepatit viriisleri (Granade vd., 2018) ve insan
orneklerinde iki farkli dengue virlisii serotipinin eszamanli tespiti
(Diaz-Badillo vd., 2014) gibi pek ¢ok virlis grubunun yiiksek verimli
sekilde tespitinde de basariyla kullanilmigtir.
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Ayrica HIV, hepatit B viriisi (HBV) ve SARS-CoV gibi viriislerin
genotip tayini ve ila¢ diren¢li mutasyonlarinin belirlenmesi (Martin vd.,
2016; Masimba vd., 2014; Hua vd., 2015); influenza B virlislerinin soy
ayrimi (Dankbar vd., 2007) ve 2002 yilinda Cin’de yasanan SARS
salgininda, koronavirlis ailesinin yeni bir Ulyesinin kesfi DNA
mikroarray teknolojisinin kullanim alanlarini daha da genigletmistir

(Wang vd., 2003).

DNA mikroarrayler, klinik Orneklerde ¢ok sayida potansiyel viral
patojeni ayn1 anda tespit edebilme kapasitesi sayesinde yiiksek verimli
tan1 araclaridir (32). Ancak bu yontemin yaygm klinik kullanimimi
siirlayan bazi dezavantajlar1 da vardir: Yiiksek maliyet, yogun is giicii
gereksinimi ve zaman alic1 islemler (6rnegin hibridizasyon siireci
saatler hatta giinler stirebilir) baslica sinirlamalardandir. Ayrica, spesifik
olmayan hibridizasyon olaylar1 testin duyarliligini azaltabilir.
Kullanilan oligontikleotid problarm etkinligi i¢cin, hedef viriisiin genetik
yapisina dair detayli bilgi gereklidir. Bu nedenle mikroarray yalnizca
prob setinde yer alan viriisleri tespit edebilir (Yu vd., 2012; Bexfield ve
Kellam, 2011; Bumgarner, 2013).

2.5. Yeni Nesil Dizileme

Yeni nesil dizileme (NGS), klinik 6rneklerden elde edilen viral niikleik
asitleri dogrudan analiz edebilmesi sayesinde tanisal virolojide olduk¢a
degerli bir teknolojidir (Lefterova vd., 2015; Vemula vd., 2016). Genel
olarak NGS siireci; test Orneginin hazirlanmasi, uygun bir NGS
platformu kullanilarak niikleik asit dizilerinin sekanslanmasi ve elde

edilen verilerin biyoinformatik araclarla analiz edilmesini igerir (Souf,
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2016; Deurenberg vd., 2017). Gliniimiizde farkl sirketler, cesitli
dizileme teknolojileri, reaktif sistemler ve veri analiz yazilimlar1
kullanarak farkli NGS cihazlar1 iiretmektedir (Vemula vd., 2016).
Ormegin; pyrosequencing (Roche 454) teknolojisi, DNA sentezi
sirasinda niikleotidlerin eklenmesini takiben ortaya ¢ikan pirofosfati
tespit ederken; Illumina platformlari, DNA polimerizasyonu sirasinda
eklenen niikleotidlerden yayilan floresan sinyalleri analiz eder.
Gelismekte olan teknolojilerden biri olan Oxford Nanopore’un
MinION cihazi ise, DNA veya RNA molekiillerinin nanoporlardan
gecisi sirasinda olusan iyonik akimi Olgerek dizileme islemini
gerceklestirir (Vemula vd., 2016; Souf, 2016; Deurenberg vd., 2017).
Her ne kadar MinlON cihazi yiiksek sekanslama hata oranina sahip olsa
da (baz1 calismalarda %38,2’ye kadar) (Laver vd., 2015), diger NGS
platformlarmma gére 6nemli avantajlar sunmaktadir. Birincisi, gergek
zamanli olarak 882 kb’ye kadar uzun okuma iiretme kapasitesiyle, kisa
stirede viral patojenlerin tiim genomlarmnin dizilenmesine olanak saglar
(Jain vd., 2018; Wang vd., 2017; Imai vd., 2018). ikincisi, tasmabilir
yapist ve ¢evrimdigi analiz yetenegi sayesinde, internet baglantisia
ihtiyag duymadan sahada kullanilabilir; bu da o6zellikle salgmlar
sirasinda biiyiik bir avantajdir (Quick vd., 2017). Ugiinciisii, diisiik
sermaye maliyeti nedeniyle hem diisiik gelirli lilkelerde hem de biitce
kisitlamas: olan laboratuvarlarda erisilebilirligi artirir (Laver vd.,

2015).

NGS, tanisal virolojide pek c¢ok farkli uygulamada basariyla
kullanilmistir. Ornegin, Kustin ve arkadaslar1 (Kustin vd., 2019),
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solunum yolu viriislerinin klinik 6rneklerden hizli ve giivenilir bicimde
tanimlanmas1 amaciyla NGS teknolojisinden yararlanmistir. Yontem,
influenza A (HIN1) pdm09 viriisiiniin takibi i¢cin de uygulanmustir
(Baillie vd., 2012). Ayrica Dessilly ve arkadaglar1 (Dessilly vd., 2018),
HIV-1'e kars1 ila¢ direnci mutasyonlarini tespit etmek amaciyla NGS
kullanmig; baska bir calismada ise yeni bir Ebola viriisiiniin
tanimlanmasinda bu teknoloji dnemli rol oynamistir (Towner vd.,

2008).

NGS’nin en biiyiik avantajlarindan biri, PCR ve DNA mikroarray gibi
geleneksel yontemlerin aksine, hedef viral genom hakkinda 6nceden
bilgi sahibi olmay1 gerektirmemesidir. Bu sayede, hedefe 6zgii PCR
primerlerine veya oligoniikleotid problara ihtiyag duyulmaz (Kustin
vd., 2019; Lin vd., 2014). Ancak buna ragmen, NGS'nin klinik
laboratuvarlarda yaygin kullanimi bazi1 smirlamalarla kars1 karsiyadir.
Bunlar arasinda uzun geri doniis siiresi, islem basina sinirli 6rnek
kapasitesi, cihazlarin yiliksek maliyeti ve verilerin analizinde uzmanlik
gerektiren biyoinformatik siiregler yer almaktadir (Dessilly vd., 2018;
Jerome vd., 2019).

3. IMMUNOLOJIDE PROTEINLERIN TESPITi
3.1. ELISA

Enzim immiinoassayleri (EIA’lar), antijen—antikor etkilesimlerini
tespit etmek ve nicel analizini yapmak amaciyla, enzimlerin katalitik
ozelliklerinden yararlanan immiinolojik testlerdir. Bu yOntemler

arasinda yer alan Enzime Bagli Immiinosorbent Analizi (ELISA), klinik
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tan1 ve protein tespiti alaninda yaygin olarak kullanilan heterojen bir

EIA teknigidir (Aydin, 2015).

ELISA testlerinde, reaksiyon bilesenlerinden biri genellikle antijen ya
da antikor kat1 bir fazin (6rnegin mikrotitre plakasi, manyetik partikiil
ya da plastik boncuk) yiizeyine 6zgiil olmayan adsorpsiyonla ya da
kovalent bag yoluyla tutturulur. Bu immobilizasyon islemi, bagh ve

serbest bilesenlerin etkin bir sekilde ayrilmasini saglar (Engvall, 2010).

ELISA’nin en yaygin bi¢gimi olan sandvi¢ ELISA'da, analizi yapilacak
antijeni (Ag) iceren numune ya da kalibrator, kat1 faza bagli spesitik bir
antikor (Ab) ile inkiibe edilir. Baglanma gerceklestikten sonra yikama
islemi uygulanir ve enzime konjuge edilmis ikinci bir antikor eklenir.
Bu, Ab—Ag—Ab-enzim formatinda bir "sandvi¢ kompleksi" olusturur.
Serbest kalan antikorlar yikama ile uzaklastirilir ve ardindan enzim
substrat1 eklenir. Enzim-substrat reaksiyonu sonucu olusan iiriin

miktari, 6rnekteki antijenin derisimi ile dogru orantilidir (Aydin, 2015).

Bunun tersi olarak, numunedeki spesifik antikorlar1 tespit etmek
amaciyla da ELISA yOontemi uygulanabilir. Bu durumda, kat1 faza
antijen baglanir ve test Ornegindeki hedef antikorun baglanmasi
saglanir. Takiben, bu antikora 6zgii enzimle isaretlenmis ikincil bir

antikor kullanilir (Shah ve Maghsoudlou, 2016).

ELISA analizleri, Ozellikle serum ve tam kan Orneklerinde viral
enfeksiyonlara ya da otoantijenlere karsi gelisen antikorlarin tespiti
amaciyla yaygin sekilde kullanilmaktadir. Ayrica, goriiniir renk

degisimi olusturan substratlar ile birlikte kullanilan enzim konjugatlar1
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sayesinde, gorsel olarak okunabilir ELISA testleri gelistirilmis ve bu
testler tarama, hizli tan1 ve evde kullanim gibi pratik alanlarda 6nemli

avantajlar saglamistir (Konstantinou, 2017).

ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), proteinlerin nicel ve
nitel analizinde yaygm olarak kullanilan, yiiksek hassasiyetli bir
immiinolojik testtir. Bu yontem genellikle, proteine yliksek baglanma
kapasitesine sahip polistiren 96 kuyucuklu mikrotitre plakalarinda

gerceklestirilir.

3.1.1. ELISA Bilesenleri ve Temel Prensipler

ELISA testinin bilesenleri kullanilan yonteme gore degismekle birlikte;
genel olarak birincil ve/veya ikincil tespit antikorlari, hedef antijen veya
analit, kaplama antikoru/antijeni, yikama ve bloklama tamponlari,

substrat ve kromojen gibi reaktifleri igerir (Shah ve Maghsoudlou,

2016).

Birincil tespit antikoru, yalnizca hedef proteine 06zgiil baglanma
yetenegine sahiptir (Shah ve Maghsoudlou, 2016). Ikincil tespit
antikoru ise, birincil antikora baglanan ve genellikle bir enzim (6rnegin

HRP ya da AP) ile konjuge edilmis antikordur (Konstantinou, 2017).

Bir ELISA deneyinin genel uygulama adimlar1 dort temel asamadan

olusur:

1. Kaplama: Antijen veya antikorun kati faza (plaka yiizeyine)

baglanmast
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2. Bloklama: Ozgiil olmayan baglanmay1 dnlemek i¢in genellikle
BSA (sigir serum alblimini) kullanilarak bos alanlarin

doldurulmasi

3. Algilama: Bagl antijen veya antikorun spesifik bir tespit

antikoru ile taninmasi

4. Son okuma: Substrat eklenerek reaksiyonun baglatilmas: ve

renk degisiminin Olglilmesi

Bu adimlar arasinda, baglanmamis reaktanlari uzaklastirmak i¢in PBS
(fosfat tamponlu salin) ve iyonik olmayan bir deterjan iceren yikama
tamponlartyla  kuyucuklarin  birkag kez yikanmasi gereklidir

(Konstantinou, 2017).
Tespit asamasinda en yaygin kullanilan enzimler:

e Horseradish Peroxidase (HRP): Substrat1 hidrojen peroksittir,

mavi renk olusturur.

e Alkalin Fosfataz (AP): Genellikle p-nitrofenil fosfat (pNPP)
substratiyla kullanilir; sar1 renkli nitrofenol olusumu ile sonug

verir. Tepki stiresi genellikle 15-30 dakikadir.

ELISA sonuglari, absorbans olciimleri ile degerlendirilir. Genellikle
standart bir egri olusturmak amaciyla seri seyreltmeler uygulanir. Bu
veriler logaritmik x ekseni (konsantrasyon) ve dogrusal y ekseni

(absorbans) kullanilarak grafige dokiiliir (Tabatabaei ve Ahmed, 2022).
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Kullanim amacma ve deney tasarimma gore dort temel ELISA tipi

vardir:

e Dogrudan ELISA: Antijen kapli plaka; tespit i¢in isaretli antikor

kullanilir.

e Dolaylh ELISA: Antijen kaplh plaka; isaretli ikincil antikor ile
tespit yapilir.

e Sandvi¢ ELISA: Antikor kapl plaka; numunedeki antijen tespit

edilir.

o Rekabet¢i ELISA: Antijen ve antikor rekabet eder; genellikle

diisiik konsantrasyonlu analitlerin 6l¢timiinde kullanilir.

3.1.2. Dogrudan ELISA (Direct ELISA)

Dogrudan ve dolayli ELISA yontemleri, genellikle hedef antijenlerin
ELISA plakasinin kuyucuklarina immobilize edilmesiyle baslar (Lin,
2015a). Bu ilk adimda, antijenler 37 °C’de yaklasik bir saat veya
alternatif olarak 4 °C’de gece boyunca inkiibe edilerek plaka yiizeyine
baglanmalar1 saglanir. Inkiibasyon siirecinin ardindan, baglanmamis
antijenlerin uzaklastirilmasi i¢in plakalar yikanir. Daha sonra, plakadaki
0zgiil olmayan baglanma bolgelerini bloke etmek amaciyla BSA (sigir
serum albiimini), ovalbumin, aprotinin veya benzeri hayvansal
proteinler i¢eren bloklama reaktifleri uygulanir (Engvall, 2010). Bu
bloklama adimi, spesifik olmayan baglanmalar1 engelleyerek yanlis
pozitif sonug riskini azaltir. Bloklama sonrasinda plakalar tekrar yikanir

ve enzimle konjuge edilmis birincil tespit antikoru eklenir. Bu adim da
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tipik olarak bir saat siiren inkiibasyon ile tamamlanir (Kohl ve Ascoli,

2017).

Dogrudan ELISA’da, kullanilan birincil tespit antikoru, hedef proteine
dogrudan baglanacak sekilde tasarlanmistir (Hornbeck, 2001).
Inkiibasyon sonrasi baglanmamis antikorlar yikama islemiyle
uzaklastirilir ve tespit i¢in gerekli substrat iceren ¢ozeltisi eklenir. En
sik kullanilan enzimler arasinda alkalin fosfataz (AP) ve horseradish
peroksidaz (HRP) bulunur. Bu enzimler, substratla reaksiyona girerek
renk degisimi olusturur: AP, substrattan fosfat gruplarmi hidrolize
ederken; HRP, substratlarin oksidasyonu yoluyla renkli iirlinler {iretir

(Kohl ve Ascoli, 2017).

Dogrudan ELISA’nin baglica avantajlari; protokoliiniin daha kisa
olmas1 ve ikincil antikor gerektirmemesi sayesinde ¢apraz reaktivite
riskinin ortadan kalkmasidir. Ancak bu yontemin bazi sinirlamalar1 da
vardir: Ozellikle diisiik analit konsantrasyonlarinda hassasiyetin smirl
olmasi1 ve enzime konjuge birincil antikorlarin yiiksek maliyetli olmasi,
dogrudan ELISA’nin dezavantajlar1 arasinda yer alir (Shah ve

Maghsoudlou, 2016).

3.1.3. Dolayh ELISA (Indirect ELISA)

Dolayli ELISA protokolii, temel olarak dogrudan ELISA ile benzer
adimlar1 igerir. Ancak bu yontemde, kullanilan antikor tiirleri ve buna
bagli olarak ek bir inkiibasyon ve yikama adimi bulunur (Lin, 2015b).
Dolayli ELISA’da iki farkli antikor kullanilir: ilgi duyulan hedef
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proteine 6zgiil birincil tespit antikoru ve bu antikoru taniyip baglanan,

enzimle konjuge edilmis ikincil antikor (Tabatabaei ve Ahmed, 2022).

Protokolde once, 6rnege birincil antikor eklenir ve bu antikorun hedef
antijene baglanmasina izin verilir. Takiben baglanmamis antikorlar
yikama adimiyla uzaklastirilir. Daha sonra, enzime konjuge edilmis
ikincil antikor eklenir ve plakalar yeniden inkiibe edilir. Ardindan bir
yikama igslemi daha gergeklestirilir ve substrat eklenerek enzim-substrat
reaksiyonuyla renk olusumu saglanir. Renk degisimi, dogrudan

ELISA’da oldugu gibi tespit edilir (Kohl ve Ascoli, 2017).

Dolayli ELISA’nin en 6nemli avantajlarindan biri, dogrudan ELISA’ya
kiyasla daha ytliksek duyarliliga sahip olmasidir (Kohl ve Ascoli, 2017).
Bu, sinyalin ikincil antikorlar araciligiyla gii¢lendirilmesinden
kaynaklanir. Ayrica, farkli birincil antikorlarla uyumlu ¢ok sayida ticari
ikincil antikorun mevcut olmasi, yontemi hem daha ekonomik hem de
daha esnek hale getirir. Bununla birlikte, bu yaklasimda dikkat edilmesi
gereken onemli bir dezavantaj, ikincil antikorlarin ¢apraz reaktivite
gostermesi riskidir. Bu durum, 6zgiilliik {lizerinde olumsuz etkiler
yaratabilir ve yanlis pozitif sonuglara yol agabilir (Shah ve

Maghsoudlou, 2016).

3.1.4 Sandvi¢c ELISA

Dogrudan ve dolayli ELISA’dan farkli olarak, sandvi¢ ELISA yontemi
yakalama (capture) antikorunun plaka kuyularma immobilize
edilmesiyle baslar (Tabatabaei ve Ahmed, 2022). Yontemin adi, hedef

antijenin iki antikor yakalama ve tespit antikorlar1 arasmnda “sandvi¢”
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seklinde yer almasi nedeniyle bu sekilde tanimlanmistir (Engvall,

2010).

Test protokolii, yakalama antikorunun plakaya eklenmesi ve 4 °C’de
gece boyunca inkiibasyonu ile baslar. Kaplama islemi tamamlandiktan
sonra plaka PBS ile yikanir ve 6zgiil olmayan baglanmalarin 6nlenmesi
amaciyla BSA ile bloklama yapilir. Bloklama genellikle oda
sicakliginda 1-2 saat siirer. Antijen eklenmeden 6nce bir yikama adimi

daha gergeklestirilir (Kohl ve Ascoli, 2017).

Sonraki asamada, test ornegindeki ilgili antijen plakalara eklenir ve
37°C’de yaklasik 90 dakika inkiibe edilir. Antijenin, immobilize
yakalama antikoruna baglanmasinin ardindan plaka yikanir ve birincil
tespit antikoru eklenerek oda sicakliginda 1-2 saat inkiibe edilir.
Takiben, baglanmamis antikorlar yikanir ve enzimle konjuge edilmis
ikincil antikor plakaya eklenerek yeniden inkiibasyon yapilir. Son
yikama adimindan sonra, substrat eklenerek renk degisimi gézlemlenir

(Engvall, 2010).

Sandvi¢ ELISA, tiim ELISA tiirleri arasinda genellikle en yiiksek
duyarliliga ve 6zgiilliige sahip yontem olarak kabul edilir (Kohl ve
Ascoli, 2017). Bu istiin performans, hedef antijenin c¢ift yonli
taninmasindan (yakalama ve tespit antikorlar1) kaynaklanir. Ancak, bazi

smirlamalari da vardir. Bunlar arasinda:

e Yontemin uzun siiresi ve gorece yiiksek maliyeti,
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e "Eslestirilmis antikor ¢iftlerinin" (ayn1 antijene farkl

epitoplardan baglanan iki antikor) temin edilme gerekliligi,

e Ve genellikle ¢cok degerlikli antijenlere uygunluk gereksinimi

yer alir (Shah ve Maghsoudlou, 2016).

3.1.5. Rekabet¢i ELISA

Rekabetgi ELISA, test serumunda belirli bir antijene karsi gelismis
antikoru tespit etmeyi amaglayan bir yontemdir (Lequin, 2005). Bu
yontemde, enzimle konjuge edilmis antikor ile test serumundaki 6zgiil
antikor, ayn1 antijen i¢in yarisir (rekabet eder). ELISA plakasmdaki
kuyucuklara antijen kaplandiktan sonra, test 6rnegi (antikor igerebilir)
ve enzim konjugat iceren antikor birlikte kuyulara eklenir. Boylece, her

iki antikorun ayn1 hedefe baglanma sansi olur.

Eger test serumu antikor icermiyorsa (negatif ornek), enzime bagh
antikor hedef antijene baglanir ve substrat eklendiginde renk degisimi
olusur. Buna karsilik, test serumu antikor igeriyorsa (pozitif 6rnek), bu
antikorlar antijene baglanarak enzime konjuge antikorlarin
baglanmasini engeller. Bu durumda substrat eklense bile renk olusmaz.
Yani, renk varlig1 negatif sonucu, renksizlik ise pozitif sonucu gosterir

(Shah ve Maghsoudlou, 2016).

Rekabetc¢i ELISA'nin bazi siirlamalari vardir. Yontem genellikle daha
diisiik o6zgiilliige sahiptir ve seyreltik Orneklerde giivenilir sonuglar
vermeyebilir. Bununla birlikte, baz1 avantajlar1 da mevcuttur (Kohl ve

Ascoli, 2017).
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e Numunelerin saflastirilmasi gerekmeden dogrudan

kullanilabilmesi,
o Ogzellikle kiigiik molekiillii antijenler icin uygun olmast,
e Genis antijen yelpazesini ayni anda degerlendirme kapasitesi,
e Ve diisiik 6l¢ctim degiskenligi ile tekrarlanabilirlik saglamasi.

Rekabetci ELISA, ozellikle klasik yontemlerle olgiilmesi zor olan
kiiciik, tek epitoplu veya diisiik konsantrasyonlu antijenlerin analizi i¢in

degerli bir alternatif sunar.

3.1.6. Tani Testlerinde ELISA’nin Kullanim

ELISA, ¢ok ¢esitli klinik tan1 uygulamalarinda yaygin olarak kullanilan
giivenilir ve hassas yontemlerdir (Aydin, 2015; Shah ve Maghsoudlou,
2016). ELISA'nin baslica kullanim alanlar1 arasinda, kanda antikorlarin
varhiginin tespiti ve nicel analizi yer alir. Bu yOntemle otoimmiin
hastaliklarla iligkili otoantikorlar (6rnegin anti-dsDNA, anti-
desmoglein-1, antiniikleer antikorlar gibi) ile ¢esitli enfeksiyonlara
kars1 gelismis antikorlar (antibakteriyel, antiviral, antifungal) tespit
edilebilir. HIV, Hepatit A, B ve C gibi 6nemli enfeksiyon hastaliklarmin
tanisinda ELISA oldukg¢a sik kullanilmaktadir.

ELISA ayrica, timor belirteclerinin diizeylerini izlemek ve prognoz
hakkinda bilgi edinmek amaciyla da kullanilir. Prostat spesifik antijen
(PSA) ve karsinoembriyonik antijen (CEA) bu amagla sik test edilen

belirteglerdendir. Bunun yaninda, hormon diizeylerinin tayini de ELISA
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ile yapilabilir. Ozellikle luteinizan hormon, folikiil uyarict hormon,
prolaktin, testosteron ve insan koryonik gonadotropini (hCG) gibi
hormonlar, dogurganlik degerlendirmeleri ve gebelik testleri

kapsaminda 6l¢iilebilir.

Epidemiyolojik agidan, ELISA hastalik salginlarmin takibi i¢in de kritik
rol oynamaktadir. Kolera, grip ve HIV gibi bulasic1 hastaliklarin
yayllimmin izlenmesinde hizli ve yaygmn tarama araci olarak
kullanilmaktadir. Ayrica, bireylerin ge¢cmisteki enfeksiyonlara maruz
kalip kalmadiginin belirlenmesi amaciyla da tercih edilir; bu baglamda
HIV, Lyme hastali§1 ve hepatit viriislerine kars1 gelismis antikorlarin

varlig1 saptanabilir.

ELISA, kan bagislarinda viral bulasanlarin taranmasi amaciyla da
giivenle kullanilir. Anti-HIV-1/2, anti-HCV ve HBsAg testleri, kan
iirlinlerinin giivenligini saglamak i¢in rutin olarak uygulanmaktadir.
Son olarak, ELISA testleri uyusturucu bagimliliginin saptanmasinda da
O6nemli yer tutar. Amfetamin, metamfetamin, 3,4-
metilendioksimetamfetamin (MDMA), kokain ve onun metaboliti olan
benzoilekgonin gibi maddelerin varligi, hassas ve 0Ozgiil ELISA

kitleriyle tespit edilebilmektedir.

3.1.7. ELISA’min Cahsmalardaki Onemi

ELISA testleri, yalnizca laboratuvar ortamlariyla smirlt kalmayip;
klinik tani, halk saghgi, adli toksikoloji ve arastirma alanlar1 dahil
olmak {izere ¢ok cesitli uygulama alanlarinda kullanilmaktadir (Kuo

vd., 2012; Tiscione, 2018). Bu yontem; HIV gibi viral enfeksiyonlarin
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hizli antikor tarama testlerinden, bakteri, mantar ve parazitlerin
tespitine, otoimmiin hastaliklarin tanisma, gida alerjenlerinin
saptanmasina, kan grubu tayinlerine ve gebelik hormonu (hCG)
analizlerine kadar genis bir yelpazede kullanilabilmektedir. Ornegin,
HIV taramas1 genellikle dolayli ELISA tabanli testlerle gerceklestirilir.
Bu testlerde kan ya da tiikiiriik 6rnekleri alinarak viriise karsi gelisen
antikorlar arastirilir. Ancak, ELISA HIV i¢in yalnizca bir tarama testi
olup; potansiyel yanlis pozitif sonuclar nedeniyle kesin tani icin
genellikle Western blot gibi dogrulayici testler gereklidir. Ayrica,
cocuklar ve gen¢ eriskinlerin cildini enfekte eden Molluscum
contagiosum viriisii (MCV) gibi viriislerin saptanmasinda da ELISA
testlerinden faydalanilmaktadir. Giinlimiizde ELISA, kiiresel MCV
seroprevalansini  degerlendirme amaciyla da  arastirmalarda

kullanilmaktadir (Workowski vd., 2015; Sherwani vd., 2017).

ELISA, ayn1 zamanda otoimmiin biilloz hastaliklarin tanisinda da etkili
bir aracgtir. Ozellikle pemfigus ve biilldz pemfigoid hastaliklarinda,
sirastyla desmoglein 1 ve 3, ve BP180 antijenine karsi gelismis
otoantikorlarin tespiti icin kullanilmaktadir (Atzori vd., 2008). Ote
yandan, gida alerjilerinin tanis1 ve arastirilmasi i¢in gelistirilen ultra
hassas ELISA varyasyonlari, ¢ok diisiikk diizeylerde (pikogram
Olceginde) alerjenleri saptayabilme kapasitesine sahiptir. Bu, 6zellikle
agrr alerjik reaksiyonlara neden olabilen gidalarin halk saglig1 agisindan

degerlendirilmesinde kritik bir 6neme sahiptir (Weng vd., 2016).
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3.2. Western Blot

Western blot terimi, ilk kez 1981 yilinda Dr. Burnette tarafindan, DNA
analizinde kullanilan Southern blot ve RNA analizinde kullanilan
Northern blot tekniklerinden esinlenerek ortaya atilmistir (Burnette,
1981; Alwine vd., 1977). Western blot, karmasik protein
karisimlardaki belirli proteinleri ayirma, tespit etme ve tanimlama
amactyla kullanilan giiclii bir analitik yontemdir (Hnasko ve Hnasko,
2015). Bu teknik, proteinlerin oncelikle poliakrilamid jel elektroforezi
(PAGE) ile molekiiler agirliklarma gore ayrilmasini ve ardindan
nitroseliiloz veya naylon membrana elektro-blotlama ydntemiyle

aktarilmasini icerir (Eslami ve Lujan, 2010).

Membran iizerine aktarilan proteinler, daha sonra enzimler veya
radyoaktif izotoplarla isaretlenmis spesifik antikorlar araciligiyla
tanimlanir (Gallagher vd., 2008). Bu tiir problarin kullanimi sayesinde,
protein tespit sinirlari, dogrudan immiinopresipitasyon ya da geleneksel
protein boyama yontemlerine gore 10 ila 100 kat daha hassas hale
gelebilmektedir (Hirano, 2012). Ayrica, olusan bantlarin dansitometrik
analizi ile, farkli Orneklerdeki protein diizeyleri nicel olarak
karsilastirilabilir; bu da tedavi etkilerinin ya da zamana bagh
degisimlerin degerlendirilmesinde arastirmacilara degerli bilgiler sunar

(Pillai-Kastoori vd., 2020).

3.2.1. Proteinlerin Esit Yiiklenmesi ve Numune Hazirhg:

Dogru sonuclar elde etmek igin, Western blot deneylerinde her

kuyucuga esit miktarda protein yliklenmesi esastir. Proteinler, uygun

35



hiicre lizis tamponlar1 ve proteaz/fosfataz inhibitorleri kullanilarak
ekstrakte edilir. Numune tiirtine gore farkli ekstraksiyon yontemleri
kullanilir; Ornegin, doku oOrneklerinde homojenizasyon ya da
sonikasyon tercih edilirken, hiicre kiiltiirlerinde ozmotik sok ya da
deterjan lizisi daha uygundur. Ayrica, kullanilan lizis tamponu hedef
proteinin hiicresel lokalizasyonuna uygun olmalidir. Ornegin, RIPA
tamponu niikleer ve mitokondriyal proteinler i¢in idealdir. Bazi
durumlarda, antikorlarin denatiire proteinleri tantyamamasi nedeniyle,

daha nazik ve deterjansiz tamponlar tercih edilebilir.

Protein konsantrasyonu genellikle Bradford testi ile Olgiiliir. Bu
kolorimetrik yontem, Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasinin
proteinlere baglanarak renk de§isimi olusturmasi prensibine dayanir.
Elde edilen absorbans degeri, standart egri iizerinden degerlendirilerek
numunelerdeki protein miktar1 hesaplanir. Her 6rnek daha sonra 1:1
oraninda Laemmli 6rnek tamponu ile karistirilir. Bu tampon; SDS, beta-
merkaptoetanol, gliserol ve bromofenol mavisi igerir. SDS, proteinleri
denatiire ederek esit anyon-kiitle orani saglar; beta-merkaptoetanol
disiilfit baglarmi kirar; gliserol numunenin kuyucuga ¢okmesini

kolaylastirir ve bromofenol mavisi elektroforezde referans boyadir.

3.2.2. SDS-PAGE ile Proteinlerin Ayrilmasi

Proteinlerin molekiiler agirliklarma gore ayrilmast SDS-PAGE
(sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi) ile saglanir.
SDS, tiim proteinleri negatif yiiklii hale getirir ve bu sayede ayrim

yalnizca molekiiler biiyiikliige gore yapilabilir. Daha biiyiik proteinler
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jelde daha yavas hareket ederken, kiiciik proteinler daha hizli ilerler. Jel
sistemi genellikle iki kisimdan olusur: proteinleri hizalayan istifleme

jeli ve proteinleri ayiran ¢ozme jeli.

SDS-PAGE'de en yaygin kullanilan sistem Laemmli siireksiz tampon
sistemidir. Bu sistemde, farkli pH'lara sahip tamponlar sayesinde
glisinin ylik durumu degisir ve proteinler istifleme jelinde hizalanarak
¢ozme jeline diizgiin sekilde gecis yapar. Boylece yiiksek ¢oziintirliikli
bir ayrim elde edilir. Ornekler genellikle molekiiler agirhk
isaretleyicileri ile birlikte ¢alistirilir; bu sayede proteinlerin yaklasik

boyutlar1 belirlenebilir (Gavini ve Parameshwaran, 2023).

3.2.3. Elektroforetik Transfer (Blotlama)

SDS-PAGE sonrasinda ayrilan proteinler, elektroblotlama adi verilen
yontemle nitroseliiloz veya PVDF membrana aktarilir. Bu transfer, 1slak
veya yar1 kuru sistemlerle yapilabilir. Islak transfer, genis protein
boyutlarinda yiiksek verimlilik sunarken, yar1 kuru sistem daha hizlidir
ancak biliyiik proteinler i¢in sinirli olabilir. Towbin transfer tamponu,
standart sistemlerde yaygin olarak kullanilir ve metanol igerigi
sayesinde proteinlerin membrana baglanmasmi kolaylastirir. PVDF
membranlar, kimyasal dayanikliliklar1 ve yiiksek baglama kapasiteleri
nedeniyle nitroseliiloz membranlara gore birgok avantaja sahiptir

(Gavini ve Parameshwaran, 2023).
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3.2.4. Antikor Problama ve Tespit

Transferin  ardindan, membran yiizeyindeki 06zgiil olmayan
baglanmalar1 engellemek igin bloklama islemi uygulanir. Bu islem
genellikle kazein veya sigir serum albiimini igeren tamponlarla
gerceklestirilir. Bloklamanm ardindan, hedef proteine 6zgii birincil
antikor ile inkiibasyon yapilir. Bu antikoru taniyacak sekilde
etiketlenmis ikincil antikor, genellikle bir enzim (6rnegin HRP veya

AP) ile konjuge edilir (Gavini ve Parameshwaran, 2023).

Tespit asamasinda enzim araciligiyla 151k yayan reaksiyonlar kullanilir.
Kemiliiminesans, bu baglamda en yaygm kullanilan yOntemdir.
Alternatif olarak, floresan etiketli antikorlar sayesinde substrat
gerektirmeyen tespit sistemleri de yaygimlasmaktadir. Bu sistemler,
birden fazla hedef proteinin ayn1 membran iizerinde eszamanli olarak

izlenmesini miimkiin kilar (Gavini ve Parameshwaran, 2023).

Sonug olarak, tespit edilen bantlar hem varlik/yokluk hem de goreceli
yogunluk acisindan degerlendirilir. Bu amagla genellikle bir
housekeeping protein (0rnegin B-aktin, GAPDH) de problanarak,
normalize edilmis kantitatif analiz yapilir. Boylece 6rnekler arasinda

anlamli karsilagtirmalar yapilabilir (Gavini ve Parameshwaran, 2023).

3.2.5. Western Blotta Sinirlamalar ve Uygulamalar

Western blotlama oldukca hassas ve ¢ok asamali bir teknik oldugundan,
stirecin her adimu titizlikle yiiriitiilmelidir. En kiiciik bir teknik aksaklik,

sonuglarin dogrulugunu ve giivenilirligini ciddi sekilde etkileyebilir

38



(Meftahi vd., 2021). Ozellikle yetersiz aktarim siiresi, bilyiik molekiiler
agirlikli proteinlerin membrana tam olarak gecmesini engelleyebilir ve
eksik ya da belirsiz bantlara yol acabilir. Ayrica, ikincil antikorlarin
0zgiil olmayan proteinlerle reaksiyona girmesi durumunda yanlig

pozitif sonuglar ortaya ¢ikabilir (Liick vd., 2021).

Western blotlama genellikle yar1 kantitatif bir yontem olarak kabul
edilir; bu da tespit edilen proteinlerin molekiiler agirliklar1 i¢in yalnizca
yaklasik degerler sagladigi anlamina gelir (Ghosh vd., 2014). Ote
yandan, giivenilir sonuglar elde edebilmek i¢in teknigin deneyimli
kisilerce uygulanmasi gerekmektedir (Liick vd., 2021). Ayrica, hedef
proteine karsi 6zgiil bir birincil antikor mevcut degilse, bu protein

Western blot ile tespit edilemez (Pillai-Kastoori vd., 2020).

Western blotun en belirgin avantajlarindan biri, ¢cok basamakli ve
zaman alic1 bir yontem olmasina ragmen yiliksek Ozgiilliikkle sonug
vermesi ve yanlig pozitiflik oranmin diisiik olmasidir. Bu 6zellik,
Ozellikle HIV tanisinda 6nemli bir avantaj saglar. ELISA testi genellikle
ilk tarama amaciyla kullanilirken, Western blot testi HIV tanismi
dogrulamak amaciyla ikinci asamada uygulanir ve ¢ok daha yiiksek
hassasiyet sunar. Giiniimiizde ticari HIV Western blot kitlerinde viral
proteinler dogrudan membrana immobilize edilmekte ve hasta
orneklerinden elde edilen antikorlarin bu proteinlere baglanmasi

izlenmektedir (Houn vd., 1987).

Western blotlama ayni1 zamanda Lyme hastalig1 ve sigir spongiform

ensefalopatisi gibi diger enfeksiydz ya da norodejeneratif hastaliklarin
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tanisinda da kullanilmaktadir (Lloyd ve Hawkins, 2018; Porcario vd.,
2011). Klinik uygulamalarin 6tesinde, bu teknik aragtirma alaninda da
genis kullanim bulur. Ozellikle protein-DNA ve protein-protein
etkilesimleri, translasyon sonrast modifikasyonlar, izoform tespiti,
epitop haritalama ve hiicre alt1 lokalizasyon analizleri gibi calismalar
icin giicli bir aractr (Martins-Gomes ve Silva, 2018). Western
blotlama, antikor temelli bir teknik oldugundan dolayi1 bulasici olmayan
hastaliklarin tamisinda da degerli bilgiler sunar. Ornegin, kanserle
iligkili proteinlerin farkl izoformlari, hastaligin ilerleyisi ya da tipiyle
ilgili onemli biyobelirtegler olabilir. Ayrica, cesitli otoantikorlar,
otoimmiin hastaliklarin tanisinda belirleyici rol oynayabilir (Meftahi

vd., 2021).

Modern molekiiler arastirma uygulamalarinda, hedef proteinler siklikla
kisa peptid etiketleri icerecek sekilde tasarlanir. Bu etiketler, biyolojik
sistemde dogal olarak bulunmayan yabanci epitoplardir ve proteinin
daha kolay tespit edilmesini saglar. Ornegin, HA ve Myc etiketleri,
Western blotta etikete 6zgiil antikorlar kullanilarak proteinin varhigi ve

goreceli miktarinit dogrulamak icin kullanilir.
4.  IMMUNOLOJIDE IMMUNOFLORESAN BOYAMA

Immiinofloresan (IF), hemen her hiicre ya da doku tipinde ¢ok sayida
biyolojik bilesenin gorsellestirilmesine olanak taniyan, giiglii ve hassas
bir mikroskobik tespit yontemidir. Bu yiiksek ¢Oziliniirlikli
gorsellestirme giicii, floroforlarla konjuge edilmis 6zgiil antikorlarin

hedef antijenlerle etkilesimi yoluyla saglanir. IF teknigi hem
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aragtirmalarda hem de klinik tanida yaygin uygulama alani bulmaktadir

(Im vd., 2019).

IF degerlendirmesi kiiltlir hiicreleri, hiicre siispansiyonlari, doku
kesitleri ve hatta tiim organizmalar iizerinde gerceklestirilebilir. Taze
biyolojik 6rnekler, dogrudan dondurulabildikleri gibi, Michel tasima
ortaminda oda sicakliginda 72 saate kadar saklanarak da analiz i¢in

uygun hale getirilebilir.

4.1. Fiksasyon ve Numune Hazirhgi

Fiksasyon, otolizi engellemek ve antijenik yapilar1 koruyarak
morfolojik biitiinliigli stirdiirmek amaciyla IF protokoliiniin kritik bir
admdir. Ideal fiksatif, hiicresel mimariyi bozmaksizin antijenleri
stabilize eder ve antikorlarin hedef bdlgelere ulasmasini kolaylastirir.
Ancak, hicbir fiksatif tiim epitoplar1 esit sekilde koruyamaz;
dolayisiyla, optimal fiksatif ve fiksasyon siiresi numune tipi ve hedef

antijene gore ampirik olarak belirlenmelidir (Im vd., 2019).

Kimyasal fiksatifler capraz baglayici reaktifler (6rn. formaldehit,
glutaraldehit) veya organik ¢oziiciiler (6rn. metanol, aseton) olabilir.
Capraz baglayici ajanlar, molekiiller aras1 metilen kopriileri olusturarak
proteinleri stabilize ederken, organik ¢oziicliler hiicre zarini gecirgen
hale getirerek ek permeabilizasyon adimina olan ihtiyaci ortadan

kaldirr (Im vd., 2019).
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4.2. Parafin Gomme-Kesit Alma-Deparanifizasyon

Fiksasyonu takiben dokular genellikle parafine gomiiliir. Sertlestirilmis
bloklardan alinan ince kesitler, lam tizerine monte edilerek cok katmanli
hiicre yapilarinda hedef bolgelere antikor ve boyalarin etkin erisimini
saglar. Parafin bloklar oda sicakliginda saklanabilir ancak nemden ve
1siktan korunmalidir. Kesitler lam {izerine alindiktan sonra, ksilen ile
deparafinizasyon ve ardindan etanol-destile su yikamalariyla

rehidrasyon islemi gercgeklestirilir (Im vd., 2019).

4.3. Antijen Geri Kazanim (Retrieval)

Fiksasyon sirasinda olusan kimyasal capraz baglar, epitoplarin
maskelenmesine ve antikorlarla etkilesime girememesine neden
olabilir. Bu durumu diizeltmek i¢in antijen geri kazanimi uygulanur. Iki

ana yontem mevcuttur:

e PIER (Proteaz Indiiklenmis Epitop Alimi): Proteinaz K, tripsin
gibi enzimlerle epitoplarin maskesi kaldirilir. Ancak, yiiksek
enzim aktivitesi doku morfolojisini bozabilir; bu nedenle
inkiibasyon siiresi ve enzim konsantrasyonu dikkatle optimize
edilmelidir.

e HIER (Is1 Indiiklenmis Epitop Alim): Is1 ve pH kontrollii
tamponlarla  protein konformasyonu geri kazandirilir.
Kullanilan tamponlar diisiik (glisin-HCI), nétr (sitrik asit) veya
yiiksek pH (Tris, EDTA) 6zellikte olabilir. Her protokol, hedef
proteine ve doku tipine gore optimize edilmelidir (Im vd.,

2019).
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4.4. Iimmiinofloresan Yontem Tiirleri: Dogrudan ve Dolayh

IF uygulamalar1 dogrudan ve dolayli IF olmak {izere iki temel

yonteme ayrilir:

e Dogrudan IF: Florofor dogrudan birincil antikora konjuge
edilmistir. Hizlidir ancak sinyal amplifikasyonu sinirhidir.

e Dolayh IF: Birincil antikor hedef epitopa baglandiktan sonra,
floroforla isaretli ikincil antikor eklenir. Bu yontem, daha
yiliksek hassasiyet ve sinyal siddeti saglar. Ayn1 6rnek ic¢inde
birden fazla antijenin eszamanl gorsellestirilmesine de olanak

tanir.

Antikor se¢imi yapilirken tiir uyumu ve ¢apraz reaktiviteye dikkat
edilmelidir. ikincil antikorun, birincil antikorun iiretildigi tiire kars:
gelistirilmis olmasi1 gerekir. Ayrica, sinyal amplifikasyonu igin
poliklonal antikorlar veya biyotin—streptavidin sistemleri de

kullanilabilir (Im vd., 2019).

4.5. Bloklama, Arka Planin Azaltilmasi, Florofor Secimi ve

Goruntuleme

Antikorlarla spesifik olmayan baglanmalarin Oniine ge¢mek igin
bloklama islemi uygulanir. Bloklama ajanlar1 arasinda BSA, siit
proteini (kazein), jelatin, normal serum ve proteinsiz ticari tamponlar
yer alir. Uygun bloklama kosullar1 deneysel olarak optimize edilmelidir

(Im vd., 2019).
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Florofor se¢iminde; kullanilacak mikroskop tiiri (konfokal,
epifloresan), floroforun sénme katsayisi, kuantum verimi ve
fotostabilitesi gz Onlinde bulundurulmalidir. En yaygin floroforlar
arasinda FITC ve TRITC bulunur. Birden fazla floroforun ayni anda
kullanilmas1 durumunda, spektral ortiismeye dikkat edilmeli ve uygun

kombinasyonlar tercih edilmelidir (Im vd., 2019).

4.6. Sinyal Amplifikasyonu ve Multiplex Uygulamalar

IF sistemleri, poliklonal ikincil antikorlar ve biyotin-streptavidin
yapilar gibi amplifikasyon sistemleriyle sinyal siddetini artirabilir. Bu,
ozellikle diisiik diizeyde ifade edilen proteinlerin gorsellestirilmesinde
avantaj saglar. Ayrica, farkli renklerdeki floroforlar sayesinde coklu
antijen tespiti (multiplex) miimkiin olur. Bu da IF'yi ko-lokalizasyon
calismalari, protein ekspresyon profili ¢ikarimi ve yiiksek ¢ozlintirlikli

mikroskopik analiz i¢in ideal bir teknik haline getirir (Im vd., 2019).

Konfokal mikroskoplar sayesinde, kromojenik tekniklerdeki dagmik
cokeltiler yerine keskin ve kantitatif goriintiiler elde edilir. IF'nin bu
istiin goriintiileme kapasitesi, modern mikroskopik tanida ve

arastirmalarda vazgecilmez hale gelmistir.

5, IMMUNOHISTOKIMYA

Immiinohistokimya (IHC), anatomik cerrahi patolojide hiicre
smiflandirmasi ve teshis amaciyla yaygin olarak kullanilan yardime1 bir
test yontemidir. Bu teknik, hiicre veya doku 6rneklerinde yer alan belirli

antijenlere kars1 gelistirilen 6zgiil antikorlarin kullanimiyla, hiicre
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tipinin ve koken organin belirlenmesine olanak tanir. IHC en yaygin
olarak formalinle fikse edilmis parafine gomiili (FFPE) dokular
iizerinde uygulanir. FFPE dokular, uzun siireli saklama kolayligi
saglasa da teknik ilk kez dondurulmus kesitler lizerinde gelistirilmis
olup, plastik gomiilii dokularda da uygulanabilir (Taylor, 2014; Coons
vd., 1941).

Son yillarda IHC, yalnizca tanm1 koymakla smirli kalmayip ayni
zamanda meme, gastrointestinal sistem, akciger, hematolenfoid ve
merkezi sinir sistemi gibi bircok malignitede prediktif ve prognostik
biyobelirteglerin degerlendirilmesi amaciyla da yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir (Chen ve Lin, 2015; Yong vd., 2014; Fitzgibbons vd.,
2014).

5.1. Immiinohistokimya Protokolii ve Antijen Geri Kazanim

IHC prosediirii sirasiyla su basamaklardan olusur: antijen geri kazanimi
(AR), birincil antikorun uygulanmasi, ikincil antikorun eklenmesi ve
bir tespit reaktifi ile gorsellestirme. Antijen geri kazanimi (AR),
fiksasyon sirasinda maskelenmis antijen bolgelerini agiga g¢ikararak
antikorlarin baglanmasini kolaylastiran ilk adimdir. Shi ve arkadaslar1
tarafindan tanimlanan bu teknik, IHC’ nin duyarlhiligini énemli 6l¢iide

artirarak uygulama alanini genisletmistir (Fitzgibbons vd., 2014).

Farkli antijenler ve antikorlar igin ¢esitli antijen geri kazanim
yontemleri mevcuttur. En yaygmn ydntem, 1siya bagli antijen geri
kazanimidir (HIAR). Bu islemde mikrodalga, diidiiklii tencere, otoklav
ya da su banyosu kullanilarak 1s1 uygulanir (Shi vd., 2011). Alternatif
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olarak, enzim sindirimi, denatiirant (formik asit, iire), deterjanlar
(Triton X-100, SDS) ve oksitleyici ajanlar (H20.) gibi kimyasal
yontemler de kullanilabilir. Her yontemin etkinligi hedef antijenin

yapisina ve dokunun iglenme sekline bagl olarak degisir.

5.2. Antikor Uygulamasi ve Etiketleme Yontemleri

Birincil antikorlar, hedef antijene baglanma 0zgiilliigii agisindan
dikkatle titre edilmelidir. Monoklonal antikorlar yiiksek 0zgiilliik
sunarken, poliklonal antikorlar daha yiliksek hassasiyet saglayabilir
(Magaki vd., 2019). Baslangic konsantrasyonu genellikle 1-5 pg/mL
arasinda Onerilir ve optimum seyreltme, pozitif kontrol dokular ile
belirlenir. Boyama basarisini etkileyen diger bir parametre ise antijen
geri kazanim yontemi, kullanilan kromojen ve ikincil antikorun

diliisyonudur (Magaki vd., 2019).

Antijen-antikor etkilesimini mikroskop altinda goriiniir hale getirmek
icin antikorlarin etiketlenmesi gerekir. Dogrudan yontemde, florofor ya
da enzim birincil antikora konjuge edilir; ancak bu yontem diisiik sinyal
nedeniyle nadiren tercih edilir. Dolayli yontem daha yaygm olup,
florofor veya enzim ikincil antikora baglanir; bu sayede sinyal
amplifikasyonu saglanir ve ¢esitli birincil antikorlarla uyumluluk elde

edilir (Magaki vd., 2019).
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5.3. Tespit Sistemleri ve Sinyal Amplifikasyonu

Gorsellestirme, etiketli antikorlarla yapilan reaksiyon sonucunda
gerceklesir. En yaygm tespit sistemleri; horseradish peroksidaz (HRP)
ve alkalin fosfataz gibi enzimlerle konjuge antikorlar ve bunlara karsilik
gelen kromojenik substratlar (6rnegin DAB) ile yapilir. Alternatif
olarak, immiinofloresan teknikler de kullanilabilir; ancak bu yontemler

icin floresan mikroskobu gereklidir (Magaki vd., 2019).

Klasik avidin-biotin-peroksidaz yontemi, endojen biotine bagl olarak
yiiksek arka plan olusturabileceginden giiniimiizde yerini polimer bazli
sistemlere birakmistir. Bu sistemler, dekstran polimer omurgasina bagl
cok sayida enzim molekiilii ve ikincil antikor i¢ererek daha giiglii sinyal

iiretimi saglar (Magaki vd., 2019).
5.4. Arka Plan Boyamasi ve Engelleme Stratejileri

Nonspesifik antikor baglanmasi ve endojen enzim aktivitesi, 6zellikle
kemik iligi gibi hematopoetik hiicrelerin yogun oldugu dokularda, arka
plan boyamasina neden olabilir. Bu sorunu onlemek i¢in, ikincil
antikorla ayn1 tiirden normal serum veya ticari bloke edici ajanlarla 6n
inkiibasyon yapilabilir. Ayrica, dokulara antikor uygulanmadan 6nce
hidrojen peroksit ile on muamele, endojen peroksidaz aktivitesini

baskilayarak arka plani azaltir (Magaki vd., 2019).
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5.5. Immiinohistokimya ile Immiinofloresandaki Farkhliklar

IF, hiicre i¢i lokalizasyon, ko-lokalizasyon ya da ayn1 anda birden fazla

proteini analiz etmek istendiginde tercih edilir.

IHC, klinik patolojide tan1 koymak, biyobelirte¢ tespiti yapmak ve

arsivlenebilir kalic1 lamlar elde etmek i¢in daha yaygindir.

IF, floresan 151k kullanarak hedef proteini parlayan bir sinyal olarak

gosterir. Bu, 6zellikle hiicre i¢i lokalizasyonu net bicimde ortaya koyar.

Ornegin, bir protein ¢ekirdekte mi yoksa sitoplazmada m1? Bunu IF ¢ok

hassas sekilde gosterebilir. IHC ise klasik 151k mikroskobuyla renkli

cokeltiler olusturur (6rnegin kahverengi DAB sinyali) ve tan1 koymak

icin daha kullamighdir ¢iinkii mikroskopi egitimi olmayan biri bile

boyali alanlar1 daha kolay ayirt edebilir (Tablo 1).

Tablo 1. IF ve IHC’deki farkliliklar

Ozellik IF IHC
Tespit Mekanizmas1 | Floroforla isaretli | Enzimle isaretli
antikorlar antikorlar
Gorsellestirme Fluoresan mikroskop | Isik mikroskobu
(151ma) (renkli ¢okelti)
Sinyal Floresans  (6rnegin | Kromojenik renk
FITC, TRITC) (6rnegin DAB
kahverengi)
Avantaji Coklu hedefler ayni | Daha dayanikli
anda goriilebilir | preparat, kolay
(multiplexing) arsivlenebilir
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Dezavantaji Fotobozunma Multiplexing sinirly,
(floresan  zamanla | arka plan sorunu
solar), pahali cihaz | olabilir

gerekir

6. AKIS SITOMETRISI

Akis sitometrisi, tamponlanmis bir tuz ¢ozeltisinde siispanse edilen tek
hiicre veya partikiillerin, lazer isinlar1 6niinden hizla gegerken analiz
edilmesini saglayan giiclii bir hiicresel analiz teknolojisidir. Her bir
partikiil, goriiniir 151k sa¢ilimi1 ve bir veya daha fazla floresan parametre
acisindan degerlendirilmektedir. Isik sacilimi, iki yonde ol¢iiliir: ileri
sacilim (FSC), hiicrenin goreli biiyiikliiglinli yansitirken; yan sagilim
(SSC), hiicrenin igsel graniilaritesini veya kompleksligini gosterir. Bu

parametreler floresan sinyallerden bagimsizdir (Barteneva vd., 2012).

Ornek hazirhigi, hedeflenen parametrelere gore degisiklik gosterir.
Floresan proteinlerin transfeksiyonu (6rnegin GFP), DNA boyamasi
(6rnegin Propidium Iyodiir) veya floresanla konjuge antikorlar (6rnegin
CD3-FITC) en yaygin uygulamalardir. Bu sayede hiicresel fenotipleme,
yasam/0liim analizi, proliferasyon, apoptoz ve protein ekspresyonu gibi

birgok parametre ayn1 anda degerlendirilebilir (Han vd., 2014).

Akis sitometrisi; immiinoloji, molekiiler biyoloji, viroloji, kanser
arastirmalar1 ve bulagici hastalik takibi gibi ¢ok sayida alanda genis
uygulama alanma sahiptir. Kan ve kemik iligi gibi siv1 drnekler ile
birlikte; lenf diiglimleri, dalak ve kat1 tiimorler gibi dokulardan elde

edilen tek hiicre siispansiyonlar1 da analiz edilebilir. Ayrica, hiicrelerin
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yalnizca analiz edilmesiyle sinirli kalmayip, ayrilmasi (cell sorting) i¢in

de akis sitometrisinden yararlanilmaktadir (Leipold vd., 2015).

Teknolojik gelismeler, akis sitometrisi sistemlerini biiyiikk Olciide
cesitlendirmistir. Glinlimiizde, 96 kuyucuklu plaka okuyucular,
mikroskopi ile entegre sistemler, hatta kiitle sitometrisi (CyTOF) gibi
ileri diizey sistemler mevcuttur. Bu sistemler, karmasik ¢oklu

analizlerin yapilmasina olanak saglar.

Son yillarda, reaktiflerin c¢esitlenmesi ve Ozellikle florokrom
teknolojilerindeki gelismeler, akis sitometrisinin ¢ok parametreli analiz
giiciinii artrrmugtir. Ozellikle tandem boyalar, polimer boyalar ve yeni
floresan proteinler (6rnegin mCherry, mNeptune) kullanilarak, 30'dan
fazla parametrenin eszamanli Ol¢iimii miimkiin hale gelmistir. Bu
gelismeler, ayni hiicrede bir¢ok biyobelirteg hakkinda bilgi

edinilmesini saglayarak sistem biyolojisi yaklasimini desteklemektedir.

Veri analizi, akis sitometrisi deneylerinin en kritik adimlarmdandir.
Geleneksel olarak iki parametreli nokta grafikleri (dot plot) kullanilsa
da, parametre sayisinin artmasiyla birlikte PCA (Principal Component
Analysis), SPADE, ve tSNE gibi yiiksek boyutlu veri analiz yontemleri
onem kazanmistir. Bu algoritmalar sayesinde, karmasik hiicre alt
popiilasyonlar1 tespit edilmekte ve biyolojik verilerden anlamli bilgiler

¢ikarilmaktadir (Mei vd., 2016; Matz vd., 1999).
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6.1. Geleneksel Akis Sitometresi

Geleneksel akis sitometreleri li¢ ana bilesenden olusur: akiskan sistemi,

optik sistem ve elektronik sistem.

Akiskan sistemi, numuneyi lazerin kesisme noktasina
yonlendirmek ve hidrodinamik odaklama saglamak i¢in
genellikle tamponlanmis tuzlu su ¢ozeltisi olan bir kilif s1vis1

kullanir.

Optik sistem, lazerler (uyarma optikleri), fotogogaltici tiipler
(PMT'ler) ve fotodiyotlar (toplama optikleri) igerir. Dikroik
filtreler, farkli dalga boylarindaki floresan sinyalleri uygun
dedektorlere yonlendirirken; bant geciren filtreler, dedektorlerin

okuyacagi 151g1n dalga boyu araligin belirler.

Elektronik sistem, dedektorlerden gelen analog sinyalleri dijital
sinyallere doniistiirerek bilgisayarda analiz edilebilir hale

getirir.

Geleneksel sistemlerde genellikle 20 parametreye kadar (FSC, SSC ve

18 floresan kanal) analiz yapilabilirken, baz1 gelismis cihazlarda 30-50

parametre analiz edilebilir. En sik kullanilan lazerler: 405 nm, 488 nm,
532/552/561 nm, 640 nm ve 355 nm'dir. PMT'lerin yerine ¢13
fotodiyotlar1 (APD) gibi daha hassas dedektorler de bazi cihazlarda
tercih edilmektedir (Czerkinsky vd., 1983).
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6.2. Akustik Odalama Sitometrisi

Bu sistemler, hiicreleri lazer 1511 Oniine daha stabil sekilde hizalamak
icin ultrasonik dalgalar kullanir. Bu teknoloji, yiiksek 6rnek girig hizi
ve diisiik tikanma riski sunar. Tipik olarak 4 lazer ve 14 floresan kanal

kapasitesine sahiptir (Czerkinsky vd., 1983).

6.3. Hiicre Ayirici Sitometre (Cell Sorter)

Hiicre siralayicilari, belirli fenotiplere sahip hiicre popiilasyonlarini
izole edip fiziksel olarak toplama kaplarina yonlendirebilen
sistemlerdir. Numune, yiiksek frekansta salimimlar ile damlalara ayrilir,
ardindan bu damlalara yiikk verilerek metal saptirma plakalari

aracihigiyla toplanir (Czerkinsky vd., 1983). iki ana sistem mevcuttur:

e Kuvars kiivet tabanli sistemler: daha stabil ve hizalama

gerektirmez.

e Jet-in-air sistemler: kii¢lik partikiil ayrimi i¢in daha uygundur

ancak giinliik lazer hizalamasi gerektirir (Czerkinsky vd., 1983).

6.4. Goriintiileme Akis Sitometrisi

Goriintilleme Akis Sitometrisi, akis sitometrisini floresan mikroskopi
ile birlestirerek hem hiicre morfolojisi hem de ¢ok parametreli floresan
analizini ayn1 anda yapabilir. Bu sistemler, ko-lokalizasyon,
sinyalizasyon, DNA hasar1 ve hiicreler arasi etkilesim gibi

uygulamalarda 6ne ¢ikar (Czerkinsky vd., 1983).
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6.5. Diger Akis Sitometreleri

Kiitle sitometrisi, antikorlar1 floresan etiketler yerine agir metal iyonlari
(genellikle lantanitler) 1ile isaretleyerek ugus zamani kiitle
spektrometrisi ile tespit yapar. Bu sistemlerde oto-floresans yoktur ve
spektral Ortiisme olmadigi i¢in kompanzasyon gerekmez. Ancak
numune islem sirasinda yok edilir ve hiicre ayirma yapilamaz. Tipik
analiz hiz1 geleneksel sistemlerden daha distiktir (yaklasik 1000

hiicre/saniye).

Multiplex boncuk dizisi analizleri, kiiclik 6rnek hacminde ¢ok sayida
analitin Ol¢limii icin tasarlanmistir. Yakalama boncuklar1 ve raportor
molekiiller sayesinde 100’e kadar ELISA esdegeri analiz yapilabilir. Bu
sistemler, iki lazerli kompakt cihazlar ve 96 veya 384 kuyucuklu

plakalar ile ¢alisir (Czerkinsky vd., 1983).

Spektral analizorler, her floroforun tiim emisyon spektrumunu 6lgerek
sinyalleri karistirmadan ayristirabilir. Bu yontem, geleneksel PMT
sistemlerinin yerini almaya baslamustir. Ozellikle yiiksek parametreli

deneyler icin spektral 6rtliisme problemi ortadan kaldirilmis olur.

Yeni detektor sitometreleri; PMT (Photomultiplier Tube) sistemleri hala

standarttir.

APD (Avalanche Photodiode) ve SiPD (Silicon Photodiode) gibi kat1
hal dedektorleri, 6zellikle kirmizi ve yakin IR spektrumlarinda daha
hassas tespit saglayabilir ve yeni nesil cihazlarda giderek daha fazla

kullanilmaktadir (Czerkinsky vd., 1983).
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6.6. Akis Sitometrisinde Kullanilan Reaktifler ve Uygulama

Alanlan

Akis sitometrisinde kullanilan reaktifler, analiz edilen hiicresel
parametrelerin ¢esitliligi ve deneyin hedefi dogrultusunda biiyiik bir
yelpazeye yayilir. Bu reaktifler arasinda kiigiik organik floroforlar,
protein bazli boyalar, polimerler, kuantum noktalar, metal konjugatlar
ve canlilik, proliferasyon gibi fonksiyonel belirtegler yer alir. Asagida

reaktif tiirleri ve kullanim alanlar1 detayl1 sekilde ele alinmaktadir.

Fluorescein, Alexa Fluor 488, Texas Red, Alexa Fluor 647, Pacific Blue
ve Cy5 gibi kii¢iik molekiiller, akis sitometrisinde antikorlara konjuge
edilmek iizere siklikla kullanilir. Bu molekiiller genellikle dar spektral
yayilima, iyl tanimlanmis uyarim/emisyon ozelliklerine ve yiiksek
fotostabiliteye sahiptir. Alexa Fluor boyalari, 6zellikle fotobozunmaya

kars1 dayaniklilik ag¢isindan tercih edilir.

Phycoerythrin (PE), Allophycocyanin (APC) ve PerCP gibi
fikobiliproteinler, deniz organizmalarindan tiiretilmis biiyiilk protein
kompleksleridir. Biiyilk molekiiler yapilar1 sayesinde gii¢lii sinyal
iretirler ve Ozellikle diisiik yogunlukta antijenlerin saptanmasinda
kullanighdir. Ancak fotobozunmaya kars1 daha hassastirlar, bu nedenle

kisa sureli analizlerde tercih edilir.

Qdots, ¢ok dar emisyon spektrumlarina sahip yar1 iletken nanokristaller
olup, UV veya mor lazerlerle etkin sekilde uyarilirlar. Spektral ortiisme
ve telafi sorunlari ile konjugasyon zorluklar1 nedeniyle son zamanlarda

polimer boyalar tarafindan biiyiik 6l¢iide yer degistirilmistir.
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Brilliant Violet (BV), Brilliant Ultraviolet (BUV) ve Brilliant Blue
(BB) gibi polimer boyalar, yiiksek fotostabilite ve kuantum
verimliligine sahiptir. Lazer-spesifik emilim 6zellikleri sayesinde ¢oklu
parametreli analizlerde floroforlar arasi spektral ¢akismayi azaltarak

daha yiiksek ¢oziintirliik saglar.

Tandem boyalar, FRET (floresan rezonans enerji transferi)
mekanizmasiyla enerji transferi yaparak sinyal giiclinii artirir. PE-Cy7,
APC-Cys5 gibi boyalar bu gruba 6rnektir. Yiiksek parlakliklarina karsin,
tandem boyalar lotlar arasinda degiskenlik gdsterebilir ve bu da telafi

islemlerini zorlastirabilir.

Kiitle sitometrisinde kullanilan antikorlar, lantanit serisinden tek
izotoplu agir metal iyonlar1 ile etiketlenir. Bu etiketler floresan sinyal
iiretmez; bunun yerine ugus zamani kiitle spektrometresiyle tespit edilir.
Bu yaklasim, spektral 6rtiisme sorununu ortadan kaldirirken, hiicreleri

yok ederek Ol¢iim yaptig1 i¢in hiicre siralamasi yapilamaz.

GFP, YFP, CFP, DsRed ve mCherry gibi floresan proteinler, gen
ekspresyonunun takibinde raportor sistemler olarak kullanilir.
Giiniimiizde ultraviyoleden yakin kizilotesine kadar uzanan genis bir
spektrumda yiizlerce farkli floresan protein mevcuttur. Modern akig
sitometrelerinin ¢oklu lazer yapisi sayesinde bu proteinlerin biiyiik

cogunlugu kullanilabilir hale gelmistir.

Propidium Iodide (PI), DAPI, 7AAD ve Hoescht gibi DNA/RNA

baglayict boyalar, hiicre donglisii analizi, canlilik tayini ve kok hiicre
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izolasyonu gibi uygulamalarda kullanilir. Ayrica kromozomal

farkliliklar1 belirlemek i¢in de kullanilabilirler.

CFSE ve benzeri boyalar, hiicre boliinmesini takip etmek i¢in kullanilir.
Her boliinmede boya miktar1 yariya iner, boylece hiicrelerin kag kez
boliindiigli hesaplanabilir. Bu yontem, uzun siireli proliferasyon

analizleri i¢in idealdir.

Canli hiicreleri 6li hiicrelerden ayirmak icin PI, DAPI gibi dislama
boyalar1 kullanilir. Fixable Viability Dyes gibi amin baglayici boyalar
ise hiicre sabitlemesiyle uyumlu olup enfeksiyoz materyallerde giivenle

kullanilabilir.

Hiicre i¢i kalsiyum seviyelerini 6lgmek i¢in indo-1, fluo-3 gibi boyalar
kullanilir. Bu boyalar kalsiyuma baglandiklarinda emisyon 6zelliklerini
degistirir ve sinyalizasyon olaylarinin takibinde kritik rol oynar

(Czerkinsky vd., 1983).

6.7. Akis Sitometresinde Iimmiinolojik Uygulamalar

Akis sitometrisi, 6zellikle immiinoloji alaninda vazgegilmez bir arag
haline gelmistir. En yaygin uygulamasi olan immiinofenotipleme,
karmasik hiicre popiilasyonlarmin yiizey ve hiicre i¢i belirteglere gore

tanimlanmasini saglar.

CD belirtegleri (Cluster of Differentiation), hiicre yiizeyi proteinlerini

tanmimlamak i¢in kullanilir. Ornegin:
e (D3, CD4, CDS8: T hiicrelerini tanimlar
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e (D19, CD20: B hiicrelerine 6zgiidiir

e (D14, CDI11b: Monositlerin isaretleyicileridir

e (D56, CD161: NK hiicrelerinin tanimlanmasinda kullanilir
Bu soy belirteclerinin yani sira:

e (D25, CD69, CD62L gibi aktivasyon belirtecleri,

e (CDA45RO, CD27 gibi hafiza belirtegleri,

e CCRS5, CXCR4, CCR6 gibi kemokin reseptorleri ve doku

homing markerlari,
e FoxP3, Ki67, IFN-y, IL-2 gibi hiicre i¢i proteinler

ile hiicrelerin fonksiyonel durumu detayli olarak analiz edilebilir.
Modern sitometreler, 28 parametreye kadar eszamanli analiz
kapasitesine sahip olsa da tipik immiinofenotipleme panelleri 12—15

renk civarinda tutulmaktadir (Czerkinsky vd., 1983).
7. IMMUNOLOJIDE ELiSPOT KULLANIMI

T lenfositleri, patojenlere, mikroplara ve viriislere kars1 harekete gecen
adaptif immiin sistemin merkezi bir bilesenidir. Somatik hipermutasyon
ve rekombinasyon, patojenik faktOrlerin secici olarak tanmnmasini
saglayan ve antijen Ozgilligii olarak adlandirilan bir T-hiicre
reseptorleri (TCR) repertuar olusturur. T-hiicresi hafizasi, bireyin tiim

yasam siiresi boyunca artan spesifik TCR havuzlarma dayanir. Antijene

57



0zgii T-hiicreleri, adaptif bagisiklik yanitinda kendine 6zgii ve kendine
0zgli olmayan antijenler arasinda ayrim yapar ve aktive olarak 6zdes
antijen spesifiklikleri tasiyan B-hiicresi klonlarini uyarir. Bu nedenle,
antijene Ozgli B-hiicrelerinin gelisimi, aktivasyonu ve klonal
geniglemesi adaptif bagisiklik yaniti i¢in kritik adimlardir. Antijene
0zgii B-hiicreleri alerji, konak savunmasi ve otoimmiinitede kilit rol
oynar. Bu nedenle, bu hiicre alt kiimesi immiinolojik ve klinik
arastrmalarda 1ilgi cekicidir. Antijene 6zgli hiicreler ve 0Ozellikle
bunlarin bellek alt kiimeleri ¢ok diistik siklikta ortaya ¢ikar. Bu nedenle,
yalnizca enzime bagh immiinospot (ELISPOT) testi gibi ¢cok hassas
teknikler T-hiicre alt kiimelerini tespit etme ve analiz etme yetenegine
sahiptir. Ik ELISPOT testi 1983 yilinda spesifik antikor salgilayan
lenfositlerin sayimi i¢in tanimlanmis (Czerkinsky vd., 1983; Sedgwick
ve Holt, 1983) ve son yillarda daha da gelistirilmistir. Giinlimiizde
ELISPOT testleri, T ve B lenfositleri, monositler, dendritik hiicreler ve
dogal halkiller hiicreleri dahil olmak iizere tek hiicre diizeyinde diistik
frekansli hiicre alt kiimelerinin tespiti i¢in olduk¢a hassas ve etkili bir
yontem olarak temel arastirmalardan klinik teshislere kadar cesitli

uygulamalar i¢in gerceklestirilmektedir.

ELISPOT analizi alerji, bulasici hastaliklar, kanser, asilama ¢aligmalar1
ve otoimmiinite dahil olmak {izere bircok arastirma alaninda
kullanilmaktadir. Tekrarlanabilirligi yiiksek oldugundan ve onaylanmis
protokolleri uygulayan ¢esitli laboratuvarlar arasinda standardizasyon
olduk¢a miimkiin oldugundan, ELISPOT tahlili, 6rnegin bagisiklik

tepkilerinin izlenmesi baglaminda oldugu gibi, antijene o6zgi T
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hiicrelerinin arastirilmas: ve karakterizasyonu igin klinik teshis
ortamlarinda merkezi yontemlerden birini temsil eder (Mobs ve

Schmidt, 2016)
8. Immiinolojide Hemagliitinasyon Inhibisyonu (HT) Testi

Bazi virtislerin, 6rnegin dang viriisii, adenoviriis, kizamik¢ik viriisii,
kizamik virlisi ve influenza viriisiiniin yiizeylerinde, kirmizi kan
hiicrelerini (RBC) baglayarak agliitine eden hemagliitinin (HA) adli bir
antijen bulunur. Bu antijenin, RBC’leri bir araya getirerek
agliitinasyonu tetikleme yetenegi, hemagliitinasyon inhibisyonu (HI)

testinin gelistirilmesine temel olusturmustur.

HI testinde, bir serum Ornegi mikrotitre plakasinda seri olarak
seyreltildikten sonra belirli bir miktarda viral hemagliitinin eklenir.
Ardindan uygun tiirde kirmizi kan hiicreleri eklenerek reaksiyon
gozlemlenir. Eger serumda viriise 6zgli antikorlar mevcutsa, bu
antikorlar hemagliitininin RBC’lerle etkilesmesini engeller ve
agliitinasyon gerceklesmez. Reaksiyonun pozitif olarak kabul edilmesi,
serbest kalan RBC’lerin mikrotitre plakasinmn egilmesiyle “akis”
seklinde gdzlemlenmesiyle degerlendirilir. Agliitinasyonun tamamen
inhibe edildigi en son serum dillisyonu, testin pozitifligini belirler ve bu
diliisyon degeri HI titresi olarak raporlanir (Alladi vd., 2019; Mather
vd., 2013).

HI testi, 6zellikle influenza A (HIN1) pdm09 viriisti (Numazaki, 2015)
ve kizamik viriisii (Noah vd., 2009) gibi ¢esitli viral enfeksiyonlarin

seroepidemiyolojik arastirmalarinda yaygimn sekilde kullanilmistir.
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Ornegin, bir ¢alismada pandemik influenza asismin immiinojenitesini
degerlendirmek amaciyla HI testi uygulanmis ve RT-qPCR ile
dogrulanmig 79 vaka ile 176 negatif kontrolden elde edilen verilerde
%92 duyarlilik ve %91 6zgiilliik saglandig1 gosterilmistir (Veguilla vd.,
2011; Schiettecatte vd., 2012).

Immiinolojik temelli tan1 testleri, insan viral enfeksiyonlarmin rutin
klinik tanisinda diinya genelinde yaygin olarak kullanilmaktadir. Bu
testlerin avantajlar1 arasinda yiiksek duyarliik ve Ozgiilliik, basit
uygulama, hizli sonu¢ verme ve ayni anda ¢ok sayida 6rnegin analiz
edilebilmesi sayilabilir. Bununla birlikte, bu testlerin bazi sinirliliklar:
da bulunmaktadir. Ozellikle cesitli interferans faktorleri test

sonuglarmin dogrulugunu olumsuz etkileyebilir. Bunlar arasinda:

e (Capraz reaktivite: Numunede, test edilen viral antijenle benzer
epitoplar1 paylasan diger ajanlarin bulunmasi yanlis pozitif

sonuglara neden olabilir (Emerson ve Lai, 2013).

e Endojen antikorlar: Otoantikorlar, heterofilik antikorlar veya
insan anti-hayvan antikorlar1 gibi endojen immiinoglobulinlerin
varligi, tespit antikorlartyla etkileserek 06zgiin olmayan
baglanmalara yol acabilir ve yine yanlis pozitif sonuclara neden

olabilir (Scholzen ve Sauerwein, 2013).

e Endemik bolgelerde diisiik 0Ozgilliik: Sitma gibi bazi
enfeksiyonlarm endemik oldugu bolgelerde, Plasmodium
enfeksiyonunun yol ag¢tig1 poliklonal B hiicre aktivasyonu
sonucu olusan genis 6zgiilliige sahip antikorlar, Zika virtisii gibi
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diger viral antijenlerle reaksiyona girebilir. Bu da serolojik
testlerde yalanci pozitifliklere neden olabilir. Ornegin, bir
calismada, PCR ile dogrulanmis sitma hastalarma ait 34 serum
orneginden 14’ ZIKV ELISA testinde pozitif veya smnirda
sonu¢ vermis, ancak bunlarm 11’inde virlis ndtralizasyon testi
ile ZIKV enfeksiyonu dogrulanamamistir (Van Esbroeck vd.,

2016).

Ayrica HI testi, zaman alici ve zahmetli bir yontem olup, standart
reaktiflerin yaygin sekilde bulunmamasi nedeniyle farkli laboratuvarlar
arasinda sonuglarin karsilastirilabilirligini zorlastrmaktadir. Benzer
sekilde, IF testlerinde numunenin uzun stire UV 1518ma maruz kalmasi
sonucu floresans sinyalinin azalmasi, yanlis negatif sonuglara yol
acabilmektedir. Baz1 immiinolojik testlerde kullanilan reaktifler ve

ekipmanlar da maliyet agisindan kisitlayici olabilir.
9. Immiinolojide Rekombinant DNA Teknolojisi

Rekombinant DNA (rDNA) teknolojisi, canli organizmalarin genetik
materyallerinde degisiklik yaparak bu organizmalarda veya bunlarin
irlinlerinde arzu edilen ozelliklerin elde edilmesini amaglayan bir
biyoteknolojik yaklasimdir. Bu teknoloji, cesitli kaynaklardan elde
edilen DNA pargalarinim, uygun bir vektor araciligiyla hedef gen
dizisinin eklenmesiyle gerceklestirilir (Berk ve Zipursky, 2000).
Genom diizeyindeki bu manipiilasyon; yeni genlerin ve diizenleyici

unsurlarm  eklenmesi, ya da mevcut genetik elemanlarin
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rekombinasyonu yoluyla endojen gen ekspresyonunun azaltilmasi veya

tamamen susturulmasi seklinde olabilir (Bazan-Peregrino, vd., 2013).

Rekombinant DNA elde edilmesinde, hedef gen dizilerinin spesifik
olarak ayristirilmasi i¢in restriksiyon endoniikleazlar ile DNA parcalar1
kesilir; ardindan bu parcalar DNA ligaz enzimi araciligiyla vektor
DNA'sma eklenir. Rekombinant vektor, daha sonra klonlama amaciyla
bir konak hiicreye aktarilir ve kiiltiirde cogaltilir. Tlgili DNA parcasini
tastyan klonlar secilerek izole edilir (Venter, 2007).

[Ik rekombinant DNA molekiilleri 1973 yilinda Paul Berg, Herbert
Boyer, Annie Chang ve Stanley Cohen tarafindan iiretildi. 1975 yilinda
yapilan Asilomar Konferansi’nda, bu teknolojinin potansiyel
biyogiivenlik riskleri ve diizenleyici ¢ergevesi tartisilmistir. O donem
bilimsel camiada var olan ¢ekincelere ragmen, rDNA teknolojisinin
tarim ve tibbi uygulamalarda genis bir kullanim alanm1i bulmasi,
baslangigtaki ongoriilere kiyasla daha uzun zaman alsa da, 6zellikle
1980’lerin ortalarindan itibaren terapotik proteinler, hormonlar, asilar
ve tani araglarmin gelistirilmesinde 6nemli ilerlemeler kaydedilmistir

(Bazan-Peregrino vd., 2013).

Rekombinant DNA teknolojisi, genetik ifadenin arastirilmasi agisindan
giiclii bir ara¢ sunar. Ornegin, simian viriisii temelli vektdrlere insan
insiilin genlerinin klonlanmasiyla, genetik mutasyonlarin ekspresyonu
kolaylikla incelenebilir. Benzer sekilde, insan endostatin genini tagtyan
adenoviral  vektorler,  timor  biiylimesini  anti-anjiyojenik

mekanizmalarla inhibe edebilirr Ad-Endo adli bu vektorin
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replikasyonu, bagka bir vektor olan d11520 ile birlikte kullanildiginda
artirilabilir (Li vd., 2013).

Buna ek olarak, hedeflenmis gen bozulmasi teknikleriyle, benzer
biyosentetik yollar kullanan konak organizmalarda antitiimor
bilesiklerin iiretimi saglanabilmektedir (Méndez ve Salas, 2003).
Ayrica, terapOtik proteinlerin etki siiresini uzatmak amaciyla
glikozilasyon bolgeleri igeren dizilerle modifiye edilmis proteinler de
gelistirilmistir. Ornegin, FSH P-alt birimi ile hCG B-alt biriminin C-
terminal peptidini iceren kimerik genler bu amaca yoOnelik

olusturulmustur (Fauser vd., 2009).

Gilintimiizde gen terapisi ve genetik modifikasyon uygulamalar1 i¢in
cesitli  vektor sistemleri gelistirilmistir. Viral vektorler, klinik
uygulamalarda  Ozellikle  dikkat  ¢ekmekte  olup  bazilari
ticarilestirilmistir. Klinik kullanima uygun viral vektorler, in vivo veya
ex vivo gen tedavisi, as1 gelistirme ve protein transdiiksiyon gibi birgok
uygulamada kullanilmaktadir. Ancak retroviral vektorlerin ciddi yan
etki potansiyeli nedeniyle kullanimi azalmistir. Alternatif olarak,
dogrudan “ciplak” DNA'nin hedef dokulara (6zellikle kas dokusuna)
enjekte edilmesi, diisiik yan etki riskiyle birlikte etkili gen ekspresyonu
saglamaktadir (Khan vd., 2016).

Rekombinant DNA'nin E. coli hiicrelerine elektroporasyonla
aktarilmasi amaciyla gelistirilen P1 vektorleri, biiyiilk DNA parcalarinin
klonlanmasi i¢in kullanilmakta ve bu sistem ortalama 130-150 kb

boyutlarinda 15.000 klon iceren gen kiitliiphanelerinin olusturulmasina
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olanak saglamaktadir. Bu tiir PAC (P1-derived artificial chromosome)
klonlama sistemleri, karmagik genom analizi ve gen haritalama
calismalarinda olduk¢a faydalidir (Khan vd., 2016). Ayrica, diisiik
kopya sayili vektorler olan pWSK29, pWKS30, pWSKI29 ve
pWKS130 gibi plazmidler, PCR ve rDNA teknolojisi ile gelistirilmistir.
Bu vektorler, tek yonlii delesyon olusturma, tamamlayicilik analizleri,
DNA dizileme ve transkripsiyon ¢aligmalar1 gibi ¢cok ¢esitli molekiiler

biyoloji uygulamalarinda kullanilmaktadir (Khan vd., 2016).
10. SONUC VE DEGERLENDIRME

Immiinolojide kullanilan temel arastirma yontemleri, immiin sistemin
karmagik bilesenlerini molekiiler, hiicresel ve fonksiyonel diizeyde
anlamamiza olanak saglayarak, inflamasyonun mekanizmalar1 ve
cesitli  hastaliklarim  patogenezi hakkinda derinlemesine bilgi
sunmaktadir.  Akig  sitometrisi, ELISA, immiinohistokimya,
immiinofloresan ve Western blot gibi teknikler; immiin hiicrelerin
fenotipik 6zelliklerini, sitokin diizeylerini, protein ekspresyonlarmi ve
hiicre i¢i sinyal yollarmi analiz ederek, hem dogustan hem de adaptif
immiin yanitlarin ayrintili bir sekilde incelenmesini miimkiin kilar. Bu
yontemlerle elde edilen veriler, enfeksiyonlar, otoimmiin hastaliklar,
alerjiler ve kanser gibi immiin sistemi ilgilendiren durumlarin
inflamatuvar yanitlar1 ile nasil sekillendigini ortaya koymak ag¢isindan
kritik dneme sahiptir. inflamasyonun diizenlenememesi, doku hasarma
ve kronik hastaliklarin gelisimine yol acabileceginden, bu yontemlerle

yapilan  aragtwrmalar,  hastaliklarin  molekiiler  temellerinin
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aydinlatilmasi ve yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi agisindan da

biiyiik katki saglamaktadir.
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