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ELISA Teknigine Genel
Balis

Dr.H.Arzu ERGEN ve Dr.Merve Nur ATAS

immiinoassay; bir antikor veya antijenin
biyo-tanima maddesi olarak kullanil-
masiyla, bir ¢ozeltideki belirli analitlerin
varligini veya konsantrasyonunu 0lcen
oldukga spesifik bir biyoanalitik yontemdir
™, immunoassay yontemlerinin bir temeli
olarak, 1960 yilinda Rosalyn Yalow ve
Solomon Berson @ tarafindan, radyoaktif
sinyale bagh bir antikor araciligi ile plaz-
madakiinstlin seviyesi l¢ctlmustir. Ancak
saglik acisindan olusturdugu riskler nede-
niyle radyoaktivite icermeyen yontemler
arastirlmaya baslanmistir. Enzim-substrat
birlikteliginin olculebilir renk degisimleri
olusturmasi, belirli analitleri tespit edebi-
len antikorlara baglanan enzim-substrat
kombinasyonlarinin da gelistiriimesine
yol agmistir ©. Enzim temelliimmdinoassay
yontemlerinin ilk kantitatif uygulamalari
1971 yilinda birbirinden bagimsiz iki
arastirmaci grup tarafindan ELISA (Enz-
yme-Linked Immunosorbent Assay) adi
verilen teknik kullanilarakimmunglobulin
Gveinsan koryonik gonadotropin seviye-
leri SlcUlmUsttr ¢,

ELISA, sivi bir numune icerisindeki protein-
ler, peptidler veya hormonlar gibi biyolojik
molekiillerin, antijen-antikor etkilesimine
dayanarak tespit edilmesini saglayan
immunoloji temelli bir yontemdir ©. An-
tijenlerin yapisinda bulunan epitoplar,
antikorlarin spesifik olarak baglanmasini
saglar ve bu yontemin temelini olusturur.
Bu baglanma kovalent olmayan baglarla
gerceklesir ve geri donlisiimltdir. Ancak
antijen-antikor etkilesimi sirasinda birbiri-
ne benzeyen gruplar arasinda istenmeyen
capraz reaksiyonlar gerceklesebilir, bu
durum testlerde karsilasilan en buyilk
problemlerden biridir.

Varhgi veya miktari l¢clilmek istenen, an-
tijen veya antikor, genellikle kati faz olarak
nitelendirilen 96 kuyucuklu polisistren
platelerin kuyucuklarina sabitlenir. Sabit-
lenen analitlere, antikor veya antijen eklen-

mesiyle kompleks olusturulmasi saglanir.
Antikor, ya dogrudan enzim ile etkilesir
yada ortamaikincil bir enzimile baglanmis
antikor eklenir. Daha sonra bir substratin
eklenmesi, enzim-substrat etkilesimi ile
gorundr bir renk degisimine neden olur
ve numunedeki 6l¢tlmek istenen analitin
varligini gosterir. Bu yontemde siklikla;
Horseradish Peroksidaz (HRP), Alkalen
Fosfataz (ALP) ve b galaktozidaz enzimleri
kullanilir. Bu enzimlere baglanan spesifik
substratlar gortiniir renk degisimini saglar.
Renk degisiminin siddeti, enzim isaretli
reaktiflerin, dolayisiyla kati faza baglanan
antijen veya antikorun miktarini belirler.
Reaksiyonun gerceklestigi 96 kuyucuklu
plateler farkl dalga boylarinda spektrofo-
tometrik olarak ol¢llerek kantitatif tayini
saglanir .

ELISA yontemi kesfedildiginden bu yana
uygulama alanlari genisletilmistir, insan
koryonik gonadotropin (HCG) ve 6strojen
gibi hormonlarin tespitinde, HIV, hepatit
B, ve sitmanin teshisi gibi klinikte yaygin
olarak kullanilmaktadir ®. ELISA yontemle-
ri, uygulama sekillerine gore: Direkt ELISA,
indirekt ELISA, Sandvic ELISA ve Yarismali
(Kompetitif) ELISA olmak (izere dort farkh
kategoriye ayrilir.

Direkt ELISA

Direkt ELISA, bir antijen ve antijene spesifik
olarak baglanan konjugattan olusan ELISA
yontemlerinin en basit seklidir ®. Konjugat,
enzimileisaretlenmis antikordur. 96 kuyu-
cuklu kati fazin her bir kuyucugu varligi
ve miktari Olclilmek istenen antijen ile
kaplanir. Kuyu ytizeyindeki antijenlerin
baglanmadigi diger bolgeleri doyurmak
icin bloklayici tampon ¢ozelti (Blocking
Buffer) kullanilir. Belirli bir siireden sonra
kati faza baglanmayan antijenlerin ve
diger molekdllerin ortamdan uzaklas-
tinlmasi icin cesitli soltsyonlar ile her
bir kuyucuk yikama yapilr. Kati faza
sabitlenmis antijenlerin tespiti icin enzim
ile isaretlenmis antijene spesifik antikor
eklenir. Belirli bir stire sonra antijenlerine
baglanmayan antikorlarin ortamdan
uzaklastiriimasi amaciyla yikama yapilr.
Daha sonra ortama antikora bagli halde

bulunan enzime spesifik substrat eklene-
rek enzim-substrat etkilesiminin goriinir
renk olusturmasi beklenir. Renk olusumu
uygun dalga boylarinda spektrofotometrik
olarak olgular ©.

Direkt ELISA, diger ELISA yontemlerine
gore daha hizliuygulanabilir ve uygulama-
da sekonder antikor kullaniimadigindan,
sekonder antikorun kati faza sabitlenmis
antijen ile olusturabilecegi capraz
reaksiyonlar go6zlenmez. Ancak diger
yontemlere gore duyarliigr diistktar 09,
ELISA yontemlerinin temelini olusturur
ancak disik duyarliigi nedeniyle klinik
kullanimda tercih edilmez.

indirekt ELISA

indirekt ELISA yonteminde Direkt ELISAdan
farkli olarak iki farkh antikor kullanilir. Bi-
rincisi primer antikor olarak adlandirilir ve
kati faza sabitlenen antijenlere spesifiktir.
ikincisi sekonder antikordur ve enzim
isaretli olup primer antikora baglanir 19,
Bu yontemde saptanmakistenen molekdil,
serum veya herhangi bir ¢ozeltiicerisindeki
antikorlardir.

96 kuyucuklu sabit faz antijen ile kaplanir.
Blok tampon ¢ozelti ile baglanmamis
bolgeler doyurularak bloke edilir. Daha
sonra ortama test edilmek istenen 6rnek
eklenir ve bu 6rnek icerisinde bulunan
primer antikorlarin ylzeyde bulunan
antijenler ile baglanmasi saglanir. Belirli
bir sireden sonra baglanmayan primer
antikorlarin ortamdan uzaklastiriimasi
icinyikama yapilir. Primer antikora spesifik,
enzim ile isaretlenmis sekonder antikor
kuyucuklara eklenir. Belirli bir siireden
sonra baglanmayan sekonder antikorlarin
ortamdan uzaklastiriimasi icin yikama
islemi tekrarlanir. Kullanilan enzimin
substrati ortama eklenerek renk olusumu
gozlenir ve spektrofotometrik olarak tayin
edilir. Bu yontemde sekonder antikora
bagl bulunan enzim genellikle HRP'dir
ve enzim-substrat etkilesimi ortama
kemiluminesan substrat (ECL) eklenerek
gozlemlenir. Diger bir secenekte ise primer
antikora baglanan biotin ve sekonder
antikora baglanan streptavidin molekailleri
kullanihr. Streptavidin molekili biotine
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gUclu bir sekilde baglanir. Her iki durumda
da substratlar, kuyucuklarin icinde bulunan
antikor miktarina dogrudan karsilik gelen
olclebilir bir renk degisimi olustururlar 7.
Sekonder antikorun kullanilmasi indirekt
ELISA'y1 Direkt ELISA'dan daha duyarli hale
getirir. Ancak sekonder antikordan kay-
naklanan capraz reaksiyonlar istenmeyen
sinyal Uretimlerine yol acabilir.

Sandvi¢ ELISA

Sandvig ELISA teknigi bir drnekicerisindeki
spesifik antijenlerin saptanmasi amaciyla
kullanilir. Yakalama antikoru, primer antikor
ve sekonder antikor olmak tizere (i farkl
antikor kullanilir. Diger tekniklerden farkh
olarak kati faz yakalama antikoru (capture
antibody) ile kaplidir. Spesifik olmayan
baglanma bdlgeleri blok tampon ¢ozeltiile
bloke edilir. Antikor kapli kati faza icerisin-
de saptanmak istenen anitjeni bulunduran
ornek eklenir ve yakalama antikoru ile
baglanmasi saglanir. Daha sonra bu anti-
jene spesifik baska bir antikor olan primer
antikor eklenir ve antijenin iki antikora bir-
den (yakalama antikoru ve primer antikor)
spesifik olarak baglanmasi saglanir.Yikama
islemlerinden sonra ortama primer anti-
kora baglanan, enzim ile isaretli sekonder
antikor eklenir. Baglanmayan antikorlarin
uzaklastiriimasti icin yikama islemleri yapilir.
Ortama enzime spesifik substrat eklenerek
spektrofotometrik olarak dl¢llebilen renk
degisimi olusmasi saglanir 2,

Sandvi¢ ELISA tekniginde, arastiriimak
istenen antijene spesifik iki antikor kulla-

nildigindan duyarlihgi oldukca yiiksektir.
Ancak bir antijenin iki epitopuna aynianda
baglanabilen antikor elde etmek zor ola-
bilir. Bununla birlikte arastirilmak istenen
antijen, iki farkli antikoru baglayabilmesi
icin yeterince blyik olmalidir. Bu nedenle
Sandvig ELISA, proteinler ve polipeptidler
gibi makromolekiiler antijenlerin tayininde
kullaniimaktadir %,

Yarismali ELISA

Yarismali ELISA, diger Ui¢ ELISA yontemle-
rine gore daha karmasiktir ve farkl olarak
inhibitér antijen kullanilir. ilk olarak enzim
ile isaretli olmayan primer antikor arasti-
rilmak istenen antijeni iceren numune
ile bekletilerek antijen-antikor kompleksi
olusturulmasi saglanir. Ornekte ne kadar
cok antijen varsa o kadar antijen-antikor
kompleksi olusur. Olusan kompleksler 6n-
ceden antijen ile kaplanmis olan kati faza
eklenir. Kompleks olusturmayan primer
antikorlar kati faza sabitlenmis antijenler
ile antijen-antikor kompleksi olusturur.
Primer antikorlar, numune icerisindeki
antijene ne kadar cok baglanirsa kati
faza sabitlenmis antijenlere baglanacak
olan primer antikor sayisi azalmis olur.
Bu durumda numune icerisindeki antijen
ile kati faza sabitlenmis antijen arasinda
primer antikora baglanmak icin rekabet
olusur. Numune eklendikten belirli bir
stire sonra baglanmamis olan antikorlarin
uzaklastiriimasi icin yikama islemleri
yapilir ve blok tampon c¢ozelti ile bloke
edilir. Bu ylkama isleminde, daha 6nce

numune icerisinde kompleks olusturmus
olan antijen ve primer antikorlar kati faza
baglanmayacagindan uzaklastiriimis olur.
Daha sonra ortama enzim ile isaretlenmis
sekonder antikor eklenir ve kuyucuklarda
bulunan primer antikor ile kompleks
olusturur. Son olarak ortama substrat
eklenerek renk degisimi olusturulur.
Ancak bu yontemde arastirilmak istenen
antijen ve primer antikor kompleksi kati
faza baglanamadigindan renk degisimi,
arastirlmak istenen antijen varhgu ile ters
orantilidir 814,

Duyarliigi cok yuiksek bir yontemdir. Aras-
tirllacak olan antijen ¢ok kii¢lik yapili ise
sandvic ELISA ile her iki antikorun birden
baglanmasi zor olacagindan yarismal
ELISAile arastirlmasi daha uygun olacaktir.
ELISA teknigi glinimizde arastiriimak
istenen molekile 6zel olarak Uretilen
ticari kitler ile uygulanir. Yapilan deneyin
standardizasyonu icin pozitif ve negatif
kontroller kullanilir. Pozitif kontrol antijen
veya antikor iceren sollisyonlardir. Ne-
gatif kontroller ise antikor yada antijen
icermeyen solusyonlardir. Bu kontroller
ayni zamanda deney sonuglarinin deger-
lendirilmesinde de kullanilir.

ELISA yontemleri daha dnce anlatildig
Uzere uygulama sekilleri acisindan farkhlik
gosterir. Ayrica bu yontemlerin birbirlerine
gOre avantajlari ve dezavantajlari mevcut-
tur. Bu farkhhiklar ve avantajlar Sekil.1 ve
Tablo.1'de gosterilmistir.

Substrat
0G 3.

. ‘Sub‘;trat / \

Sub:.‘trat
Substrat ENZIM iSARETLL.
sa.xmmcn ANTIKOR \
INHIBITOR
ANTILIEN / \
ENZIM ISARETLI \
'\PntMER ANTIKOR / / '\
ANTIKOR
AN]'IJEN
DIREKT ELISA INDIREKT ELISA SANDVIC ELISA YARISMALI ELISA

Sekil.1: ELISA yontemleri.
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Tablo 1: ELISA yontemlerinin avantajlari ve dezavantajlari.

Yontem Avantajlar Dezavantajlar
« Duyarliigi distk
Direkt ELISA < Hizl « Yuksek background
« Sekonder antikorlarin olusturdugu capraz |+ Sadece primer antikor kullanildigindan sinyal amplifikasyonu
reaksiyonlar gozlenmez gozlenmez
indirekt ELISA |- Primer ve sekonder antikor kullanildigindan |+ Direkt ELISA'ya gére daha kompleks
sinyal amplifikasyonu gézlenir. - Sekonder antikordan kaynakli capraz reaksiyonlar gozlenebilir.
«Antijenin iki farklr antikoru baglayabilmesi icin yeterinde buyUk
Sandvi¢ ELISA |- Ylksek duyarllik olmasi gerekir.
« Tek bir antijene iki farkli antikor - Birantijenin iki epitopuna ayni anda baglanabilen antikorlar
baglandigindan 6zgullugu yuksek Uretmek zordur.
« Yuksek duyarhlik - Diger yontemlere gore daha kompleks
Yarismali ELISA |- Dusik konsantrasyonlarda kiictk boyutlar- |+ Inhibitér antijene ihtiyac vardir.
da anitjenleri bile tespit edebilir.

ELISA Yontemlerinin Klinikte
Kullanimi

ELISA yontemi, dnceleri basit bir uygulama-
siolan dusuk duyarhlikli bir ydntem olarak
kesfedilse de yillar icerisinde duyarliligi
cok yuksek, kicik boyutlu molekdillerin
dustik konsantrasyonlarda bile tayinini
yapabilen bir yontem haline gelmistir.
ELISA yontemlerindeki bu gelisme klinik
olarak kullaniminin yayginlasmasina neden
olmustur.

ELISA, HIV ve Hepatit C tanisinda anahtar
yontemdir. HIV antijenleri ile kaplanmis
test cubuguna kan numunesi yerlestirilir
ve numunedeki HIV antikorlarinin bu anti-
jenlere baglanmasi saglanir. Cubuk enzim
ile isaretli sekonder antikor ile muamele
edilir ve enzimin substrati eklenir. Renk
degisimi pozitif bir sonucu temsil eder.
Benzer sekilde hepatit C antikorlarinin
tespiti ve influenza virlistiniin tespitinde
serolojik yontemlerden biri olan ELISA
yontemi kullanilir @519,

Hemofili A hastalarinda koagtlasyon
faktorlerinden faktor VIII ve IX'e kars
antikorlari saptamak icin ELISA testleri
uygulanir 7,

Son yillarda, Romatioid artrit ve inflama-
tuvar badirsak hastalarinda kullanilan
anti-tumor nekroz faktor (anti-TNF) ile
tedavi edilmektedir. Hem ila¢ hem de ilag
karsiti antikorlarin serumdaki seviyelerinin
izlenmesi icin yarismali ELISA yontemi
gelistirilmistir 9.

ELISA yontemlerinin ylksek duyarliligi
sayesinde ¢cok diisiik konsantrasyonlardaki
gida veilag allerjenlerinin tespitinde yaygin
olarak kullanilir @9.

ELISA yontemlerinin gelistirilmesi ile yik-
sek duyarllik, diistik maliyet, optimizasyon
ve kullanim kolayligi sayesinde son yillarda
kanser biyobelirteclerinin  tespitinde
elektrokimyasal ELISA yontemleri biyuk
ilgi gérmektedir. Bu gelismeler, hastaligin
erken evrelerinde viicut sivilarinda diisuk
konsantrasyonlarda bulunan kanser biyo-

belirteclerinin tespitini mimkan kilmistir
(20)
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Akan Hiicre Olcer ve
Kullanim Alanlan

Dr. Metin Yusuf GELMEZ ve
Dr. Giinnur DENiZ

Flow sitometri ya da daha yaygin kullanilan
adiyla“akan hticre 6lcer’, 1950°li yillardan
itibaren hem rutin hem de arastirma labo-
ratuvarlarinda yaygin olarak kullanilmak-
tadir. Glnumizde 6zellikle immunoloji,
hematoloji, onkoloji, mikrobiyoloji, organ
nakil merkezleri, biyokimya ve patoloji gibi
bircok farkl disiplin alaninda kullanilmak-
tadir 12,

Akan hiicre olcer cihazinin ¢alisma
prensibi, floresan isaretli antikor ya da
boyalar ile isaretlenmis stispansiyon
icindeki hiicrelerin lazer 151k 6niinden
tek tek gecerken yaydiklar sinyallerin
fotodedektorler araciligi ile toplanarak
islenmesi ve analiz edilmesi prensibine
dayanmaktadir®>*®, Akan hucre Olcer ile
hicrelerin sayisi, dagilimlari, cogalma
kapasiteleri, sitokin icerikleri, fonksiyonlari
gibi bircok temel hiicre 6zelligi hakkinda
bilgi edinmek miimkiindur. Bu 6zellikleri
sayesinde sistem bircok hastaligin tani ve
tedavisinde rutin olarak kullanilmaktadir.

Tarihce

ik kesfinden giiniimiize hem immiinoloji
hem de lazer ve elektronik sistemlerindeki
gelismeler akan hiicre dlcer sistemlerinin
laboratuvarlarda yaygin olarak kullanilma-
sina neden olmustur.

Moldovan 1934 yilinda kapiller tlip icinde
akis halindeki eritrositlerin fotoelektrik
yontemle saptanmasini saglayan bir
cihaz, 1949 yilinda ise Wallace Coulter
otomatik kan sayim cihazlarinin 6ncisu
olan ilk hiicre sayim cihazini gelistirmistir.
Crosland-Taylor 1953 yilinda yiiksek hizla
akan bir sivinin icine verilen eritrositlerin
sivi icinde hizalandiklarini kesfederek
akan hiicre olcer sistemlerinde kullanilan
hidrodinamik odaklanmanin temelini
atmislardir. 1965 yilinda Mac Fulwyler
hizla akan bir sivinin yiiksek frekansta belli
araliklar ile vibrasyonu sonrasi uniform

damlaciklara aynlabildigini gostererek
hiicre ayrim cihazlarinin temelini atmistir.
Wolfgang Gohde 1968 yilinda floresan
boyalar kullanilarak 6l¢lim yapan floresan
temelli ilk akan hiicre 6lceri gelistirmistir
65), Paul Mullaney hiicrelerin hacim, isik sa-
cihmi ve floresansini 6lcen multiparametrik
ilk akan hiicre Olceri gelistirmistir. 1972
yilinda floresan temelli ilk hiicre ayinm
cihazi (FACS-fluorescence-activated cell
sorting) gelistirilmistir ©.

Glndmuzde birgok ticari firmanin gelis-
tirdigi farkl 6zelliklerde akan hiicre Slcer
sistemleri bulunmaktadir. Akan hiicre élcer
teknolojisindeki ilerlemeler, gliniimuizde
5 lazer ve 25 floresan filtreli cihazlarin
gelistirilmesine ve tek bir hiicreye ait 25
farkl parametrenin es zamanl degerlen-
dirilmesine olanak saglamistir.
Ulkemizde ilk olarak 1980'li yillarin
sonunda kullaniimaya baglayan akan hiicre
Olcer sistemleri, su an bircok merkez ve
laboratuvar tarafindan rutin ve arastirma
amacli kullanilmaktadir.

Ornek

Calisma Prensibi

Akan hiicre 6lcer; slispanse hale getirilmis
hicrelerin bir akis kanali boyuncailerlerken
lazerisik oniinden tek tek gegislerini sagla-
yan sivi sistem; isik enerjisinin olusmasini
ve sonrasinda toplanmasini saglayan lazer
1siny, filtreler ve sinyal dedektorlerinden
olusan optik sistem ve optik sinyallerden
gelen verilerin aktarimini saglayan elekt-
ronik sistemden olusmaktadir. Bazi akan
hiicre 6lcerlerde ayrica hiicre ayirnm (cell
sorting) ozelligi bulunmaktadir 7#),
Suspansiyonicinde floresanile isaretlenmis
hicreler hava basinci ile fosfat tamponlu
saline (PBS), flow sheet gibi koruyucu
kilif sivi (tampon ¢ozelti) icinden gecirilir.
Hizl sivi akisi yiiksek basing olusturarak
hicrelerin cam veya kuartzdan yapilmis
akis kabinine (flow cell) getirilmesini saglar.
Flow cell stispansiyon icindeki hiicrelerin
lazer kaynak ontinden tek bir sira halinde
gecmesini saglar (Sekil 1). Lazer 1sik, hiic-
relerdekifloresan boyalara carparak aktive
olmalarini ve yayihm yapmalarina neden
olur. Bu yayilim filtreler ve dedektorler
aracihgi ile tespit edilip, elektrik sinyalle-
rine cevrilerek amplifiye edilir ve sonuglar
bilgisayara iletilir ©.

Koruyucu
l kihf sivi

Hidrodinamik
7—“ basing etkisi

S

Floresan emisyonu

o
7
O ‘ @ © O @ootoototes «—

P FSC / SSC dedektori
ile hiicre buyukluga
ve gran(lite tespiti

Sekil 1: Lazer 151k dniinden hucrelerin tek tek gegisi
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Akan hiicre 6lcer sadece floresan boyalar-
dan gelen sinyaller hakkinda degil ayni za-
manda hiicrelerin bliyukliik ve graniilitesi
hakkinda da bilgi vermektedir. Hiicreye
carpip, hiicre icinden 90° aciyla yansiyan
1sinlarin dlgtilmesiile hiicrelerin grandilitesi
(Side Scatter-SSC) ve hiicrenin ylizeyinden
ayni yéne dogru 20° aci ile yansiyan
1sinlarin Slgulmesiile hiicrenin biyukluga
(Forward Scatter-FSC) hakkinda veri elde
etmemizi saglar (Sekil 2) ©19,

Bazi akan hicre olcerler hiicreleri fiziksel
veya floresan isaretlerine gore karisik bir
hiicre popiilasyonu icinden ayirabilme
(cell sorting) ozelligine sahiptir. Hiicre
saflastirma icin manyetik bazh antikorlar
gibi farkl ydntemler olmasina karsin akan
hiicre olcer ylksek saflik ve verimlilikle
hicrelerin ayrilmasini saglar. Bu sayede
kemik iligi, kan gibi bircok 6rnekte kok
hicre, dogal 6ldirici (natural killer; NK)
hiicre, B hiicre gibi spesifik hicrelerin
diger hiicrelericinden ayrilarak ¢alisiimasi
saglanir. Boylece diger hiicrelerin etkisi
dislanarak spesifik hiicre grubunun 6zelligi
incelenebilmektedir.

Hicre ayriminin  temel prensibi su
sekildedir. Lazer 15tk 6niinden gegen
hticreler ultrasonik vibrasyona maruz kalr.
Bunun etkisiyle akis icindeki sivi damla-
aklara ayrilir ve her bir damlacik tek bir
hiicre icerir. Stispansiyon icinden ayrilmasi
istenilen hiicreler, bliytklik ve floresans
ozelliklerine gore belirlenir. Boylece spesifik
hiicreleriiceren damlaciklar elektrik akimi

verilerek elektrik ytikli damlaciklar haline
getirilir. Diger hicreleriiceren damlaciklar
ise yiksiiz olarak kalirlar. Yikli damlaciklar
saptirma plaklarina geldiginde elektriksel
alandan gecirilerek, yiklerine gore ayrihr
1112 By sayede 4 farkh hlcre grubunu
stspansiyon icindeki diger hucrelerden
ayirabilmek mimktndur @, Bu cihazlarin
bir diger 6zelligi, kultir pladi icinde her bir
kuyuya istenilen sayida ve 6zellikte hiicreyi
koyabilmesidir.

Akan hiicre 6lger cihazlarinda en ¢cok 488
nm mavi lazer, 405 nm violet lazer, 640 nm
kirmizi lazer, 355 nm ultraviyole lazer ve
532 nmyyesil lazer kullaniimaktadir. Her flo-
resan boya belli bir dalga boyunda aktive
olmakta ve yine belli bir dalga boyunda
yaylhm yapmaktadir. Bu nedenle akan
hiicre olcer ile calisma yapilmadan 6nce
cihazin lazer kapasitelerini ve hangi filtre-
lere sahip oldugunun bilinmesi nemlidir.

Kullanim Alanlan

Akan hiicre 6lcer; yaygin kullanimi, genis
monoklonal antikor ¢esitliligi ve standar-
dizasyon protokolleriile immuinfenotiple-
mede oldukga giivenilir bir tarama testidir.
Cok sayida hicrenin kisa strede analiz
edilebilmesi, genel hiicre poplilasyonu
icinde hiicre alt grup 6zelliklerinin tespit
edilebilmesi, lenfosit alt grup analizleri,
|6semi ve lenfoma tayini, kromozom ana-
lizi, apoptoz tayini, proliferasyon 6lcim,
hiicre sitokin Gretimi ve sitotoksititesi gibi

g
_—B rsc 3
Lazer .z. - T | Dedektorii "
* —| :
\ :
\\ 1
= &
ssC 3
Dedektori o 500

bircok konuda arastirma imkani sunmasi
akan hiicre 6lcerin en dnemli avantajlardir
(1316 Kan, kemik iligi, kordon kani, beyin
omurilik sivisi (BOS), plevra sivisi gibi bircok
ornek stispanse halde olmasi sebebiyle ¢a-
lismalarda kullanilabilmektedir. Ayrica fikse
edilmis dokulardaki hicreler stuspanse
hale getirilerek calismalarda kullanilabilir.
Baskalasim kiimesi (cluster of differantia-
tion; CD) hiicre ylizeyindeki molekdllerin
tanimlanmasi ve siniflandirilmasi icin
kullanilan bir protokoldir 7. CD mo-
lekillerine 6zgl antikorlar kullanilarak
hiicre tiplerini akan hticre olcer ile ayirt
edebilmek mimkdindr. Basitimminfeno-
tipleme testiile CD3*T lenfosit, CD3*CD4*
yardimai T lenfosit, CD3*CD8* sitotoksik T
lenfosit, CD19* B lenfosit, CD3":CD16*CD56*
NKhticre dagilimlar belirlenebilmektedir.
Ozellikle primer immiin yetersizlik (PiY)
hastalarinda ve insan immun Yetmezlik
Virlisu (HIV) enfeksiyonlarinin takibinde
CD4/CD8 oraninin belirlenmesinde yaygin
olarak kullaniimaktadir. Akan hiicre olcer
ile basit immunfenotipleme 6rnegi (Sekil
3)'de gosterilmistir.

CD45RA ve CCR7 ylzey belirtegleri
kullanilarak hem CD4* hem de CD8*
T lenfositlerinde naif, santral hafiza ve
efektor hafiza hlicre alt gruplari, IgD, CD27,
CD38,CD138Yyilizey belirtecleri kullanilarak
B lenfositlerde naif, hafiza, plazma hiicre alt
gruplari analiz edilebilmektedir ®.

r «—— Notrofiller

Monositler

Lenfositler

600 800 1000

Sekil 2: Lazer 1sik ontinden gecen hicreden yansiyan isinlarin SSC ve FSC dedektorleri ile tespiti ve SSC/FSC dot plot grafiginde

hucrelerin yerlesimleri.
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SsC

CD19

cD3

CD16+CD56

CD3

Sekil 3: ImmUnfenotipleme ile SSC/CD45 grafiginde lenfositlerin kapilanmasi ve lenfositler icinde CD3+ (T lenfosit), CD3+CD4+
(yardimai T lenfosit), CD3+CD8+ (sitotoksik T lenfosit), CD19+ (B lenfosit) ve CD3-CD16+CD56+ (NK) hiicrelerini gdsteren érnek dot-plot

grafikleri.

Akan hicre olcer ile T, B ve NK hiicre alt
gruplarinin dagiimlarininyanisiraislevle-
rini de tespit etmek mimkinddr. Periferik
kan mononukleer hiicreleri (PKMH) izole
edilip kilttr ortaminda uyarilarak hiicre
dagilimlarnindaki veya hiicre ylzey/ici
antijenlerin ekspresyonlarindaki degisim,
IFN-y, IL-4, IL-10, IL-17 gibi gesitli sitokinlerin
hiicre ici duizeyleri analiz edilebilmektedir.
Kanser vevirlisle enfekte hiicrelere karsi ya-
nitta rol alan NK hiicrelerinin fonksiyonlari,
K-562 hticre hatlariile kiltiire edilmesi ile
saptanabilmektedir. MHC sinif 1 eksprese
etmeyen K-562 hiicreleri 16semik hicre
hattidir ve NK hiicrelerinin dogal hedefidir.
Karboksi floresein suksinimidil ester (CFSE)
ile isaretlenmis K-562 hiicreleri NK hiicre
ile kilttre edildikten sonra 6lu hiicreleri
belirleyebilmek icin ortama Propidium iyo-
dur (P1) boyasi eklenir. Canli K-562 hiicreleri
CFSE ile yesil floresan 1sima yaparken, 6lu
K-562 hiicreleri Pl boyanarak kirmizi flore-

san verir. Ol K-562 yiizdesi saptanarak NK
hicrelerinin sitotoksik kapasiteleri analiz
edilebilir. NK sitotoksisitesini 6lgmek icin
kullanilan bir diger yontemde CD107a
diizeyinin analiz edilmesidir. NK hiicre-
lerinde degrantilasyon gerceklestiginde
sekretuvar lizozomlar ortama salinir. Bu
sirada lizozom bagli membran proteini
(CD107a) hiicre yuzeyine tasinir. CD107a
duizeyi 6lculerek NK sitotoksisitesi analiz
edilmektedir ©.

Periferik kandan izole edilen notrofiller
Escherichia coli, Phorbol-12-Myristate-13
Acetate (PMA), N-formil-metionin-losin-fe-
nilalanin (FMLP) gibi cesitli maddeler ile
uyarilarak oksidatif patlama, kemotaksis
ve fagositoz yanitlari 6l¢ulebilir. Bu fonk-
siyonlarin tespitinde Dihydrorhodamine
123 (DHR) boyasi kullanilir. DHR fagosit
mitokondrisine yerleserek uyarim sonrasi
oksijen radikalleri ve peroksinitritin etkisi
ile gliclii floresan 6zelligi olan rhodamine

indirgenen bir boyadir. Rhodamine 488
nm'de 1sima yapar. Bu isimanin tespiti
ile notrofil fonksiyonu analiz edilir. DHR
ile isaretlenen notrofillerin E. coli uyarimi
ile fagositoz, PMA uyarimi ile oksidatif
patlama ve FMLP uyarim ile kemotaksis
fonksiyonlari analiz edilebilir 9.

Huicre proliferasyonu ¢alismalarinda CFSE
yaygin olarak kullanilan bir boyadir. CFSE
hiicre zarindan gecerek, hiicre ici makro
molekdllerin serbest amino gruplarina
kovalan baglarla baglanma o6zelligine
sahiptir. Her mitoz boliinme sonrasi CFSE
yavru hiicrelere esit sekilde dagilir. CFSE ile
boyanmis PKMH’lerin cesitli antijen veya
mitojenlerile 5 -6 glin boyunca uyariimasi
sonucu, her mitoz boliinme sonrasi yavru
hucrelerdeki CFSE miktari azalir. Boylece
hicrelerin kag kez bdlinmeye girdigi
gozlenerek proliferasyon kapasiteleri
hakkinda bilgi edinilir??. Proliferasyon
calismalari timor biyolojisinde timor
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hicrelerinin ikiye katlanma suresinin
tespiti, biyomolekullerin hiicre dongdileri
Uzerindeki etkileri ve regilator T hiicre
gibi farklhiicrelerinimmn sistemin diger
hicreleri tizerindeki baskilayici etkilerini
arastirmada kullanilmaktadir.
Apoptozsirasinda ortaya ¢ikan degisiklikler
akan hiicre olcer ile analizler edilebilmek-
tedir. Hoechst 33342 ve PI gibi boyalar
ile plazma membran gecirgenligindeki
degisiklikler; Annexin V baglanmasi
veya F-actin kaybi ile hiicre yuzeyindeki
degisiklikler; Rhodamine 123, Pl ve JC-1
boyalari ile mitokondri ve lizozomdaki
degisiklikler; TUNEL yontemi ile DNA frag-
mantasyonu g0sterilebilmektedir. Ayrica
kaspaz aktivasyonu ve hiicre ici kalsiyum
degisikliklerinin 6lcim de yapilabilmek-
tedir. Apoptozisin farkli evrelerinin tespit
edilmesine olanak saglayan birbirinden
farkli bu yontemler ile bircok kimyasal ve
biyolojik ajanin hiicre fonksiyonu tizerine
etkisi analiz edilebilmektedir.

DNA'ya baglanan floresan boyalar kul-
lanilarak, hiicre dongiisii ve DNA ploidi
calismalariyapilmakta ve hiicrelerin hangi
bolinme fazinda ne oranda kaldiklari ana-
lizedilmektedir. Hiicrelerin cogalma hizlari
hakkinda bilgi sahibi olunabilmektedir.
Ozellikle hematoloji ve onkoloji hastala-
rinda tedaviye verilen yanitinizlenmesinde
kullaniimaktadir.

Sonvyillarda akan hiicre 6lcerin hematoloji
alaninda kullanimi giderek yayginlagmis-
tir. Losemik hcrelerin tiplendirilmesi,
hematolojik malignitelerin tanisi, sinif-
landiriimasi, hematopoetik kok hicre
sayimi, ¢oklu ilag direnci ve trombosit
calismalari rutin laboratuvarlarda yaygin
olarak kullaniimaktadir®. Ayrica cesitli
|6semi turrlerinde tedavi sirasinda reziduel
I6semi olup olmadigi, I16semiye ait klinik
bulgu olmadigi halde tedaviden kacan ve
relapslara neden olan hiicrelerin varliginin
tespitine yonelik minimal rezidUel hastalik
(MRD) tayininde kullanilmaktadir.
Sonvyillarda Floresan in-situ hibridizasyon
(FISH) ve akan hiicre 6lcer tekniklerinin bir-
lestirilmesi ile Flow-FISH teknigi gelistiril-
mistir. Bir genin mRNA'sina spesifik floresan
problar ve proteinine 6zgui floresan isaretli
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antikorlar kullanilarak ayni molekiile 6zgt
MRNA ve protein diizeylerinin es zamanl
olarak analiz edebilmesi mimkin hale
gelmistir. RT-PCR c¢alismalarinda hou-
se-keeping gen kullanilarak yapilan delta
CT analiziile rolatif gen ekspresyon diizeyi
saptanabilmektedir. Akan hiicre élcer ile
MRNA ekspresyon calismalarinin en bi-
yuk dezavantaji, hiicrede o genin mRNA
ekspresyonu olup olmadigi hakkinda bilgi
verirken, mRNA yogunlugu hakkinda bilgi
vermemesidir. Kromozomlarin sentromer
ve telomer boélgelerine 6zgi FISH problari
kullanilarak hiicrelerde monozomi, trizomi
ve telomer uzunlugu calismalari yapilabil-
mektedir ",

Serum, plazma, kultlr sivisi gibi bircok
biyolojik materyalde floresan isaretli mik-
roboncuklar kullanilarak sitokin diizeyleri
analiz edilebilir. Bu sayede es zamanli
olarak tek tiipte birden ¢ok sitokinin kisa
sirede ve daha dusiik maliyetle analiz
edilebilmesi saglanmaktadir. ilag diizeyleri,
trombosit calismalari, sinyal iletim yolakla-
ri, mikrobiyal ekoloji gibi daha bircok farkli
alanda akan hiicre 6lcer kullaniimaktadir.
immiinoloji, mikrobiyoloji, hematoloji
gibi disiplinlerin disinda farmakoloji,
Uroloji gibi tibbin diger alanlarinda da
akan hiicre 6lcer kullaniimaktadir. Mesane
timorlerinde DNA ploidi calismalari, BCG
ile indiikleme sonrasi imm{in sistem akti-
vitesinin olclilmesi, bu hastalarin periferik
kanlarindaki imman sistem hiicrelerinin
sayl ve fonksiyonlarinin incelenmesinde
siklikla kullaniimaktadir. immiin kontrol
nokta (immune check point) molekiilleri-
nin kesfi ve glinimuizde bu molekdllere
0zgu inhibitor ajanlarin tedavide kullanimi,
mesane tlimorlerinde bu molekdillerin
ekspresyon diizeylerinin ve inhibitorler
ile tedavi sonrasi immin sistem hiicre
fonksiyonlarindaki degisikliklerin arasti-
rilmasinda kullanimi s6z konusudur.

Sonug

Floresan isaretli antikorlar kullanilarak,
suspanse edilmis hiicrelerin kisa stirede,
yliksek duyarlilikta ve tek hiicre diizeyinde
analiz edilmesine olanak saglayan akan
hiicre dlcer, hiicrelerin sayi, fonksiyon, DNA

icerigi, sitokin diizeyi, mMRNA ekspresyonu
gibi bircok konuda veri elde edilmesini
saglar. immiinoloji alanindaki ilerlemeler,
kullanim alanlarinin genisligi akan hiicre
Olcer sistemlerinin dnimuzdeki yillarda
ilerleyen teknoloji ile birlikte gelisecegini
ve kullaniminin artacagini gostermektedir.
Lam Uzerinde sabitlenmis hiicrelerin ince-
lenmesine olanak saglayan lazer taramali
hticre 6lcer sistemleri; lazer 5nlinden gegen
hiicrelerin ayni zamanda kamera sistemiile
gOrintlistintin alinabildigi goriintuli akan
hiicre olcerler; doku kesitlerinde analiz
imkani saglayan iki fotonlu doku hiicre
Olcer; kitle spektrofotometrenin entegre
edildigi akan hiicre olcer sistemleri akan
hiicre 6lcer teknolojisindeki yeni gelisme-
lerdir. Bu gelismeler 1siginda arastirma ve
rutin laboratuvarlarda kullaniminin daha
da yayginlasacagi gortlmektedir.
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Urolojik Calismalarda
HPLC'nin Yeri ve
Kromatografi

Dr. Mehmet Tolgahan HAKAN ve
Dr. ilhan YAYLIM

Klinik analizler hastalik gelisiminin
onlenmesi, dogru teshisin konulmasi ve
etkin tedavi rejiminin ve givenilirliginin
arttinlmasi amaciyla tam kan, serum,
plazma, idrar, diski ve dokular gibi cok
sayida biyolojik materyallerin test edilme-
sini icerir. Bu biyolojik materyaller lipitler,
peptitler, proteinler ve kiiciik molekiiller
gibi ¢ok sayida ve cesitli analitlerden
olusur. Biyolojik materyallerin analizi ile
ilgili biyobelirteclerin varligi/yoklugu ve/
veya konsantrasyonu belirlenebilir ve
boylelikle teshis, tedaviyi optimize etmek
ve etkinligini arttirmak, yan etkileri en
aza indirmek icin terapétik ilaglarin
izlemesi saglanabilir. Biyobelirteg analiz-
lerinin dnemli bir bolimuini metabolomik,
proteomik, lipidomik gibi hedeflenmis
ve hedeflenmemis analiz yontemlerini
uygulayan omik bilimleri olusturur.
Hedeflenmemis yaklasimlar, gelecekte
klinik amach teshislerde kullanilabilecek
hedefli izlemeye yonelik biyobelitecleri
tanimlamak amaciyla hasta ve saglikli
bireylerden alinan numunelerin belirli
molekdllerce karsilastiriimasi, hastaliga
0zgl biyokimyasal profilin tanimlanmasi
prensibine dayanmaktadir. Hedefli ana-
lizlerde ise toksikoloji laboratuvarlarinda
oldugu gibi terapétiklerin veyailacin kotu-
ye kullanimi sonucu bagimliiga dontsen
(amfetaminler, opioidler ve psikoaktif vb.)
maddelerin analizinde kullanilir®2.

Urolojik malignitelerin de dahil oldugu bir-
cok kanserde biyobelirtecleri tanimlasinda
kullanilan en azinvaziv yontemlerden“sivi
biyopsi” (kan, idrar, tikurik ve seminal
plazma vb) kullanimi, son yillarda en ¢ok
calsilan konulardandir®. Ozellikle sivi
biyopsiler primer ve metastatik timorla
hastanin anlikdurumuileilgili bilgi sunmasi
nedeni ile hedeflenen kisilestirilmis tip

calismalari icin de oldukca degerlidir.
Bunun disinda idrar 6rnekleri lizerinde
yapilan calismalar da Urolojik hastaliklar
yani sira bircok hastaligin tani, tedavi ve
takibinde 6nemli veriler sunabilmektedir.
Dolasimdaki molekdillerin molekdler profili
ve mekanizmaya olan katkilarinin belir-
lenmesi, tanimlanan biyobelirtecin klinik
testlere basarili bir sekilde girebilmesiicin
ilk basamaktir®. icerisinde bircok molekiil
iceren biyolojik drneklerin analizi ve ayrimi
icin kullanilan 6nemli ydontemlerden biri
de kromatografidir.

Bu derlemede kromatografinin tanim,
siniflandirma, uygulama yontemlerin-
den kisaca bahsettikten sonra urolojik
calismalarda da sikhkla kullanilan sivi
kromatografisinin tanimi ve kullanim
alanlari, hakkinda bilgiler sunulacaktir.

Kromatografi

Kromatografi, 1906'da ilk olarak Rus bir
botanikgi olan Mikhail Tswett bir calisma-
sinda klorofil aynminda kullanmistir®. ilk
modern kromatografi cihazi ise 1965'te

2

ﬁ

Sekil 1: Kromatografik ayrim érnegi

Csaba Horvath tarafindan Yale Universite-
si'nde gelistirilmistir. Yunanca kokenli bir
kelime olan kromatografi, chroma (renk) ve
graphein (yazmak) sozcuklerinin bilegimi
olan“renk yazimi”anlamina gelmektedir®.
Glnidmizde kromatografi, incelenecek
karisimin duragan (sabit) faz olarak secilen
kati veya sivi bir fazin ylizeyine veya icine
uygulamasinin ardindan, sivi veya gaz
olan hareketli (mobil) bir faz araciigiyla
hareket ederken birbirinden ayrilmalari
temeline dayanan bir yontemdir®®, Cesitli
ozellik farkliliklari sebebiyle (molekil
glyuklugl, molekdler agirhigii iyon yuka
vb.) molekiillerin tutunacagi ve ayrimin
gerceklesecedi sabit faz jel ya da ici 6zel
olarak doldurulmus kolon olabilmektedir.
Kromatografik sistemdeki sabit fazda,
molekullerin  tutunma (adsorpsiyon),

dagilma (partisyon), iyon degisimi, affinite
veya agdirliklarindaki farkhhiklar nedeni
ile sabit faz ile etkilesim hiz ve diizeyleri
farkh olacadi icin sabit fazdan cikislari da
yani ayrilma hizlar da farkhdir ve bu da
bir karisimdaki molekdillerin bir birinden
ayrilmasina olanak tanir®.
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Kromatografi calismalarinda, metot belirle-
me ve buna bagli olarak mobil faz ve sabit
faz secimi ve analizi yapilacak molekaillerin
alikonma agsamalari ekin rol oynayan temel
faktorlerdir®. Cesitli fiziksel ve kimyasal
ozelliklere sahip bir ¢ozlicii olan mobil faz,
numuneyi sabit faz boyunca tasimaktadir.
Bununyanisiraigerisinde taginan maddeyi
iyi cozmeli ve madde ile istenmeyen etkile-
sime girmeyecek 6zellikte olmalidir. Mobil
faz seciminde detektorin 6zelliklerine,
sabit fazin tlrline ve analizi yapilacak
biyolojik materyalin 6zelliklerine dikkat
edilmelidir. Sabit fazda ise mobil fazla
gelen numunenin etkilesime girdigi ve

Hareketli Fazin

Ozelligi

Gaz
Kromotografisi

Kromotografi

Sivi
Kromotografisi

bir miktar alikonulduklari fazdir. Sabit
faz kullanilan teknigin cesidine gore ¢ok
farkli materyalden, yine farkl ebatlarda
tasarlanmis olabilir. Son olarak alikonma
islemi sabit fazda gerceklesen numunenin
icerigindeki bazi maddelerin belli oranda
tutulmasi sonucu yavaslamasi ile diger
maddelere oranla sabit fazi daha geg
terk etmesidir®. Belirli analitik kosullar
altinda her madde kendine 6zgii alikonma
stiresi (RT) bulunmaktadir. Bu siire ve sinyal
blyukligu temel alinarak maddelerin
karisim icindeki nitel ve nicel analizleri
saglanabilmektedir.

Sabit Fazin
Ozelligi

Ayrilma
Mekanizmasi

Teknik

Kromatografik teknikler faz tiplerine (sivi/
gaz), ayrilma mekanizmalarina (adsorpsi-
yon/partisyon/eksllizyon/iyon degisimi
kromatografisi) ve uygulama bicimlerine
(diizlemsel/kolon) gore siniflandirilabilirler.
Siniflandirmalar ve kromatografi tiplerine
gore tekniklerin isimlendirilmesi Sekil 2'de
verilmistir. Kromatografik teknikler prote-
omiks, ilag, metabolomiks ve biyobeliteg
kesfi gibi bircok alanda kullaniimaktadir
(Sekil 3)'. Bu teknikler arasindan trolojik
hastaliklarin arastirmasinda siklikla kulla-
nilan yontemler Yiiksek Performansli Sivi
Kromatografik yontemlerdir.

Teknigin Adi

Partisyon
(Dagilma}

Gaz-Sv1 Kromotografisi (GLC)

Adsorpsiyon
(Tutunma)

<

‘Gaz-Kati Kromotografisi (GSC)
S-St Kromotografisi (LLC)

ince Tabaka Kromotografisi (TLC)

m Ylksek Basingh Sivi Kromotografisi
{HPLC)

Madifiye
Partisyon
o=

Adsorpsiyon
(Tutunma)

Duzlemsel

Yiksek Basinghince Tabaka
Kromotografisi(HPTLC)
Sivi-Kati Kromotografi (LSC)
Yiiksek Basingh Sivi
Kromotografisi{HPLC)

ince Tabaka Krumcmgrafn (TLC)

Yiksek Basingh S Kromotografisi
(HPLC)

Kagit Kromotografls.l (PC)

Iyon Degigimi

Ekskaloyon |
(Dislama)

Iyon Degisimi Kromotografisi (IEC)

Eksflizyon [dislama ) Kromotografisi
(EC)

Jel Ge;lrgnellk Kromotografisi
[GPL}

Sekil 2: Kromatografi tekniklerinin 6zelliklerine gére siniflandiriimasi®
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Kromatografik Tekniklerin Kullanim Alanlari
Diger
6%

Proteomiks

12% ‘
Coklu Analit
\ \

Biyobelirtegler ve

endojen bilesikler
14%
Ugucu organik
bilesikler 1%

= ilag
; »= Hormon
llag

39% = Madde Bagimliligi

Metabolomiks
= lipitomiks

= Ugucu organik bilesikler

lipitomiks 3% Hormon...
Metabolomiks Madde Bagimhhgi
16% 2%

Sekil 3: 2013-2017 tarihleri arasinda kromatografinin en ¢ok calisildigr alanlar®.

Yiiksek Performansh Sivi
Kromatografisi (HPLC)

Yuksek performansh sivi kromatografisi
(HPLC) yontemi, ugucu olmayan bilegenle-
rin ayrilmasinda giiniimiizde en sik tercih
edilen kromatografik yontemlerindendir.
Bir sivida ¢c6ziinmus ayrilacak bilesenler, bir
kolon icerisinde bulunan genellikle kati bir
sabit faz ile fiziksel ve kimyasal 6zelliklerine
gore farkli etkilesmelere girerek, kolon
icinde degisik hizlarda ilerler. Bu etkilesimler
sayesinde kolonu degisik zamanlarda terk
ederler ve bdylece birbirlerinden ayrilirlar.
Burada tasiyicl faz olan sivi, pompalarla
kolona basildigindan yiiksek akis hizindadir.
Bu nedenle ayirma daha kisa stirede ve tam
olarak gerceklesmektedir. Ayrilan bilesik,
kolon ¢ikisina baglanan uygun bir dedek-
torle tesbit edilip miktariyla orantili olarak
kaydedilir. Sik tercih edilmesinin neden-
lerinden biride toksikoloji, endokrinoloji,
steroid hormonlari ve vitamin analizleri
icin kullanilan immuinoassay analizlerinde
ortaya ¢ikan problemleri c6zmektir™. HPLC
analizlerinin spesifikligi, duyarlihgi, analiz
stresinin kisaligi ve yiiksek verimi ile “omic”
bilimlerinin ve referans yontemlerin gelisil-
mesinde tercih edilen yontemlerdendir.
HPLC ydntemi, ¢ozlici bir siviicinde ¢dziin-
mus 6rnegin sabit fazin oldugu kolonlara
enjekte edilmesinin ardindan, bir pompa
yardimiyla hareketli olan ¢6zlci bir fazin
kolondan gecirilerek sabit fazla yarismasi

sonucu ayrilan bilesenlerin tanimlanmasina
dayanir. Tanimlama karisimin icerigine ve
arastirilacak molekdile bagli olarak (niikleik
asitler, karbonhidratlar, amino asitler, prote-
inler, ilaclar, antibiyotikler, steroidler, cesitli
inorganik bilesikler vb.) farkl detektorlerle
gerceklestirilebilmektedir®. HPLC cihazi
temelde ¢6zlicl ve tasiyici olan mobil faz,
enjektdr, pompa, kolon, dedektor ve verileri
kaydeciden olusur® (Sekil 4).

HPLC calismalarinda analizi yapilacak mo-
lekil ve analiz metoduna 6zgli mobil faz
hazirlanmasi gerekmektedir. Mobil fazilgili
ornegi kolona ve detektore tasima gdrevinin
yani sira analitihem iyi ¢cozecek hem de ana-
lit molekdileriile istenilmeyen reaksiyonlara
girmeyecek 6zellikte olmalidir. Bu nedenle
¢6zlicli mobil faz genellikle alkollii (metanol,
etanol, izopropanol, etanol/izopropanol
50/50, metanol/izopropanol 50/50) bir
karisim olarak hazirlanmaktadir. Organik
¢oziliclinin elisyon glcind artirmak
icin alkollin yansira deney kosullarina ve
hedef molekdile uygun olarak alkan veya
asetonitrilde kullanilabilmektedir”. Bu
kimyasallarin karisim oranlari yine metoda
uygun olarak secilmedir. Bu konuda daha
once HPLC calismalariyapilmis molekdillerin
analizi yapilacaksa literatir taramasi ile bu
bilgiye ulasilabilir ya da aksi durumda kulla-
nilacak metod i¢in mobil faz optimizasyon
calismalari yapilabilir. Mobil faz hazirliginda
kanisimlarin  hazirlanacagr siseler dahi

¢oziiclinin polaritesi nedeni ile énemli
olup cam veya paslanmaz celik olmalidir.
Mobil fazin sise kalitesi, icerigi ve safligi
numuneyi etkilemesi sebebiyle hatalara
neden olabilmektedir®. Gerekli bilesenlere
ve uygun kosullara sahip olan mobil faz, son
olarak sivi karnisimdaki kabarcik olusumunun
onlenmesi adina mimkiinse ultrasonik
banyoda bir stire bekletilmelidir. Mobil fazin
kolondan ge¢mesi esansinda icerigindeki
eriyik gazlarin bulunmasi, pik genislemesi
veya molekullerin kolondan ¢ikis zama-
nini degistirmek gibi problemlere neden
olacaktir. Ultra sonifikasyon (diger eriyik
gazlarin ¢ikarilma yéntemleri; solventlerin
1sil muamele yapilmasi veya helyum gazi
verilmesi vb) bu eriyik gazlarin giderilmesi
icin en yaygin yontemlerden biridir®. Sivi
kromatografik yontemlerde, tek bir mobil
faz ile analizin yapilamadigi durumlar da
vardir. Bu tip analizlerde iki ya da daha
fazla tirde birbirinden farkh 6zellik ve
karisimlardaki mobil fazlarin ayni anda ya
da belirli zaman araliklariyla metoda dahil
edilmeleri gerekebilmektedir (6r.: ilk 10 dk
A mobil fazi sonraki analiz strelerinde B
mobil fazi gibi). Bu tip analizlere gradiyent
analizler, metodda tek bir mobil faz tiriiniin
kullanildigi analizlere ise izokritik analiz
adi verilmektedir. Metodun izokritik mi
yoksa gradiyent bi olacag analizi yapila-
cak molekdil ya da kangsimlarin 6zellikleri
belirlemektedir. Tek bir mobil faz ile ayrimi
yapilamayan karisim 6rnekleri icin ayrimin
daha iyi yapilabilmesi adina gradiyent
analizler gerekmektedir.

Sivi kromatografinin en 6nemli 6gelerinden
biri olan pompanin da uygulanacak metod
ile uyumlu olmasi gerekmektedir. Kroma-
tografi sisteminde pompa, numune ve faz
karisiminin enjeksyonundan sonra kolon ve
dedektor boyunca bellibir akigile gecmesini
saglamaktadr. Iyi bir pompa sistemi sag-
ladigi akisi dogru ve tekrarlanabilir sekilde
gerceklestirebilmeli ayni zamanda ylksek
basing altinda calisabilirken basing dalga-
lanmalarinin azolmasini saglayabilmelidirr®.
Ayrica analizde kullanilacak gradiyent ya
da izokritik mobil faz akisina uygun olacak
bir popmaya sahip olmak da metodun
uygulanmasinda énemli bir husustur.
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Sekil 4: Temel bir HPLC sistemi

Sivi kromatografisi yonteminin 6zel bir
uygulamasi olan yiiksek performansli sivi
kromatografisi (HPLC) yonteminde, sabit
faz olarak kullanilan dolgu maddelerinin
tanecik boyutunun, tanecik yapisinin, ko-
lon ¢apinin ve uzunlugunun buyik 6nemi
vardir. HPLC yonteminin gelistirilmesinde
analitlerin ayrilmasi lzerine blyuk etkisi
olan 6gesi kolonlardir®, Kolon i¢ ylizey
malzeme farkliliklari daha ¢cok numunenin
kimyasal ve fiziksel 6zelliklerinin ile uygula-
nacak yontem dogrultusunda tercih edilen

18

mobil faza ve analizi yapilacak molekiile
gore secilmektedir®. Analizyapilacak mole-
killerin birbirinden ayrilmasi icin kullanilan
kolonlarin, bu molekiillerile kimyasal ya da
fiziksel olarak etkilesebilmesi ve kolon ice-
risinde kalici olarak tutunmadan mobil faz
ile kolondan ayrilarak detektore iletilmesi
metodun basarisi icin oldukca dnemlidir.
Bu sebeple analizicin kullanilacak kolonun
secimine 6zen gosterilmelidir.

Cok siki olarak doldurulmus kolondan
hareketli fazin belirli bir hizla gecebilmesi

icin basin¢ uygulanmasi gerekir. Secilecek
kolonun HPLC uygulamasinda kullanilacak
akig hizi ve dolayisiyla olusacak basinca da-
yanikl olmasina dikkat edilmelidir. Birgok
analitik kolonun i¢ capi 2-5 mm araliginda
degismektedir.

HPLC kolonlar genel olarak hidrofobik sabit
faz ile kaph olan kiire seklindeki silika jel
(polimer veya allimina) paketlerinden
olusur. Silikanin genel olarak tercih edilen
matris olma nedenleri, porlarin istenilen
boyutlarda ve tutarli olarak uretilebilmesi
ve basin¢ uygulandiginda sikismamalaridr.
Ayricassilikalar kimyasal ¢oziclerin coguna
ve ¢cok diistik pH'lara dahi dayaniklidirlar.
Silika kimyasal ve fiziksel 6zellikleri nede-
niyle verimliligi de arttirmaktadir®. Kolon i¢
¢api 2-5 mm civarinda farkllik géstermekle
birlikte cap arttikca akis hizi artmaktadir
ancak duyarlilik azalmaktadir®. Duyarliligi
etkileyen bir diger faktor ise kolon uzun-
lugudur. 30-300 mm araliginda olabilen
kolonlar, uzunluk arttikca bilesenlerin
ayrimi daha iyi olup duyarlilik artsa da
harcanan mobil faz miktari da artmaktadir.
Dogru bir analiz icin oldukca 6nemli olan
kolon seciminde gelistirilen uluslararasi
standart Olct birimlerine gore kolon
uzunlugu ve capi, partikul buyukligu
mm, poroz yiizey capi Angstrém cinsinden
verilmelidir. Bu 6zellikleri sabit faz tiiri ve
firma adi izlemektedir'®'™. Kolon sistemi,
kolonun sabit 1sida tutulmasi saghkh bir
analizicin 6nemli oldugundan kolon firini
tarafindan desteklenmelidir. iki tip kolon
finni vardir birincisi hava sirkilasyonu
ikincisi ise blok isiticidir. Molekdllerin
kolondan ¢ikma surelerine bagl olarak
yapilan tanimlama ve miktari detektorlerce
gerceklestirilir. Kaydedici yardimi ile cikis
siiresi ve miktari kromatogram adi verilen
bir grafik olusturur. Kullanim amacina gore
Kutle Dedektorti (Mass dedector-MS),
Floresans Dedektori  (Fluorescence
dedector-FLD), Ultraviole/Goriinir Bolge
Dedektorii  (Ultraviolet/Visible Dedec-
tor-UV/VIS) ve Elektrokimyasal Dedektor
(Electrochemical dedector-ECD) gibi ¢cok
farkli  dedektorler bulunmaktadir4.
Analiz metodunda yer alacak dedektoriin
secimi de yine dedektoriin sagladigi dalga
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boyu ile analizi yapilacak molekedlerin
etkilesime dayanmaktadir. Ornegin, UV
dalga boyundakiisikta gériinen molekiiler
icin UV Dedektor (yonted HPLC-UV olarak
isimlendirilmekte), Floresans bodlgedeki
dalga boyunda gortinir olanlar icin de
Floresans Dedektorler kullanilmalidir
(yontem HPLC-FD olarak isimlendiril-
mekte). Bu dedektorlerin daha spesifik ve
hassas 6lctim yaptiklari ¢esitli calismalarla
gosterilmis olup gliniimiizde en gelismis
sivi kromatografik yontemlerde Kiitle
Dedektorleri kullanilmaktadir (yontem
LC/MS olarak isimlendirilmektdir).

Sivi Kromatografi Calismalari

HPLC'nin kullanim alanlariincelendiginde
genel olarakilaglarin etkilive minimumyan
etkili dozlarinin belirlenmesi analizinde,
hastaliklarin teshis, tani ve prognozuna
yonelik biyobeliteclerin kesfinde, meta-
bolomik ve proteomik arastirmalarinda
kullanihr®.

Urolojik kanserlerden renal hiicreli karsi-
nom (RCC) metabolomik calismalarinda
sonyillarda en cok tercih edilen metabolik
hastaliklardan biridir. Ozellikle non-invaziv
olarak idrara yansiyan metabolik durum
hastaligin ilerlemesinde evreler arasin-
daki farkliliklari tanimlamak, 6lgmek ve
anlamak icin biyobelirteclerin kesfinde
onemli bir strateji olarak degerlendiril-
mektedir’®, RCC hastalarinin idrarlarinda
calisilan ve LC-MS ve GC-MS kullanilan
bir metabolomik calismasinda kinolinat,
4-hidroksibenzoat ve gentisat ifadelerinin
farklihk gosterdigi kesfedilmistir™. 2012'de
bdbrek kanserinde yapilan metabolomik
calismasindaise bazi asikarnitin tiirlerinin
kanser hastalarinin genelinde artmis oldu-
gu gozlemlenmesine dayanarak, idrarda
asilkarniti seviyelerinin kanserin durumu
ve derecesi hakkinda onemli ipuglarin
sahip olabilecegini bildirmislerdir.
HPLC yontemi ile ilag etki mekanizmalari-
nin arastirildigi bir calismada, flovastatin,
statin ailesine ait olan kolesterol distiriici
bir ilag, HMG-CoA rediiktazin (HMGCR)
hiz sinirlayici enzimini bloke ederek
kanser hiicrelerinde apoptozu tetikledigi
bildirilmistir16. Farkh prostat kanseri hiicre

hatlarina uygulanan flovastatin sonrasi
canhhk ve apoptoz deneyleri yapilmis,
ek olarak taze fare prostat dokularindan
flovastatin seviyelerinin HPLC analizini ger-
ceklestirmislerdir. Calisma sonrasi hicbir
apoptotik tetiklenme gézlemlenmemekle
birlikte sterol dlizenleyici eleman baglayici
protein 2'nin (SREBP2) upregtlasyonu
sonucu kanser hiicre 6limlerinin engel-
lendigi 6ne strGlmastir?,

Prostat kanserinde yeni bir Gleson skoru
(GS) biyobelirtecinin kesfi icin yapilan
proteomik calismasinda, 18 erkegin (ne-
gatif biyopsi [n = 6], GS 6 PCa [n = 6] veya
GS 8-9 PCa [n = 6]) idrarlarinda hiicre dis
vezikiilllerde bulunan 3528 protein ve
LC-MS / MS ile ¢aligilmis ve bunlardan 11
tanesi secilmistir. 11 protein daha sonra
ayni 18 hasta ile 11 kontrol bireyinde
dogrulandiktan sonra bu proteinlerden
yag asidi baglayici protein 5 (FABP5)
kanser grubunda negatif gruba gére daha
yuksek oldugunu bildirmislerdir. Calisma
hiicre disi vezikiler proteinlerden FABP5'in
ylksek GS PCa’i hastalari icin biyobelirteg
olarak 6ne strmuslerdir®,
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Hiicre Kultiiri Temel
Teknikleri

Dr. Elif Sinem IPLIK ve
Dr. Bedia CAKMAKOGLU

Huicre kiltiirl, prokaryotik, 6karyotik veya
bitki hticrelerinin kontrolli kosullar altinda
buyUme suirecine verilenisimdir. 1885 yilin-
dan beri gliniimiizdeki bilimsel gelismeler
dogrultusunda yeni tekniklerin gelistirilm-
eye devam ettigi, bazi arastirmalar icin 6n
calisma niteliginde, bazi arastirmalar icin
de temel calisma niteliginde tercih edilen
uygulamalar barindirmaktadir.

Tarihsel strece bakildiginda; ilk calisma
1885 yilinda Roux tarafindan embriyonik
civciv hicrelerinin viicut disinda serum
¢ozeltisi icinde canli kalmalari tGizerinedir.
1952 yilinda Gey ve arkadaslar insan
serviks kanser hicrelerinden bir hicre
hatti elde ettiler. Bu hat daha sonra HelLa
adiyla taninmustir -3,

Hela hiicre hattinin ardindan giiniimiiz
teknolojileri ile bir cok kanserli ve/veya
saglikli dokudanizole edilen ve ticari olarak
temin edilebilecek hticre hatti bankalari
olusturulmustur. Bilimsel calismalar icin
oldukca avantaja sahip hicre kultiri
calismalan in vivo calismalara alt yapi
niteligi tagimakta ve arastiricinin kurabi-
lecedi hipotezler icin 6n calisma bulgu-
larinin elde edilebilecegi temel teknikler
barindirmaktadir.

Huicre kiiltird tekniklerinin kullanim alani
genel olarak; temel hiicre biyolojisi ve
hicreler Gzerindeki ilag etkilesimlerinin
arastinlmasi gibi model sistemler, ilag
toksisite testleri, cesitli kimyasallarin ve/
veya bitkisel ajanlarin gerek saglikli gerek
kanser hucreleri lizerinde etkinliginin
arastinldigr calismalarinda, asi Uretimi
dahil biyoteknolojik ydntemlerin arastiril-
masi, ticari protein Gretimi gibi genis bir
arastirma yelpazesi sunmaktadir.

Adherent ve Siispanse Hiicre
Kavrami

Huicreler beslenme ortamlarinda biyiime
ozelliklerine gore ikiye ayrlir; adherent ve

stispanse hiicre kiltira “. Cogunlukla
solid dokulardan izole edilen adherent
hicreler bllyime ortamlarinda ylizeye
tutunarak gelisim gosterirler. Bu tutunma
hicrelerin adhezyon (tutunma) molekdil-
leri ile gergeklesir.

Kan ve kemikiliginden izole edilen hiicreler
blylime ortamina alindiklarinda herhangi
bir ylizeye yapisma ihtiyaci duymadan
blyume gosterirler. Bulunduklari beslen-
me ortaminda siispanse halde (daginik)
bulunurlar. Bu tip hiicreler de siispanse
hucreler olarak adlandirilir.

Laboratuvar sartlarinda bilimsel calismada
kullanilan hiicrenin karakterinin bilinmesi,
uygulanacak olan beslenme, pasajlama,
dondurma gibi temel teknikleri etkileye-
ceginden oldukg¢a 6nemlidir.

Hiicre Kiiltiiriinde Caligilan
Hiicrelerin Morfolojik Ozellikleri
Huicreler sekil ve goriiniislerine gore 3 ayri
tipte morfolojik 6zellik gosterir; fibroblastik
(fibroblast benzeri) hiicre, epiteliyal hiicre,
lenfoblast benzeri hiicre “9),

« Fibroblastik hiicreler; bipolar veya
multipolar, uzamis forma sahip olup
yuzeye tutunarak buyurler. Mikroskop
altinda incelendiginde uzun iplikleri
andiran bir goriintiye sahiptir.

« Epiteliyal hiicreler; poligonal sekilde ve
cokgen, kare, diktortgen gibi geometr-
ik ebatlari andiran bir morfoloji sergiler
ve ylizeye tutunarak biyurler.

« Lenfoblast hiicreler; yuvarlak kiireler
seklinde suspanse halde biydrler.
Mikroskop altinda incelendiginde
Uzlim tanelerini andiran bir goriintiiye
sahiptir.

Laboratuvarda  kullanilan  htcrenin

morfolojik karakterine hakim olmak kon-

taminasyon riskini takip etmek acisindan
onemlidir. Ayni anda farkli calismalarin yer
aldigi bir inktibator kullanim diizeninde
morfolojileri farkh hiicrelerle calisirken
capraz kontaminasyon dedigimiz farkli
hicrelerin birbiri ile kontamine olmasi
durumu mikroskop altinda ayir edilebilir.

Ancakyine ayniinkiibatdrde ayni morfolo-

jiye sahip ayri hiicre hatlari ile calsiliyorsa

gorsel olarak ayni tipte goriineceklerinden
capraz kontaminasyon ayir edilemez.

Aseptik Teknikler ve Caligma Ortami

Hcre kiltird calismalarinda, laboratuvar
ortaminda canli dokular ve/veya canli
dokulardan izole edilen hiicreler ile cali-
silmasi, toksik olabilecek sollisyonlarin,
mutajenik bilesiklerin  veya spesifik
ajanlarin kullanilmasi gerek calismanin
glivenligi gerekse arastiricinin givenligi
acgisindan aseptik tekniklerin uygulan-
masini zorunlu kilmaktadir “#. Bu nedenle
calisirken hiicrelerin kontamine olmasi
disinda uygulamayi yapan kisi icin de
laboratuvar kazalari meydana gelebilir;
kimyasal maddelerin dokulmesi, sirnga ve
bistiiri kesi kazalari, infeksiy6z aerosollerin
inhalasyonu gibi. Bir hiicre kdlturi labo-
ratuvarinda uygulamayi yapan personelin
glivenligi ve arastirmanin steril kosullarda
edebilmesi (kontaminasyon riskini en aza
indirmek) icin dikkat edilmesi gereken en
onemli davranis standart mikrobiyolojik
tekniklerin ciddiye alinarak davranis
modeli olarak benimsenmesidir 7).
Huicre kilttiri calismalarinda yasabilecek
buyuk problemlerden biri mikroorganizma
kontaminasyonudur. Bakteri, mikoplazma,
maya ve mantar sporlari kisi, hava, calisma
yuzeyi, sollsyonlar ve diger bir ¢cok kay-
nakla tasinabilir. Bu kontaminantlardan
kacinmak ve riski en aza indirmek icin
aseptik teknikler kullanilmahdir. Aksi
takdirde kontrol altina alinamayacak
bir kontaminasyon haline gelmesi tim
laboratuvari enfekte edecek kadar buyiik
olabilir ®.

Hiicre Kiiltiirii Uygulamalarinda
Besiyeri ve Fizyolojik Faktorler

Hicre kiltiri uygulamalarinda temel
teknikler standart olup bazi kosullarin
zorunlu olarak kontrol altinda tutulmasi
gerekmektedir. Zorunlu olarak kontrol
edilmesi gereken bu konular; hiicrelerin
saglikli bir ortamda buytumelerini sagla-
yacak olan hiicrenin ihtiyacini karsilayacak
olan besiyeri, optimum sicaklik, pH, O,ve
CO, yogunlugudur #%19,
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Besiyerleri, hiicrelerin normal metabolik
faaliyetlerini strdlrmeleri ve saglikli
blylmelerinin saglanmasi icin gerekli
olan karhonhidrati aminoasit, vitamin,
mineraller gibi besleyici mikrogevreyi
olusturan soltsyonlardir. Laboratuvar
ortaminda hiicrelerin cogaltilabilmesiicin
optimum pH, optimum sicaklik ve nemin
saglanmasi cok dnemlidir. Hiicre kiiltari
besiyerleriiceriklerindekiiyonlarla gerekli
ozmolarite ve pH'i da saglarlar “219,
Arastirmada kullanilan hiicrenin karakter-
istik 6zelliklerine, adaptasyon kabiliyetine
ve hiicre kaynagi organizmanin tiirline
gore farkhhk gosterir. Hiicreler farkli besi-
yerlerinde farkli davranabilirler. Bu yiizden
calismanin amacina gore arastirmada kul-
lanilan hiicre tipine gore hiicrenin besiyeri
ihtiyaclarinin belirlenmesi gerekir 7.
Hcre cesidine ve arastirma konusundaki
uygulamalara gore hiicrelerin beslenme
ortamlarina %710 oraninda serum ¢ozeltisi
eklenmelidir. Serum, hiicrelerin tutunma
ve cogalmalarina yardimcrhormonlar, en-
zimler, biylime faktorleri, matris proteinleri
iceren zengin bir protein ¢ozeltisidir 119,
Yetiskin sigir, fotal sigir, dana, at ve insan
serumlarindan hazirlanan gesitli serumlar
bulunmaktadir. Bunlar arasinda en sik ve
yaygin kullanilan serum; fotal sigir seru-
mudur (Fetal Bovin Serum FBS). icerikleri
tam olarak paylasiimayan bu serumlar
hiicreler Gzerinde farkl etkiler gosterebi-
leceginden bu dezavantaji elemine etme
yolu olarak baz laboratuvarlar serum
kullanmamayi tercih etmektedir (4%,
Arastirici calismasinda serum kullanimi
ve serumun tiru (koken alinan canli) ile
iliskili herhangi bir dezavantaj yasamak
istemiyorsa tutunma ve bliyiime faktorleri
ile besiyerini serumsuz olarak zengin-
lestirebilir *12, Bu da arastiriciyr her hiicre
ve hiicreye 6zel besiyeriicin optimizasyon
calismasina itecektir. Bir diger ¢c6ziim yolu
da tek tip serum secilerek hicre kltiri
laboratuvari icin standardize edilmesidir.
Besiyeri icegine kontaminasyona karsi
sinirh stre etkili olsa da (hicre biylime
kosulu olan 37°C'de stabiliteleri bozu-
labildiginden) deneysel parametreleri
etkilemeyecekse antibiyotik ¢ozeltileri de

22

eklenmektedir. Bu antibiyotikler arasinda
sikhikla kullanilanlar gentamisin (5-10 mg/
ml) ve penicilin-streptomisindir (10 mg/
ml).

Hucrelerin blyime ve ¢alisma kosullan
icin uygun sicaklik, hiicrelerinizole edildigi
dokunun viicut ici sicakhidi ile baglantidir.
Bu baglamda arastirmalarda sicakkanh
hayvan dokularindan elde edilen hiicreler-
le calisirken uygun sicaklik kosulu 37°C'dir.
Yuksek sicaklik hiicreler Gizerinde olumsuz
etkinin yanisira dustik sicaklik kosullari da
ortamdaki CO, ¢6zunirlGguni arttirarak
pH degisimine neden olur. Sonucunda
da hicreler izerinde biylime ve gelisme
baskilanmaktadir ©.

CO, ve HCO, dengede tutularak besi-
yerinde pH sabitlenmesi yapilmaktadir.
Hicreler icin optimum pH7,2 - 7,4
oldugundan bu araliklarin asadi ve/veya
yukari oynamasi yine hiicreler tizerinde
olumsuz etki yaratacagindan inktibatoriin
CO, kosullarinin ve besiyerinin pH'sinin ara
ara kontrol edilmesi gerekmektedir 14,
Uygun sartlarin saglanmasi ve kontrol-
lerinin dizenli olarak yapilmasi gerek
laboratuvarda yuritilen arastirmanin
akibeti gerekse stoklanan hiicrelerin ileriki
zamanda kullanilacak olan arastirmalarin
akibeti icin oldukca 6nem arz etmektedir.

Temel Teknikler; Hiicre Cozme,
Besiyeri Degistirme (Beslenme),

Alt Kiiltiirleme (Pasajlama) ve Hiicre
Dondurma

Huicre kiltlrd calismalarinda diizenli olarak
sirasiyla hiicre ¢c6zme, besiyeri degistirme
(beslenme), alt kultiirleme (pasajlama) ve
hiicre dondurma olmak tizere dort temel
islem uygulanmaktadir . Hlicre kiltrayle
ilgili batiin islemler, steril oda icerisinde
gerceklestirilir. Caismaya baslamadan ve
bitirdikten sonra laminar kabinin ve kabin
icine konacak her maddenin %70 EtOH
alkol ile temizlenmesi gerekmektedir.
Galismalar bittiginde kabin ve oda UV
verilmek sureti ile steril edilmelidir.

Hiicre Cozme

Ticari olarak satin alinmis veya laboratu-
varda stoklanmis htcrelerin ¢alismaya
dahil olan deneylere baslamadan 6nceki

ilk adimidir. Hiicreler saglikli dondurma
kosullarinin  ardindan  stoklandiklari
alandan (azot tanki, -196 °C dondurucu,
-80°C donrurucu vb.) alinarak ¢dzdirme
protokolii kullanilarak ¢ozdiralir ve
37°C'de inklibatorde bliylimeye birakilir.
Buasamadailk kural kullanilacak hiicrenin
kryotlipl saklama kosulundan alinarak
kademeli olarak 1s1 degisimine gegmesi
icin 1-2 saat arasilarda (-80°C, -40°C, -20°C
gibi) bekletilmesidir. Ardindan kullanilacak
hiicreye uygun besiyeri optimize edilen
oranlarda serum ve antibiyotik ilavesi
yapilarak 37°C su banyosunda ortalama
10-15 dk bekletilerek 1sitihr. Hicrenin
kryotipu kapak kismi su icine batmaya-
cak/degmeyecek sekilde tutularak yaklasik
90-120sn icinde c¢oziinmesi beklenir.
Gozunen krtyotlipte hiicrenin besiyeri
ortamina %5-%10 oraninda kryoprotektan
olarak eklenmis dimetilstlfoksit (DMSO)
ve doldurulurken belirlenmis sayida
(10%hicre/ml) hiicre yer almaktadir. DM-
SO’nun toksik etkisini azaltmak amaci ile
falkonlara hiicre besiyeri eklenir ve tizerine
¢ozlinen krytotlip icerigi pipetlenir.
Falkonlar hiicre tipine gore degismekle
birlikte yaklasik 1000-1800 rpm devirde
5-7 dk sirede santriflij edilir. Pellet ve
supernatant kisim ayrilarak hicre sayilir ve
hiicreler uygun gorilen boyuttaki flasklara
(buylime ortami) aktarilarak besiyeriicinde
blyataldr. Bu islem artik hiicre ¢6zmenin
ardindan hiicre ekimi adimidir.

Besiyeri Degistirme (Beslenme)

Besiyeri degistirme basamaginin, hiicre
kilturt temel tekniklerinde rutin olarak
uygulanan ve hiicrelerin saghkh olarak
blyutilmesi, stoklanmasi icin hiicre ile
calisilan stire boyunca duizenli yapilmasi
gerekmektedir.

Hicreler, uygun kosullar altinda (37°C
CO,'li inkiibatorde), flasklarda (blytime
ortami) yeterli buyiiklige ve yogunluga
ulasana kadar buyutdlirler. Bu sire
boyunca hiicreler besiyeri ortamindan
gerekli besinleri alarak metabolik
faaliyetlerini strdirir, boluntrler ve
pasajlanacak asamaya gelirler. Ancak
hicrenin karakter ozelliklerine bagh
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olarak bu yogunluga ulasip pasajlanacak
hale gelmeleri icin gerekli slire 24-72
saat araliinda degiskenlik gostermedir.
Bu stire icinde besiyeri ortaminin pH’si
degismeye bagslar. pH degisimi hlicrelerin
blyumeleri Gizerinde olumsuz etki yarata-
cagiicin beslenme ortaminin tazelenmesi
ile kontrol altinda tutulur. Hucrelerin
tutunma oOzelliklerini kazanmadan bir
diger degisle erken besiyeri degisimine
gidilmemesi gerekmektedir. Aksi takdirde
heniiz tutunmamis canli hiicreler degistir-
ilecek olan besiyeri ile birlikte ortamdan
uzaklastiriimis olur. Bunun kontrol altina
alinmasi icin mikroskop takibinin diizenli
yapilmasi ve hicrenin morfolojisi takip
edilmelidir.

Dizenli ve gerekli araliklarla besiyeri
degisimi, hicrelerin saglikh kosullar
altinda blylUmesine ve ayni zamanda
blyulyemeyen ve tutunamayan hiicrelerin
besiyeri degisimi sirasinda elenerek uzak-
lastirimasi agisindan da olduk¢a 6nemlidir.
Dolayist ile hiicrelerin besiyeri degistirme
sikhgr pH degisimi, flask icerisindeki
hiicrelerin konsantrasyonu, karakteristik
ozellikleri ve morfolojik sekillerinin takibi
yapilarak gerceklestirilmelidir.

Alt Kiiltiirleme (Pasajlama)

Hicreler  karakteristik  ozelliklerine
bagli olarak kendilerine 6zgu bir hizda
boliinerek sayilarini ikiye katlarlar. Bu
ikiye katlanma zamani (doubling time)
genellikle 24 saattir. Saglhkh hicreler,
belirli bir inktibasyon siiresi sonunda, bu-
lunduklari kabin icerisine tutunarak kabin
alaninikaplayacak yogunluga ulasirlar. Bu
yogunluk yeniden boliinecek hiicrelerin
tutunacak yuizeyi kalmadigini ve hiicrel-
erin bulunduklari flasktan kaldirilarak yeni
blyume ortamlarina alinmasi gerektigini
goOstermektedir.

Adherent hucrelerin alt kalttr iglemi
icin ortamin uzaklastirilmasi ve hicrel-
erin  Tripsin-EDTA ile aynistirilmasini

gerektirir. Hiicrelerin birbirine ve kultir
tabanina tutunmasina hiicre Gzerindeki
glikoproteinler, Ca+2 ve diger iyonlar
aracihk eder. Hiicre ve serum kaynakli
diger

proteinler ve proteoglikanlar

hicre ve kiiltlir tabani ile etkilesip hiicre
adhezyonunu kolaylastirirlar. Alt kiltirme
isleminde tutunan hiicrelerin kaldiriimasi
hicre adhezyon ve ekstraselliler matriks
proteininin bozunmasini gerektirir. Bu
sebep ile, uygulamanin sertligi hicre
turline baglidir ve yiiksek canllik saglayan
en verimli protokol secilmelidir. Optimize
edilen miktarda ve inkiibasyon suresinde
Tripsin-EDTA, eski ortamindan arindiriimig
ve dPBS ile muamele edilmis flasklarin
icine uygulanir ve akvitesini maximum
seviyede gostermesi beklenir. Tripsin-EDTA
ile kaldinlilan hicreler, serumun enzimin
inaktivasyonunu saglama ozelliginden
faydalanilarak, serumlu besiyeri ile kabin
icerisinden alinir ve santrifdij edilir. Pellet
ve slipernatant ayrilarak hiicreler sayilir ve
yeni blylme ortamlarina istenilen sayida
aktarilir ve pasaj etiketlemesi yapilir.
Suspanse hiicrelerde tutunma, yapisarak
blyime gibi bir 6zellik bulunmadigindan
bir diger deyisle hiicreler besiyeri icinde
stspanse ve daginik halde bulundugun-
dan alt killtiirmeme isleminde Tripsin-ED-
TA uygulanmamaktadir. Hucreler flask
icerisinden besiyeri ortami ile birlikte
alinarak direk olarak santrif(ij edilir. Pellet
ve sUpernatant ayrilir ve hicreler yeni
blyume ortamlarina aktarilir.

Hiicre Dondurma

Hicreler kiltur koleksiyonu olusturmak,
yeni arastirilmalarda kullaniimak, ayni
arastirma icinde ek deneysel metotlarin
uygulanabilmesi gibi cesitli sebepler ile
dondurularak saklanmaktadir. Buasamada
hiicreici metabolik aktivitenin yavaslamasi,
durmasi gerekmektedir. Yaklasik -79°C'de
metabolik aktivite yavaslar ve -196°C'de
minimum dizeye iner. Bu bilgi 1s1ginda
stoklanacak hticrenin, sogutma hizi ve
derecesinin kademeli olarak ayarlanmasi
termal sok ve hiicre hasarinin 6nlenmesi
agisindan 6nemlidir. Bu baglamda uzun
sureli ve en saglikl stoklama islemi icin
tercih edilen-196°C azot tanklari olmalidir.
Kademeli olarak yapilacak dondurma ve
stoklama isleminin bir diger énemi de
hiicre ici ve hiicre digi sivilarin donarken
dengesiz kristallesmesinin 6niine gecer-

ek hiicre membran yapisina ve hiicre
icine verilecek zarardan kaciniimasidir.
Bu sebep ile hicreler, dondurma ve
¢ozdiirme islemlerinde maksimum verim
icin kryoprotektan denilen baglayici,
koruyucu kimyasal ajanlar ile kristalizasyon
hizini yavaslarak ozmatik basing hasarina
neden olmadan dondurulur. Kryoprotek-
tanlar hiicre membranindan gegebilme
ozelliklerine gore ikiye ayrilirlar; hiicre
membranindan gecebilen (permeating)
ve hilicre membranindan gecemeyen
(non-permeating). DMSO, gliserol, etilen
glikol (EG), 1,2 propanediol, 2,3 buitanediol,
propilen glikol vb. bazi alkoller hiicre mem-
branindan gegebilen, hiicre icine niifuz
edebilen ajanlar olarak sayilabilir. Hlicre
membranindan gecemeyen ajanlar igin
ise glikoz, stikroz, trehaloz, polivinil alkol
(PVA), polivinil pirrolidon (PVP) vb. bazi
polimerler 6rnek verilebilir. Son yillarda
kombine kryoprotektanlarin kullanilmesi
Uzerine calismalar da yapilmaktadir 1.

Hiicre Kiiltiirii Temel Teknikleri Genel
Bakis

Gegmisten glinimuze, deneysel
calismalarin  vizyonu ve deneysel
calismalarda kullanilan yontemler gelisen
teknoloji ile birlikte artmaktadir. Hiicre
kilttrinln de tarihsel stirecine baktigimiz-
da bugtin biyoteknolojik yontemlerleigice
in-vitro ve in-vivo ¢alismalar ile asi ve ilag,
teshis ve tedavi, toksisite ve biyoyarlanim
gibi ana bagslik altinda ¢alisma yapmak
mimkun. Bu avantajin yani sira ticari
olarak erisilebilen saglikli ve kanserli
hiicre hatlar cesitliligi de artmaktadir.
Ornegin, Kim ve arkadaslari 2019 yilinda
mesane kanseri hiicre hatti ile yaptiklar
¢alismada li¢ boyutlu bir biyocevre olustu-
rarak timorin karakteristik 6zelliklerini
olusturmus ve mesane kanseri-ilag iligkili
calismalarda kullanilabilecegini onermistir
(19, idrar yolu sistemi Uretral hiicrelerin
doku yenilenmesi ve yara iyilesmelerini
derleyen bir calismada cesitli izolasyon
teknikleri, kultir metodlari tartisiimis ve
gelisen teknolojiye uyum saglayan doku

yenilenme tekniklerine de yer verilmistir
(a7)
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tekniklerin

bilinmesi ve uygulanmasi, hastaligin me-
kanizmasi, patolojisi gibi Snemli konularin
cerrahi ve klinik bilgi ile birlestirilmesi
ile yeni tekniklerin olusturulabilmesi ve

uygulanabilirliginin

arastirilmasinda

blylk 6nem tasimaktadir.
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“Molekiiler Tip” Ozel Sayist

“Northern Blotlama”
ve “Southern
Blotlama” Teknikleri

Dr. Ozlem KURNAZ GOMLEKSiz

HiBRiDiZASYON YONTEMLERI

in vitro sartlarda bir genom icindeki
belli bir gen parcasini veya belli bir DNA
dizisini tespit etmek amaciyla kullanilan
hibridizasyon yontemi icin DNA dizisinin
komplementeri olan problar kullanilir.
Prob radyoaktif veya kimyasal madde ile
isaretlenmis tek iplik seklindeki niikleik asit
parcasidir. In vitro nukleik hibridizasyon
islemleri DNA-DNA, DNA-RNA, RNA-RNA
hibridleri  olusturabilir.  Hibridizayon
isaretini almak icin otoradyografi teknigi
uygulanip hibridizasyonun gerceklestigi
bolgede rontgen filmi tizerinde bir iz (leke,
blot) ortaya ¢ikar. Bu teknik Blotlama olarak
da isimlendirilmektedir.

NORTHERN ve SOUTHERN
BLOTLAMA TEKNIKLERI

Modern molekiler biyolojinin temel
taslarindan biri olan blotlama, bir 6rnek
icindeki spesifik biyomolekullerin varli-
gini tanimlamak icin gliclii ve hassas bir
tekniktir. Southern, Northern ve Western
Blotlama gibi bu yontemler, RNA, DNA
ve proteinler gibi farkli makromolekdl
tipleriicin gecerlidir. Her teknik, molekdltn
boyutu ve kati destege baglanma kabili-
yeti gibi faktorlere baglidir. Tekniklerin son
asamasinda, prob kullanarakilgili molekdl
tespit edilmektedir.

Blotlamanin alt tipleri, aranmakta olan
hedef molekil tarafindan ayirt edilir.
Gelistirilen bu tekniklerden ilki, onu belirli
DNA dizilerini tespit etmek icin gelistiren
Dr. Edwin Southern adiyla anilan Sout-
hern Blotlamadir V. Daha sonra yontem,
diger hedef molekiilleri tespit etmek
icin modifiye edilmistir. Bu tekniklerin
isimlendirilmesi Dr. Southern isminden
yola cikilarak RNA molekiliintin tespitiicin
Northern Blotlama, proteinlerin tespitiicin
ise Western Blotlama olarak yapilmistir.

Blotlama teknikleri molekiler biyoloji
boyunca yaygindir. Prensipte, bir jelde
g6zenekli bir seliiloz nitrat veya naylon
membran filtresine ayrilmis DNA, RNA
veya proteinlerin kilcal veya elektroforetik
transferini (blotlama) icerirler .

SOUTHERN BLOTLAMA

Belirli bir dizinin DNA fragmanlarini tespit
etmekicin gelistirilen ilk hibridizasyon tek-
nigidir. Bu teknik, tim insan genomunun
bir restriksiyon enzimi ile kesilmesiyle
Uretilen son derece karmasik fragmanlar
karisiminda tek bir spesifik restriksiyon
fragmanini saptayabilir. Farkl boyutlardaki
DNA fragmanlarini ayirmakicin jel elektro-
forezi yontemi kullanilir. N&tr pH civarinda,
DNA molekiilleri buylk bir negatif yiik tasir
ve bu nedenle jel elektroforezi sirasinda
pozitif elektroda dogru hareket eder. Jel
matrisi rastgele diflizyonu kisitladigindan,
ayni uzunluktaki molekiiller farkli bantlar
olarak birlikte hareket eder. Daha kiicik
molekuller jel matrisinde daha buyilk
molekdllerden daha kolay hareket eder.
Yaklasik 200 bp ila 20 kb'den daha biiyiik
DNA molekiilleri, agaroz jeller lizerinde
elektroforetik olarak ve daha kiictik DNA
molekulleri (yaklasik 10 ila 2000 bp)
poliakrilamid jeller Gzerinde ayrilabilir
), BUtln bir genomdan gelen DNA bir
restriksiyon enzimi ile kesildiginde, Ureti-
len DNA pargalar o kadar karmasiktir ki
jel elektroforezinden sonra bile, hemen
hemen ayni uzunlukta bircok farkli parca
mevcuttur ve jel tzerinde ayri bir bant
olarak herhangi bir belirli DNA fragmanini
¢6zmek mimkuiin degildir. Bununla birlik-
te, jel Gzerinde bir bant olarak gé¢ eden
belirli bir parcayi, belirli bir DNA probuna
hibritleme ile tanimlamak mimkiindir. Bu
amacla jelde bulunan restriksiyon parca-
lari alkali ile denattire edilir ve kurutma
yoluyla bir nitroseliiloz filtre veya naylon
membran Uzerine aktarilir. Bu prosediir,
jeldeki fragmanlarin dagilimini korur
ve filtrenin Gzerinde jelin bir kopyasini
olusturur. Filtre daha sonra hibridizasyon
kosullari altinda genellikle klonlanmis bir
restriksiyon parcasindan uretilen spesifik
isaretli bir DNA probu ile inklibe edilir.

Proba komplementer (tamamlayici) olan
DNA restriksiyon fragmani, proba hibridize
olur ve filtre tizerindeki konumu, otorad-
yografi (radyoaktif olarak isaretlenmis prob
icin) veya floresan goriintileme (floresan
olarak etiketlenmis prob icin) ile agiga
cikarilabilir (Sekil 1) ®. Southern blotlama,
DNA fragmanlarinin elektroforez jelden bir
membran destegine aktariimasidir. DNA
fragmanlarinin hareketsizlestirilmesine
yol acan bu islemle membranda, jelin
bantlama paterninin yari-kalici bir kopyasi
olusturulur. DNA hareketsizlestirildikten
sonra, etiketlenmis bir probla hibridizas-
yon analizine tabi tutulur. Bu teknikte,
agaroz jeldeki DNA'nin yukari dogru bir
naylon veya nitroseliiloz membran tizerine
blotlanmasinive daha sonra UV isinlamasi
(naylon icin) veya firinlama (nitroseliiloz
icin) ile immobilizasyonu s6z konusudur.
DNA fragmanlarinin aktariminda alternatif
bir protokol olarak pozitif yiikli naylon
membranlar ve alkali tampon da kullanilir.
ikinci bir alternatif protokolde ise, farkli
bir transfer-paketleme (transfer-stack)
kurulumuna dayanan bir transfer yontemi
kullanihr. Temel protokolde jelin tizerine
membran yerlestirilirken, alternatif pro-
tokolde jel membran Uzerine yerlestirilir;
yani membran altta olmalidir ve asagi
dogru kapiller transfer séz konusudur.
Jelde bulunan DNA'nin, Ustline yerles-
tirlen membrana geleneksel yontemle
aktariminda bazi dezavantajlar vardir. Jel
agirhikh filtre kagitlari ve Gzerine serilmis
kagit havlular tarafindan ezilebilir. Bu
durum kurutma islemini yavaslatir ve
aktarilabilen DNA miktarini azaltabilir.
Dolayisiyla, ikinci alternatif protokolde
tarif edilen asagi dogru kapiller transfer
yontemi daha hizlidir ve daha eksiksiz bir
transfer ile sonuglanabilir ©.

Southern blotlama tekniginde jel kendisi
ile tam olarak ayni boyutta kesilmis filtre
Uzerine yerlestirildikten sonra 3MM kro-
matografi kagitlari ve jel ile ayni boyutta
bir kagit havlu tabakasi ile kaplanir. Bu
tertibat daha sonra elektroforez tankinda
tampon icine batirlmis ¢cok daha uzun
bir 3MM kromatografi kagidi (izerine
yerlestirilir. Yiginin Ustline diz bir cam
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sise gibi bir agirlik yerlestirilir. Yaklasik bir
saat boyunca tampon, tanktaki jelden
filtreye ve istteki havlu yiginina kadar
cekilir. Denature edilmis tek iplikcikli DNA,
tampon akisti ile birlikte tasinir ve filtreye
baglanir. Teknik, jeldeki parcalanmis DNA
paterninin membran izerinde mikemmel
bir sekilde yeniden kopyalanmast icin jelin
cok diizglin bir sekilde kapiller akisini
gerektirir. Ayrica sandvicin herhangi bir
katmani arasinda kabarcik olusmamasina
dikkat edilmelidir. Gliniimizde bu islem
icin genellikle daha hizli ve genellikle
daha tekrarlanabilir oldugundan “elekt-
roblotlama” kullaniimaktadir. Bu teknikte,
filtre kagidi-agaroz jel-membran filtre-filtre
kagidi sandvig iki plastik ag plakasi arasina
kenetlenir ve tiim tertibat elektroforez
tamponu ile dolu bir elektroblotlama
tankina yerlestirilir. Terminallere bir voltaj
uygulandiginda, DNA jelden elektroforezle
tasinir ve membrana baglanir @,

NORTHERN BLOTLAMA

Klonlanmis bir geni karakterize etmenin
en temel yollarindan biri, bir organizmada
genin nezaman ve nerede ifade edildigini
belirlemektir. Belirli bir genin ekspresyon
Urini olan mRNA Northern blotlama ile
test edilebilir @.

Molekdiler biyolojide 6nemli tekniklerden
biri olan Northern blotlama’nin amaci be-

(%j/n DNA

lRestriksiyon enzimi
Jel

lirli bir haberci RNA'nin (mRNA) 6lctimiidr.
MRNAnin rolatif ekspresyon seviyeleri
hakkinda bilgi saglayan en eski gen eks-
presyon analiz yontemi olan Northern
blotlama ® mRNA'nin molekiiler boyutunu
ve miktarinianalizetmek icin halen yaygin
olarak kullanilan bir prosedurddr ©.
MRNA'y1 6lcmenin iki ana nedeni vardir:
Birincisi, hangi dokularin belirli bir geni
ifade ettigini belirlemektir ve bu, kodlan-
mis proteinin fizyolojik fonksiyonunun
bir géstergesini verebilir. Ornegin, son
zamanlarda tarif edilen ob (obez) geni,
beyaz yag dokusunda eksprese edilen
leptin yag depolarinin biyukligunun bir
gostergesidir. mRNA'y1 6l¢gmenin ikinci
temel nedeniise, belirli bir genin, besinsel,
hormonal veya cevresel ekspresyonunu
dizenleyen faktorleri belirlemektir @,

Bu prosedur kultir hiicrelerinden, doku
orneklerinden RNA izolasyonu gerektirir.
Northern blot analizi icin RNA denatire
edilir ®. Bir RNA 6rnegi, genellikle toplam
hicresel RNA, baz ciftleri arasindaki
hidrojen baglarini bozan ve tim RNA
molekdillerinin katlanmamis, dogrusal bir
konformasyona sahip olmasini saglayan
formaldehit gibi bir ajanla muamele
yoluyla denatdire edilir @. Denatre edici
agaroz jel Gzerine yiklenir ve RNA'lar jel
elektroforezi ile boyutlarina gore ayrilr.
Elektroforezden sonra RNA, diflizyon
blotlama veya elektroblotlama yoluyla

jelden bir naylon membrana aktarilir.
RNA'y1 jelden membrana aktarmak igin
difiizyon blotlama kullanilirsa, genellikle
transfer tamponu ytiksek molariteli bir tuz
¢ozeltisidir, boylece ylklu nikleik asitler
tuzla jele ve membrana hareket eder ©.
Denatiire RNA'lar nitroselliloz membrana
aktarldiktan sonra Southern blotlamada
oldugu gibi, filtre daha sonra ilgilenilen
gene komplementer olan isaretli bir DNA
probuna maruz birakilir; son olarak, isaretli
membran otoradyografiye tabi tutulur.
Northern Blottan bir numunedeki spesifik
bir RNA miktari tahmin edilebildiginden,
prosediir farkli kosullar altinda hiicrelerdeki
belirli birmRNA miktarlarini karsilastirmak
icin yaygin olarak kullaniimaktadir 2.
RNA'nin Northern blotlama analizi Ug¢
asamada gerceklestirilir. ilk adimda dena-
tlire edilen RNA, denatiire edici agaroz jel
elektroforezinde yurutilerek RNA tirleri
ayrilir. RNA daha sonra -jelde bulunanla
aynidagilimi koruyacak sekilde- bir naylon
membrana aktarilir. RNA'ytmembrana bag-
ladiktan sonra, ilgilenilen gene tamamlayici
olan bir radyoaktif isaretli prob hareketsiz
hale getirilmis RNA ile hibridize edilir.
Spesifik olarak bagli olmayan problar daha
sonra yikanir. Prob ile ilgili RNA'ya spesifik
olarak baglanan kati membran daha sonra
kurutulur, bantlar aciga gikarilir ve analiz
edilir ©,

ile kesim .
Nitroseliloz Otoradyogram

| Filtre Nitroseliloz | isaretl DNA ya da

kagidi — Jel RNA probu ile

—_—————a— Hibridizasycn
| — i — —— - I > | I | ———————————— | .
Elektroforez Alkali ¢ozelti
| ]
jy Kapiller hareket DNA'y! jelden
nitroselliloza transfer eder.

Sekil 1: Southern blotlama, restriksiyon fragmanlarinin karmasik olarak bulundugu bir karisimda spesifik bir DNA fragmanini tespit edebilir.
Diyagram, jeldeki Gg farkli restriksiyon fragmanini géstermektedir, ancak prosedur milyonlarca DNA fragmaninin oldugu bir karisima
uygulanabilir. Sadece isaretli bir probla hibritlenen fragmanlar otoradyogramda bir sinyal verecektir. Northern blotlama adi verilen benzer
bir teknikte ayni mantikla bir karisim i¢indeki spesifik mRNA'lar saptanabilmektedir ©.

26



“Molekiiler Tip” Ozel Sayist

Northern blotlama, esasen Southern
blotlama ile ayni islemdir, ancak agaroz
jelinin  RNAda olusan ikincil yapilari
sinirlamak icin formaldehit ile hazirlan-
masi dnemli bir farktir. RNA molekdillerinin
boyutlandirilmasi icin bir RNA molekiiler
agirhk belirleyici (marker) gerekecektir.
Bu teknikte, tim reaktiflerin RNAaz ile
kontamine olmamasini saglamak 6zellikle
onemlidir ve jel tanklarinin yalnizca RNA
jelleri calistirmak icin ayrilmasi tavsiye
edilir @,

Northern blotlama, RNA molekdllerinin
boyuta bagl ayriimasinda kullandigindan,
bu teknik sadece RNA'nin miktarini degil,
aynizamandailgili transkriptin boyutlarini
da belirleyebilir. Bu nedenle, genlerin
varyant transkriptlerini tespit etmek icin
de cok elverisli bir yoldur ©.

UYGULAMA ALANLARI

Southern blotlama, molekadiler biyolojinin
farkli yonleri icin uygulanir. Bu teknigin
RFLP haritalamasi, adli arastirmalar, gen
ekspresyonunda DNA metilasyonu, gene-
tik bozukluklarda mutasyona ugramis gen-
lerin tespiti, DNA parmak izi gibi molekiiler
biyoloji analizlerinde kullanimi uygundur.
Ayrica genetik hastaliklar incelemek icin
de kullanilmaktadir. insan genomunun
analizi icin genomik DNA, organizmanin
nukleus iceren herhangi bir hiicresinden
ekstrakte edilebilir. Fraksiyonlara ayrilmig
DNA orneklerinden blotlama hazirlan-
diktan sonra, anormal sekanslarin varligi
veya normal nukleik asit sekanslarinin
yoklugu spesifik problara hibridizasyon
ile dogrulanabilir. Degisen biyuklukteki
bantlar veya eksik bantlar, bir genin yapi-
sal sapmalarini gosterebilir. Ote yandan,
restriksiyon fragmanlarinin boyutundaki
degisiklik, mutlaka patojenik bir etkiye
sahip olmayan genetik polimorfizmlerden
(6rn., restriksiyon enzimlerinin tanima
bolgelerindeki degisimler) kaynaklanabilir.
Polimorfizmler mendelilkelerine gore kali-
tilir. Bunlar, genom icindeki belirli bolgeler
icin belirtec (marker) olarak kullanilabilen
restriksiyon fragman uzunlugu polimor-
fizmlerine (RFLP) neden olur. Dolayisiyla
baglanti analizleri icin kullanilabilirler @,

Southern Blotlama hassasiyeti, tek kopyali
genleri, yani genom bagsina sadece bir
kopyasi bulunan genleri tespit etmek icin
yeterlidir. Tibbi uygulamalar igin, yontemin
glicli, insan genomik DNA'sinin birincil
yapisinin kiicik bir bolimiini analizetme
yetenegdine dayanmaktadir %,

Fujiwera ve ark.nin yliizeyel papiller gecisli
hicre karsinomundan (TCC) turetilmis bir
mesane kanseri hiicre hattinda (KYBTDS)
9932-g33 kromozomu lzerinde stipheli
homozigot delesyonun detayl molekiiler
analizlerini gerceklestirdikleri calismada,
delesyon bolgesini sitogenetik olarak ve
molekdler diizeyde cift renkli floresans
insitu hibridizasyon (FISH) analizleri ile
tanimlamislar ve Southern blotlama
teknidi ile bulgulari dogrulamislardir @,
Bir baska calismada ise, mesanenin,
Ureterin ve bobrek pelvisinin 27 transiz-
yonel hiicre karsinomunda ve karsilik
gelen kanserli olmayan dokularda satellit
2 ve 3'teki DNA metilasyon durumu
Southern blotlama yoluyla incelenmistir.
6 mikrosatellit belirteci (D95775, D95925,
D9S304, D9S303, D9S283 ve D9S747)
kullanarak kromozom 9'un allelik durumu
belirlenmistir (2.

Northern blotlama, hibridize mRNA'nin
saptanmasi ve miktarinin belirlenmesi,
RNA parcalanmasi, RNA yarilanma 6mra-
niin degerlendirilmesi, RNA kirpilmasinin
(splicing) saptanmasi, gen ekspresyonu-
nun incelenmesi gibi konularda 6nemli
bir aractir.

insan mesane kanseri hiicrelerinde
urokinaz-tip plazminojen aktivator (u-PA)
gen ekspresyonu Northern blot teknigi ile
gosterilmistir. Bu calismada, RNA drnekleri
mesane kanseri hiicrelerinden izole edil-
mis, sonrasinda formamid - agaroz jelde
ayrilmis ve u-PA ekspresyonu icin analiz
edilecek naylon zarlara aktarilmistir. Nort-
hern blot analizinde u-PA mRNA'ya 6zgii
floresanla isaretli cDNA ile problanmustir.
Yukleme etkinligi icin, blogun GAPDH
mMRNA ile hibritlenen cDNA ile yeniden
kopyalanmasiyla kontrol edilmis ve bu
deney 3 tekrarli olarak gerceklesmistir '),
irer ve ark.nin prostat kanserinde
STAMP2 (six transmembrane protein

of prostate 2) geninin RNA ekspresyon
profilinin androjenlerle iliskisini arastir-
diklari cahismada androjen uygulanmis
ve uygulanmamis prostat kanseri lenf
nodu (LNCaP) hiicrelerinden, androjen
reseptori icermeyen DU145 hiicrelerin-
den ve STAMP2 transfekte edilmis COS-7
hiicrelerinden elde ettikleri RNA molekuil-
lerinden STAMP2 ekspresyonlari Northern
Blotlama yontemleri ile gsterilmistir. Bu
arastirmada LNCaP hiicrelerinde STAMP2
geninin RNA ekspresyonunun androjen-
lerle diizenlendigi ve androjen uygulama
stresi arttikca ekspresyon duzeyinin
arttigi, androjen reseptori icermeyen
DU145 hiicrelerinde STAMP2 ekspresyo-
nunun olmadigi saptanmistir. Calismanin
sonucunda STAMP2 geni, prostat kanseri
patogenezinde ve prostat kanserinin and-
rojen bagimli evreden androjen bagimsiz
evreye gecisinde 6nemli bir role sahip
olabilecegi 6nerilmistir 14,
Tseng-Rogenski ve ark.insan tirotelyal do-
kusunda yaptiklari in vitro calismalarinda
Northern blotlamaile 15-Hidroksiprostag-
landin dehidrojenaz mRNA ekspresyonu-
nun arttigini gostermislerdir 7.
Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) bir kari-
simdaki belirli bir sekansin varligini tespit
etmekicin daha yaygin olarak kullaniimasi-
naragmen, Southern blotlama, PZR ile tek
bir reaksiyonda amplifiye edilemeyecek
kadar uzak genomik sekanslar arasin-
daki iliskiyi yeniden yapilandirmak igin
elverislidir ®. DNA mikroarray analizleri,
gercek zamanl kantitatif PZR (RT-qPCR)
uygulamalari gen ekspresyon analizle-
rinde guincel olarak olarak tercih edilse
de, 6zellikle gen ekspresyon diizeylerinin
dogrulanmasinda Northern Blotlama
kullanilabilinir.

Sonug olarak, molekdler biyolojide yeni
teknolojiler glincel olarak uygulanip ¢cokea
tercih edilmektedir. Bu glincel yaklagimlara
ragmen Southern ve Northern Blotlama
teknikleri bulgularin dogrulanmasi icin
de ayrica tercih edilmektedir. Southern ve
Northern Blotlama teknikleri halen kulla-
nilmaya devam etmekte ve gecerliligini
strdirmektedir.
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“Molekiiler Tip” Ozel Sayist

“Western Blot” Analizi
ve Kullanim Alanlari

Dr. A.Begiim CEViZ ve
Dr. Hiilya YILMAZ AYDOGAN

Western Blotlama gliniimiizde protein
analizinde kullanilan rutin bir tekniktir.
Bu yontemde antikor-antijen etkilesiminin
spesifitesi kompleks protein karisiminda
hedef proteinin tanimlanmasini mimkiin
kilmaktadir. Western blotlama protein
hakkinda kalitatif ve semikantitatif bilgi
vermektedir.

“Blotlama” terimi biyolojik rneklerin jel-
den membrana transferlerini ve ardindan
membran ylizeyindeki deteksiyonlarini
iceren slireci tanimlamaktadir. Western
blotlamada spesifik olarak antijeni ta-
nimlamak amach bir antikor kullanildigi
icin ayni zamanda “immunblotlama”
olarak da adlandirilir. Western blotlama,
selltiler veya doku ekstraktlarinda DNA'nin
saptanmasinda ayni yaklasimi kullanan
Southern Blotlama tekniginden sonra
adlandiriimistir, Southern Blotlama ilk
olarak 1975 yilinda tanimlanmis, Western
blotlama ise 1979'da Towbin tarafindan
gelistirilmistir?,

Sekil 1: Western Blotlama Seti

Western Blotlama teknigi; kanser biyolojisi
ve patolojisiile ilgili arastirmalarda, mikro-
biyoloji, immunoloji, protein biyokimyasi
ve doku calismalarinda antikorlarin test
edilmesinde, proteinlerin saptanmasinda,
proteinlerin molekiiler agirliklarn hak-
kinda fikir sahibi olunmasinda, protein
fosforilasyonundaki degisimlerin ve lipid
modifikasyonlarinin saptanmasinda ve
protein ekspresyonundaki degisimlerin

saptanmasinda  kullaniimaktadir.  Bu
teknik; 6rneklerin hazirlanmasi ve protein
kantifikasyonu, 6rneklerin jele yliklenmesi
ve elektroforetik seperasyonu, membrana
transfer- blotlama, nonspesifik antikor
baglama bolgelerinin bloke edilmesi (blok-
lama), antikorla inkiibasyon ve deteksiyon
asamalarindan olusmaktadir (Sekil 1).

I. PROTEIN ORNEKLERININ
HAZIRLANMASI VE PROTEIN
KANTIFIKASYONU

Western Blotlamada ilk asama doku veya
hiicre lizatinin hazirlanmasidir. Hiicre ve
dokularda numune hazirlarken proteinle-
rin parcalanmis olmasi gerekir. Bu asamada
uygun tamponlari ve calisma kosullarini
se¢mek, deneyin basarisini saglamada kilit
adimlardir. Ornek hazirlama asamasinda
lizis tamponlar (NP-40, RIPA, vb.) ile hiicre-
nin parcalanmasina fiziksel olarak yardimci
olmasi icin sonikatorler ya da homojeni-
zatorler kullanilmaktadir®. Parcalanan
hicrelerden salinan proteaz ve fosfataz-
larin total protein miktarini disirmemesi
icin fosfataz ve proteaz inhibitorleri lizis
tamponuna taze olarak eklenmelidir. Bu
prosedir mimkiin oldugunca soguk
ortamda gerceklestirilir ve ardindan Lowry,
Bradford ve bisinkhoninik asit (BCA) gibi
farkli yontemlerle proteinlerin miktar
tayini yapilir. Bu kolorimetrik analizler, bazi
amino asitlerin farkli reaktiflere reaksiyon

gostermesiyle renk degisikligi olusmasi
prensibine dayanir “.

Ornekler hazirlandiktan sonra proteinlerin
primer yapilarina ulagmalari i¢in 5-10
dakika 95°C’de denattire edilirler. Yiikleme
boyasi olan Laemmlitamponuile karistiri-
lan 6rnekler kuyulara yiklenir (Sekil 2). La-
emmli tamponu belirli oranlarda sodyum
dodesil silfat (SDS), 2-merkaptoetanol,
gliserol, bromofenol mavisi, ve Tris-HCl
icermektedir. Laemmli tamponu iceriginde
bulunan SDS proteinleri negatif yukla
hale getiren bir deterjandir. 2- merkapto-
etanol dislfit baglarini kirarken, gliserol
kuyulara yiiklenen 6rneklere yogunluk
getirir ve kuyunun dibine ¢6kmesini saglar.
Bromofenol mavisi ise 6rneklerin jeldeki
yUrimesini gérmemizi saglayan ve reaktif
olmayan bir boyadir ©.

Il. PROTEINLERIN ELEKTROFORETIK

SEPARASYONU

Jel elektroforezi, protein veya DNA gibi
yukli molekulleri jelde elektrik akima
maruz birakarak fiziksel 6zelliklerine gére
ayiran bir tekniktir. Elektroforez jelleri mat-
riks icinden elektrik akimi iletimi saglayan
tamponlarda formdile edilir. Sollisyon bir
arada kaset olarak adlandirilan cam veya
plastik iki tabaka (plate) arasindaki ince
bosluga dokdilir. Jel polimerize olur olmaz
kaset cihaz icine, genellikle dikey olarak,
monte edilir. Boylece karsit kenarlari (Ust

Yiikleme boyasi ile karigtirilmig érnekler

|

L Protein érnekleri protein standarti
ile birlikte kuyucuklara yiiklenir.

Sekil 2: Elektroforetik olarak ayrilacak olan protein karisiminin poliakrilamid jele

yUklenmesi
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ve alt) sirasiyla katot ve anot elektrot ihtiva
edentampon odasiile temas halinde olacak
sekilde yerlestirilir. Proteinler kuyulara
yUklenip akim uygulandiginda, protein
matriksi (levha) boyunca akim tarafindan
cekilir ve matriksin eleme 6zelligi sayesinde
ayrilir (Sekil 3) ©.

Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE),
kompleks bir 6rnek karisiminda bireysel
proteinleri karakterize etmek icin yada
tek bir 6rnek icinde yer alan ¢ok sayidaki
proteini incelemek icin kullanilr.

PAGE, Western Blotlama ile kombine
oldugunda bir proteinin kutlesi, yukd,
safligi veya varligr hakkinda bilgi saglayan
glcli bir analitik aragtir. Cesitli PAGE form-
lar bulunmaktadir ve bunlar proteinler
hakkinda farkli tipte bilgi saglamaktadir.
Ayni zamanda “Dogal PAGE” olarak da
adlandirilan “denatlire edici olmayan
PAGE" proteinleri kiitle-ylik oranlarina gore
ayirir 7. En yaygin kullanilan elektroforez
teknigi olan Denattire edici ve indirgeyici
“SDS-PAGE" proteinleri esas olarak mole-
kiiler agirliklarina gére ayirir ©. iki boyutlu
“2D" PAGE ise proteinleri; birinci boyutta
izoelektrik noktasina gore, ikinci boyutta
kitlelerine gore ayiran gelismis bir elekt-
roforez teknigidir.

PAGE tekniginde kullanilan Akrilamid,
proteinleri buylkligline gore ayirmak
icin elektroforetik jellerin hazirlanmasinda
kullanilan bir maddedir. Bisakrilamid (BIS)
ile karstirilan akrilamid ortamina polimerize
edici ajan amonyum perstilfat (APS) eklen-

diginde capraz bagh polimer agi olusur.
Karisima son olarak eklenen N,N,N,N'-tetra-
metilendiamin (TEMED) ise APS tarafindan
serbest radikallerin Gretimine neden olarak
polimerizasyon reaksiyonunu katalizler ©.
Akrilamid ve bisakrilamidin toplam kon-
santrasyonu ile birlikte bisakrilamidin ak-
rilamide orani jel matriksinin por genisligi
ve sertligini (esnekligini) etkiler. Bu sekilde
gercekte ¢ozlinen protein blyukltklerinin
(molekiler agirhk) araligini etkiler. Jelde
olusan porlarin buytkligu kullanilan
akrilamidin miktariyla ters iliskilidir. %7’lik
bir poliakrilamid jel, %12'lik poliakrilamid
jelden daha buylk porlara sahiptir. Bu
nedenle distk akrilamid yuzdeli jeller
blylk proteinleri ayirt ederken, yuksek
yuzdeli jeller kiiciik proteinleri ayirmak
icin kullaniimaktadir %,

Dusuk akrilamid ylizdeli kisim Ustte (6rnek
yuklenen kuyucugun basinda) ve yiiksek
akrilamid ytizdeli kisim jelin alt bolgesinde
olacak sekilde hazirlanan“Gradiyent jeller”
proteinin daha detayl ayrimini saglarlar.
Proteinlerin optimal rezollisyonunu elde
etmekicin Yiikleme (stacking) jeli Yurtitme
(resolving) jelin tst kismina dokdlir.
Yiikleme jeli, daha disik pH (6r; 6,8) ve
farkli iyonik icerikli daha disik bir akrila-
mid konsantrasyonuna (6r; buyuk porlar
icin %7) sahiptir. Bu yuklenen 6rnekteki
proteinlerin jelin yuritme bolimine
girmeden once elektroforezin ilk birkag
dakikasinda siki bir bant halinde kon-
santre edilmesini saglar (Sekil 4). Gradiyent

jel kullanildiginda gradiyentin kendisi bu
fonksiyonu yerine getirdigi icin, yikleme
jeli gerekli degildir "2,

Ill. PROTEINLERIN MEMBRANA
TRANSFERI-BLOTLAMA

Elektroforezi takiben proteinlerin jelden
membrana transfer edilmeleri gerekir. Bu
islem icin kullanilan en yaygin metod, hizli
ve etkin transfer olmasi nedeniyle elektro-
foretik transferdir. Bu metod jelden memb-
rana proteinlerin elektroforetik mobilitesini
kullanir. Transfer prensibi poliakrilamid jel
elektroforezine benzer, yani negatif yikla
proteinler bir elektrik alaninin etkisi altinda
pozitif elektroda dogru gé¢ eder. Membran,
jel ve porzitif elektrod arasina yerlestirilir. Bu
sekilde proteinler, jeldeki ayni dagihmla,
membranda tutulmaktadir. Transfer islemi
yari kuru veya islak yontemlerden herhangi
biriyle yapilabilir. Her iki sistem de jel ve
membran arasindaki yakin temas ile ger-
ceklesir. Ancak islak transferde daha fazla
hacimde transfer tamponu daha diisik
sicaklik ve uzun sure gerekmektedir 12,
Transfer verimi proteinin jelin disina go¢
etme yetenegdine ve membrana baglanma
egilimine bagli olarak proteinler arasinda
belirgin farklilik gostermektedir. Transfer
etkinligi; jelin kompozisyonu, membranla
jelin tam kontakt durumda olmasi, elekt-
rodlarin pozisyonu, proteinlerin biyukligu
ve kompozisyonu, alanin iyonik giicii ile
tamponda alkol ve deterjanlarin varligi gibi
faktorlerden etkilenir %),
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Sekil 3: Orneklerin jelde yiritilmesi
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Sekil 4: PAGE yUkleme (stacking) ve ylrttme (resolving) jeli

Proteinlerin optimal transferi genellikle
disuk iyonik gii¢li tamponlarda ve diistik
elektrik akimda gerceklesir. Transfer sonrasi
ve Western Blot yonteminden 6nce memb-
randaki toplam protein siklikla transferin
etkinligini kontrol etmek icin Ponceau S
veya Amido Black gibi bir boya ile boyanir.
Jel ayrica proteinin jelden uzaklastigini

dogrulamak icin de boyanabilir. Ancak
bu boyama islemi proteinin membrana
etkin bir sekilde baglandigini garanti
etmez. Boyalar antikorun baglanmasinave
deteksiyona engel oldugu i¢in ideal olan

protein boyasinin kolaylikla ¢ikariimasidir
(1)
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Sekil 5: Western Blotlama Transfer Aparatinin Sematik Gosterimi. Burada tanimlanan
gorunty dikey bir “islak” transfer cihazi i¢in temsili olmasina ragmen, yonlendirme yatay
olarak yerlestirilmis yari-kuru transfer cihazi icin de gecerlidir.

Blotlama Membranlan

Blotlama membranlari 0.1, 0.2, veya 0.45
pum gibi tipik por genisligine ve 100 pum
kalinhga sahiptirler. Proteinlerin cogu
0.45 um por genisligine sahip membran
kullanilarak basarili bir sekilde blotlanirken,
dustk molekdl agirlikli proteinler veya
peptidler (<20 kDa) icin 0.1 veya 0.2 um
por bulyukligu olan membranlar tavsiye
edilmektedir. En yaygin immobilizasyon
membranlari nitrosellloz, poliviniliden
diflorid (PVDF) ve naylondur.

Bu membranlar; blylk ylizey alani/ volim
alani orani, yiksek baglama kapasitesi
sayesinde hareketsiz (immobilize) makro-
molekillerin depolanmasini saglamalari,
distkarka plan sinyali, tekrarlanabilirlik icin
optimize edilebilmeleri ve kolay kullanim
ozellikleri nedeniyle tercih edilmektedir 7.

a. Nitroseliiloz Membranlar

Nitroseliiloz membranlar yiiksek protein
baglama afinitesi, farkli deteksiyon
metodlari ile uyumlulugu ve proteinleri,
glikoproteinleri ve nikleik asitleri im-
mobilize etme yeteneklerinden dolayi
protein blotlamada kullanilan popiiler
matrikslerdir. Protein immobilizasyonu
hidrofobik etkilesimlerle olusur. Ozellikle
yuksek molekil agirhkh proteinlerin
elektroforetik transferi esnasinda yiiksek
tuz ve duistik metanol konsantrasyonlari
protein immobilizasyonunu etkinles-
tirmektedir. Nitrosellloz membranlar
yliksek tuz konsantrasyonlar yukli nukleik
asit fragmanlarini eltie etmek icin gerekli
oldugundan niikleik asitlerin elektroforetik
transferinde optimal degildir 9,

b. Poliviniliden Floriir (PVDF)
Membranlar

PVDF membranlar oldukc¢a hidrofobiktir
ve transfer tamponuna batirmadan 6énce
metanol veya etanolle islatiimak zorunda-
dir. Proteinler ve nukleik asitler icin yuksek
baglama afinitesine sahip olan PVDF
membranlar Western, Southern, Northern
ve Dot Blotlamalar gibi aplikasyonlarda
kullanilmaktadir. Baglanma muhtemelen
dipol veya hidrofobik etkilesimler aracili-
giyla olusur. PVDF membranlar daha biyiik
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hidrofobisite nedeniyle diger desteklere
gore adsorbe edilen proteinlerin retensiyo-
nunda daha iyidirler. Ayrica nitroseliiloza
gore daha az kirilgan olmalari nedeniyle
daha fazla tercih edilmektedirler /7,

c. Naylon Membranlar

YUkt naylon (poliamid) membranlar
iyonik, elektrostatik ve hidrofobik etkile-
simlerle baglanirlar. Yuikli naylonlarin cogu
alkali kosullarda niikleik asitlerle stabil
baglantilar olusturan kuaterner aminler
icerir. Naylon membranlarin 6nemli bir
dezavantaji, SDS ve Ponceau S gibi an-
yonlara non-spesifik ve gli¢lii baglanma
ihtimalinin olmasidir 18,

Transfer Tamponlari

Western blotlamada yaygin kullanilan
tamponlar; Towbin tamponu (25 mM
Tris-HCl pH 8.3, 192 mM glycine, %20 (v:v)
methanol) ve CAPS tamponu (10 mM CAPS
pH 10.5, %10 (v:v) methanol)dur @, Tipik
olarak SDS-PAGE jellerinde proteinlerle
iliskili SDS; hem proteinleri jelin disina
efektif olarak tasimak hem de membran
destege tasimak icin yeterli miktarda
bulunmaktadir.

Presipite olmaya egilimli proteinler icin
disik konsantrasyonda SDS eklenmesi
(0.025-0.1%) gerekebilir. Transfer tampo-
nuna SDS ekleme sonucu olusan memb-
randan proteinlerin asiri transferini engel-
lemekicin; zaman, akim gibi diger transfer
parametrelerinin optimizasyonu gereklidir.
SDS-PAGE jellerde transfer tamponlarinda
bulunan Metanol, destek membranlara
baglanma yeteneklerini arttirarak protein-
lerden SDS'nin ayrilmasina yardim eder 3.
Ancak metanol daha sonraki analizlerde
kullanilan enzimlerin aktivitesini inaktive
edebilir. Metanol kullanimi ayrica jel ve
membranin bizilmesine neden olarak
dislik ¢oztnirligu olan biyik molekiil
agirhikh proteinlerin (150.000 Da) transfer
zamanini arttirabilir.

Transfer Metodlari

SDS-PAGE veya dogdal jellerden nitrose-
liloz, PVDF veya naylon membranlara
makromolekdllerin transferi farkli met-
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dodlarla gerceklesebilmektedir. Bunlar;
Difuizyon blotlama, Vakum blotlama,
Islak (wet) elektrotransfer ve Yari-kuru
(Semi-dry) elektrotransfer'dir

a. Diflizyon Blotlama

Molekdillerin termal hareketine dayanan
bir teknik olan“Diflizyon blotlama’, mole-
kullerin yliksek konsantrasyonda olduklar
alandan dustik konsantrasyonda olduklari
alana hareketine neden olmaktadir.
Blotlama metodlarinda molekdillerin
transferi, proteinlerin jel matriksinden
disani difiizyonuna ve transfer memb-
ranina adsorbsiyonuna baghdir. Orji-
nalde “izoelektrik odaklama (isoelectic
focusing, IEF) jellerinden proteinlerin
transferi icin gelistirilmis olan diflizyon
blotlama, ozellikle nukleik asitler gibi
diger makromekiillerin blotlanmasiicin de
kullanighdir. Diflizyon blotlama“tek bir jelde
cok sayida immunblotlar" hazirlandiginda
cok kullanighdir. Elde edilen blotlar kiitle
spektrometresiyle tanimlama ve zimografi
teknigi ile proteinleri analiz etmek igin
de kullanilabilir. Protein verimi toplam
transfer edilebilir proteinin %25-50'sidir
19, Bu miktar diger transfer metodlarindan
dasuktur. Ayrica protein transferi kantitatif
degildir. Diflizyon blotlama SDS-PAGE
jellerinde ¢ok buyiik proteinler icin zor
olabilir, ancak kuglik proteinler kolayca
transfer edilir.

b.Vakum Blotlama (Vakum Kapiler
Blotlama)

Vakum blotlama kapiler blotlamanin
bir varyantidir. Kapiller blotlamada
tampon bir rezervuardan jel ve blotlama
membranindan kurutma kagidi ve diger
absorban maddelere cekilir. Vakum blot-
lama polipeptidleri jelden nitroseliiloz gibi
bir membrana ¢ekmek icin levha (slab)
jel kurutma sistemini ve diger uygun jel
kurutma donanimlarini kullanir.

Yiiksek vakum, jeli veya transfer memb-
ranini dagitacagindan guiclic pompalar
kullanilamaz. Jeller 45 dakikada vakum
altinda kuruyabilir, bol rezerve tampon
gerektirir. Ayrica jeller transfer sonrasi
membrana yapismaya egilim gosterir,

fakat jelin rehidratasyonu ayrilmalarina
yardim eder. Vakum blotlamanin transfer
etkinligi %30-65 arasinda degismektedir.
Dusuk molekdl agirhkli (14.3 kDa) prote-
inlerde bu etkinlik en yiksek ve yiksek
molekil agirlikh proteinlerde (200 kDa)
ise en dusuktir. Diflizyon blotlama oldugu
gibi vakum blotlamada sadece kalitatif
transfere olanak verir 29,

c.Islak (Wet) Elektroblotlama (Sivi
Transferi)

Elektroblotlama, proteinleri bir jelden
membrana aktarmak icin en yaygin
kullanilan prosedirdiir. Difiizyon veya
vakum blotlama ile karsilastirildiginda
baslica avantajlari, transfer hizi ve etkinli-
gidir. Elektroellisyon, bir jel-zar sandvicin
tampon icine tamamen daldiriimasi (1slak
transfer) ya da jel-zar sandvigin transfer
tamponuna (yari-islak transfer) batirilmig
emici kagit arasina yerlestirilmesi ile
gerceklestirilebilmektedir. Jel transfer
sandvic icine yerlestirilerek (filtre kagi-
di- jel- membran- filtre kagidi) pedlerle
tampon yapilir ve bir destek levha ile
bastirilir. Desteklenmis jel sandvic, bir tank
icine dikey olarak paslanmaz celik/platin
kabloile bagli eletrodlar arasina yerlestirilir
ve tank transfer tamponu ile doldurulur
(Sekil 5). Transferler olusan isiy1 azaltmak
icin 4 °C buz torbasi ile gerceklestirilir.
Transfer etkinligi transfer stresinin artisiyla
gelistirilebilir ve genellikle diisik molekdil
agirhkli proteinler icin ylksek molekiil
agirhkli olanlara gore daha iyidir. Ancak
strenin artisiyla proteinlerin membrana
asiri transferi riski vardir. Ozellikle biyiik
por blyukligi (0.45um) olan membranlar
kullanildiginda duisiik molekul agirlik
proteinler (< 30 kDa) icin risk ytiksektir (2,

d.Yari-Kuru Elektroblotlama (Semi-
Dry Transfer)

Islak transfer, jelden membrana protein
transferi icin en yaygin yontemlerden
olmasina ragmen daha fazla zaman ve
efor gerektirir. Yari kuru (semi-dry) transfer,
islak transferden daha hizli gerceklesir.
Yari-kuru protein transferinde, transfer
sandvici semi-dry transfer aparatinda yer
alan iki plate elektrodu arasina horizontal
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olarak vyerlestirilir (Sekil 6). Jelin etrafi
yerine jelinicinden gecen akimi maksimize
etmek icin transfer esnasindakitamponun
miktari sandvigin icindekiile sinirlandirilir.
Tamponda yeterince islatilmis ekstra kalin
filtre kagitlan (~ 3 mm kalinliginda) ve
membran da buna yardimci olur. Ayni
sekilde filtre kagidi ile membranin jel
blyukligune gore kesilmis olmasi da
onemlidir. Bu teknikle 1 ila 4 jel hizli bir
sekilde membranlara elektroblotlanabilir.
Transfer tamponunda metanol yer alabilir,
fakat aromatik hidrokarbonlar, klorine
hidrokarbonlar ve aseton iceren diger
organik solvanlardan, semi-dry blottera
zarar vereceginden, sakinilmasi gerekir.
Elektrotransfer 10-60 dakika siireyle ya
sabit akimda (0.1 — ~0.4 A) veya voltajda
(10-25V) hazirlanir. Transfer zamanini 7-10
dakikaya indirmek icin metanol icermeyen

transfer tamponlari énerilmektedir. Bu
sekilde, 14-116 kDa arasindaki proteinler
icin %60-80 transfer etkinligi elde edilebilir

(21)

IV. NONPESIFiK BOLGELERIN BLOKE
EDILMESI- BLOKLAMA

Western blotlamada kullanilan membran
destekleri proteinler icin yliksek afiniye
sahiptir. Bu nedenle proteinlerin jelden
transferinden sonraki asamalar esnasinda
antikor deteksiyonunda nonspesifik bag-
lanmayi 6nlemek icin membranin kalan
ylizeyinin bloke edilmesi dnemlidir (Sekil
7), V). Saf protein analizi icin membran
Uzerinde bos bolgelerin bloke edilmesiicin
yagsiz stit tozundan normal seruma kadar
degisen aralikta farkli bloklayici tamponlar
kullaniimaktadir 22,

O —
[ e

<Blotlama membrani

Protein
hareketi

Eiltre kagitlan \
- =

~_ Filtre kagitlan >
=

Yari-kuru transfer

Sekil 6: Western blotlama islak ve yari kuru blotlama tekniklerinin karsilastirimasi

Bloke edici tampon girultiyd (ba-
ckground) azaltarak sensitiviteyi iyiles-
tirmek icin gereklidir. Her antijen-antikor
cifti kendine 6zgu karakteristiklere sahip
oldugundan tek basina hi¢bir bloke edici
ajan her durumda ideal degildir. Bu
nedenle optimizasyon icin bloke edici
tamponlarin deneysel olarak test edilmesi
gerekmektedir.

Western Blot
Deteksiyonu

oy
V7
f""\//
l Bloklama
/

/

Sekil 7: Nonspesifik baglanmalarin
dnlenmesi icin membrana uygulanan
bloklama asamasi

Yikama tampon formiilasyonlan

Digerimmunassay proseddrlerine benzer
sekilde Western Blotlama yilkama asamalari
ile ayrilmis farkliimmunokimyasal reaktif-
lerle bir seri inkiibasyondan olusmaktadir.
Yikama asamalari bagh olmayan reaktifleri
uzaklastirmak ve backgroundu azaltmak
icin gereklidir: Bdylece sinyal:guriilti orani
arttinlir. Yetersiz yilkama backgroundun ar-
tisina neden olurken, asiri yikama blottaki
antikor ve/veya antijenin ellisyonu yoluyla
sensitivitenin azalmasina yol acar. Western
blotlamanin diger asamalarinda oldugu
gibi farkli tamponlar kullanilabilir. Bazen
yikama tamponu ilave kimyasal olmak-
sizin, Tris tampon salin (TBS) veya fosfat
tampon salin (PBS) gibi sadece fizyolojik
bir tampon icerir @3, Cok yaygin olarak
nonspesifik bagli materyali uzaklastirmak
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icin tampona %0.05 Tween 20 gibi bir
deterjan eklenir. Diger bir yaygin teknik,
yikama tamponuna 1:10 diliisyonda bloke
edici sollisyon eklemektir ). Bloke edici
ajanla deterjanin birlikteligi, membrandaki
bloke edici ajanin eliisyonunu dnleyerek
ve/veya membranda immobilize olanlar
yerine solUsyondaki proteinle olusan nons-
pesifik etkilesimlere izin vererek ydontemde
backgroundu azaltmaya yardim edebilir.

V. DETEKSIYON

ilgili proteine baglanan problarin wes-
tern blotlama ydntemiyle deteksiyon
yontemleri enzimatik (kolorimetrik ve
kemdliminesan), radyoaktif ve floresan
yontemlerle gerceklestiriimektedir (Sekil
8). Hangi sistem kullanilirsa kullanilsin sin-
yalin yogunlugunun membran tizerindeki
antijen miktariyla korele olmasi gerekir.

Antikorlar

Antikorlar spesifik proteinler tzerindeki
spesifik epitoplara baglanan protein-
lerdir. Bloklamadan sonra membran
primer antikor ile inklibe edilip ytkama
tamponlari ile yikama isleminden sonra
sekonder antikorla inkibe edilerek
tekrar yikanir. Calisma yapmadan once
antikorlarin optimal konsantrasyonlarinin
belirlenmesi ¢ok 6nemlidir (Burnette,
1981). Antikor konsantrasyonu, en iyi
sinyal/gurdltl oranini saglayacak sekilde

A Kolorimetrik

Substrat

optimize edilmelidir. Western blotlamada
monoklonal ve poliklonal olmak lizere 2
tip antikor kullanilir. Her antikor kendine
0zgui karakteristiklere sahiptir. Monoklonal
antikorlar genellikle farelerden (Uretilir.
Poliklonal olanlar genellikle tavsan veya
keciden Uretilirler. Monoklonal antikorlar
ilgilenilen protein Uzerinde sadece bir
epitopa sahipken, poliklonal olanlar cok
saylida epitopa sahiptir. Hem monoklonal
hem de poliklonal antikor kullaniminda
avantajlar ve dezavantajlar olabilmektedir
@9 Eger epitop protein denatiirasyonunda
degisime ugrarsa proteini tantyamaz .

Primer ve Sekonder Antikorlar

Western blotlama spesifik bir proteini
veya bir grup protein tzerindeki epitopu
(6r, SH2 domeni veya fosforile tirozin) ta-
niyan bir primer antikorla bloke edilmis bir
membranin problanmasiyla gerceklestirilir.
Genel olarak bir Western blotta hedef pro-
teini taniyan primer antikor direkt olarak
saptanamaz. Bu nedenle hedef antijenin
deteksiyonu icin isaretli sekonder antikor
veya diger deteksiyon reaktifleri kullanihr
2%, Western blot deteksiyonunda ¢ok
farkliisaretli sekonder deteksiyon reaktifleri
kullanilmaktadir. Bunlarin segimiya primer
antikorun ait oldugu hayvan tiiriine yada
bu antikorun tizerindeki etikete (6r, biotin
veya DIG) baglidir. Direkt dedeksiyonda blot
Uzerindeki antijeni saptamak icin kullanilan

B. Kemiliiminesan
Substrat
vy,

Izik
"~

primer antikor enzimle veya floresan boya
ile isaretlenir. indirekt dedeksiyonda ise
ilk olarak antijene baglanmasi icin primer
antikor eklenir. Bunu primer antikora karsi
yonlendirilmis isaretli sekonder antikor
takip eder.isaretler arasinda floresan veya
rodamin gibi floresan problar, horseradish
peroksidaz veya alkalin fosfataz gibi enzim
konjugatlar yer alir (Sekil 9). indirekt
yontem direkt yontemle karsilastirildiginda
bircok avantaj sunmaktadir ?*), Belirli bir
antikorun optimal diliisyonu dedeksiyon
sistemine gore deneysel olarak belirlen-
melidir. Sensitivitesi yuksek dedeksiyon
sistemi dusuk sensitiviteli dedeksiyon
sistemlerine gore daha azantikor gerektirir
bu antikor maliyetinde 6nemli tasarruf
ve sinirh antikorla ¢cok daha fazla deney
yapilmasina imkan verir. Daha dusuk
miktarda antikor kullanimi backgroundun
azalmasina yardimci olur. Sinirli miktarda
antikor kullanimi hedefe yiiksek afinite ile
artan bir spesifite gosterir. Cogu antikor
nonspesifik bandlara baglanir. Kullanilan
antikorumuzun spesifitesini dogrulamak
icin rekombinant proteinler kullanilir. E§er
bandlar bulanik veya diffiiz gorinimdeyse
bu lipid modifikasyonunun isareti olabilir.
Protein ¢ok sayida banda sahipse bu durum
proteinin fosforilasyonuna veya alternatif
kesilmis izoformlarinin bulundugunaisaret
edebilir @,

C. Floresan

“g Isik

N

/'\

ccol\ccoca coolcccce cclhoccc

Sekil 8: Kromojenik, florojenik ve kemiluminesan ¢zelliklerine gore enzim-substrat reaksiyonlari
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Substrat
L ]

A

o
/

Sinyal

Enzim

ikincil antikor

Primer antikor

Sekil 9: Western blotlamada kullanilan primer ve sekonder antikorlar

Enzimatik isaretler Western blotlamada
cok yaygin kullanilirlar ve ekstra asamalar
gerektirmelerine ragmen uygun bir subst-
ratla optimize edildiklerinde son derece
sensitif olabilirler. Protein saptanmasinda
isaretleyici olarak en yaygin kullanilan iki
enzim, Alkalin fosfataz (AP) ve Horseradish
peroksidaz (HRP)dir. Her bir enzimle
kullanim icin kromojenik, florojenik ve
kemiluminesan substratlar mevcuttur.
Alkalin fosfataz enziminin reaksiyon hizinin
lineer kalmasi nedeniyle sensitivitenin
yliksek olmasini saglayarak diger enzimlere
gore farkl bir avantaj sunmaktadir. Ancak
bu durum reaksiyon suresi uzatmakta ve
bu nedenle artmis reaksiyon zamani diisiik
sinyal:glirtlti  oranlaryla sonuglanan
yuiksek backgrounda neden olmaktadir.
Antikorlarla konjuge Horseradish perok-
sidaz (HRP) daha kiicilik olmasi ve konju-
gasyon reaksiyonlariyla uyumlu olmasi
nedeniyle hem enzim hemde antikorun
spesifik aktiviteleri acisindan antikor-AP
konjugatlarina gore ustiinlik saglamakta-
dir. Ayrica yiksek aktivitesi, stabilitesinin iyi
olmasi, diisiik maliyeti ve substratlarinin
yaygin mevcudiyeti HRP enziminin ¢cogu
aplikasyonda secim sebebidir.

Enzim konjuge antikorlar hem dedeksi-
yonda, hemde degisik substratlar mevcut
oldugundan Western blot metodlarinin
dokiimentasyonunda daha fazla esneklik
sunarlar. En basit dedeksiyon/dokiimen-
tasyon sistemi kromojenik substratlarin
kullanimidir. Diger substratlar kadar sensitif

olmasalarda kromojenik substratlar blotun
direkt goriintilenmesine izin verirler. An-
cak kromojenik substratlar blot kurudukgca
solmaya egilimlidir, dokiimentasyonda bu
nedenle kullanigli degildirler.
Florofor-konjuge antikorlarin kullanimi
daha azasama gerektirir. Clinkli yontemde
substrat kullanim agsamasi yoktur. Protokol
kisa olmasina karsin bu metod eksitasyon
1stk kaynagina duydugu ihtiyactan dolayi
floresan sinyal tespiti ve dokimentas-
yonu icin 6zel ekipman gerektirir. Dijital
gorintilemede son gelismeler ve kizil
otesi, yakin kizil &tesi ve kuantum gibi yeni
floroforlarin gelisimi Western blotlama ve
digerimmunassaylerde kullanilan floresan
problarin sensitivitesini ve poplilaritesini
arttirmistir. Ekipman ve floresan-konjuge
antikorlar oldukca pahali olmasina rag-
men bu metod multipleks uygunlukta ek
avantaj saglar (ayni deneyde birden fazla
floroforun kullanimi). Ayrica diger blotlama
prosedurleriile karsilastirildiginda kimyasal
atik oldukga azalir.

En sik kullanilan ve hassas bir yontem olan
Kemiliiminesans deteksiyonda arttirilmig
kemiliiminesans (ECL) ilgili proteinin gore-
celikantitasyonu icin kullaniimaktadir 429,
Birincil antikor, ilgilenilen proteine baglanir
ve genellikle horseradish peroksidaz (HRP)
ya da alkalin fosfataz (AP)'a bagli olan
ikincil antikora bir kemiliiminesan ajani
ile muamelesi sonucu olusan reaksiyon-
da protein miktari ile iliskili liminesans
Uretilir. Isik bir kamera tarafindan algilanir

ve detekte edilir. Bu ydntem kullanilarak
1 pg'dan daha az protein tespit edilebilir.
Kemiluminesan blotlama substratlar
diger substratlardan farklidir. Clink{ sin-
yal, enzim-substrat reaksiyonunun gegici
bir Grlintdir, sadece reaksiyon olustugu
slirece devam eder. Substrat tikendiginde
veya enzim aktivitesini kaybettiginde
reaksiyon durur ve sinyal kaybolur. Ancak
uygun antikor dilGsyonlari ve yeterli
substrat kullanilarak iyi-optimize edilmis
deneylerde, reaksiyon substrata bagh
olarak 1-24 saat stabil 1sik ¢iktisi Greterek
X-ray film veya dijital goriintiileme sistemi
ile dokiimante edilebilen sabit ve sensitif
dedeksiyona olanak verir 27,

Protein Miktar Analizi

Protein analizinde densitometri, mevcut
hedef protein miktarini lgmek icin kulla-
nilabildigi gibi goriintt analizyazilimlari da
protein bantlarini analiz etmek ve protein
ekspresyonu degerlerini hesaplamak icin
kullanilabilir. GAPDH, beta-aktin gibi
genler internal kontrol gorevi goriir ve
bu proteinlere kiyasla hedef proteinlerin
miktari semi kantitatif olarak up ya da
down regiile olmasi seklinde kat degeri
verilerek belirlenir 7,
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Polimeraz Zincir
Reaksiyonu

Dr. Elif ULU ve Dr. Canan CACINA

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), kuiglik
DNA fragmanlarindaki belirli dizilerin
hizlandirnlmis bir sekilde ¢ogaltiimasina
izin veren in vitro replikasyondur®. Bu
teknik, arastirmaci Kjell Kleppe'nin labo-
ratuvarinda tasarlanmis olup 1985 yilinda
Kary Mullis, sicakliga dayanikli polimeraz
kullanarak polimeraz zincir reaksiyonu tek-
nolojisini ortaya koymustur 3. Mullis, 10
Aralik 1993'te bu icadindan dolayi “Nobel
Kimya” 6dliine layik goralmustir®. PZR
adi ise, DNA polimeraz enziminin DNA
sentezinde gorev aldigi gerceginden
turetilirken, ‘zincir reaksiyonu’ issel biiy -
me (2n oraninda; burada n, nesil sayisini
belirtir) anlamina gelmektedir®.
Baslangicindan itibaren PZR; biyoteknoloji,
hiicre biyolojisi, genetik miihendisligi, adli
bilimler, tip bilimi, ilag arastirmalar gibi
cesitli alanlarda uygulanmistir. PZR'nin
verimli bir sekilde gerceklestirilmesi icin
yontemler hassas bir sekilde optimize
edilmis ve son otuz yilda oldukga gelisim
gostermistir®. izotermal ve geleneksel
amplifikasyon yontemleri, nukleik asit
dizilimi, ytksek ¢oztinUrliikli erime analizi,
DNA mikrodizileri, doku dizileri, kttle
spektrometrisi, nanopartikiiller ve floresan
in situ hibridizasyon dahil olmak tizere
cok cesitli tekniklerden faydalanilarak
belirli saglik veya hastalik durumlarindaki
degisikliklerin tespiti molekiler tanida sik
kullanilir hale gelmistir ©.

PZR'nin ylksek duyarliligi ve 6zgilligu;
tanisal klinik uygulamalarda, 6zellikle vi-
cut sivisi enfeksiyonlarinda nadir gordiilen
mikroorganizmalarin saptanmasina ola-
nak saglamaktadir. Ayni zamanda klture
kiyasla 6rnekteki organizmalari daha hizli,
daha ucuz ve daha dogru olarak tespit
eden birydntemdir. Son yillarda idrar yolu
enfeksiyonu semptomlari olan hastalarda
geleneksel idrar kiiltiriinden daha fazla
bakteri tanimlayan ve ayirt eden, dogru-
dan idrar analizini mimkiin kilan ¢oklu

(multipleks) PZR tekniginin uygulandigi
gozlenmektedir ?. Hassas bir teknik olan
PZR'nin, analiz edilecek kadar yeterli kopya
Uretmesi icin sadece eser miktarda DNA'ya
ihtiyag vardr. Periferik kan, cilt, sac, tikurik
ve mikroplar dahil olmak tizere ¢esitli doku
ve organizmalardan DNA elde edildikten
sonra PZR gerceklestirilebilmektedir ©.

PZR’nin Asamalari:

Geleneksel PZR'de; kalp DNA, kalip
DNA'dan yeniipligi yapmakta gorevli dort
deoksiribontkleotid (ANTP’ler: dATP,dTTP,
dGTP ve dCTP), iki primer veya oligoniik-
leotit, DNA polimeraz enzimi, tampon
¢ozeltisi ve polimeraz enzimi tarafindan ta-
ninacak niikleotidlere katilan Magnezyum
(Mg*"); kalip DNA'nin milyonlarca kopyasini
¢ogaltmakicin bir dizi termal donguye tabi
tutulur 29, Bu déngl temelde lic asamayi
kapsayan strectir 7

1. Cift sarmalli DNA kalibinin denatu-
rasyonu,

2. Hedefe 6zgii primerlerin baglanmasi,

3. Baglanmis primerlerin DNA polime-
raz ile uzatiimasi.

Yontem, kalip DNA'ya ve polimeraz tipine
bagli olarak 94°C-96°C arasindaki sicaklikta
1 dakika ila 10 dakika arasi boyunca ger-
ceklestirilir. Bunu, tipik olarak 93°C-98°C
arasindaki sicaklikta yirutilen dena-
tirasyon adimi takip eder. Cift sarmalli
DNA>daki (dsDNA) hidrojen baglari kirilir
ve sonucta her bir dsDNAdan iki tane tek
sarmalli DNA (ssDNA) molekili olusur
(denaturasyon asamasi). Sicaklik daha
sonra 55°C ila 65°C araligindaki primere
0zgl baglanma sicakhigina dugurdlir,
boylece primerler tek sarmalli DNA
molekillerinin tamamlayici sekanslarina
baglanir (baglanma agsamasi). Daha sonra
PZR karisimi, kullanilan polimeraza bagl
olarak 72°C-80°C arasindaki sicakliga kadar
isitilir. Bu adim sirasinda tamamlanmamis
DNA sekansi, orijinal DNA kalibinin kopyasi
olan yeni cift sarmalli DNA sentezleyen
serbest dNTP’ler varliginda polimeraz ile
uzatilir (uzama asamasi) ©. Bu ¢ adim

orijinal DNA'nin coklu kopyalarini Giretmek
icin genellikle 20-40 kez tekrarlanir (9,
PZR analizlerinde etkili bir in vitro repli-
kasyon elde etmek icin dongu kosullari
(donglinln her fazinin siresi ve sicakhgs,
dongui sayisi) ve karisimdaki reaktanlarin
konsantrasyonu (primerler, magnezyum
iyonlari, dNTP’ler ve DNA kaliplari) gibi
parametrelerin koordine edilmesi gerekir.
Bununla birlikte in vitro replikasyondaki en
kritik faktor, uygun primer dizisinin seci-
midir. PZR'deki primer tasarim siirecinde
dikkate alinmasi gereken cesitli faktorler
vardir

i. 18ila 26 bazarasinda degisen primer
uzunlugu,

ii. %40-60arasinda guanin-sitozin yiizdesi,

iii. Erime sicakhgi (Tm) degerleri 45°C
ila 65°C arasinda olmal (primerler
arasindaki maksimum fark 5°C),

iv. DOort bazdan fazla baz tekrarinin
olmamasi ve

v. Primerin 3'ucunda G, C, GCveya CG'nin
varhg.

Bu kriterlerdeki tutarsizhklar DNA
amplifikasyonunun 06zgulliginu veya
duyarliligini, olasi verimini azaltan mole-
kaller ici ve molekdiller arasi yapilarin bir
sonucu olarak PZR'lerde spesifik olmayan
rdinlerin olusumuna yol acabilir .

PZR Uriinlerinin Kontrolii:

Polimeraz zincir reaksiyonu amplifikas-
yon (rinlerinin (amplimerler) analizi,
cogaltilan ilgili DNA bdlgesinin kalitesini
(yani spesifik olmayan amplimerlerin
varligi veya yoklugu) ve miktarini (goreceli
degerler veya kesin degerler) belirlemede
onemlidir. PZR Uriinlerini analizetmekicin
genellikle kullanilan teknikler; analizin PZR
reaksiyon kabi disinda gerceklestirildigi
ex-vitro teknikler (6rnegin jel elektroforezi,
DNA hibridizasyonu vb.) ve analizin PZR
reaksiyon kabi icinde ve PZR termosiklusu
sirasinda kendiliginden gergeklestirilen
dahayeni gelistirilmis in vitro teknikler. Her
iki teknikte PZR Urinlerinin analizden 6nce
gorintilenmesini gerektirir, bununicin de
bazi metodolojiler kullanilir @2,
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PZR Avantajlari ve Sinirlari:

Polimeraz zincir reaksiyonunun ortaya

cikisi, Southern blot analizine alternatif

saglamistir ve asagidaki avantajlar bu-

lunmaktadir ®:

= Teknik olarak daha basittir ve daha
hizli geri donus surresine sahiptir;
gereken klinik malzeme miktari
cok daha azdir.

= Cogu durumda test; formalinle
fikse edilmis, parafine gdmulmas
materyaller tizerinde yapilabilir.

= PZRile tek bir sa¢ folikliliinden
yeterli DNA'nin ¢ogaltilmasi ve
yillar dnce korunan dokularin
mikroskop lamlarindan DNA
analizi bile miimkandir.

= PZR, sekanslamadan sonra
mutasyonlar saptamak icin de
kullanilir.

PZR'nin, bahsedilen ve ayrica bakteriyel

tarlerin  amplifikasyonunu  mimkin

kilmasi gibi avantajlar olsa da ¢coklu etiyo-

lojiye sahip bakteriyel enfeksiyonlari teshis

etmekicinilag duyarlihdi testleri ve genetik

tiplendirme gibi ilave islemler yapilmasina

ihtiyag vardir ),
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Sekil: PZR'nin asamalari 1",

PZR'nin bir baska sinirlamasi, titiz calisma
teknikleri ve kalite kontrol gerektirdigin-
den yanlis pozitif ve negatif sonuclarin
olasiigidir "3, Ayrica PZR, bakteri var-
higini bildirir, ancak miktarini belirtmez;
bu nedenle kontamine olan numuneyi
potansiyel enfeksiyon nedeninden ayirt
etmek zor olabilir ©.

PZR Cesitleri:
PZR tekniginin bulunmasindan bu yana
pek cok metot gelistirilmistir.

1. Asimetrik PZR:

PZR tekniginin gelistiriimesinden kisa bir
stire sonra aciklanan bu yaklagimin prensi-
bi, PZR karisimina esit olmayan konsantras-
yonlarda iki amplifikasyon primerininilave
edilmesidir. Asimetrik PZR'de sinirlayici
primerin tiiketimini takiben amplifikas-
yon primeri istenen ssDNA'y1 Ureterek
devam eder. Basit goriinse de asimetrik
PZR, spesifik olmayan amplifikasyona
egilimlidir ve genellikle spesifik ssSDNA'nIn
Uretimini en Ust diizeye cikarmak icin
kapsamli optimizasyon gerekmektedir.
Arastirmacilar uygun primer oranlarini,

kalip konsantrasyonlarini, PZR kosullarini
ve amplifikasyon déngdlerinin sayisini be-
lirleyerek asimetrik PZR'nin optimizasyon
kosullariin olusmasini saglar 0%,

2. Allel Spesifik PZR:

Allele 6zgl PZR; primerin 3’ baglanma
bolgesindeki tamamlayiciligin, amplifi-
kasyonun meydana gelmesinde dnemli
oldugu ilkesine dayanmaktadir. Primerin
diger noktalarindaki baz uyusmazliklari
tolere edilebilirse de, biri normal allel
ile eslesen ve biri de primerin 3" ucunun
patojenik alleli tamamlayici oldugu iki
set primeri tasarlanarak 3’ ucundaki
uyusmazliklar PZR'nin uzama fazindaki
amplifikasyonu Onler. Hangi primer
setinin PZR UrlnQ Urettigi belirlenerek
bireyde normal, patojenik veya her iki
allelin mevcut olup olmadigi saptanabilir
ve genellikle ayni reaksiyonda eszamanli
olarak gerceklestirilen coklu varyantlaricin
tekrarlanir 72,

3. Coklu PZR (Multiplex PCR):
Coklu etiyolojilerin bakteriyel enfeksiyon-
larinda, ajanin PZR teknikleri ile tanimlan-
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masi maliyeti yliksektir. Bu durumlarda,
coklu PZR gibi tek reaksiyonla birden
fazla DNA hedefini amplifiye edebilen
deneylerin en verimli se¢enek oldugu gos-
terilmistir. Bu tip PZR'de, ayni test tliptine
birden fazla primer ifti dahil edilir. Coklu
PZR kosullari icin optimizasyon suirecinde
primer tasarim problemi nedeniyle klinik
teshislerde uygulanmasi zahmetlidir. Bu
teknikte, karisimda kullanilan primerlerin
her biri yukarida belirtilen tim paramet-
releri karsilayacak sekilde tasarlanmaldir.
Ayrica birden fazla hedef sekansin amp-
lifikasyonunu verimli bir sekilde elde
etmek icin kullanilan tim primer setleri,
tek primer cifti gibi ayarlanmalidir .

4. Demirlenmis PZR (Anchored PCR):
GCogaltiimak istenen DNA'nin sadece
bir bolgesinin bilindigi polimeraz zincir
reaksiyonu ¢esididir. Bu ydntemde,
DNA dizilerinin sadece biri blyutilir
ve iki primer yerine bir primer kullanilir.
Gogaltilacak DNA bilinen bir diziye baglanir
ve bu bilinen dizi gene 6zgl primer olarak
kullanilir ©.

5. Dijital PZR:

Dijital PZR (dPCR) teknolojisi, tictincii nesil
PZR teknigi olarak ortaya cikmistir 9.
“Dijital PZR" terimi, Vogelstein ve Kinzler
tarafindan 1999 yilinda saptanmistir 7.
dPCR'de; polimeraz zincir reaksiyon karisi-
mi, gerekli florofor ile birlikte birkag kiigtik
Uniteye bolunur. PZR karisiminin daha
kiiclk birimlere ayrilmasi, her birimdeki
hedef DNA dizisinin nispi konsantrasyo-
nunu arttinr, bu da sirayla diger yabani
tip diziler arasinda nadir mutasyonlarin
saptanmasina yardimci olur. Ayrilan her
Unite, geleneksel PZR durumunda oldugu
gibi ayni termal dongiilere tabi tutulur ©.
dPCR ve dPCR arasindaki temel farklar
vardir ve bunlardan biri; floresans cikisi
gPCRislemi boyunca izlenirken, dPCR'de
sadece Ussel faz sirasinda yapilir. Ancak
dPCR teknigi, cesitli potansiyel klinik
uygulamalarda qPCR ile karsilastirilabilir
hassasiyete sahiptir. dPCR'nin en buiyik
avantajlarindan biri ise, PZR inhibisyonu
olasiligini azaltmasidir. Ayrica, dPCR baz

uygulamalar icin iyi tekrarlanabilirlik ve
Uretilebilirlik sunar ve bdylece dijital PZR
teknolojisinde son yirmi yilda bir dizi
onemli gelisme saglanmistir. Bununla
birlikte, dijital PZR teknolojisi hala istenen
islemi gerceklestirmek icin karmasik,
bilyik donanim ve laboratuvar kurulumu
gerektirmektedir ©.

6. Gercek Zamanli PZR (Real-Time
PCR):
Gergek zamanli PZR gliniimUizde ¢ok tercih
edilen bir yontemdir ® polymerase chain
reaction (PCR. Gercek zamanli PZR, hedefin
bir kalibratore goreceli olarak 6l¢lilmesini
saglar ve bu ylizden yontem kantitatiftir
(gPCR) "9, qPCR, standart PZR'nin gelismis
halini temsil eder. Bu teknikle Grtnler,
floresan boyalar kullanilarak reaksiyon
dongileri boyunca siirekli olarak izlenir.
DNA dizisinin baslangi¢ miktari; gPCR'nin
floresans cikis egrisinin, DNA kopyalarinin
bilinen farkli baslangig sayilariyla Giretilen
standart egri ile karsilastinlmasiyla
olusturulabilir. Esik dongist (Ct), floresan
sinyalinin esigi gecmesi ve saptanabilmesi
icin gereken dongli sayisi olarak tanimlanur.
Ct seviyeleri, numunedeki hedef niikleik
asit miktari ile ters orantilidir @.
Gercek zamanli PZR'nin, ornek ciktisi
hizhdir ve geleneksel yontemlere kiyasla
daha hassas ve spesifiktir 3, qPCR, klinik
ortamlarda yaygin olarak uygulanmaktadir
ve niikleik asit 6lcim icin altin standart
olmaya devam etmektedir "%, Glinim{izde
ise ylksek duyarlilik seviyesi nedeniyle
gPCR teknigi, farkli hematolojik malignite
tiplerinde habis hticrelerin saptanmasinda
siklikla kullanilmaktadir @.

7. Hot start PZR:

Hot start PZR ydntemleri, ylksek sicaklk
dongisiinden o6nce spesifik olmayan
Uriin olusumunu azaltarak veya ortadan
kaldirarak 6zgullik oranini arttirir. Bu
yontem denatiirasyon siresinin dnemli
Olclide arttirlldigi cok yonli bir modifi-
kasyondur ve reaksiyon 6zgulligiiniin ve
dogrulugunun amplikon verimini arttirma
esasina dayanir. Hot start PZR'de amag,
ortaya ¢ikabilen spesifik olmayan Griinleri

ve primer-dimerini ortadan kaldirmaktir.
Bu nedenle herhangi bir amplifikasyon
gerceklesmeden 6nce numune en uygun
Tm'nin Uzerindeki sicakliga, en az 60°C'ye
kadar 1sitiir. Genelde DNA polimeraz
baslama, uzama, denattirasyon boyunca
reaksiyondan cekilir 9.

8. immiino PZR:

immiino-PZR (IPCR), cok yonlu ELISA
antijen saptamasini ve ultra duyarli PZR
sinyal amplifikasyonunu birlestirir; bdylece
cok genis bir hedef yelpazesinin yiiksek
hassasiyette tespitini mimkan kilar 1929,
IPCR, ELISA'ya gore tespit duyarlihiginda 10
ila 10°arasinda artis saglar. Bu da ELISA'nin
sinyal Ureten antikor-enzim konjugatinin,
PZR amplifikasyonu icin isaretleyici
gorevi goren antikor-DNA konjugati ile
degistiriimesiyle elde edilir. immiino-PZR,
immuinolojik arastirma ve klinik teshislerde
genis uygulama alanina sahiptir @7,

9. In situ PZR:

In situ PZR, korunmus hiicreler veya doku
kesitleri icindeki spesifik gen dizilerinin
amplifikasyonu ve kopya sayilarinin in situ
hibridizasyon (ISH) veya immunohistokim-
ya araciligiyla tespit edilebilen seviyelere
yikseltilmesini saglayan tekniktir. Genel-
likle in situ, virGisU tespit etmek icin mevcut
en iyi yontemdir. Bununla birlikte, RT-in situ
PZR'de kullanilan primerler uzun émirla
ve ucuz oldugundan RNA eldesi icin de
tercih edilebilmektedir 2.

10. Koloni PZR:

Koloni PZR'da oncelikle secilen bakteri
(E.coli) veya maya kolonilerinin, blylime
(agaroz) katmanindan plazmid araciligiyla
¢ogaltilmasi gerekir. Daha sonra koloninin
ilgili DNA fragmanini veya plazmidiniicerip
icermedigini belirlemek icin PZR yapilir ©.

11. Mikro PZR:

Mikro PZR, biyocip bazli deney protokolu-
dir. Bu teknikte masatistii boyutlu termo
dongiler kullanihir, hizli numune girisi ve
sonucu elde edilir. Boylece hem reaktif
maliyetini hem de ayarlanan sicakliklar
arasindaki gecis stiresini 6nemli olclide
azaltir. Patojenlerin varligini, genetik
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dizideki kusurlar tespit edebilir veya adli
tip analizinde kullanilabilir @3,

12. Rastgele cogaltiimis polimorfik
DNA (RAPD):

Farkh bakteri tirlerinin suslar arasinda
ayrim yapmak icin yaygin olarak kullani-
lan rastgele ¢ogaltiimis polimorfik DNA
(RAPD), ilk olarak 1990'da tanimlanan
PZR temelli bir ydntemdir. Bu yontemle
birlikte rastgele bir DNA dizisi her bir sus
icin spesifik ampfiliye DNA fragmani dizisi
olan genetik bir profil Gretmek icin tanim-
lanmamis genomik dizileri hedefleyen tek
bir primer olarak kullanilir @4,

13. Revers-Transkriptaz PZR (RT-
PZR):

Genellikle benzer adlandirma kurallari
nedeniyle gercek zamanli PZR ile karis-
tinlan revers transkriptaz PZR (RT-PZR),
cok kuclik RNA orneklerinden kolayca
saptanabilir miktarlarda DNA'y1 cogaltmak
icin kullanilan tekniktir. RT-PZR yonteminin
temel yaklasimi, saptanacak hiicrelerin test
edilen ortamdaki diger hiicrelerde bulun-
mayan mRNA'yI tespit etmektir, bu ylizden
de tek bir hlicrenin mRNA icerigi genellikle
sinyal vermek icin yeterli olmaktadir 2,

14. Semikantitatif PZR:

Numunede mevcut olan nispi nikleik
asit miktarini tespit eder. Numune RNA
oldugunda cDNA, RT-PZRile elde edilir.
Daha sonra, i¢ kontroller (belirteg olarak
kullanilir) cogaltilir ve yaygin bir sekilde
kullanilan belirtecler, Apo A1 ve B aktin-
dir. Amplifikasyon Urlini elektroforez ile
ayrilir ve agaroz jelde etidyum bromdr ile
boyandiktan sonra gorlntl alinir, optik
yogunluk densitometre ile 6lctlir. Tekni-
gin dezavantajl, yetersiz sonuclar Greten
spesifik olmayan hibridizasyon olasiligidir.
Spesifite kontroli ise, hibridizasyon icin
oldukca spesifik problar kullanilarak
gerceklestirilir ©.

15. Ters PZR (invers PCR):

Ters PZR'de; ters yonde yonlendirilmis,
Ozel olarak tasarlanmis mutant primerler
gerekli tim mutasyonlarin eklenmesiyle
cift sarmalli DNA codaltilir. Primer tasa-
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rimina dikkat edilerek nokta mutasyon-
larinin ve coklu mutasyonlarin girisiyle,
yeni sekanslarin eklenmesi veya sekans
silinmesi gibi cesitli modifikasyonlarin
gerceklestirilmesinde kullanilabilir 29,

16. Touch-down PZR:

TD-PZR, 6zellikle Tm degeri hesaplama-
larinda bulunan sinirlamalarla ilgilenir ve
yuksek sicaklikla 6zgulligun arttirilmasi
esasina dayanir. Reaksiyonlarin optimizas-
yonu ve primerlerin yeniden tasarlanmasi
ihtiyacini buyiik 6l¢lide azaltir. Bu teknik,
yanlis eslesmeyi ve spesifik olmayan
Urlnlerin Gretimini ortadan kaldirmakicin
gelistirilmistir 2729,

17. Uzun aralikli PZR (Long-range
PCR):

Geleneksel Taq polimerazlarla elde
edilenlerden ¢ok daha biyuk olan PZR
Urlnlerinin amplifikasyonuna izin veren
yontem, genellikle yuksek islenebilirlikli
Tagq DNA polimeraz karisimina dayanir.
Uygun kosullar altinda 10-20 kb fragman-
lar elde edilebilir, bunun yaninda kaliteli
genomik DNA'dan 27 kb biyukliginde
fragmanlar saglanabilmektedir. Uzun DNA
fragmanlarinin amplifikasyonu, fiziksel
haritalama uygulamalari ve genomlardan
dogrudan klonlama gibi bircok uygulama
icin tercih edilmektedir ©.

18. Yuvalanmis PZR (Nested PCR):

Yuvalanmis PZR, amplifikasyon trtinlerinin
dogrulugunu artirabilen prob kullanilarak
yapilan PZR'ye gore hem daha spesifik
hem de daha hassastir . Ayrica, 6zgdl
olmayan uriinleri ortadan kaldirmak icin
gucli bir aractir. Temel prosedir(, tek DNA
bdlgesini amplifiye eden iki primer setini
icermesidir 1®. Bir primer grubunun (“i¢”
primerler olarak adlandirilir) hedef DNA
sekansi, ikinci primer grubunun (“dis”
primerler olarak adlandirilir) hedef sekansi
icinde bulunur ®. Dis primerler, ilgilenilen
segmentin Ustindedir ve genellikle 20
ila 30 donglide spesifik olmayan PZR
Urtnlerinin eldesinde kullanilir *®. Uygu-
lamada, standart PZR reaksiyonu 6nce“dis
primerler”kullanilarak hasta numunesiile
gerceklestirilir. Daha sonra, amplifikasyon

hedefi olarak birinci reaksiyonun Griind
kullanilarak «i¢ primerler» ile ikinci PZR
reaksiyonu gerceklestirilir. i¢ primerler,
sadece ilk PZR reaksiyonu belirli bir Griin
verdiginde cogaldigindan dolayi ikinci
reaksiyonda, birinci reaksiyonun Grdniind
yeniden c¢odaltarak testin 6zgilligini
artinr .

19. Genis Aralikli 16s rRNA PZR:

16S rRNA gen polimerazi, tim bakteri-
lerde bulunan degisken ve korunmus bir
bdlgedir. Genis aralikl primerlerin kullanil-
mastyla, 165 rRNA geniicindeki korunmus
sekanslar taninir ve boylece bakteriyel
taksonomi ve filogeni incelemelerinde
kullanilir. 16S rRNA, yiksek enfeksiyon
siphesi olan ancak bakteri kulturleri
negatif olan hastalardan klinik 6rneklerde
bakteriyel patojenlerin saptanmasi ve
tanimlanmasinda alternatif sagladig
icin klinik mikrobiyolojide 6nemli bir yer
edinmistir. Ayrica 16S rRNA PZR, antibiyo-
tiklerin baglamasindan sonra yasayamayan
bakteri DNA'sini da tespit edebilir ve bu da
kalttryontemlerine gore avantaj saglar 2.

Sonug olarak, PZR teknigi gerek (lke-
mizde gerekse diinyada bircok alanda
cesitli arastirmalar icin kullanilmaktadir.
Gergeklesen ve gerceklesmesi beklenen
tim gelismeler g6z 6niine alindiginda
PZR'nin farkl hastaliklarin teshis ve tani-
sinda saglayacadi katkilar oldukga aciktir.
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Gen Anlatiminin
Kantitatif Analizi
“Real-time PCR”

Dr. Seyda ERCAN ve Dr. ilhan YAYLIM

Gercek zamanh kantitatif PCR, nukleik
asitlerin miktarlarinin belirlenmesinde
geleneksel PCR yontemi ile gen analizi-
nin birlestirildigi, floresan isaretli prob
ve boyalarin kullanilarak ¢cogaltilan DNA
bolgelerinin  goriinir hale getirildigi
bir PCR (polimeraz zincir reaksiyonu)
yontemidir. Niikleik asidin uygun tepkime/
reaksiyon kosullarinin saglanmasiyla, flora-
san uyaran miktarinin, cogaltilan DNA ile
dogru orantili olarak arttigi, hem miktarsal
hem de mutasyon analiziyapmaya elverisli
popduler bir metottur™-

Hedefte; elde edilen biyolojik 6rneklerden,
DNA'nin kopya sayisinin sayisal ifadesi ve
mMRNA miktarsal analizinin gerceklestiril-
mesi esasi vardir. Ayni zamanda tek nokta
mutasyonlarinin belirlenmesi, DNA hasari
belirleme, Tek niikleotid polimorfizmleri
(SNP) analizi, kromozom bozukluklarinin
tespiti gibi calismalar da yapilmaktadir?-
1993 Nobel Kimya Oddiliini almaya hak
kazanmis olan Dr. Kary Mullis tarafindan
kesfedilmis olan bu teknik, glinimiizde
hem medikal arastirmalarda hem de
molekuler tani calismalarinda buyik bir
yere sahip olmustur®

Temelde standart PCR sonrasi yapilmasi
zorunlu Post-PCR asamalarindan kur-
tardigi icin arastirmacilara zamanlama
acisindan avantajlar saglarken, calismanin
verilerinin olusmasinda kontaminasyon
riskini azaltir ve dogru bir kantifikasyon
imkani saglar. Genis bir kullanim alani
olan RT-PCR teknolojisi ile miRNA, siRNA
calismalari, patojen saptama ve genotiple-
me calismalari yapmak mimkiindr fakat
glinimuzde en ¢ok kullanildigi alan gen
ekspresyon analizleridir® (Sekil 1).

SNP
Mutasyon

DMNA
izolasyonu

RNA

izolasyonu |—"

cDNA Sentezi J |

Sekil 1: Real-Time PCR Uygulama Akigl

1. Real-Time PCR Caligma Prensibi
Real Time PCR, geleneksel PCR metodun-
dan farkl olarak reaksiyon tupi icinde
¢ogaltilan DNA miktarinin es zamanli
olarak dlctlmesine olanak verir®- Analiz
icin eklenen floresan problaramplifikasyon
streci devam ederken hem DNA artisi
hem de niikleotid degisimi hakkinda bilgi
vermektedir. Problar, florofor maddesi ile
belirli dalga boyunda 1sima yapan, dizisi
¢ogaltilan DNA bolgesine 6zgu komple-
menter oligontikleotid parcalardir. PCR'In
gerceklestigi reaksiyon tlipl icerisinde
cogalan hedef DNA bélgesi ne kadar fazla
ise o kadar prob baglanacak ve floresan
1Isima miktari da o kadar cok olucaktir®
(Sekil 2). Cihaz tarafindan algilanan isima
ise analize uygun hale getirilerek database
halinde sunulmaktadir.

26

18-

Lineer Faz

}

| Real-Time

Veri
. Analizi
V\n Gen Profilleme

PCR

Geleneksel PCRIn dezavantaji, amplifi-
kasyon verimindeki degisiklik sebebi ile
kesin nicel bilginin eksikligidir. Olusan her
bir amplifikasyon donguist icin reaksiyon
verimi sabit kalir ise, PCR sonrasi DNA
konsantrasyonu, baslangigtaki hedef DNA
miktariile ayni olurdu. Fakat amplifikasyon
verimi her dongu icin farkli olurken, tek
bir reaksiyonun ardisik dénguileri arasinda
bile farklilik gosterebilir. Ozellikle de PCR'In
son dongulerinde reaksiyon Urlinlerinde,
logaritmik olmayan bir artis s6z konusu
olmaktadir. Real Time PCR sayesinde
baslangictaki DNA konsantrasyonu ile
amplifikasyon boyunca tretilmis olan PCR
Urtinleri miktari arasindakiiliski net olarak
ifade edilebilir ©*®

Plato Fazi

we Pozitif Ornek
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Sekil 2: RT-PCR Amplifikasyon Grafigi
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RT-PCR uygulamasinda; arkaplan (ba-
ckground) fazi, ustel faz (eksponansiyel
faz), logaritmik lineer (dogrusal) faz ve
plato fazi olmak Uzere 4 temel asama
bulunmaktadir®- Background fazi genel-
likle ilk 10-15 d6ngu icin gecerli asamadir.
Eksponansiyel ve logaritmik lineer faz ise
bir dnceki background fazinin lzerinde
yeterli Griin olustugunda baslamaktadir
(28-40 dongui arasi). Bu durumun olustugu
donglye esik dongui (Cycle-Threshold/ CT)
yada gecis noktasi (cross point/ CP) denir.
Deneysel sonuglarini miktarsal olarak
yorumlamakta kullanildigi icin dnemli bir
degerdir. Hedef sekans degeri ne kadar
yuksek ise CT degeri o kadar disiik olur.
Son asamada olarak deneyde kullanilan re-
aktiflerin reaksiyon etkinliklerinin azalmasi,
sistemin plato fazina (end point) gegisine
zemin hazirlar%12-

2. Real Time-PCR’da Kullanilan
Prob Sistemleri ve Boyalar

Real Time PCR da ¢ogaltiimis olan hedef di-
Zilerin belirlenebilmesi amacli bircok prob
sistemi mevcuttur™ (Sekil 3). islevsel olarak,
temelde hedef DNA {izerinde tamamlayici
baz dizisini tanimlamak icin kullanilan kim-
yasal ya da radyoaktif olarak isaretlenmis
tek zincir yapidaki oligontkleotidlerdir.
Yapilari itibari ile cogalan PCR urUnleriyle
etkilesime giren problar, DNA'nin miktarsal
analizini mimkin kilmaktadir. Floresan
prob sistemindeki teknolojik gelismeler

—  Hairpin Problar

| Diziye Spesifik Problar >

L

Hidroliz
Problari

Hibridizasyon
Problari

sayesinde, farkli prob sistemleri ile tespit
edilmekistenen hedef bolgenin varhiginin
¢ok az olmasi durumunda dahi 6zgiil ve
duyarli tespitler yapmak miumkindr®

2.1. Diziye Spesifik Olmayan Boyalar
Diziye spesifik olmayan bu tespitin
temelinde DNA baglayici florojenik boya-
larin kullanilmasi esasi vardir. Bu ydontem
hedef sekanstaki varyasyonlarin (yani tek
nikleotit polimorfizmleri veya SNP’ler)
varligindan etkilenmez. Ayrica, florojenik
oligoproplarin tasarimiile kiyaslandiginda
daha az uzman bilgisi gerektirir'®- DNA
baglayici boyalarin ucuz olmasi ve kullanim
kolayhdi tespitin avantajlarindandir-
DNA baglayici florofor olarak kullanilan ilk
boya etidyum bromir olup, SYBR Green |,
YO-PRO ve BEBO gibi diger boyalar da kul-
laniimistir®8-Tiim bu boyalar, ¢ift sarmalli
DNA (dsDNA) ile baglandiginda floresan
1stk yayar ve bu dsDNA-boya kompleksi,
uygun bir 1sik dalga boyu ile ortaya cikar.
Dolayisiyla, reaksiyon sirasinda herhangi
bir dsDNA sablonunun amplifikasyonu-
nunda gézlemlenmesi dezavantaj olarak
mumkindar

Bu yontemde kullanilan floresan boya
sadece ¢ift zincirli DNA'ya baglandigindan
¢ogalan DNA miktarindaki artisa paralel
olarak Real-Time PCR cihazinda okunan
floresanin miktari da es zamanlh olarak
artar.

Scorpion

Molecular Beacons

.*—-——._, Lux TM Florojenik
Primerler

Sunrise Primerler

—, Tagman

FRET

Diziye Spesifik Olmayan
Boyalar

+

!u[ DNA'ya Baglanan Boyalar).(‘*- SYBR Green

Sekil 3: Real Time PCR da Kullanilan Prob Sistemleri

“SYBR Green |” en fazla kullanilan boya
cesitidir ve cift sarmal DNA'nin kiiclik
oluguna baglanan boya ortalama 30
amplifikasyon dénglisu sonrasi yalnizca
aktivitesinin % 6'sini kaybeder. Reaksiyon
baslangic karisiminda cift zincirli DNA
molekill, primerler ve “SYBR Green |”
boyasi bulunmaktadir. Bagli olmayan
serbest DNA molekll ¢ok az bir floresan
IsSima yapar. Primerler baglanip uzama
basladiginda boya molekilu cift zincirli
DNA'nin arasina girer ve floresan yayilimi
baslar. Baslangictaki dongl boyunca sinyal
zayiftir; GrGin miktan arttikca floresan
miktari hizla artar ve bu artis “real-time”
cihazinin monitoriinden izlenebilir %20

Optimize edilmis PCR sartlarinda ve dizayni
iyi yapilmis dimer-dimer olusumu gézlen-
meyen primerler ile cok fazla sayida hedef
genin ¢ogaltiimasi yontemin avantajlari
arasindadir. Ayrica floresan isaretli prob ih-
tiyaciolmadigindan, daha az maliyetli oldu-
gu bilinmektedir. Yontemin dezavantajlari
arasinda; hedef DNA dizisine 6zgli olmayan
¢ogalmalarda ortaya cikabilecek floresan
1simalar sistemde yaniltici sonuglar olus-
turabilmektedir. Diger taraftan hedef DNA
dizisi olmadiginda primerlerin birbirleriile
komplementer baglanti kurmalari“primer
dimerleri” olusumuna sebep olabilir ve
yanhs pozitif 1simalar gozlenebilir. Bu
durumda ¢ogaltilan DNA'nin hedef bolge
olup olmadiginin analizi icin DNA'larin
erime egrisi analizleri (melting curve,
dissociation) yapilmasi gerekmektedir@"-

2.2, Diziye Spesifik Problar

Floresan prob teknolojisinde var olan
gelismeler, Gercek Zamanli PCR ile hassas
ve spesifik tespit yapilmasina olanak
tanimistir. Temelde, farkl molekiiler yapi
ve boyalara bagl olmalarina ragmen,
reaksiyonda kullanilan DNA dizisine
spesifik problari; hibridizasyon problari,
hidroliz problari ve sa¢ tokasi (Hairpin)
problari olmak Gizere 3 farkli bashk altinda
toparlayabiliriz. Bu proplar, cogaltiimis
DNA parcasinin tamamina degil istenilen
hedef bolgeye 6zgu spesifik bir baglanti
kurarlar. Dolayisi ile tespitte var olan
floresan 1sima, hedef bdlgenin tamamina
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ait olmayip, probun baglandigi alana 6zgi
1simay! ifade etmektedir. Bu tekniklerin ba-
sinda TagMan, Molecular beacon, LUXTM
florojenik primerler, hibridizasyon prob
ve Scorpion gibi floresan isaretli problar
gelmektedir©20-

2.2.1. 5’ Niikleaz TagMan-Hidroliz
Problar

Hidroliz problari (DNA polimeraz, 5’ ekso-
niikleaz aktivitesi ile probu ayirdigiicin 5’
nikleaz hidroliz prob olarak da adlandirilir)
0zgulliik sorununa alternatif bir yaklasim
sunmaktadir. TagMan problar en yaygin
kullanilan florojenik prob formati olup,
yapisal acgidan, hidroliz problar hedef
sekansa 6zgi dually florofor etiketli DNA
oligoniikleotitlerdir?'22- “TagMan probe”
yontemi c¢odaltilmak istenilen DNA'ya
komplementerolan vefloresanisaretlenmis
tek zincirli bir prob icerir. Floresan isaretli
probun 5" ucunda fluorophore “reporter”
ve 3'ucunda“quencher”bulunmaktadir. 3’
uctaki quencher 5'uctaki reporter boyanin
sinyal olusturmasini engellemektedir. Prob
hedef DNA'ya baglanma durumunda bile
floresan sinyal olctimi distktar. Cogal-
tilma sirasinda hedef nikleik asit dizisi
Uzerinde primerler baglanma bolgelerine
“Taq Man” problar baglanirlar. Primerlerin
baglanmasinin ardindan yeni zincir olus-
maya baslar. Probun bagli oldugu bolgeye

gelindiginde Tag DNA polimeraz enzimi
5'—=3 nikleaz aktivitesi ile 5 ucundan
itibaren probu yikmaya baslar. Serbest
hale gecen florokrom sinyal olusturur. DNA
zincir sentezi uzamaya devam eder. Her bir
dongtide Griin cogalimi arttikca floresanda
ona bagl olarak artmaya devam eder223)
(Sekil 5).

Yontemde kullanilan protokoliin kolay
olmasi ve az bir optimizasyon ile gercek-
lestirilebiliyor olmasi hem allelik diskrimi-
nasyon hem de ekspresyon profillerinin
cikartilmasinda arastirmacilara kolayliklar
saglamaktadir® Yaygin olarak kullanilan
floresan isaretli reporter boyalar FAM ve
VIC/HEX/JOE, quencher boyalarise TAMRA
ya da NFQ'dir®-

2.2.2. FRET ( Fluorescence Resonance
Energy Transfer) Hibridizasyon
Problar

Light Cycler prob olarak da adlandirilan

FRET hibridizasyon problari; gercek zaman-

Il PCR test platformlarinda yaygin olarak

kullanilan Gg¢inci bir prob tespit formatini

temsil eder. FRET hibridizasyon problari,

PCR drlninde bas-kuyruk konfigiirasyo-

nunda yan yana olmak Uzere tasarlanmig

iki DNA probudur. Oligo 3 ‘ucunda bir
fluorescein (FAM) boyaya sahipken, oligo
5'ucunda alici bir boya (LC Red 640, LC Red

610, Cy5) ile isaretlenmistir©2+25-

"SYBR Green" boya DNA gift iplikli oldugunda DNA'ya

3
L

*i

LLLLLLLLLL

baglanabilir.

DNA'nin ¢ift zinciri birbirinden ayrildiginda SYBR Green boya serbest hala geger

I CHE
PRl | | iR | | P

Polimerizasyon tamamlandiginda "SYBR Green" boya ¢ift iplikli DNA'ya baglanir ve
floresan isima yapar.

Sekil 4: SYBR Green ile Floresan Sinyal Olusumu ",

@J.LLI.I.I.I.LI.LI.LLLLLIﬁL

Sekil 5: TagMan Prob Yontemi ?2.,

PCR reaksiyonu sirasinda bu iki prob hedef
sekansa baglanip birbirine yaklastiginda
bir enerji yayilimi olur (FRET: Fluorescence
Resonance Energy Transfer). Enerji“donor”
boyadan“acceptor”boyaya dogru transfer
olur. Enerji transferi iki boya molekuili ara-
sindaki mesafeye bagli olup, enerji transferi
sonucunda olusan floresans miktari PCR
suresince olusan Urlin miktari ile dogru
olarak artmaktadir®2” (Sekil 6).

2.2.3. Hairpin Problar

Hairpin problari teknik olarak floresan isima/
baskilayici sistem yapist ile hidroliz probla-
rna benzer bir isleyise sahiptirler. iki tip
oligontikleotid prob arasinda yapisal farklar
olmakla birlikte, isimlerinden de anlasildigi
gibi, sa¢ tokasi goriinlimiinde olduklarindan
“hairpin prob”ismini almislardir®® (Sekil 7).
Hairpin prob yapisal olarak sirasiyla 5’ ve
3'uglarinda florofor ve quencher bulunan,
ters terminal tekrarlarindan (ITR, Inverted
terminal repeats) olusan nlkleik asit dizileridir.
ITR'lerin tamamlayici nlikleotit sekanslarinin
uglar hidrojen baglariyla birarada tutulmak-
tadir. Hairpin yapisi icinde, secilmis hedef
molekilin bir bélimine komplementer
prob dizisi hedef molekiile yaklastiginda,
aradaki hidrojen bagindan daha buytk bir
kuvvetle tercihen hedef molekiile baglanmak
ister ve hibrit yapi olusur2s2%:

Prob-hedef etkilesim 6zgiinligi ve gercek
zamanli izleme yapilabilmesi sayesinde,
yaygin olarak farkli kullanim alanlan
mevcuttur. Ticari hairpin problari arasinda,
molecular beacons, scorpions, LUX TM
florojenik primer ve Sunrise TM primerler
bulunmaktadir®:
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Sekil 6: Hibridizasyon Prob Yontemi ?”.

O
]

>

Sekil 7: Hairpin Prob Yontemi (28).
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Genomdaki Tek Baz
Degisikliklerinin PCR-
Tabanh Restriksiyon
Fragman Uzunluk
Polimorfizmi Teknigi
ile Tayini

Dr. Banis ERTUGRUL ve
Dr. 0zlem KUCUKHUSEYIN

Evrimsel sirecte, tim tirlerin farkhlas-
masindan ve bir tlrlin Gyeleri arasindaki
farkhliklardan genetik cesitlilik sorumludur.
insanlar, genetik kodlarindaki %0.1 oranin-
dakifarklilikla birbirlerinden ayrilirlar. Diger
birifadeile insanlardaki genetik materyalin
%99,9'u ayniolup gerikalan kisim farklihga
yol agmaktadir. Genetik cesitlilige yol acan
bu gen degisikliklerden biri polimorfizm,
digeri ise mutasyondur -3,

Bir populasyonda iki ya da daha fazla
sayida farkli fenotipin varligi polimorfizm
olarak tanimlanabilir. Diger bir ifadeyle, po-
pulasyonda mevcut olan genetik gesitlilige
polimorfizm denir. DNA polimorfizminin,
populasyonda %1'den daha fazla (>%1)
sikhikta bulundugu kabul edilmektedir.
DNA sekansindaki 6zel bir lokustaki
varyasyon frekansi %1'den diisiik (<%?1)
ise mutasyon adini alir. Mutasyonlar
polimorfizmlerle ayni olusum temelini
kullanirken; mutasyonlardan farkl olarak,
genellikle hastaliklarda risk faktori olarak
degerlendirilir -3,

Genetik varyasyonlar gen diizeyinde veya
kromozomal diizeyde meydanagelmektedir.
Kromozomal diizeyde meydana gelen
varyasyonlar, kromozomlarda kiriklar,
dublikasyonlar ve delesyonlar gibi farkli
varyasyonlar yaratarak kromozomal ano-
malilere neden olabilmektedir. Gen diize-

yinde varyasyonlar ise tek baz degisimleri
(SNPler, Single Nucleotide Polymorphisms
/ Nokta mutasyonu / Yer degistirme mu-
tasyonu) ve cerceve kaymasi (Frameshift
mutasyonlar, insersiyonlar ve Delesyonlar)
mutasyonlari olarak siniflandiriimaktadir.

Tek baz degisimlerinde (SNPlerde), bir
nikleotid bazi diger bir niikleotid bazi ile
yer degistirir. Eger, bir purin niikleotidinin
(A veya G) diger bir purin nukleotidi ile
veya bir primidin nikleotidinin (C veya ve
T) diger bir primidin niikleotidiile yer degi-
simi s6z konusuysa bu degisim transisyon
adini alir. Bir purin niikleotidi bir pirimidin
nikleotidiyle veya bir pirimidin nikleotidi
bir purin nukleotidiyle yer degistiriyorsa
bu degisim transversion olarak adlandirilr.
Sonucta, her iki degisim de farkli sekillerde
varyasyonlara neden olabilmektedir:"Yan-
lis anlaml mutasyon (Missense mutation)”-
da protein kodlayan dizide herhangi bir
kodondaki bir niikleotitin degismesi, farkli
bir aminoasidin kodlanarak farkli bir gen
Urlniintin olusumuna yol agmaktadir.“An-
lamsiz mutasyon (Nonsense mutation)“da
herhangi bir kodonda meydana gelen
tek baz degisimi, bu kodonu “durdurucu
kodon"a donusturerek protein sentezinin
erken sonlanmasina ve sonucta fonksi-
yonsuz, kisa bir gen Griiniin meydana
gelmesine neden olur.Ya da SNP, DNA'nin
onemsiz bir bolgesini etkilerse veya genin
islevindeki etkisi ihmal edilebilir seviyede
ise “sessiz (silent) mutasyon” adini alr.
Sessizmutasyonlarda SNP’ler herhangi bir
amino asit degisimine yol agmazlar ancak
RNA dizeyinde etkilerini gosterirler.
Gerceve kaymalari/frameshift mutasyon-
larda ise bir veya daha fazla niikleotid
ortadan kalkarak veya eklenerek (Deles-
yonlar/insersiyonlar) farkli varyasyonlar
meydana gelebilmektedir. Insersiyon veya
delesyonlar, kodonda kaymalar meydana
getireceginden tamamen farkli amino
asit dizilimine sahip yeni gen urinlerinin
(peptidlerin veya proteinlerin) meydana
gelmesine yol acarak varyasyona neden
olabilmektedir.

insan genomunda meydana gelen genetik
varyasyonlar arasinda SNP’lere ¢ok sik
rastlanmaktadir. SNP’ler, her 100-300
bazda bir olusabilmektedir. Bu niikleotid
degisikliklerinin blyuk cogunlugu zarar-
sizdir; bireyleri birbirinden ayirmak ya da
kalitimsal 6zellikleri ortaya ¢ikarmada yani
genetik cesitlilikte Snemlidir. Ancak diger
bazilari cesitli hastaliklarin patogenezinde

onemli rol oynayabilmektedir. Dolayi-
styla SNP’ler “sessiz SNP’ler” ve “protein
fonksiyonunu etkileyen SNP’ler” olarak
da siniflandirilabilmektedir. Bu durumda
SNP’lerin cogunun dahil oldugu sessiz
SNP’ler, gen fonksiyonlarini ve kalitilan
ozellikleri etkilemeyen SNP’ler sinifinda
yer alirken, diger sinif SNP’ler ise ya direk
etki goOstererek peptid/proteinlerdeki
aminoasit dizisini degistirirler ya da indi-
rekt etkiyle genin reguilator bolgesindeki
dizinin fonksiyonunu degistirerek peptid/
proteinler lzerinde etkilerini gosterirler
256)

Genetik hastaliklar, DNA sekansindaki bir
varyasyonun genin mRNA ya da peptid/
protein GrlinGnin niteligini ya da niceligini
(bazen her ikisini) etkilemesiyle olusan
hastaliklardir. insan genomundaki tiim
genlerin ve bu genlere ait niikleotit dizi-
lerinin belirlenmesinden sonra, genlerin
ifade edilme diizeyleri ve ifade edilen gen
Urlinlerinin yapi ve islevindeki farkliliklarin
belirlenmesine yonelik c¢alismalar hiz
kazanmistir. Bununla birlikte, genomda
binlerce aday polimorfik genin bulunmasi
ve her bir bireyin kendi genetik profiline
gore, ozellikle kanser gibi multifaktoriyel
hastalik riskinin belirlenebilmesi, hastalik
yatkinliklarinin tahmin edilebilmesi, tedavi
yaniti ya dailag cevabinin belirlenebilir ol-
masi gibi bircok nedenle cogu arastirmaci
molekdiler calismalara yonelmektedir. SNP
verileriglinimuizde tani ve risk profillemesi,
aday gen tayini ve haritalama, polimorfizm
testleri ve epidemiyolojik, farmakogenetik,
fizyolojik, genomik calismalarda ve adli ge-
netik gibi bircok alanda kullanilmaktadir.
Ornegin, epidemiyolojik ve biyomedikal
arastirmalarda, farkli populasyonlardaki
hasta ve saglikli kontrol gruplarinda SNP
tayini ve karsilastirilmasi yapilmaktadir.
Kanser tirleri basta olmak lzere diyabet,
kardiyovaskdler hastaliklar, alzheimer ve
migren gibi multifaktoriyel hastaliklar icin
SNP taramalari yapilarak hastalik riski ile
etiyolojisinin aydinlatiimasina ¢alisiimak-
tadir. Bununla birlikte, glinimizde cesitli
hastaliklara 6zgui SNP profillerinin belir-
lenmis olmasi, bu profillerin kullanilarak
hastalik tarama ve teshisinde énemli rol
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oynamaktadir. Ayrica, SNP profilleri kul-
lanilarak bireylerin ila¢ duyarhliklarindaki
farkliliklarin  belirlenebilmesi acisindan
bakildiginda, ilag yan etkilerinin ve ilag
kaynakli  komplikasyonlarin  bertaraf
edilmesindeki ve dolayisiyla tedavi ba-
sarisina katkilari da 6nem arz etmektedir.
Dolayisiyla, hastanin genotipine gore
bireysel tedavi secenekleri SNP tayinleriile
gelistirilebilecek ve yeni terapotik hedefler
belirlenebilecektir 719,

SNP profillerinin belirlenebilmesi icin cok
farkli yontemler vardir. Tayin metodlari
yeni polimorfizmleri taramak ve hedef
sekanstaki bilinen polimorfizmin alelle-
rini saptamak amaciyla uygulanmaktadir.
Gulnimuzde SNP profillerinin tayini icin
DNA dizileme, denatiire gradiyent jel
elektroforezi (DGGE), cip teknolojileri, hib-
ridizasyon/emdirim (blotting) teknikleri ve
restriksiyon fragman uzunluk polimorfizmi
(RFLP) gibi bircok yontem kullanilmaktadir

(2,5,10,11)

Ornek 1
Enzim tamma bélgesi
1

l

5'-.. NTGCAACTGATCGACTGCN. ..
3’-...NACGTTGACTAGCTGACGN...

1

o'
-3

A

RESTRIKSIYON FRAGMAN

UZUNLUK POLIMORFIZMI
(RESTRICTION FRAGMENT LENGTH
POLYMORPHISM, RFLP) YONTEMI ILE
SNP TAYINI :

RFLP insanlarda genetik bozukluklarin
saptanmasinda kullanilan yontemlerden
biridir. Bu ydontem, DNA bélgesindeki spe-
sifik bir lokusun “restriksiyon endoniikleaz”
adi verilen kesim enzimleriile kesilmesiyle
ortaya cikan farkli uzunluklardaki DNA
fragmanlarinin analiz edilmesiyle bu
lokustaki polimorfizmlerin/mutasyonlarin
incelenmesine olanak tanir #6113,
Restriksiyon Endoniikleaz (RE)'lar, ¢ok
uzun cift sarmal DNA molekdillerini spesifik
parcalara kesen ve bu sekilde DNA'y1 ma-
niplle etmeyi mimkuin kilan enzimlerdir.
Bakterilerde yaygin olarak bulunurlar.
Nikleotid dizileri ve tanima bolgelerinin
uzunlugu acisindan farkl bakterilerden
elde edilen birbirinden farkli ¢ok sayida
RE vardir. isimlendirilmelerinde; ilk harf
(buylk) bakterinin cinsini, ikinci ve Gg¢lincl
harfler (kiigtik) bakterinin tlrtiind, ek harf-
ler bakterinin soyunu, Romen rakamlariise
ayni bakteri soyundan elde edilen kaginci
enzim oldugunu gostermektedir.
Bakteriler biyolojik faaliyetlerini stirdiirmek
Uzere Tip |, Tip Il ve Tip Il olmak tzere 3

Ornek 2

5..GATC...8
3 CTAG,..5

Mbol ile| KESIM

5'- . NTGCAACTGTTCGACTGCN...-
3’-.. NACGTTGACAAGCTGACGN...-

farkh tipte RE dretirler. Tip | ve Tip llI
RE'lerin ¢ok alt birimli buylik kompleksler
olusturmasi, katalitik aktivitelerinde ATP
kullanmalari, kesim bdlgelerinin enzim
tanima bolgelerinden ¢ok uzakta olmasi
ve dolayisiyla kesimlerinin spesifik olma-
masi molekdler calismalar icin dezavantaj
olusturmaktadir.Tip [| RE'ler ise daha basit
yapilidir. Kesimleri organik bir molekl olan
ATP'ye bagh degildir. Inorganik Mg+2
iyonlarinin varliginda kesim yaparlar. Tam
hedef niikleotitten veya ¢ok yakinindan
kesim yapma 0zellikleri nedeniyle mole-
kiler arastirmalar icin ideal enzimlerdir.
RE'ler, DNA dizisi lizerinde 4-10 baz uzunlu-
gundaki spesifik DNA sekanslarini tanirlar.
RE tanima sekanslari sagdan veya soldan
okundugunda ayni olan DNA sekanslaridir
yani palindromlardir (Sekil 1). Palindromlar
genellikle 4 veya 6 bazdir fakat bazilari 5,
8 veya daha uzun olabilir.

5
5’- GAATTC -3’
3’-CTTAAG - 5°
—
Sekil 1: Bir palindrom ¢rnegi. Sagdan veya
soldan okundugunda ayni olan DNA
sekanslarl.

SNP

[V Y

5°- . .NTGCAACT GATCGACTGCN...-3’ 5°-. . NTGCAACTGTTCGACTGCN...-3’
3’-..NACGTTGACTAG CTGACGN...-5’ 3°-.. NACGTTGACAAGCTGACGN...-5’
SONUC: Enzim tanmima bolgesi yok... Kesim bilgesiyok
Enzim tanima bdlgesi var... Bir kesim bélgesi RE Kesimi gerceklesmedi
RE Kesimi ger¢eklesti Enzim tamima bdélgesindeki SNP varlig,

RE kesimi farkli boyda 2 fragman olusturdu. RE kesimini engelleyerek dizinin tek parca

halinde kesilmeden kalmasina neden oldu.
Sekil 2: Restriksiyon enzim kesimi. RE'ler enzim tanima bolgesinin varliginda katalitik aktivite gostererek spesifik kesim bolgelerinde
DNA dizisinininde fragmanlara ayrilmasina neden olur. Tanima bdélgesinin olmamasi enzimin dizi Gizerinde etki gdsterememesine neden
olarak bu bolgeyi, kesilmeden ayni sekilde birakir. Ornek 1de Mbol restriksiyon endoniikleaz enzimi icin tanima dizisi koyu renk ile
gosterilmistir. Asagi yukari oklar enzimin kesim yaptigi bolgeleri gdstermektedir. RE, GATC tanima dizisinin oldugu bdlgede her iki zincirde
G niikleotidinden kesim yaparak katalitik aktivite géstermekte ve yapiskan uclar olusturmaktadir. Ornek 2'de tanima bélgesi icinde bir SNP
olduguna dikkat ediniz. Mbol kesim patterni New England Biolabs Inc/den alintilanmustir. N, Herhangi bir niikleotidi ifade etmektedir.
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Herhangi bir restriksiyon enzimi tarafindan
taninan DNA dizisine (sekansina) “restrik-
siyon bolgesi” denir. Bu bolgeler DNA
Uzerinde rastgele yerlerde bulunurlar. Bu
nedenle farkli bireylerde bu bolgeler ayni
RE'ler kullanilarak kesildiginde bireylerin
tasidigi mutasyonlara bagli olarak degisik
miktar ve uzunlukta parcalar elde edilebil-
mektedir.

RE'ler tanima sekansinda veya bu sekansin
yakininda, DNA'daki deoksiriboz ve fosfat
gruplar arasindaki baglart hidrolize ederek
tanima sekansinin varligi veya yokluguna
gore fakh uzunluklarda fragmanlar
meydana getirirler (Sekil 2).

RE'ler ile kesim sonucu yapiskan uglu
(cohesive ya da sticky ends) parcaciklar ya
da kit uclu (blunt ends) parcaciklar elde
edilmektedir. Yapiskan uch parcaciklar
genellikle Southern blotting (emdirim)
tabanli RFLP teknigine, kit uclu parcaciklar
ise genellikle PCR tabanl RFLP teknigine
uygundur (Sekil 3). Ancak pratikte, uygun

EcoRV

§...ATATC.

3 ..CTA‘TAG...S: RE ile KESM
!
v
5-.. NGAT o po, ATCN...3’ 5-.. NGog
3-.. NCTA po; ouTAGN...5°
Kiit uclar

kosullar saglanarak yapiskan uglar olustu-
ran RE'ler de PCR tabanl RFLP tekniginde
kullaniimaktadir.

PCR tabanl RFLP yontemi temelde bes
adimdan meydana gelmektedir: 1) DNA
izolasyonu 2) PCRile arastirlacak olan DNA
lokusunun ¢ogaltiimasi, 3) Elde edilen ve
SNP tasiyan PCR Urlininun restriksiyon
enzimleri kullanilarak kesimi, 4) Elektro-
forez ile kesilen fragmanlarin ayrimi ve 5)
Kesim sonucu olusan parcaciklarin, kesim
noktasinin varhgr veya yokluguna goére
incelenerek bireyler arasindaki farkliliklarin
tespiti.

RFLP ydnteminin glvenilirligi, arastiri-
lacak olan SNP bolgesini icine alan DNA
lokusuna 6zgl primerler kullanilarak
cogaltiimasindan ileri gelir. Yontemin
temel basamaklarindan biri olan polimeraz
zincir reaksiyonu, genomda yer alan farkli
tanima bdlgelerinden kaynaklanan ¢ok
sayida fragmanin elenmesine yardim
ederek analiz edilecek asil fragmanlarin

B PGATATCN. .57

3’-..NCTTAA PO,

gorilintilenmesini kolaylastirir. PCR, ayrica,
DNA molekdiltiniin amplikasyonunu sag-
layarak cesitli goriintiileme yontemleriyle
analiz edilmesine katki saglar.

Arastirilan DNA bdlgesine

gore RE tayini ve fragmanlarin
degerlendirilmesi

RFLP analizinin daha kolay uygulanir
olabilmesi acisindan secilen enzim bulyiik
onem tasimaktadir. Yontemin esasi, RE'nin
SNP bolgesini taniyip tanimamasina
dayandiriimaktadir. Dolayisiyla RFLP yon-
teminde, hedef gen bolgesindeki SNP’nin,
enzim tanima bdlgesi icinde yer almasi
gerekmektedir.

RE seciminde, enzim tanima bdlgesi
normal ya da mutant DNA dizilerinden
birine gore yapilir. Sekil 4'te normal ya da
mutant DNA sekansina gore secilen RE icin
muhtemel olan fragman degerlendirmesi
gosterilmigtir 4611149,

EcoRI

5...dAATTC...3
3...CTTAAG...5

p, AATTCN...3’
oqGN...5°

Yapiskan uclar

Sekil 3: Yapiskan ve kit uclar. Bazi RE'ler karsit fosfodiester baglarindan DNAnin her iki ipligini tanima dizesinin tam ortasindan (simetri
ekseninden) keserek kor (yada kut) (“blunt end”) uclar olarak adlandirilan eslenmemis bazlarin olmadigr uglar birakirlar. Digerleri ise DNA'yi
her ucta eslenmemis 2-4 niikleotid birakacak sekilde keserek yapiskan uclari (“Sticky”ya da “Cohesive end”) olusturur. Bu tip kesimlerde
DNAZzincirinintam karsilikli degil; diyagonal kesimi séz konusudur. Yapiskan uglar, digeriplikle veya farkll DNAfragmanlarinin komplementer
yapiskan uclanyla baz cifti yaptiklarindan hibridizasyon/emdirim tekniklerinde veya rekombinant DNA teknolojisinde yaygin olarak
kullaniimaktadir. EcoRl ve EcoRV kesim patternleri New England Biolabs Inc/den alintilanmistir. N, Herhangi bir nikleotidi ifade etmektedir.
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Ornek 1, Normal genotipe sahip birey Ornek 2, Mutant genotipe sahip birey

A L l 5...GGATC(N)...3
5- . .NTGCAACTGGATCGACTGCN...-3’ 3...CCTAGN),...5 5’-.NTGCAACTGTATCGACTGCN...-3
3- . NACGTTGACCTAGCTGACGN...-5’ Alwl Kesimi 3’-.NACGTTGACATAGCTGACGN...-5’
T
5- . .NTGCAACTGGATCGACTN GCN...-3’ 5’- . NTGCAACTGTATCGACTGCN...-3’
3’- . NACGTTGACCTAGCTGA CGN...-5 3’- . NACGTTGACATAGCTGACGN...-5
B s ; !
- 5..GGATCC..3
5-.NTGCAACTGGATGCGACTGCN...-3’ 3 CCTAGS...s 5’- . NTGCAACTGGATCCGACTGCN...-3’
3’- . NACGTTGACCTACGCTGACGN...-5’ BamHI Kesimi 3’- . NACGTTGACCTACGCTGACGN...-¥’
i
5-_.N GGAT.C GCN...-3’ 5’- . .NTGCAACTG GATCCGACTGCN...-3°
3’- . NACGTTGACCTACGCTGACGN...-5’ 3’- . NACGTTGACCTAG GCTGACGN...-5°
o l l cCNGG...3 ‘L
5-NTCACCAGGCTTGCACCTGGTCACN...-3’ v GGN‘CC...:' - NTCACCAGGCTTGCACGTGGTCACN-3’
5’-NAGTGGTCCGAACGTGGACCAGTGN..-3 ScrFI Kesimi 5-NAGTGGTCCGAACGTGCACCAGTGN-3”
T T i
5’-NTCACC AGGCTTGCAC TGGTCACN..-3° 5’-NTCACC AGGCTTGCACGTGGTCACN-3’
5’-NAGTGGT CCGAACGTGGA CCAGTGN..-3 S-NAGTGGT CCGAACGTGCACCAGTGN-3°

Sekil 4: Normal ya da mutant DNA dizilerine gére secilen RE icin fragman degerlendirmesi. A/da herhangi bir lokustaki DNA dizisi Gzerinde
meydana gelen guanine (G) niikleotidinin timin (T) niikleotidine dénuistigu bir varyasyon gdsteriimektedir. RE'nin tanima bélgesi, Ornek
1'deki SNP icermeyen normal DNA dizisinde bir defa yer almaktadir. Dolayisiyla, normal dizide bir kesim bolgesi olusturarak 2 DNA
fragmani meydana getirmektedir. Aksine Ornek 2'deki mutant dizide Alwl tanima bdélgesi olmadigindan kesim gerceklesmez ve dizi
kesilmeden tek parca halinde kalir. Sonucta, kesilen Grtnlere sahip bireyler normal, digerleri mutant/polimorfiktir. Alw1in tanima
sekansindan 4 nukleotit sonrasinda kesim yaptigina dikkat ediniz. Bde guanine (G) — sitozin (C) dontsdmi BamHI endonUkleaz ile tespit
edilmektedir. Goruldugu tzere, REnin tanima bélgesi normal dizide olmayip, Ormek 2'deki mutant DNA sekansinda ise, mutant bireylerin
DNA sekanslarinda kesim gerceklesir, normal genotipe sahip bireylerin DNA'lari sabit kalir. BamHI sekildeki mutant DNA sekansinda tek bir
tanima bolgesine sahip oldugundan bu dizi i¢in sadece 2 fragman olusturduguna dikkat ediniz. C. RE, normal ve mutasyonlu bolgede
farkli sayida tanima sekansina sahip olabilir. Dolayisiyla farkli sayida restriksiyon/kesim bolgesi olusturarak farkli sayida fragmanlar meydana
getirir. Degerlendirme her bireyin sahip oldugu mutasyona gore olusan fragman sayilarina gére yapilir. Bu durumda restriksiyon bolge
sayisi birbirinden bir farkli olacagindan bir farkli sayida fragman olustururlar. Secilen enzimin kesilmek istenilen DNA'y1 birden fazla noktada
kesmesi sonucu olusan ¢ok sayida ve birbirine yakin blyUklUkteki fragmanlar analizi zorlastirmaktadir. Sekilde 6zel bir DNA sekasindaki C
— G donustimi gosterilmektedir. ScrFl endonlkleazi normal dizide 2 bolge tanidigindan 2 kesim yaparak 3 farkli uzunlukta fragman
olusturmaktadir. Mutasyonlu dizide ise 1 tanima bolgesine sahip oldugundan 1 kesim yaparak 2 farkli uzunlukta fragman olusturmaktadir.
RE'lere ait kesim patternleri New England Biolabs Inc/den alintilanmistir. N, Herhangi bir nukleotidi ifade etmektedir. Asagi/yukari oklar
RE'nin kesim yaptigi noktalari gostermektedir.

Binlerce farkli restriksiyon enzimi arasindan
arastirdigimiz DNA bolgesine uygun enzim
WEB-tabanli biyoinformatik araglar ya da
programlarla yapilabilecegi gibi literattr
taramasiile de belirlenebilmektedir. Ancak
her ne sekilde olursa olsun bu enzimin SNP
bolgesine spesifik olup olmadigr kontrol
edilmelidir. Bu amagla in silico deneyler
yapilmaktadir. Bu deneylerde ilk basamak
calisilacak olan gen bolgesine ait dizinin
bulunmasi ve aranilan SNP'nin bu bolgede
tespit edilmesidir (6rnegin, https://www.
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ensembl.org, https://www.ncbi.nlm.nih.
gov gibi). Ardindan izole edilen DNA'nin
spesifik bir lokusunun amplifikasyonunun
yapilmasi gerektiginden, arastirilacak
SNP'yi icine alan spesifik DNA lokusuna
ait primerlerin -ticari kit kullanilmadig
durumlarda-  biyoinformatik araclarla
(Primer3, Pearl Primer gibi WEB-tabanli
programlar kullanilarak) dizayn edilmesi-
dir. Bu primerler literatiir taramasi ile de
bulunabilmektedir. Ancak, bu primerlerin
cahsip/calismadiginin  ya da istenilen

bdlgeyi ¢codaltip/cogaltmadiginin tespiti
icin in silico PCR deneyi yapilarak (www.
genome.ucsc.edu) kontrol edilmeleri
dnerilmektedir. istenilen bélgeye ait pri-
merlerin dizaynindan sonraki basamak,
nihayet, SNP'yi tayin etmeye yonelik RE
secimidir. Bu basamakta, PCRI yapilan
bdlgenin hem normal dizisinin hem de
SNP’yi iceren mutanth dizisinin NEBcutter
gibi  (http://nc2.neb.com/NEBcutter2/)
WEB-tabanli  programlar  kullanilarak
binlerce farli bakteri RE'leri ile in silico


http://www.ensembl.org
http://www.ensembl.org
https://www.ncbi.nlm.nih.gov
https://www.ncbi.nlm.nih.gov
http://www.genome.ucsc.edu
http://www.genome.ucsc.edu
http://nc2.neb.com/NEBcutter2/
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kesimleri saglanarak SNP bolgesindeki
RE enzimi belirlenir. In silico deneylerin
ardindan tim yéntem basamaklari icin
laboratuvarda optimizasyon calismalari
yapilarak uygun deney protokolleri olus-
turulur. Sekil 5.de prostat kanserli hasta ve
saglikl kontrol grubundan toplanan venéz

1. DNAizolasyonu

198 baz cifti (bg)
>

W

Malzemeler Miktar
DMNazFENaz 15
ipermeven steril su

Tampon T* 0.7 ul
Tampon Y tanpo® 0.7 w
PCE Uriinii 10.0 ul
Hinfl enzimi* 03 ul

* MBI Fermentas, Ontano, Canada

| S|
WEADDHDDACADD C Alleli

kan 6rnekleriyle yaptigimiz bir calismadaki,
DNA metilasyonu, folik asit, homosistein ve
nikleotid sentezini etkileyen DNA metabo-
lizmasindaki 6nemli enzimlerden biri olan
ve MTHF (metilen tetrahidrofolat)'in THF
(tetra hidrofolat)'a donlisimUni katalize
eden MTHF-rediktaz (MTHFR) enzimine

ait 677C>T (rs1801133) polimorfizminin
tayini icin kullanilan protokol érneklen-
dirilmistir. MTHFR geninin 4. Ekzonunda
lokalize olan 677 C>T polimorfizmi, 222.
kodondaki alaninin valine donisiimiine
neden olarak MTHFR enzim aktivitesini
%35-45 arasinda azaltmaktadir 4.

1.PCR ileilgiligen hilgesinin amplifikasvonu
Primer dizileri : - TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-T

§- GGACGGTGCGGTGAGAGTG-Y

hIalzemeler Miiktar
Steril su 162 pl]
10XT: * 23 Pradenatiresyon : 95° C—5 dakikz
ne L5 Do srctim
dNTP 8 1mM)* 20ul| Uzme : 71t o] i | dEngh
Primer karizim 15| Sonlznme T TIRC -5 dakika
(10 phd)
Taq-polimeraz 03 PCR iiriinii : 198 baz cifti{bg)
e

4. Olusan fragmanlarin Agaroz Jel elektroforeziile giriintillenmesive

5, Sonuclarin degerlendirilmesi

MPCREI 2 3 4 ALLELER
; C Alleli (normal) | 198 by
37°C"de 2 saat T Allshi (mutant) | 175 bp = 23 b¢
e A CINOTIPLER
CC (homozzet | 198 by
igg E 198 be normal)
150 by —178b¢ |CT (heteromizof) | 198bg =+ 173 by
100 + 23k
% TT (homozizgot | 175 by + 23 by
by mutant}

Sekil 5: MTHFR 677C>T (rs1801133) polimorfizminin PCR-tabanli RFLP yontemi ile tayini. Calisma 6rneklerinden DNA izolasyonunu
takiben uygun primerler kullanilarak rs1801133 polimorfizmini iceren gen bolgesinin PCR cihazinda verilen protokol kullanilarak
amplifikasyonu saglanir. Ardindan ¢ogaltiimis olan bolge C = T niikleotid degisimini tayin edecek olan Hinfl endonikleaz enzimi ile
inkiibe edilir. Inkiibasyon sonucu olusan fragmanlarin degerlendirilmesi %2 agaroz jel elektroforezi ve uygun gorintileme yontemleri ile
yapllir. Sekilde agaroz jel gorintistndeki ilk kuyu (M, marker) DNA blyUkligint gostermek amaciyla yiklenen, 50 bg araliginda farkli
uzunluklarda DNA fragmanlari iceren DNA-belirtegini ikinci kuyu PCR sonucu olusan Uriing, diger kuyular (1-4) hasta 6rneklerini temsil
etmektedir. 23 b¢'lik kisa fragman %2'lik elektroforezde gortinyllenememektedir (gorintilenememektedir). Buna gore jelde olusan
fragman buyukltklerine gore 1 nolu hasta 6rnedi T alleline ait olan tek bir 175 b¢'lik bant icerdiginden TT homozigot mutant genotipine
sahiptir. 2 ve 3 nolu hasta ¢rnekleri ise sadece C alleline ait olan 198 b¢'lik banta sahip olduklarindan CC homozigot normal genotipine
sahiplerdir. Buna karsin 4 numarali hasta hem C allelihem de T alleline ait 198 bg ve 175 b¢'lik bant paterni gosterdiginden CT heterozigot
genotipe sahiptir. Bu durumda anneden ya da babadan gelen allellerden biri normal biri mutanttir. Hinfl kesim patterni New England
BioLabs Incden alintilanmistir. N, Herhangi bir ntkleotidi ifade etmektedir.
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Urolojik Kanserlerde
Epigenetik
Mekanizmalar ve
Yontemler

Dr. Dilara SONMEZ ve Dr. ilhan YAYLIM

Urolojik hastaliklar icinde kritik 6neme
sahip olan Urolojik kanserler (mesane,
prostat, bobrek ve testis kanseri), kanser
insidansinin  %26'sini olustururken ve
mortalitenin de %13'tn0 temsil ederler ™.
Ayrica mesane, prostat ve bobrek kanseri
en sik gorilen ilk 10 kanser igindedir ?.
Gen¢ nufusun azalmasi, toplumlarda
artan nifus artisi ve yaslanma ile artan
risk, trolojik kanserlerin gorilme sikligini
arttirmistir . Patolojik tani yontemlerinin
kullanillarak teshis edildigi trolojik kanser-
lerin bazilari erken tarama icin az sayida
biyomarkera sahip olsalarda bunlarinvaziv
ve 6zgullikten uzaktir @. Normal bir hiic-
renin kanser hiicresine donlisiimiinde ve
bu hiicrenin farklilasarak ¢evre hiicre ve
organlari etkiledigi karmasik yeteneklerin
ortaya ¢ikmasi hem genetik hem de
epigenetik faktorlerle gerceklesmektedir.
Hucrenin ve hiicreye ait genetik bilginin
diizenlenmesinde blylk oranda s6z
sahibi olan epigenetik faktorler, molekiiler
biyobelirtec olma yolunda yiiksek potansi-
yele sahiptirler ™. Bu derlemede bilinen ve
popliler olan epigenetik diizenleyicilerin
mekanizmalarini, uygulama yontemlerini
ve Uroonkoljik alanda belirlenen epige-
netik temelli biyobelirteclerin mevcut
durumunu 6zetliyoruz.

Epigenetik, ilk olarak 1942'de cevresel
faktorlerin  programli embriyonik koék
hiicre farkhlasmasi Gzerine etkisini anlat-
mak amaciyla tanimlanmistir . Genom
projesinin 2001 yilinda tamamlanmasi ile
arastirmacilarin genetik yapinin degistiril-
mesi ve diizenlenmesinin kontrol edilmesi
amaciyla, farelerden Drosophila melano-
gaster’e kadar bircok model organizmada
genom organizasyonunu anlamak icin
genis kapsamli calismalar yapmislardir .

Tum bu arastirmalar sonucu epigenetik,
ayni DNA sekansina ait alternatif gen
aktivite durumlarini olusturan ve bu mo-
difikasyonlarin kalitimla strdiirebilmeleri
icin gerekli olan molekdllerin ve meka-
nizmalarin incelenmesini saglayan bilim
dal olarak diizenlenmistir®. insanlarda
epidemiyolojik calismalarla desteklenen
arastirmalar sonucunda rahimde, annenin
hamilelik esnasinda fetal stres etkenleri
(gida fazlasi ve yoksunlugunun, uyusturu-
cu, alkol bagimhligi ve duygusal stres vb.)
ile dogum sonrasi bebeklerde gorilen
rahatsizliklar arasinda bir iliski oldugu
tespit edilmistir. Fetal biiylime déneminde
genomun modifiye edilmesi annelerin
bebeklerini dig diinyada hayatta kalmaya
hazirlamasi oldugu gibi, blyime ve meta-
bolik bozukluklara da neden olmaktadir ©.
DNA sekansinda herhangi bir degisiklige
neden olmayan epigenetik modifikas-
yonlar, ayni zamanda gen ekspresyonu
degistirebilen ve somatik olarak kahtila-
bilir degisikliklerdir . Gen ekspresyonu,
genomun calismasini kontrol eden DNA
metilasyonu, kodlanmayan RNAlar
ekspresyonu ve histon modifikasyonlari
gibi epigenetik sinyallerin etkileri ile
gerceklesen dinamik bir olaydir (Sekil 1) ©7),

1. DNA Metilasyonlari

Nikleik asit epigenetik modifikasyonu gen-
lerin promotdr bolgelerindeki, 6zellikle Cpg
adaciklarinda, sitozinlerin bir dizi enzim yar-
dimtiile metillenerek 5-metilsitozin (5mC)’e
ddniismesi sonucu biyolojik stireclerin (gen
susturma, genomik baski, X-kromozom
inaktivasyonu vb.) kontrol edilmesi olarak
bilinir®, Genomdaki promotér bolgelerine
ait 5mC seviyesi ¢cok hassas bir sekilde du-
zenlenir ve bu diizenleneme gen ekspres-
yonunu kontrol ettigi icin bu dengedeki
anormallikler karsinogenez gibi digerinsan
hastaliklari ile de yakindan baglantilidir ©.
DNA'daki her sitozin metillenebilir ancak
cevre-gen etkilesiminde anahtar rolii olan
sitozinler guanosine bitisik olanlardir. DNA
zincirinin tek halkasinda sitozinin ard arda
fosfodiester baglari ile guanozine bagli bu
yaplya CpG dinUkleotidleri denir ©. Promo-
tor bolgelerinin yaklasik %60'n1 olusturarak

CpG adaciklarina donisirler. Sitozinin
metillenmesi DNA'nin sahip oldugu hid-
rofobik 6zelligini etkiler, hipermetilasyon
durumu transkripsiyon aktivatorlerinin
baglanmasini engelleyerek veya kromatinin
yeniden sekillenmesi ile genin sessizles-
mesine neden olurken, hipometilasyon
durumu tam tersi yonde etkileyip gen
ekspresyonunu arittirir®. CpG adaciklarinin
metillenmesinden sorumlu olan enzimler
DNA metiltransferazlarken (DNMT), bu
metil gruplarinin ¢ikarilmasindan (Sekil
2) ise on-on bir translokasyon metilsitozin
dioksijenaz (TET; ten-eleven translocation)
enzim ailesidir ©.

Memelilerde dort tip DNMT vardir. Bunlar-
san ilki DNMTT'ler, hiicrenin replikasyon
esnasinda ikiye katladigi DNA’sindan yeni
kopyanin atasal DNA'nin sahip oldugu
metilasyon paternini korumasini sagla-
maktir. DNMT2 ise RNA'y1 katalize ederken,
DNMT3a ve DNMT3b de nova metilasyon
yetenegdi ile embriyonik gelisim esnasinda
genlerin ekspresyonlarini kalici veya gecici
olarak degistirir ©. Epigenetik diizenleme-
leri etkileyen cevresel faktorlerden biri olan
hipoksik stresin, mekanizmasi tam olarak
aydinlatilamasa da, DNMT ekspresyonunu
etkiledigi bilinmektedir ©.

DNA (zerinde gerceklesen epigenetik
mekanizmalar birbirine bagh ¢ unsur
arasindaki dengeye baglidir. Bunlardan
ilk ikisi bahsedildigi gibi DNMT3’lin novo
metilasyonu ve DNMT1'in mevcut meti-
lasyonu siirdirmesidir. Metil kazanimi ve
strdiiriilmesinden sonra son olarak metil
silinmesi gelmektedir. DNA metilasyonu
on-on iki translokasyon metilsitozin
dioksijenaz (TET) ailesine mensup bir dizi
enzim tarafindan aktif replikasyondan
bagimsiz olarak demetile edilebilir ©?, Si-
tozinin DNMT'ler ile 5-metilsitozine (5mQC)
donlismesinin ardindan, memelilerde aktif
DNA demetilasyonunun ilk basamagi olan
5mC’nin 5-hidroksilmetilsitozine (5hmC)
oksitlenmesi gerceklesir. Oksitlenmenin
TET enzimleri tarafindan gerceklestigi
tespit edilmistir V. TET enzimlerinin
katalize ettigi oksidasyon islemi devam
ederek, 5hmC’nin 5-formilsitozin (5fC) ve
5-karboksilsitozin (5caC) doniismesiile son
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bulur. 5fC ve 5caC artik DNA tamir meka-
nizmasinda gorevli timin DNA glikosilaz
tarafindan baz eksizyonu ile metillenmemis
bir sitozin ile yer degistirmeye veya sitozin
dekarboksilaz ile sitozine doniismek icin
hazir hale gelir (Sekil 3) 12,
Hipoksinin TET (izerine ve embriyonik geli-
sim (izerine etkise DNMT’lerde oldugu gibi
iyi arastirlmamis olsa da, TET enziminin
hipoksik kosullar altinda seviyesinin dnemli
Ol¢lide azaldigi ve malignitelerle ise iligkili
oldugdu bildirilmistir 3.

DNA metilasyonu embriyonik asama
basta olmak tizere tiim canlilar icin 5nem-

Epigenetik Mekanizmalar

N ¥

lidir. insan gelisimi sirasinda, délenen
yumurtalarda blastosit asamasi stiresince
kadar erkege ait DNAda tam demetil-
sayona gorulir ©. Embriyonun, uterusa
goémilmesi olarak bilinen implantasyon
sirasinda de nova remetilasyon islemi
baslar. Bu islem dokuya 6zgl paternin
olusumunda hayati fonksiyona sahip
genler aktif kalacak sekilde bazi genlerin
aktiflesirken, bazi genler sessizlestirilir ©.
Bu stireci etkileyecek herhangi bir durum
sonucu aminoasitlerde gorilebilecek bir
eksiklik genomik demetilasyon ve de novo
metilasyonu etkileyebilir ©. 2018'de insan

plasentasinda yapilan calisma maternal
strese yanit olarak Metabolik yolaklar
ait ti¢c dnemli bolgenin DNA metilasyon
diizeylerinin degistigi tespit edilmistir 4.
Bu ve benzeri calismalar géstermistir ki,
kalori yetersiz beslenme™, diistik proteinli
dengesiz bir diyet'®'?, hipertansiyon'®,
annenin obezite""? veya diyabet? durumu
ve aile ici siddet®” nedeniyle psikolojik
stres faktorlerinin DNA metilasyonunda
degisikliklere yol acabilir®.
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Sekil 1: Epigenetik mekanizmalar ©.
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Epigenetik biyomarkorlar  hastaligin
ozellikle kanserde erken tespiti, timor
dinamigi  degerlendirmesi, minimal
rezidlel hastaliklarin tespiti ve terapi
izlemesi hakkinda bize 6nemli ipuclar
sunmaktadir®. Ornegin Mesane kanseri
hiicre hattinda yapilan bir calismada bir
metiltransferaz olan EHMT2'nin apoptozu
tetikledigi tespit edilmistir®®. Mesane
kanserinde yapilan bir baska calismada,
poliaminle modile edilmis faktor-1
(PMF-1) geni metilasyonun, mesane kan-
serlerinde timor niikslind azaltmak icin
kullanilan Bacillus Calmette-Guérin (BCG)

Sekil 2: DNA metilasyonu.
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Sekil 3: DNA Demetilasyonu.

ile iliskisine bakmayi hedeflemislerdir.
Boylece bu tedaviye hangi hastalarin daha
iyi yanit verebilecegini bulmayi hedefleyen
arastirma ekibi PMF-1'in metilasyon duru-
munun, BCG tedavisi tumorlt hastalarin
rekirrens ve progresyon ile korelasyon
gosterdigini bildirmislerdir. Calismalari so-
nucunda kisiye 6zgi terapi seceneklerinin
olusturulmasina katkida bulunabilecek bir
biyomarker 6nermisleridir?®. Renal hiicreli
kanserlerde RASSF1A'nin metilasyonu
basta olmak tzere TIMP3, APC, CDKN2A
transkriptleri P14 ve P16, GSTP1, PTGS2,
RARB, PCDH17,TCF21,CDH1, FHIT, LRRC3B
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ve WNT antagonistleri idrar ve kanda
teshis icin dnerilen metilasyon markor-
leri arasindadir®, Testikuler germ hicreli
timorlerde (TGCT) yapilan bir calismada
ise, ailesel vakalarin sagliklilara nazaran
artan PDE11A, SPRY4 ve BAK1 promoter
metilasyonu ve azalmis KITLG promoter
metilasyona sahip oldugunu tespit edil-
mistir. Ve bu metlisayonlarin TGCT'nin
erken tani icin potansiyel biyomarkorler
olduklarini 6ne strtilmusttire,

Teknolojinin gelismesiile bu alandaki son
calismalar da daha minimal invaziv olan
likit biyopsilere yénelmistir®. Ozellikle
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kanser tanisi ve prognozunda yeni biyobe-
lirteclerin kesfedilme potansiyeline sahip
likit biyopsilerden elde edilen nikleik
asitlerin kisa bir yarilanma 6mriine (16
dakika ile 2.5 saat arasinda) sahip olmasi
gercekzamanli olmasini ve 6zellikle kanser
hastalarinda dinamik yiikiin timor yikan(
tahmin etmesini saglamaktadir 2729, Likit
biyopsilerin belki de en 6nemli avantaji
dolasimdaki nikleik asitler primer, se-
konder tiimorleri ve metastatik hiicreler
ile butlinsel bir sonucu temsil ettigi icin
timor heterojinetisinde kaynakli sorunlari
cozebilir @39, |ikit biyopsi materyalleri,
apoptoz, nekroz ve aktif sekresyon yoluyla
kan veya diger vicut sivilarina hiicresiz
olarak salinan DNA (cfDNA) ve RNA (cfR-
NA), dolasimdaki timor hiicreleri (CTC) ve
hicre disi vezikulleridir (EV) ??. Somatik
mutasyonlar basta olmak Uzere bircok
genetik biyobelitecin kanser c¢esitleri
arasinda ve durumdan duruma farkhlik
gostermesi bu likit biyopsi materyallerinde
epigenetik biyobelite¢ olusturma potansi-
yelini arttirmaktadir @”). Epigenetik belirteg
olarak en cok calisan likit materyallerden
biri de cfDNA'lardir. Yaklasik 167bp'den
olusan cfDNA'lar saglikl bireyler ve kanser
hastalarinda karsilastiklarinda anlamli de-
rece farklihk gosteririken anormal sekilde
gorulen DNA metilasyonu timor olusumu-
nun erken evreleri de dahil kanserin tim
stirecinde bol miktarda bulunabilirler @,
Tum bilgiler 151ginda cfDNA Uzerindeki
metilasyon paterninin analizi basta kanser
olmak (izere bir cok hastalik icin tanisi ve
prognozu icin daha saglam ve duyarli bir
yaklasim olma niteligi tasimaktadir 7.

CfDNA'nin yani sira hiicre ayiklama tekno-
lojisinde kiilerlemeler sonucunda dolasima
katilan timor hiicrelerinin (CTC) metilom
analizleri 6zellikle kok hiicre 6zelligi kaza-
nan metastatic kanser hiicreleri arasindaki
calismalarin gerceklesmesiyle yeni epi-
genetik biyomarkorlarin kesfedilmesine
olanak saglamistir 32, Ayrica heniz
tam olarak aydinlatilamasada cfRNA®3) ve
cfDNA fragmantasyon paternleri®® izerine
calismalar umut verici sekilde devam
etmektedir. Bu calismalardan biri de renal
kanserlerin saglkli ve hasta serumlarinda
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mikkemmel bir sekilde ayirt edilmesini
saglayan ve tani icin onerilen APC, FHIT
ve RASSF1A metillenmis cfDNA'laridir @3,

2. Histon Modifikasyonlari
DNA'nin histon paketleri ile paketlenmis
yogun hali olarak bilinen kromatin kon-
densasyonu, hiicre icin paketli bélgenin
ekspresyonun gerekli olmadigr durum-
larda transkribe edilmesini engeller ¢,
Genomdaki bu dlizenleme ayni zamanda
genleri mutasyona neden olacak dis
streslerden korumaktadir. Bu amaclar
dogrultusunda DNA (146 baz ifti) histon
proteinlerinin (H1, H2A, H2B, H3 ve H4)
etrafina sarilarak kromatinin temel birimi
olan nuikleozomlari olustururlar ©3%), His-
ton proteinlerinin N terminal kuyruklari
translasyon sonrasi gesitli degisikliklere
ugrayarak niikleozomunyapisini agik veya
kabali hale getirerek genin transkripsyon
faktorlerinin baglanmasina izin verir veya
sikistirarak izin vermezler @. Genlerin bu
sekilde okunmasi veya susturulmasina
kromatinin yeniden diizenlenmesi den-
mektedir ©%, Gliniimuzde en ¢ok calisilan
asetilasyon ve metilasyon kovalent histon
modifikasyonlarinin yani sira fosforilasyon,
S-nitrosilayon, sumolasyon, ubikitinasyon,
ADP-ribosilasyon, farnezilasyon ve sitrilini-
zasyon modifikasyonlarida bulunmaktadir.
Asetilasyon; Negatif yikli DNA'nin pozitif
yuklU histonlara sarilmasinda gorev alan
lizin kalintilarini notralize eden asetil grup-
lari nikleozomlarin  konformasyonunu
etkileyerek ekspresyonun gerceklesmesini
saglar 239, Bu aktiflesmeyi saglayan ase-
tiltransferazlar (HAT) sayesinde asetilasyon
gerceklesirken, tersi bir islemi yapan histon
deasetilazlar (HDAC) asetil gruplarini ¢ika-
rip histon konformasyonunu eski haline
getirir. Deasetilasyon sonucu transkripsi-
yon faktorlerinin bu bolgeye erisimi engel-
lenir23®, Histon asetilasyonlarinin genlerin
ekspresyonunu arttirma 6zelligi kanserde
hiicrelerin maling transformasyonuna yol
actigi bilinmektedir®®,

Metilasyon; Histon kuyruklarinda lizin
(K), histidin ve arjinin kalintilarinin me-
tilasyonu histonlarin elektirik yuklerini
degistirmeden gen ekspresyonunda

degisiklige neden olurlar €. Histon metilt-
ransferaz (HMT) ve histon demetilaz (HDM)
enzimleri ile gerceklesen metil transferi
lizin ve arginin kalintilarricin coklu (mono-,
di- veya tri-) olarak da gerceklesebilmek-
tedir. Histon metilasyonunda epigenetik
etki H3 Gizerindeki K4, K9, K27, K36 veya
K79 gibi lizin bolgelerinin metilasyonu ile
gerceklesir °37, Histonlarin metilasyonu,
gen ekspresyonu, genomik stabilite,
DNA onarimi, yaslanma, hiicre dongusu
ve hiicresel gelisim ve farklilasmasindaki
kritik rollerini hem gen ekspresyonu (H3K4
metilasyonu) hem de supresyonu (H3K9
metilasyonu, H3K27 trimetilasyonu H3K20
trimetilasyonu) meydana getirerek gercek-
lestirirler®®. Onkolojik bir cok surectede
o6enmli rollere sahip oldugu bilinen histon
metilasyonlarindan H3K4me2 downre-
glilasyonu, prostat, akciger ve pankreas
kanseri dahil olmak Uzere cesitli kanser
tarleriiliskilendirilerken, yaslanma stireci,
mide karsinomu, yumurtalik kanseri, len-
fomalar ve kolon kanserinde H3K27me3 ve
H4K20me3'lin asagi regllasyonuna bagh
oldugdu bildirilmistir®.

Fosforilasyon; Histonlarin N-terminal
kuruklarinda bulunan treonin, serin ve
tirosinin kinaz ve fosfatazlar yardimi
ile ATP'den bir fosfat grubunu almalari
sonucu gerceklesir. Fosforilasyon sonu-
cunda pozitif yiklerinde azalma olan
histonlar ekspresyona neden olabilirler®,
H3 fosforilasyonu c-jun, c-fos ve c-myc
dahil oldugu gecici ve cok hizli bir sekilde
aktive edilmesi gereken genlerin ekspres-
yonunu indiiklemeleri ile bircok hicresel
mekanizma icin kritik Gneme sahiptir®.
H3 fosforilasyon kaybinin, X'e bagli kalitim
gosteren ve hastalarda zihinsel gerilige
neden olan Coffin-Lowry sendromu iliskili
oldugdu tespit edilmistir©,
Ubukitinasyon; Sonu glisin kalintisi ile
biten ve 76 amino asitten (8.7 kDa) olusan
ubikutin kiresel bir alana sahip polipep-
titdir®?. Ubikutin, histon proteinlerinde
(H2A, H2B, H3 ve H4 ve H1) bulunan lizin
kalintilarinin p-amino grubuile birizopep-
tid bag olusturur. Birden fazla kez ubiku-
tinlene bilen (mono- veya poliubikutin)
bu lizin kalintilarina ubikitin aktarimi bir
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seri enzim tarafindan gerceklesir. Oncelikle
ubikutin aktive edici birenzime (E1) ATP’ye
bagh bir reaksiyon yardimi ile kendine
bagh ubikutini aktiflestirir. Ardindan ubi-
kitin-konjlige edici enzime (E2) aktarilan
aktiflesmis ubikutin, ubikitin ligazi (E3)
enzimiyle hedef protein Gzerindeki lizin
kalintisina baglanir“?, Dinamik bir histon
modifikasyonu olan ubikuitinasyon gen
transkripsiyonu, DNA hasar tamir mekaniz-
masini, niikleozom stabilitesini ve histon
proteinlerinin tahliyesi de dahil olmak
Uzere bircok mekanizmasi kontrol eder".
Geri dontsumli olarak gerceklesen ubi-
kuitinasyon, ubiquitin'e 6zgl peptidaz
olan deubikuitinasyon enzimleri (DUB)
ile histona bagh ubikutinler cikarlabilir.
Yapilan onkolojik bir calismada bir histon
E3 ubikuitin ligazin (RING1A/RING1B) veya
E3’Uin allosterik aktivatoriniin (BMIT) asir
ekspresyonunun timor baskilayici genleri
espresyonunu engelledigi bildirilmistir“2.
SUMOIlasyon; Amino asit sekansi olarak
%18 oraninda ubikutine bezeyen kuiglik
ubikitin benzeri modifiye edici (SUMO)
bir N-terminal uzanti haricinde ti¢ boyulu
yapi olarak da benzerlik gosterir®. Heniiz
tam olarak aydinlatilamasa da N-terminal
uzantinin, SUMOlasyon'in ubikuitinas-
yondan farkli hicresel slreclere dahil
olmasinin nedeni olarak diistiniilmektedir.
Ubikutinasyon mekanizmasinin parcasi
olan Gigenzim E1 (SAE1, SAE2), E2 (Ubc9) ve
E3 (RanBP2; PIAS1,-2,-3,-4;Pc2 ) haricinde
SUMO proteazlar (SENP-1,-2,-3,-4,-5,-6,-7)
ve SUMO molekdlleri (SUMO-1,-2,-3,-4)
SUMOIlasyonun insanda gerceklesmesi
icin gerekli molekiillerdir®. inaktif SUMO
molekdllerinin aktif hale gelebilmesi icin
SENP’lerin karboksi terminal diglisin (GG)
motifini ortaya ¢ikarmalari gerekmekte-
dir. Olgun hale gelen SUMO molekdili
ATP aracili aktiflesme icin, SAE1 ve SAE2
dahil oldugu heterodimerik E1 aktiflesti-
rici enzimi ile aktif forma donustaralirler.
Ardindan SUMO, E2 konjlige enzimi olan
Ubc9’a aktarilir?. Son olarak hedef pro-
teinin lizin kalintisi ile SUMO c-terminali
arasinda E3 ligaz tarafindan bir izopeptid
bag olusturarak eklenir“?. Cogunlukla tek
olarak (mono-) eklenen SUMO islemin

tekrarlanmasi ile coklu (poli-) olarak da
eklenebilir*®. Bilindigi gibi bir proteinde
birden fazla lizin kalintisi olabilir ancak
SUMOlasyonun gerceklesebilmesi icin
proteinin 6zel bir konsensiis motifine sahip
olmasi gerekmektedir. Genel olarak, bircok
SUMOylation motifi ¥-K- X -Eveya¥ -K -
X-E/D seklindedir. ¥ bir hidrofobik amino
asidi temsil ederken K hedef lizin kalintisini,
X herhangi bir amino asiti ve D / E ise Asp
veya Gludir“>4°, Ubikutinasyon gibi geri
dousimli olan SUMOlasyonda, hedef
proteinden SUMO molekdillerinin gikaril-
masi sumo-spesifik proteazlar (SENP’ler)
tarafindan gerceklesir®®. SUMOlasyon
Ubikutinasyon ile DNA tamir mekaniz-
masinda kritik rol oynarken, Ras/MAPK,
JNK and Hedgehog yolaklari gibi sinyal
iletim yollarinin kontroliinde, kromozom
bitinligindn korunmasi, transkripsyo-
nun baskilanmasi ve genomik stabilite
dahil olmak tzere bir cok molekiiler yolagi
diizenlenmesini saglamaktadir(43-44,46).
Prostat kanserinde yapilan bir calismada
insan SENP1 ekspresyonu arttigini
ve bu onkojenik etkinin androjen
reseptoriine bagh hiicre proliferasyonu
dlzenleyebilecegi bildirmistir“?.
Sitriilinasyon; H3R2 / R8 / R17 / R26,
H4R3, H2A ve H1 gibi histon proteinlerinin
Uzerinde bulunan arginin kalintilarinin
peptidil arginin deiminazlar (PADI'ler)
tarafindan sitriiline dondstirilmesine
sitriilinasyon denmektedir“®. Histonlarin
elektrostatik ylkinde degisiklige neden
olan bu reaksiyon proteinin katlanma
durumunu ve islevini etkilemektedir®“®,
Ozellikle PADI2 ve PADI4 cekidekteki
histonlari sitrlline etmesi sonucu olusan
sitrtiline histon H3 (H3Cit) seviyesindeki
artistileri kanser vakalarinda tespit edilmis
ve H3Cit seviyesinin prognostik bir biyo-
beliteg olarak one sirilmustiir“. Ayrica
genomda olusan DNA hasari sonucunda
PADI4-p53 agini aktive edilebildigi ve
sonu¢ olarak niikleofosmin ve histon
iliskili saperon proteinlerinin katalizlendigi
bildirilmistir“®).

S-nitrasilasyon: S-nitrasilasyona kroma-
tinlerden asetil gruplarinin ¢ikarilmasinda
gorev alan HDAC'larda bulunan sistein

kalintilarina nitrosil (NO) grubunun ek-
lenmesi ile aktivitelerinin baskilar. Sonug
olarak kromatinden korepresorlerin
ayrilamamasina neden olur 5%V, Ayrica
NO maruziyeti 5-metilsitozin seviyesinde,
metilsayonda gorevli bazi enzimlerin
ekspresyonunda (DNMT1 ve DNMT3)
azalma ve bazi metilasyon (H3K9, H3K27,
H3K36 ve H4K20) seviyelerinde degisiklige
neden olabilirler. TUm bu degisiklikler ile
transkripsiyonel yanitin degisir®>>".

ADP-ribosilasyon (ADPr); pozitif yiklu
nikotinamid adenin dinlikleotidden
(NAD +) bir ADP-riboz parcasinin, hedef
proteine ait bir amino asit kalintisindan
es zamanli salinan nikotinamid ile trans-
ferine monoADP-ribozilleme denir®>54,
Okaryotik hiicrelerde bu amino asitler
lisin, arginin, glutamat, aspartat, sistein,
fosfo-serin ve asparagindir ve transfer
ADP-ribosiltransferazlar (ART) alt grubu
olan difteri toksin benzeri ADP-ribosilt-
ransferazlar (ARTD) (eski adiyla PARP ailesi
da bilinebilir) tarafindan gerceklestirilir>®.
Proteine bagli ADP-riboz daha sonraki
ADP-ribosilasyonlarda alici olarak islev
goriip mono formunu poli olarak gelistire-
bilir®3, Proteinlerden ADPr cikariimasinda,
poliformlarin mono formlara donmesinde
PARG ve ARH3 rol alirken mono formlarin
tamamen proteinlerden ¢ikariimasini
ARH3, PARG ve liyaz enzimleri saglar®®.
Kromatin yapisi gevsemesine neden
olan ADPr'nin yiiksek negatif yikiinden
dolayl yine negatif DNA'y1 itmesinden
kaynaklanir.  Kromatin  bdlgesindeki
bu acilma replikasyonu arttirir ve DNA
onarimi igin gerekli proteinlerin ilgili bol-
geye toplanmasina yol acar ve ayrica agik
hale gelen promotorlere transkripsiyon
faktorlerinin baglanmasina izin vererek
gen ekspresyonunu etkiler®*>3), Prostat
kanserinde yapilan bir caismada, ylksek
ekprese edilen Bcl2 ve CLU genlerin ke-
moterapatik ila¢ direncine olan etkisinin
HDAC ve DNMT inhibitorleri ile tersine
cevirebilecegi bildirilmisdir®. Mesane
kanseri hiicrelerinde ve transgenik fare
modeli kullanilarak yapilan bir diger calis-
mada DNMT inhibitori olarak kullanilan
Belinostat hiicre proliferasyonunda anamli
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bir azalma gostererek pozitif bir sonuc
olusturmustur®.

3. Kodlamayapmayan RNA'lar
RNAdan proteine ¢evrimi amaciyla
herhangi bir bilgi tasimayan, yada ¢ok
kisa peptitler Uretebilirler, ancak gen
ekspresyonu ve protein diizeyinde diizen-
leyici rolii olan riboniikleik ait sekanslarina
kodlayici olmayan RNA’lar (ncRNA'lar)
denir®. Uzunluklarina gore siniflandirilan
ncRNA'lar, 200 niikleotidden uzunsa uzun
kodlayici olmayan RNA'lar (IncRNA'lar),
kisa ise kuiclik ncRNA'lar (sncRNA) olarak
adlandirihr®®,

3.1 Uzun Kodlayici Olmayan RNA'lar

Fonksiyonlari heniiz tam olarak acik-
lanamasa da, IncRNA'lar inhibe edilen
genlerin ekspresyonunu kontrol edebilir,
kromozom yapisinin diizenlenmesinde,
dolasima katilarak hormon benzeri bir et-
kinin olusturulmasinda rol alabilir ve ayrica
genlerin fonksiyonlarinin tespitinde kulla-
nilan siRNA retimine de katilabilirler®>¢->7,
Psodogenler, dairesel RNA'lar (circRNA'lar)
ve buyuk intergenik ncRNA'larin dahil
oldugu (lincRNA'lar) IncRNA'lar, ekzonlarin
Ust Uste binmesi, DNA'nin antisens ipligin-
den, intergenik golgelerden veya intron
gibi DNA'nin kodlayici olmayan sekanslar
olmak Ulzere genomun neredeyse her
bolgesinden kodlabilirler®®. LncRNA'lar,
son yillarda yapilan calismalarla hiicresel
reaksiyonlarin hemen hepsinde etikileri
tespit edilmis, kanser basta olmak Uizere
bircokinsan hastaliginin olusum nedenleri
ile iligkilendirilmistir®®, Ornegin LncRNA
Urotelyal karsinomla iliskili 1 (UCA1) me-
sane kanserinde yiiksek ekspreyona sahip
oldugu tespit edilmistir. Mesane kanseri
hucrelerinde UCAT'i taniyip CRISPR /
Cas9 sisteminin susturmasini saglayan
klavuz bir RNA (gRNA; guide RNA) tasar-
lamislardir. UCAT'in mesane kanserinde
Onemini arastiran bu ¢alisma sonucunda
CRISPR/ Cas9-UCAT1 hiicre proliferasyonu,
migrasyonu ve invazyonunun ihibe ettigi
rapor edilmistir. Ayrica elde edilen veriler
sonucunda, UCA1 idrarda kolayca tespit

edilebilecek invaziv olmayan bir beliteg
olarak 6nermislerdir®®,

Psdodogenler; Psddogenler, genlerin
promotor boglerinde meydana gelen
delesyon veya insersiyon sonucu cerceve
kaymasi veya stop kodonu olusturma
gibi mutasyonlarla fonksiyonel protein
kodlayama yetenegini kaybederler. Kisa
peptitlerde Uretebilme yetenegine sahip
psodogenler, daha sonra bahsedilecek
olan miRNA'larin hedefledigi mRNA'lar
yerine gecerek aktivitelerini engelleyebi-
lirler®s*7). Ps6dogenlerle yapilan bir ¢alis-
mada, tip 2 diyabetli hastalarindan (T2D)
alinan megakaryositlerde, T2D'de hasta-
larinda yaygin gorulen hiper pihtilasma
ve trombosit aktivasyonun IncRNA'larla
ilikisini arastirmak amaciyla cok sayida
IncRNA taramuislardir. Calisma sonucunda
metallothionein 1 psédojen 3'lin (MT1P3)
saglikh bireylere gore anlamli bir sekilde
yukari reguile edildigini bildirilmistir®®.
Dairesel RNA'lar; Yaklasik 500 niikleotid
uzunlugunda olan dairesel RNA'lar
(circRNA'lar) pre-mRNA'larin ko-transkrip-
yonundan veya post-transkripsyon esna-
sinda cikarilan ekzonlardan Uretilebilirler.
5 'baslik ve 3" kuyruk bulundurmamalari
nedeniyle bu uglar birbirine tek sarmall
stirekli birilmek yapisi olusturacak sekilde
kovalent olarak baghdirlar. Diger dogrusal
RNA'larin aksine agik u¢ bulundurmayan
bu circRNA'lar daha stabil ve dokuya 6zgti
olduklari gibi huicre tipleri veya gelisim
asamalari icin spesifik olabilirler. Yapilan
bir calismada embriyonik donemde fare
uzuvlarinin gelisimi igin kritik role sahip
Fmn geninin ekzonlarindan yiiksek oranda
bazi circRNA'larin Urettigi gdzlemlenmistir.
Calisma sonucunda, circRNA'nin Fmn
genine ait mRNA'lar bir tuzak gibi haset-
tigi ve boylece genin protein diizeyinde
seviyesini dlizenledigi bildirilmistir®®. Bir
baska calisma ise circRNA'larin miRNA tu-
zagiolma 6zelligine dikkat cekerek, testise
0zgu bir circRNA olan Cinsiyet belirleme
bdlgesi Y'nin (Sry) miR138'leri bir siinger
gibi toplayarak protein seviyesinde artisa
neden olduklarini géstermistir®”. Ayrica
circRNA'larin, bu RNA tipine spesifik bir

ozelligi ise coklu miRNA baglanma bol-
gelerini barindirmasidir®®,

intergenik ncRNA’lar; Histon modifi-
kasyonlarinda da gorev alan intergenik
ncRNA'lardir (lincRNA'lar) mRNA'ar gibi
RNA polimeraz RNA Polimeraz tip Il tarafin-
dan sentezlenir ve splicing, 5-kaplama ve
poliadenilasyon gibi posy-transkripsyonel
modifikasyonlara tabi olurlar®. mRNAdan
farkl olarakise hiicreye veya dokuya daha
spesifiktir, heniiz tam olarak aydinlatila-
mamis olmakla birlikte sahip olduklari
kiiclik okuma cercevesi (ORF; open reading
frames) ile kisa peptitler olusturabilirler ve
cekirdekte bol miktarda bulunan hiicre
komponentlerinden biridir®>. mRNA'lara
nazaran daha az seviyede eksprese edilen
IncRNA'lar  kromatin modifikasyonuna
katilarak veya transkkripsyon regtilator-
lerine gen ekspresyonunu engelleyebilir,
transkripsyon faktorleri ile etkilesime
gecerek enhansirlarin ilgili genin promo-
tor bolgesine baglanmasinda rol alabilir,
miRNA singeri goérevi goérip mRNA
stabilitesini  duizenleyebilir, cekirdek
porlarindan gegmemesi gereken prote-
inleri engelleyebilir ve son olarak baska
bir hiicrede gorev almak Uzere tasiyici bir
protein, serbest veya kese icin ekstraseluler
matrikse salinabilir®®.

3.2 Kisa Kodlayici Olmayan RNA'lar

Hedef bir genin susturmasini veya trans-
kripsiyonel aktivasyonun regiilasyonunu
gene 0zgu cift iplikli RNA (dsRNA) yardi-
miyla durdurulmasina RNA interferansi
(RNAi) denir. RNAi genomda bulunan
genlerin ekspresyonunu diizenlemenin
yani sira eksternal RNA'larin, viral genlerin
veya transpozonlarin da ekspresyonunun
baskilanmasini saglayabilirler®®. Buamacla
gorevli sncRNA'lar ise mikroRNA'lar (miR-
NA'lar), kiiciik engelleyici RNA'lar (siRNA)
ve Piwi etkilesimli RNA'lardir (piRNA)®662),
MikroRNA’lar; RNA polimeraz Il tara-
findan transkribe edilen miRNA insan
genomunda intergenik veya intrajenik
olabilir®. miRNA'larin cogunlugu protein
kodlayabilen / kodlanmayan genlerde
bulunan intronlarinin ve eksonlarinin
icinde yaniintragenik bélgede bulunur.Ve
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ayrica bu genlerin translasyona ugrama-
mis bolgesinden (UTR) ve genomun tekrar
bolgelerinde de bulunabilir. Bazi miRNA'lar
ise tek bir promotdre bagh polisistronik
transkriplerin  olusturdugu kimelerin
icinde veya kendine 6zgii promotérleriile
monosistronik olarak transkribe edilebilir-
ler®®), miRNA'lar transkribe edildiklerinde 1
kb'den daha uzun olan primer miRNA'larin
(pri-miRNA) 5" ucu 7-metil-guanosin
(m7G), 3"ucu poliadenilat ile kaplanmistir.
pri-miRNA, mikroislemci komplek olarak
bilinen Drosha ve DGCR8 tarafindan taninir
ve ~ 70 nt uzunlugunda 6nci MiRNAyi
(pre-miRNA) Uretirler®. Sag tokasi sekilne
sahip pre-miRNA bir tasiyici protein olan
eksportin 5 (EXP5) ve Ran-GTP ile sitop-
lazmaya tasinir. Olusan Ugli kompleks
sitoplazmada Ran-GTP'nin bir fosfat kaybi
ile dagihr. Yalniz kalan pre-miRNA'nin 5’
ucuna baglanan Dicer ile onun kofaktorleri
olanTAR elemani baglayici protein (TRBP)
ve protein kinaz R-aktive edici protein
(PACT) tarafindan 22 nikleotitlik miRNA
dubleksine ayirir®, Son olarak olgun miR-
NA'ya dondistirilmek Gzere RNA dubleksi,
Argonaute (AGO) proteinine yiiklenir, AGO
diger ipligin ayrirak sitoplazmaya birakir.
miRNA ylkli AGO, RNA'nin neden oldugu
susturma kompleksini (RISC) olusturmak
icin GW182 nin dahil oldugu kofaktorlerile
birlesir®, MiRNA yikli AGO, GW182 (TNR-
C6A olarak da bilinir) dahil olmak tizere di-
ger kofaktorlerle birlesir ve RNA'nin neden
oldugu susturma kompleksi (RISC) olarak
adlandirilan efektor kompleksini olusturur.
MiRISC (miRNA ile indiklenen susturma
kompleksi), baglanacagi hedef gen mR-
NA'nin bozulmasini ve translasyonunu
baskilamak icin hazirdir®®. Bircok hiicresel
aktivitenin diizenlenmesini kontrol eden
miRNA'lar hastaliklarin tani ve prognozicin
biyobelirte¢ olma potansiyeline sahiptir.Ve
calismalar gostermistir ki bazi miRNA'lar
prostat kanserinde (miR-141, miR-449
vb.) hiicre donglist kontroll, apoptoz,
migrasyon ve invazyonda yer alan genlerin
ekspresyonunu etkilerken, renal kanserler-
de (miR-210, miR-30c, miR-23b, miR-29b
ve miR-34a vb.) apoptoz, anjiyogenez ve
epitelyal mezenkimal gecis de degisiklik-

lere neden olmus ve mesane kanserinde
hicre proliferasyonu, hiicre farklilasmasi
ve sinyal iletim yollarini hedefleyen
miRNA'lardan miR-21 ve miR-129'un
ekspresyonundaki artis kotu prognozla
iliskilendirildikleri bildirilmistir?. Zhang
ve arkadaslari, kanserde asiri eksprese
edildigi bilinen bir metiltranferaz olan
EZH2'i hedefleyen bir miR143 ile honokiol
gibi kanser hicrelerinin ¢cogalmasini ve
invazyonunu inhibe eden bilesik ile idrar
kesesi kanseri hiicrelerine uygulandiklarin-
da kanser hiicrelerinin blytimesiniinhibe
ettiklerini bildirmiglerdir. Verilerini umut
verici bir terapotik secenek olarak 6ner-
mektedirler®. Yapilan bir diger calismada
ise renal kanserli hastalarin serumlarinda
kontrol grubuna nazaran yiksek oranda
gorilen bes miRNA (miR-193a-3p, miR-
362, miR-572, miR-378 ve miR-28-5p)
tani icin ylUksek dogruluk potansiyeline
sahip oldugu belirtilmistir®. DNMT3A2'yi
hedefleyerek metilasyonu diizenleyen,
miR-199a-3p'nin normal bir insan testis
hiicre hattinda (HT) yikarmasi bu genin
ekspresyonunu arttirdidi, artan DNMT3A2
proteininin malign testis tlimorinde
onemlidlclide asir eksprese edildigi tespit
edimistir®.

Kiiciik Engelleyici RNA'lar; siRNA'lar
endojen veya ekzojen kaynakli RNA'lari
(virts replikasyonu, transpozon aktivitesi
veya gen transkripsiyonu sonucu olusan
RNA'lar) kalip olarak kullanilir ve RNA
polimeraz enzimi tarafindan dsRNA olarak
sentezlenir®>%®, Olusan dsRNA miRNA'lar-
da oldugu gibi EXP5 yardimi ile nukleus
disina tasindiktan sonra Dicer tarafindan
21-23nt tek zincirli RNA parcaciklarina
ayrihr. Ardindan ATP bagimli bir sekilde
RISC kompleksine aktarilan siRNA hedef
mRNA'ya dizisi Gizerindeki eslenik bolge-
sine baglanir ve buradan endoniiklazlarla
keserek mRNA'nin translasyonu inhibe
eder®.inVitro kosullarda tiretilen siRNAlar
yapilan bazi RNAi tedavilerinin umut verici
sonuglardan biri Machhado-Joseph hasta-
larinda bulunan mutasyon MJD1 geninin
siRNA'lar ile susturulmasiyla edilmistir.
MJD1 genindeki bir CAG kodonunun
anormal tekrarlanmasi sonucu olusan

mutant protein ataksin-3'Gn, anormal
katlanamasinin ¢ekirdekte birikmesi ile
ndrodejenerasyona sebep olmustur. Viral
vektorlerle verilen siRNA tedavisinin, bu
genin transkripsiyonel gen susturulma-
sina cevap verdigi ve fareler Uzerinde
tekrarlanan deneyin hicbir toksikolojiye
neden olmadiginin rapor edilmistir. RNAi
tedavisi, ilerlemesini durdurmak icin
dahi tedavisi olmayan bu hastaliga umut
verici bir tedavi secenegi sunmaktadir®”,
SiRNA'larla yapilan son ¢alismalardan bir
digeri, siRNA'nin bir histon metiltransferaz
olan EZH2'yi susturdugunu ve bdylece
insan kiglk hicreli olmayan akciger ve
mide kanseri hiicre hatlarinda cisplatin
direncini tersine cevirebilecegini rapor
etmislerdir®®,

Piwi etkilesimli RNA’lar; Hiicre icinde
mRNA  ekspresyonun  diizenleyen
miRNA'lara benzer sekilde piRNA'lar da
transpozom elemenlerinin (TE), genom
icindeki yerlerini degisitirebilen DNA ele-
mentleri, seviyesilerinin diizenlenmesinde
gorev alirlar®, Genom dizileme projesinin
ortaya koydugu gibi memeligenomunun
%45'iniisgal eden TE'ler genom instabilite-
sini degistirme veya mutasyon olusturma
yetenegine sahiptirler®. Son on yilda yap!-
lan calismalar sonucu ncRNA'larin“karanlik
maddesi” oldugu distinilen piRNA'larin
genomu korumak icin 6zel bir sistem ol-
dugu kesfedilmistir”. Ayrica bu calismalar
kanserde piRNA'larin asir ekspreyonun
timord timor olmayandan ayirabildigi
ve metastazdan apoptoza kadar kanserin
bircok slirecinde rol aldigi bildirilmistir.
Diger bircok hastaliklada iliskisi oldugu
distnilen piRNA'lar 23-30 nt uzunlugun
Ago proteinlerinin alt familyasindan biri
olan PIWI'ye bagli olarak fonksiyonlarini
gerceklestirirler. piRNA dizilerinde veya ge-
nomda daginik halde bulunan kromatik
TE bolgelerinden sentezlenen piRNA
Onclisi miRNA'larin aksine Dicer enzimine
ihtiya¢c duymazlar?. Bunun yerine daha
karmasik bir yolla Gretilen sense ve anti-
sense iplikler heniiz bilinmeyen bir yolla
ayrilip iki ayri yol izlerler. PiWi proteinine
yuklenen sense iplikleri Aub ve Ago3'lin
dahil oldugu ping-pong doénglisi olarak
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bilinen aplifikasyon siirecine girerler. Zuc-
chiniendonukleaz (Zuc) enzimitarafindan
taninip kesilen antisense ipligi PiWi pro-
teini yiklendikten sonra diger ¢cogaltilan
PiWiyiikli piRNAlar ile niikleusa dénerler.
Burada MTase and HDAC'In yardimiyla
TE'lerin post-transkripyonel baskilanma-
sini saglarla’. TE'lerin susturulmasinin
yani sira metilasyon veya asetilasyonun
gerceklesmesi icin gerekli molekiillerin
bolgeye toplanmasina yardimcr olan
piRNA'lar, 2010 yilinda yapilan ¢alismada
rapor edilen katil immunoglobulin benzeri
reseptorlerin (KIR'ler) susturulmasi gibi",
genlerin ekspresyonun diizenlenmesinde
de gorev alabilirler”?,

Epigenetik Calismalarda Kullanilan
Yontemler

Epigenetik  calismalarda  oncelikle
calisilacak molekilliin ve materyalin iyi
taninmasi gereklidir. Calismanin tasar-
lanmasi stirecinde arastirilan literatiirlerde
oncelikle materyaliniz toplanma kosulla-
rinin en elverisli sekilde nasil gercekle-
sebilecegini, nasil saklanacagi, materyal
icinden izole edilecek molekulinuzin
toplama sirasinda 6n isleminin yapilip
yapillmayacadi gibi faktorler calisma icin
kritik &neme sahiptir. Ornegin cfDNAda
metilasyonun calisilacagi bir ¢alismada
K2 EDTA'I tupler kullanilmamali yerine
tercihen hiicre parcalanmasini 6nleyen
ve Polietilen tereftalat (PET) malzeme ile
dayanikhihgr arttirilmis cfDNA toplama
tlpleri kullanilmalidir. Aksi halde K3 ED-
TA'li tiplere alinan kan drnekleri 2-3 saat
icerisinde santrifij edilerek plazmalari sivi
azotta saklanmalidir. DNA'nin metilasyonu
Olctlmesi icin bilinen (ic yontem vardir.
Bunlar; (i) bistlfit uygulamasi; kiicuk
veya buyk seviyede DNA metillenmesin
arastirilmasi icin uygundur. Bu ydntem
tek baz cifti ¢coztnurliliginde olmasi,
dizilemeyle kolayca belirlenebilmesi
acisindan avantajliyken, DNA'nin yikilmasi
ve mikrodizileme teknolojisinde kolayca
uygulanamadigi icin dezavanajhdir??,
(i) Metillenmeye duyarh restriksyon en-
zimleriyle kesim; Spesifik olarak genom
Uzerindeki bir bolgeye 6zgl yapilacak
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olan metilasyon calismasidir. Bu yontem,
primerler ve bu primerlerin ¢ogalttiklar
alana 6zgli kesim yaparak, yliksek diizeyde
hassas ve basittir, ancak metillenmeye
duyarli kesim enzimleri kesim yerleri ile
sinirhdir?. (jii) 5-metilsitozin antikorlari
ile affinite saflastirmasi; Blyuk olcekli,
hizi ancak dusik ¢ozunurlultkli DNA
metilasyonu calismalari icin uygundur.
Genomda DNA metillenmesinin kapsali
olarak arastiriimasini saglan bu teknik
ise antikorlarin ¢apraz reaksiyon verme
ihtimalleri, genom Uzerindeki tekli CpG
dintkleotidleri hakkinda ¢ok bilgi olama-
masi ve CpG yogunlugunun bilgisayarda
dlzenlenmesi  gerekliliginden dolayi
dezavantajlar icermektedir??.

Histon modifikasyonlarinin degerlendiril-
mesi ve haritalandiriimasinda kullanilan
yontemlerden ilki “Chip-chip” yontemi-
dir. Hiton modifikasyonlarinin genom
diizeyinde arastirlmasina imkan veren
bu yontem biyoenformatik ve analitik
olarak da daha az karmasiktir. ikincisi ise
chipten gelen sinyallerin kantitatif olarak
da bir deger verdigi ve yeni nesil dizileme
icin 6rneklerin multipleks hale gelmesine
izin veren bir yontem olan “Chip-Seq”
yontemidir2,

miRNA'larin sahip oldugu bir ¢ok nicel
ve nitel ozelliklerden dolayi ¢alismanin
hassasiyeti bir cok faktére baghdir’?.
Yaklasik 22 nt'lik miRNA’lara gPCR icin
tasarlanan primerler baglanamada zorla-
nabilir, yine kisa olmalarina ragmen farkh
erime derecelerine (Tm) sahip olmalari ve
ayni miRNA'nin farkh biyolojik 6rneklerde
farkli olmasi gibi faktorler bunlardan bir
kagidir”. miRNA dizileri ve hedefledikleri
genler “miRDB, DIANA TOOLS, miRBase,
MirWalk” gibi linklerden ulasilabilir. TGm
gerekli 6n calismalarin ardindan miRNA
ekspresyon diizeyinin belirlenmesiicin tg
yontem kullanilabilir, Bunlar; yaygin, basit
ve ucuz olani gercek zamanl PCR (gPCR)
yontemi olmakla birlikte ayni anda ¢oklu
miRNA calismasina imkan veren mikrodi-
zilim, in situ melezleme ve Northern dam-
galama teknikleridir”?. qPCR tekniginde
tekniginin yaygin olarak kullaniimasinin
bir diger nedeni bir ¢cok labratuvarda bu

teknik icin gerekli alt yapinin zaten var
olmasidir. qPCR tekniginde 6rnekten ya
direk total RNA izole edilir ve tim RNA'lar
cDNA'ya cevrilir yada miRNA izolasyonu
icin Ozel kitlerle miRNA'lar izole edilir ve
tiim miRNA cDNA'ya cevrilir. iki yontemin
de sonrasinda calismada secilen miRNA'ya
0zgli primer ve problar yardimiyla qPCR'da
eszamanliamplifikasyon ve 6lciim yapilir.
Sonuclar referans miRNA (RNU6B vb.) ve
hedef genin kontrol grubundaki ekspres-
yon diizeyi Uzerinden degerlendilir”2.

Uzun cift iplikli RNA 6nciilerinden in vitro
olarak uretilebilen siRNA'lar, pek ¢ok hiic-
resel stirecin aydinlatiimasinda yardimci
olmuslardir”?. Gen delesyonunda oldugu
gibi telafi edici mekanizmalarin devreye
girmemesi ve gen delesyonu gibi etiki
bir yontem olmasinin yani sira ucuz ve
hizli olmasi nedeniyle de tercih edilen
post-transkripsyonel bir gen susturma
yontemidir. RNAi ile yapilan protein fonk-
siyon calismalarinda az miktarda siRNA'nin
hedeflenen genin mRNA'sI Uzerindeki
etkisinin ¢ok yliksek olmasiyla da oldukga
verimlidir?, Transkripsyon sonrasi gen
susturma amacgl Uretilen siRNA'lar web
tabanli bir site yardimiyla dogru bir sekilde
tasarlanmalidirlar. Ardindan tasarlanan
siRNA'nin etkinligini belirlemek amaciyla
on bir calisma yapilarak hedef mRNA
(Nothernblot, terstranskriptaz veya qPCR
yontemeleri ile) ve hedef genin protein
diizeyi (immunositokimyal veya western
blot yontemiile) 6l¢tilmelidir’?. Disaridan
verilen siRNA'lar ile yapilan gen susturma
calismalari gecicidir, fakat hcrelerin
viral vektorlerle enfekte edilip hiicrenin
kendisinin siRNA'lari yapmasini saglamak
kalici duruma gelebilir. Bu nedenle calisma
amacina uygun olarak siRNA'nin hiicreye
aktarilmasi dnemlidir. Herhangi bir islem
uygulanmamis yalin halde bulunan cift
iplikli siRNA'larin, tagidiklari yiiksek ytk,
hicrenin etkili bir sekilde siRNA'lari hiicre
icerisine almasini saglayacak bir molekd-
ler mekanizmaya sahip olmamalan (C.
Elegans hari¢) nedeniyle kolayca hiicre
icine giremezler”?, Bu nedenle siRNA'la-
rin elektroporasyon, kimyasal maddeler,
vektorler veya vektorleri tastyan virtslerle
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hicreicine aktarilar. Buasamada transfek-
siyonun gerceklesip gerceklesmedigini ve
susturma oraninin belirlenmesiicin kontrol
gruplar olusturulmasi calisma agisindan
blyik onem tasimaktadir. Bu nedenle
kontrol grubu olarak, hicbir deneysel pa-
rametreye tabi tutulmayan bir grup, siRNA
tasimayan transfeksiyon ajaninin uygu-
landid bir grup, referans (housekeeping)
geni hedef alan siRNA'nin uygulandigi
bir grup ve son olarak herhangi bir geni
hedeflemeyen siRNA'nin uygulandidi bir
grubuicermelidir”?, Bu sekilde ¢alismaniz
sirastyla, hedef genin normal hiicrelerdeki
durumunu, transfeksiyon ajaninin neden
olabilecegi toksikolojik bir etkinin olusup
olusmadigini, hedef doku veya hiicrede
susturulan bir genin basarili olma oranini
ve siRNA'nin olusturabilecegi taklit etkiyle
gercek etki arasindaki ayrimin dl¢tlmesi
saglanir’?, Calisma sonucunda, gruplarin
arastirmanin amacina goére belirlenen
zamanlarda (12., 24., 48., 72. Saatlerde)
alinan orneklerinden mRNA ekspresyon
ve protein seviyeleri belirlenerek cesitli
istatistik analizleri yapilarak verilerin
degerlendirilmesi yapilir2,

SONUC

Sonug olarak epigenetik regiilasyonda
gorevli bu mekanizmalar bir ¢cok has-
talikta oldugu gibi Urolojik kanserlerde
de mihenk tasi potansiyeline sahip olup
devrim niteliginde, tani, prognoz ve tedavi
icin hedef biyomarkdrler sunmaktadirlar
ve sunabilirler. DNA metilasyonu, histon
asetilasyonu/metilasyonu ve miRNA'lar
en c¢ok calisilan epigenetik mekaniz-
malardandir. Ancak diger epigenetik
regulatorlerde heniiz kesfedilmemekle
birlikte kritik Sneme sahip olduklari diisi-
nulmektedir. Non-invaziv veya minimum
invaziv olarakta tespit edilmesi kolay
olan bu regdlatorler likit biyopsi alaninda
yapilacak calismalara da hiz kazandiracak
niteliktedir. Ancak tanimlanmis epigenetik
biyobelirteclerin ¢cok az bir kismi klinige
yansimistir. Bunun nedeninin epigenetik
ilaclarin olusturabilecegi olasi yan etkilerin
tam olarak arastirllmamis olmasidir®@,
Epigenetik mekanizmalarin hiicre kaderi

ve bu mekanizmalarin birbiri Gizerine olan
etkisi arastirildik¢a klinik sinirlarin asilacagi
ve klinik basariyr saglayacagi diistintilmek-
tedir. Ozellikle kanser alaninda yogunlasan
epigenetik calismalar, ayni kanser tiriinde
iki vakanin ayni terapiye olan farkli yanit-
larina da cevap potansiyeli tasimaktadir.
Kisisellestirilmis tedavinin en az yan etki
ile gerceklesmesi yoniinde de isik tutan
epigenetik tedavilerin gelisimi stirekli bir
hedef olmalidir. Ayrica hedefe 6zgl epige-
netik ajanlarla kombine uygulanabilecek
imminolojik, metabolik veya geleneksel
tedavilerin daha hizli ve nitelikli klinik
basarilara ulagma potansiyelleri gelecek
calismalarda g6z ardi edilmemelidir.
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Rekombinant DNA

de hizli bir gelisim géstermektedir. Halen
devam eden calismalarla, rekombinant

once kesfedilmistir. 1928'de Londra'da bir
zatlirre salginindan sorumlu bakterileri in-

Teknolojisinin DNA teknolojisinin tipta kullanimi genis-  celeyen Frederick Griffith, canli hiicrelerin,

. letilmektedir. diger hiicrelerden salinan genetik mater-

Tlpta Ku"an|m|, yali alarak fenotipik olarak transforme

o0 . Rekombinant DNA Teknolojisi oldugunu géstermistir. Bdylece, genetik
Molekiiler Cerrahi e e

Dr. Hilal FINDIK KIYAN ve
Dr. ilhan YAYLIM

Diinyanin dort bir yaninda saglik sorunlari
nedeniyle pek cok kisi hayatini kaybetmek-
tedir. Her yil milyonlarca insan kardiyovas-
kiler hastaliklar, kanser, diyabet, AIDS /
HIV, tiiberkiiloz, sitma gibi hastaliklardan
Olmektedir. Rekombinant DNA teknolojisi,
yeni asilar ve farmasotikler gelistirerek
saglik kosullarinin iyilestirilmesinde hayati
bir rol oynamaktadir.

Bu teknoloji sayesinde pek ¢ok protein
ve hormon uretimi kolaylasmis ve etkileri
arttinlmistir. Ayrica zamanla, asi calismalari
ve Ozellikle gen tedavisi calismalarinda da
kullanimi yayginlasmis ve yeni teropatik
stratejiler gelistirilerek hastaliklarin tani/
tedavi stireclerinde dnemli bir yere sahip
olmustur. ilerleyen bilimsel calismalarin
1s1g1 altinda, rekombinant DNA teknolojisi

Rekombinant DNA (rDNA) molekdilleri,
farkh biyolojik kaynaklardan elde edilen
DNA'larin laboratuvar yéntemleriyle (Orn;
Molekiiler klonlama) birlestirilmesiyle
elde edilen molekiillerdir. Olusan bu yeni
genetik sekans, ana genetik materyalden
farkhdir. rDNA molekiillerine bazen
“kimerik DNA” denilmektedir, clinki
efsanevi kimera gibi iki farkli tirin ma-
teryallerinden yapilabilirler. Rekombinant
DNA molekadillerinin yapiminda kullanilan
DNA dizileri herhangi bir tiirden kaynak-
lanabilir. Ornegin, bitki DNA'sI bakteriyel
DNAya birlestirilebilir veya insan DNA's|
mantar DNA’si ile birlestirilebilir. Ayrica,
normalde hicbiryerde olusmayan DNA
dizileri, DNA'nin kimyasal senteziyle olus-
turulabilir ve rekombinant molekdillere
dahil edilebilirler ©.

Rekombinant DNA teknolojisi ilk olarak
1970'lerde ortaya cikmasina ragmen,
rekombinasyonun temel prensibi yillar

materyalin hiicreler arasinda iletilip yeni
bir genetik bilgi olarak donusturilmesi
olayini “genetik transformasyon” ola-
rak adlandirmistir @. Rekombinant DNA
Teknolojisinin gelisimine katki saglayan
onemli olaylar Sekil 1'de gdsterilmistir

Rekombinant DNA Teknolojisi
Araglan

Rekombinant DNA
temel enzim rol

1-Enzimler:
Teknolojisinde 3
oynamaktadir.

v Restriksiyon enzimleri: Kesmeye
yardimci olur,

v" Polimerazlar: Sentezlemeye
yardimci olur,

v’ Ligazlar: Baglamaya yardimci olur.
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Sekil 1: Rekombinant DNA Teknolojisi Gelisiminin Zaman Cizelgesi
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Restriksiyon enzimleri restriksiyon bolgesi
denilen belirli dizileri tanir, baglanir ve
keserler. Her restriksiyon bolgesi ‘palind-
rom'dur; Yani karsilikl zincirlerde her iki
5-3" yénde ayni sekilde okunurlar (Orn;
GCGCG). Bu asimetrik kesim sonucu tek
zincirli kuyruklari olan ‘yapiskan uglar’
olusur. Tamamlayici yapiskan uglar elde
etmek icin, hem hedeflenen gen hem de
vektor ayni restriksiyon enzimleri tarafin-
dan kesilirler. Bu sayede, hedeflenen geni
vektore baglayabilmesi icin ligazlarin isi
kolaylagmis olur .

2-Vektorler: Hedeflenen genin tasinmasi-
na ve entegre edilmesine yardimci olurlar.
Vektorler, rekombinant DNA teknolojisi
araglarinin cok dnemli bir pargasini olustu-
rur, ¢clinki vektorler hedeflenen geni konak
organizmaya ileten nihai aracglardir. Klon-
lama vektorlerinin yapisinda ‘replikasyon
orijini’ bulunmaktadir. Replikasyon orijini,
plazmid replikasyonunun hiicre icerisinde
baslayabilmesi icin gerekli proteinleri
baglayan, okaryotik kromozomal DNA
Uzerinde bulunan 6zel bir niikleotid dizi-
sidir. Ayrica vektor yapisinda ‘antibiyotik
direng genleri’bulunmaktadir. Antibiyotik
direng genleri, rDNA vektorinun verildigi
bakteri kulturlerine eklendiginde, anti-
biyotik muamelesinde sadece vektoriin
calistigi bakteriler hayatta kalabilmekte-
dirler. Ancak, antibiyotik diren¢ genleri
hiicre secilimini sadece bakteriler arasinda
gerceklestirebilmektedir. Bu  ylzden,
farkli hiicre kultiirlerinde secilimi kolay-
lastirmasi icin antibiyotik diren¢ geni
yerine ‘secilebilir belirtecler (selectable
marker)’ kullaniimaktadir. Hlicre kiilturleri
bellimaddeler ile muamele edildiginde bu
belirtecler calismakta ve vektori iceren
konak hticrelerin kolayca secilebilmesini
saglamaktadirlar. Hedeflenen gen bélge-
sinde, restriksiyon enzimlerince taninan
‘coklu klonlama bdlgesi (multiple cloning
site)’ bulunmaktadir. Bu bolge, vektor ile
birlestirilecek olan DNA parcasinin, DNA
ligaz aracihgiyla birlestirilmesini ya da
belirli restriksiyon endonikleaz enzimleri
(EcoRl, Hindlll vb.) kullanilarak kesilmesini
saglamaktadir. Ayrica, ifade vektorlerinin

vazgecilmez bir parcasi olan ‘promotér
bélgesi’, bir sonraki genin ifadesi icin
gerekli olan transkripsiyon faktorleri ve
RNA polimerazin baglanmasini saglayan
bolgedir © (Sekil 2).

Vektorler kiicukten buyuge su sekilde
siralanir; Bakteri plazmid vektorleri, bakte-
riyofaj vektorleri, kozmid vektorleri, ifade
vektorleri, bakteriyel yapay kromozom
(bacterial artificial chromosome, BACQ),
maya yapay kromozom (yeast artificial
chromosome, YAC). Plazmidler ve bakte-
riyofajlar, cok yiksek kopya sayisina sahip
olduklari icin rekombinant DNA teknolo-
jisinde en yaygin kullanilan vektorlerdir.
Bakterilerde, mayalarda ve bazi 6karyotik
canlilarda bulunan plazmidler, bakteri
kromozomunun disinda, halkasal ve cift
zincirli DNA molekiilleridir. Plazmidler ge-
netik miihendisligi aracihgiyla tasarlanarak
klonlama vektorleri olusturulmaktadir @.
Klonlama vektorleri icerdikleri elementlere
gore bir kag tlirde farklilasir; Shuttle vek-
torleri, ifade vektorleri, gen knockdown
vektorleri, reporter plazmidler ve viral
plazmidler. ifade vektorleri, belirli bir ge-
nin ifade edilmesi icin tasarlanmaktadir.
Ancak Shuttle vektarleri birden fazla hiicre
tarinde kullanilabilmek icin tasarlanmak-
tadir. Gen knockdown vektorleri, belli bir

Secilebilir
Belirteg

Antibiyotik
Direng Geni

Replikasyon Orijini

3'primer Bolgesi

hiicrede ifade edilen bir genin ifadesini
azaltmak icin tasarlanmaktadir. Reporter
plazmidler sayesinde baska genlerin
ifadesi incelenebilmektedir. Plazmid iceri-
sinde’reporter geni’adiverilen DNA bdlgesi
bulunmaktadir, bu sayede baska genlerin
ifadesi ile etkilesime girebilmektedirler.
Viral plasmidler ise ilaclarin hedeflen-
mesinde kullanilabilen viral kapsidlerin
Uretiminde kullanilmaktadirlar ©.

3- Konakgl organizma: Konakgl, IDNA'nin
enzimler yardimiyla icerisine girdigi orga-
nizmadir. rDNA'larin konakgiya girmesi
icin birka¢ yol vardir; mikroenjeksiyon,
biyolistik veya gen tabancasi, alternatif
sogutma ve isitma, kalsiyum iyonlarinin
kullanimi, vb @,

Rekombinant DNA Teknolojisinin

Temel Basamaklari

1. DNA insertinin secimi ve Restriksiyon
enzimlerince kesimi

2. Uygun klonlama vektoriinin secimi

3. rDNA molekilind olusturmak icin
DNA-insertinin vektor icine sokulmasi

4. rDNA molekulli uygun bir konakgl
icine verilmesi

5. Donlsmus (transforme)
hicrelerin secimi

6. Konakta DNA-insertinin ekspresyonu
ve cogalmasi.

konakgl

Promotdr Bdlgesi

5’primer Bolgesil

""‘"Restriksiynn
Bolgesi

istenilen Gen

kestri ksiyon
Balgesi

Sekil 2: Plasmid vektor haritas (3).
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Uygun klonlama vektdriindn segimive

DNAinsertinin izolasyonu ve Restriksi
syon on Restriksiyon enzimlerince kesimi

enzimlerince kesimi

REKOMBINANT
DNA MOLEK({LU
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Rekombinant DNA molekiiliinii olugturmak igin DNA-insertinin vektdr icine
sokulmasi
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Rekombinant DMA molekili uygun
bir konakg icine verilir.

\
D)
&

(@)
¥

—_—

Klonlama

O
£

o
&

Burada hizla cogalmaya baslar

[e]
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Sekil 3: Rekombinant DNA Teknolojisinin Temel Basamaklari ©

1.DNA insertinin secimi ve Restriksiyon
enzimlerince kesimi: Rekombinant DNA
teknolojisindeki ilk adim, klonlanacak
olan ilgili DNA segmentinin secilmesidir.
Bu istenen DNA segmenti daha sonra
enzimatik olarak izole edilir. Restriksiyon
enzimleri DNA molekdillerini 6zgiil niikleo-
titdizilerinden tanir ve keser. Bu 6zgiil DNA
segmenti, DNA insert/Yabanci DNA/Hedef
DNA/Klonlanmig DNA olarak adlandirilir ©.

2. Uygun klonlama vektoriiniin se¢imi:
Bir klonlama vektor, icine DNA insertinin
entegre edildigi, kendi kendini kopyalayan
bir DNA molekuludir. Rekombinant DNA
teknolojisinin bir sonraki adiminda uygun
bir klonlama vektori secilir. En yaygin
olarak kullanilan vektorler plazmidler ve
bakteriyofajlardir ©.

3. rDNA molekiiliinii olusturmak igin
DNA-insertinin vektor icine sokulmasi:
Restriksiyon enzimleriyle olusturulan
DNA fragmentleri, ligaz enzimiyle vektore
baglanir (birlestirilir) ve rekombinant DNA
molekli olusur ©,

4. rDNA molekiilii uygun bir konakgi
icine verilmesi: Uygun konakg! hiicreler
secilir ve olusturulan rDNA molekili bu
konakgl hiicrelere verilir. [DNA'nin konakgl
hiicreye giris slirecine transformasyon
(doniigsiim) denir. Genellikle secilen ko-
nakgilar E. coli gibi bakteriyel hiicrelerdir,
ancak maya, mantarlar da kullanilabilir.
Rekombinant molekiil konak icerisinde
kendini esler ve birbirine 6zdes diizinelerce
kopyasi ya da klonlari olusur

5.Donlismiis (transforme) konakgi hiic-
relerin se¢imi: DonUstlriimus hiicreler
(veya rekombinant hiicreler), rekombinant
DNA molekiiliini alan konakgi hiicrelerdir.
Bu adimda markor (isaretleyici) genlerinin
kullanildigi cesitli yontemlerle, transforme
edilmis hicreler transforme edilmemis
hiicrelerden ayirt edilebilirler ©.

6. Konakta DNA-insertinin ekspresyonu
ve cogalmasi: Son olarak, vektor DNA'sina
sokulan yabanci DNA'nin konakgr hiicreler-
de istenen karakteri ifade edip etmedigi
incelenmelidir. Ayrica, transforme edilmis

konakgr huicreler, yeterli sayida kopya elde
etmekicin cogaltilabilir. Gerekirse, bu gen-
ler bagka bir organizmaya da aktarilabilir ©.
Yukarida belirtilen basamaklar rekombi-
nant DNA olusumunda uygulanan genel/
temel basamaklardir. Daha 6zel ele alindi-
ginda rekombinant DNA'nin olusumunda
3 farkh yontem kullanilmaktadir. Bunlar;
Transformasyon, Faj Giris ve Bakteriyel
Olmayan Transformasyondur .

Transformasyon (Doniisiim): Transfor-
masyonun ilk adimi, vektore eklenecek
bir DNA parcasi secmektir. Ikinci adim,
bu DNA parcasini bir restriksiyon enzimi
ile kesmek ve daha sonra DNA insertini
DNA Ligaz ile vektére baglamaktir. insert,
rekombinant molekdillerin tanimlanmasina
izin veren secilebilir bir belirtec icerir. Siklik-
la bir antibiyotik belirte¢ kullanilir. Boylece,
belirli bir antibiyotije maruz kaldiginda
vektorii olmayan konakg hiicre 6liir, ancak
vektort olan konakgr hiicre direncli oldugu
icin yasayacaktir. Vektor, transformasyonla
bir konakg! hiicreye yerlestirilir. Olasi bir
konakgi hiicre 6rnegi E. Coli'dir. Konakgl
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hiicreler, yabanci DNA'y1 almak icin 6zel
olarak hazirlanmalidir. Her vektor, onlari
farkli uygulamalara uygun hale getirmek
icin farkli ozelliklere sahiptir (simetrik
klonlama bolgeleri, yiiksek kopya sayisi
ve boyut) ™,

Bakteriyel Olmayan (Non-Bakteriyel)
Transformasyon: Bu islem aslinda trans-
formasyona ¢ok benzer. Aradaki tek fark;
burada konakg¢i hiicre olarak bakterinin
kullaniimamasidir. DNA dogrudan dondis-
turdlen hiicrenin ¢cekirdegine enjekte edilir
M

Faj Girisi: Bakteri yerine bir fajin kulla-
nildigi  transformasyona esdeger olan
bir transfeksiyon islemidir. Lambda (A)
veya Mi3 fajlari kullanilarak rekombinant
vektorler olusur. Rekombinant vektorler
fajin protein kafasi icine paketlenir ve
sonra konak bakteri hiicresine sokulur.
Bakterinin icinde vektorler cogalarak cok
sayida faj kopyasi olusur. Olusan bu fajlar
konak bakteri hiicresini parcalarlar. Petri
kabinda berrak lekeler seklinde plak olarak
bilinen yapilar olugur ™.

Rekombinant DNA Teknolojisinin
Uygulama Alanlan

Rekombinant DNA teknolojisi glinimiizde
genis bir uygulama yelpazesine sahiptir ©.
Bu alanlar sekil 4'te 6zetlenmistir.

Rekombinant DNA Teknolojisinin
Tiptaki Rolii

Rekombinant DNA teknolojisi medikal
sektorde ve ilag sektoriinde yogun olarak
kullanilmaktadir. Cogunluklainsan protein
ve hormonlarinin tretiminde kullanilmistir
), Ancak zamanla asi ¢alismalari ve gen
tedavi calismalarinda da kullanilarak genis
bir alana yayilmistir. Rekombinant DNA
teknolojisi, hastaliklarin tedavisinde ve
saglik kosullarininiyilestirilmesinde dnemli
bir rol oynamaktadir ©.

Gen tedavisi: Gen tedavisi, terapotik
potansiyele sahip gelismis bir tekniktir.
Gen tedavisinde amacg, istenilen genin hedef
hiicrede eksprese edilmesini saglamaktir. Bu
amacla virtsler kullanilmaktadir.Bununigin,
virUslerin patojenik genleri ¢ikariimakta ve
bunun yerine istenilen gen konulmaktadir.
Hedef huicreler virtsle enfekte olduklarinda,
virls tarafindan tasinan istenilen gen, insan
DNA'sina kalici olarak entegre olmaktadir.
Enfekte hiicrelerin boéliinmesiyle olusan
yeni hiicreler de bu gen ekspresyonunu
devam ettirmektedirler. Gen transferi icin
adenoviriisler, retroviriisler ve lentiviriis-
ler kullaniimaktadir ©.

Birincil immun yetmezlik olan adenosin
deaminaz eksikligi (ADA-SCID) tedavisin-
de gen tedavisi kullanimi etkili olmustur.
ik calismalarda, matiir T hiicreleri ex vivo
olarak retroviriisle enfekte edilmistir,ancak
basari elde edilememistir 11",

Teropatik Uriinler

*Asilar

REKOMBINANT

DNA TEKNOLOVJISi

Sekil 4: Rekombinant DNA Teknolojisinin Genis Uygulama Alanlari ©.

Daha sonraki klinik calismada, cesitli kay-
naklardan elde edilen hematopoietik k6k
hiicreler ve daha gelismis retroviriisler
kullanilmis ve basarili olunmustur. Buna
gore, hastalarin cogunda tedavinin tize-
rinden 10 yil ge¢gmesine ragmen gen nakli
yapilan hiicrelerin sag kaldigi ve bu sure
icinde 6nemli bir yan etki g6zlemlenmedigi
bildirilmistir 12,

Adrenolokodistrofi (X-ALD) hastaligiicin
gen tedavisi uygulanarak hastaligin yavas-
lamasi saglanmistir. Hastanin kendisinden
kemik iligi hiicreleri alinarak, ALDye yol
acan genin bulundugu X kromozomuna
HIV-1’e dayalilentiviral vektor araciligiya
onarici gen verilmistir. Sonug olarak gen
diizeltmesi basariyla gerceklesmistir. Bu
calismayla bilim adamlari ilk kez lentiviral
vektor kullanarak hastaligin tedavisinde
basarili sonuglar elde etmislerdir ),
Yapilan bir calismayla, iki hastada T hiicre
reseptorini  kodlayan bir retrovirlis
kullanilmis  ve metastatik melanom
lezyonlarinin geriledigi gosterilmistir. Bu
strateji daha sonra metastatik sinovyal
hucreli karsinomlari tedavi etmek icin
kullanilmistir 4,

Nisan 2006'da yapilan isvicre-Alman faz
I/ll gen tedavisi klinik calismasi, kronik
granllomatdz hastaligini tedavi etmeyi
amaclamis ve ¢alisma basariyla sonuglan-
mistir 19,

Ayrica bir calismada, periferik kandan izole
edilen mobilize CD34 + hiicreleri retroviral
olarak transduiksiyona tabi tutulmus ve
hastaya asilanmistir. Sonuc olarak, hastanin
olimiine yol acan enfeksiyonun siddetinde
azalma oldugu ve hastalarin tgte ikisinin
bu tedaviden net bir sekilde yarar gérdiigu
go6zlemlenmistir. Tedaviden sonraise, viral
promoter metilasyonla susturulmus ve
bu da enfeksiyonun siddetlenmesine yol
agmistir 19,

Akciger, jinekolojik, deri, Girolojik, nérolojik
ve gastrointestinal timorler, hematolojik
maligniteler ve pediatrik tiimorler dahil
olmak tizere pek cok kanser tiiriinde gen
tedavisi uygulanmaktadir. Bu kanser tiirle-
rini tedavi etmek icin kullanilan en 6nemli
stratejiler; immdiinostimdlatér molekdilleri
eksprese etmek icin tasarlanmis tiimér hiicre-
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leriile asilama, tiimér antijenlerini kodlayan
rekombinantviral vektérlerle asilama, tiimor
antijenlerini eksprese etmek icin tasarlanmis
konakgi hiicrelerle asilamadir. Ayrica, tiimér
baskilayici genlerinimmdinoterapiye, onko-
litik viroterapiye ve gen kontrollii enzim 6n
ilag tedavisine transferi de 6nemli tedavi
stratejilerindendir. Yaygin olarak transfer
edilen bir timor baskilayici gen olan p53,
kanser tedavi calismalarinda anahtar bir
role sahiptir. Bazi stratejilerde ise, p53 gen
transferi, kemoterapi veya radyoterapi ile
birlestirilmistir 17,

Yeni fiber kimerik onkolitik adenoviriis
vektorleri (Ad5 / 35-EGFP), hepatoselliiler
karsinomun (HCC) daha iyi tedavi edilebil-
mesi icin kullaniimaktadir. Uygun analiz-
lerle bu vektorlerin kullanilmis ve boylece
HCC'de transgenik virlisin cok fazla
kopyas! Uretilmistir. Bu yiiksek transgenik
ekspresyon seviyesinin, normal hiicreleri
sitotoksisiteye karsi korudugu, in vitro HCC
hiicreleri Gzerinde gelismis bir antitimor
etkiye sahip oldugu gozlemlenmistir.

Ayrica, bu yontemle timor biiyimesinin
inhibe edildigi tespit edilmistir (¥,

Son yillarda yapilan pek cok calismayla,
gen tedavisi daha da ilerlemis ve etkinligi
gelistirilmistir 9.

Rekombinant Hormon/ Asi/ ila¢ Gelistir-
me:ilagc metabolize eden enzim sistemleri,
ilaclarin etkinligi ve etkilerinin arastiriimasi
acisindan ¢cok 6nemlidirler. Rekombinant
DNA teknolojisi ile bu enzimlerin heterolog
ekspresyonu saglanarak, tedavi amacli ya
da gelistirme amacli kullanilmalari saglan-
maktadir @2,

Rekombinant DNA teknolojisi ilaglarin
yaninda bir¢ok asinin lretiminde de rol
almistir @Y, Asilar, enfeksiyona karsi bagi-
siklik saglama amaciile insan veya hayvan
viicuduna verilen, zayiflatilmis veya etkisiz
hale getirilmis bir patojen iceren kimyasal
preparatlardir. Rekombinant asilar,
rekombinant DNA teknolojisi ile biyolojik
olarak sentezlenmistir ve bu asilar, bakteri,
virlis veya protozoanin neden oldugu ¢ok

Tablo 1: Rekombinant DNA teknolojisiyle Uretilen ilag ve asi drnekleri ©.

Aktif Molekdl

sayida ciddi hastaliga karsi etkilidirler. Buna
ornek olarak cocuk felci, sitma, kolera,
hepatit, kuduz, cicek hastaligi asilarini
verebiliriz". Rekombinant asilar, gelenek-
sel asilara gore daha yiksek etkinlige ve
spesifiteye sahiptirler 19,

Rekombinant DNA teknolojisi ile olustu-
rulan ilk asi Hepatit B asisidir. ilk baslarda
Hepatit B virlsiine karsi asilar serumdan
yapilmaktaydi. Sonra 1984 yilinda yapilan
bir calismada, Saccharomyces cerevisae
mayasinda, HBsAg gen dizisi iceren bir
vektor hazirlanmis ve rekombinant HBsAg
Uretimi gerceklestirilmistir. Sempazeler
Uzerinde rekombinant HBsAg iceren asi
denenmis ve Hepatit B virlisiine karsi
direng gosterdigi ortaya cikmistir 22,
1986 yilinda yapilan bir calismada ise, bu
asinin yetiskinlerde ve ¢ocuklarda dozlar
ayarlanarak kullanildiginda gtivenli ve etkili
oldugu gosterilmistir .

Rekombinant DNA teknolojisiyle Uretilen
ilaglar tablo 1'de g6sterilmistir.

llag Ismi

Humalog, NovoRapid, Gensulin R,

Terapotik Endikasyonu

N‘I.r]‘sulln - Humulin R, Actrapid HM Diyabet
Factor VIl KOGENATE® Bayer Factor VIII Hemofili A hastasi erkekler icin
Factor IX Hemofili B

Bayer Factor IX

Genotropin, Humatrop, Serostin

BlyUme hormonu yetersizligi

Eritropoetin (EPO) Eprex, Epogen Anemi
Interferon Avonex, Rebif, Betaseron Hepatit B Virls(
a-Liduronidaz Aldurazyme f\/\ulko.p?lohsakkandoz tip I (MPS |; a-L-iduronidaz
....... eksikligi)
N-asetilgalaktozamin-4-sulfataz Mukopolisakkaridoz tip VI (MPS VI; Maroteaux Lamy
} Naglazyme
W(.g‘alsulfaz) . sendromu) .
L . R Notrofil Gretimini uyarmak (6rn; kemoterapiden sonra)
GranUlosit koloni uyarici faktor o ) N,
Neupogen ve hematopoietik kok hiicreleri kemik iliginden kana
(G-CSF) o o
....... . mobilize etmekicin
Doku plazminojen aktivatort (TPA)  Activase Kan pihtilarini ¢ézmek igin
Dornaz alfa Pulmozyme Kistik fibrozis
Glukoserebrozidaz Ceredase Tip 1 Gaucher hastaligi
Hepatit B ylzey antijeni (HBSAQ) Engerix B Hepatit B virlstine karsi as
Folikal uyaric hormon (FSH) Pergonal Kadinlarda dogurganlik sorunlarini, 6zellikle anovular

ve oligo ovular olan kadinlari, tedavi etmek
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Rekombinant DNA teknolojisiyle protein ve
hormon tiretimine verilebilecek eniyi 6rnek
instlindir.ilk defa 1978-1981 yillari arasinda
rekombinant DNA teknolojisi kullanilarak,
tip 1 ve 2 Diyabet tedavisi icin insilin Gret-
meye yonelik adimlar atilmistir. ilk olarak
1978 yilinda, insan insiilin hormonunun
genikimyasal olarak sentezlenebilmistir 24,
1979 yilinda, bu insilin geni rekombinant
DNA teknolojisi ile Escherichia coli bak-
terisinde ifade edilmistir ©*. 1981 yilinda
ise, Escherichia coli'de ifade edilen instlin
hormonunun, insan inslin reseptorleriile
etkilesime gecebildigi ve bu sayede ilag
amagh kullanilabilecegi gosterilmistir 29,
Bundan sonraki yillarda ise kullanimi pek
cok yerde kabul gormistiir @7,

Rekombinant DNA Teknolojisinin
Urolojide Kullanimi

Urolojik hastaliklarin tani ve tedavisine
yonelik yapilan pek c¢ok calismada
Rekombinant DNA Teknolojisi
kullaniimaktadir. Tablo 1’ de rekombinant
ilag/asi 6rnekleri genis bir yelpazede gos-
terilmistir. Bu genis alanlar icinde Uroloji
de yer almaktadir.

Ayrica uroloji alaninda rekombinant
hormon Uretimi calismalariyla basarili
sonuglar elde edilmistir. Rekombinant
DNA teknolojisi sayesinde insan folikul
uyarici hormonunun (FSH) in vitro Gretimi
mimkin olmustur. Folikiler gelisimin
uyarildigi remeye yardimci tedavi uygula-
malari, rekombinant DNA teknolojisinin bir
basarisidir. Cok sayida hasta rekombinant
FSH ile tedavi edilmektedir. Dahasi, re-
kombinant FSH ve Luteinize edici Hormon

loji, histolojik derecelendirme ve hastaligin
yayilimi gibi faktorler dikkate alinmalidir.
Vektor sistemlerinin secimi, uygulama sekli
ve doku segici gen ekspresyonu ihtiyaci
bu faktorlere gore dikkatle secilmelidir.
En onemli faktor ise hastaligin yayiimidir.
Yiizeysel timorler transtiretral instilasyona
ugrayabilir ve vektorlerin tiimorle temas
suresi kateter blokajiyla uzatilabilir. Me-
sane, idrar bilesenlerine karsi antiaderan
bir glikosaminoglikan (GAG) tabakasi ile
korundugundan, mesane duvarina yeterli
penetrasyon saglamak icin, viral vektor-
lerin asilanmasindan 6énce bu katmanin
gecirgenlestiriimesi (6rnegin etanolle)
gerekmektedir 2, Ote yandan metastatik
hastalik daha zorlayici bir sistemik tedavi
gerektirir, ¢lnku intravezikal olarak
astlanmig vektorler yeterince emilemez
veya metastatik bolgelere iletilemezler. Do-
layisiyla doku segici gen ekspresyonunda
ozellikle metastatik dokunun segilimi &Gnem
kazanmaktadir 7.

Mesane kanseri gen tedavisinde baglica
tedavi stratejileri; dlizeltici, indlikleyici ve
sitotoksik stratejilerdir.

Diizeltici Gen Tedavisi: Kanser icin di-
zeltici gen tedavisi, metastatik hastaliga
neden olan buyiume kontrol yolaklarinin
kaybini 6nlemek, yavaslatmak veya tersine
cevirmek icin kullanilan preneoplastik
veya neoplastik hiicrelerdeki genlerin ku-

surlu kopyalarinin replasmanini veya
inaktivasyonunu icerir ¢2, Dlzeltici stra-
tejiler, timor hiicrelerinde sinirsiz hiicre
bolinmesini, organ infiltrasyonunu veya
metastazi durdurarak, mutasyona ugramisg
bir genin fizyolojik islevini geri kazanmaya
calisir ®V, Diizeltici gen tedavisinde, has-
talikli dokudaki hiicrelere normal (yabanil
tip) bir genin sokulmasiyla hastaligin
patofizyolojik ilerlemesinin 6nlenmesine
veya tersine cevrilmesine yonelik adimlar
atilmaktadir " (Sekil 5A).

Genitolriner kanserlerin olusabilmesi
icin en az dort ila alti genetik degisimin
gerekli oldugu 0©ngorilmektedir. Bu
genetik degisimler; nokta mutasyonlari,
DNA sekansi delesyonlari, kromozomal
translokasyonlar, amplifikasyonlar veya
DNA'daki metilasyon degisikliklerinden
kaynakli gen ekspresyonundaki degisimle-
ridir. GenitoUriner kanser tipleri farkli histo-
lojik 6zelliklere sahip oldugundan, genetik
degisiklikler de timor tipine 6zgi olabilir.
Ornegin, mesane kanserinde kromozom
9 Uzerinde p53 mutasyonu gorilme sik-
g1 yiksekken, metastatik prostat kanser
hiicrelerinde kromozom 16 lizerinde daha
az yaygin olan bir p53 mutasyonu vardir.
Renal hiicreli karsinom ise, kromozom 3
Uzerinde bir timor baskilayici gen olan
von Hippel-Lindau (VHL) genine sahiptir
8" (Tablo 2).

Tablo 2: Urolojik Kanserlerde Genomik Degisiklikler: Diizeltici Gen Tedavisinde

Potansiyel Hedefler

Tiimor Tipi

Genomik Lokus

(LH) rekombinasyonu, yumurtlamayl ve Mesane kanseri P53 geni

hamilelik sansini arttirmak icin basarili hale ) )

getirilmistir @8, - :

Ayrica Groloji alaninda gen tedavisi Prostatkanseri HPC geni
uygulamalari da kullanilmig ve basarili so- Glutatyon S Transferaz-Pi (GST-Pi)
nuclar elde edilmistir. Uroloji alaninda gen P53 éeni
tedavisinin uygulanmasi kanser tedavisi g

ile sinirl degildir, ayni zamanda kansere po o1 piiereli karsinom VHLngni

bagli olmayan mesane disfonksiyonlari ve : g

erektil disfonksiyon (ED) icin de gen tedavi . .

stratejileri kullanilmaktadir @), Wilms tiimérii WT-1 geni

Mesane kanserine yonelik efektif bir gen WT-2 geni

tedavi uygulamasi tasarlamak icin, histo- ) v
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Diizeltici Stratejiler; Biylime inhibisyonu,
Metastas inhibisyonu, Ekspresyon
kontroli, Gen defektlerinin tamiri ©¢"
(Sekil 6).

indiikleyici Gen Tedavisi: Mesane timo-
rtine karsi zayif bir bagisiklik yaniti artirir ya
da bir tetikleyiciyi harekete gecirir. Bunun
icin, mesane tiimord hiicreleri IL-2 gibi bir

immiin modiile edici sitokin genle trans-
fekte edilir ve hastalara asilamayla tekrar
verilir. Ayrica, bagisiklik sistemi hicreleri
daha “giicli” bagisikhk yanit olusturmak
icin transfekte edilebilir ®" (Sekil 5B).

v indiikleyici Stratejiler; Anti-timér ce-
vabin induksiyonu, agilama ¢V (Sekil 6).

\
Yy

A)

S T

Yabanil tip TSR geni

@1’ Lenfosit
Vel

B} L-2
A r----
m !
I
Tamér Hicresi
)

&

@9@

intihar enzirmi

Tumar Hiicresi

Hiicre Dénglisl

Sitotoksik Gen Tedavisi: Bu tedavi, iyi
huylu dokuyu korurken timor hiicreleri-
nin segici olarak oldirilmesine izin verir.
Tumor hiicreleri, toksik olmayan 6n ilaglar
sitotoksik maddelere donustlren enzimlerle
transdtikte edilir @V (Sekil 5C).
v’ Sitotoksik stratejiler; Lenfosit aktivas-
yonu, intihar gen tedavisi, segici timor
hicresi 6ldiirme ©V (Sekil 6).

Rekombinant DNA'daki

LI terapitikbilgi

ﬂffi—.‘?——‘?ﬂﬂ}“‘

—

Terapotik bilgi
mRNA'ya cevrilir

v

Terapotik bilgi proteine

cevrilir [Terapotik protein)

PR

.‘(_

\

¥

Sekil 5: Mesane kanseri icin dizeltici (A), indUkleyici

(B), sitotoksik (C) gen tedavisi drnekleri ¢V,

Sonug

Hastaliklarin tedavisinde en ¢ok tercih
edilen yontemler ilag kullanimi ve cerrahi
mudahalelerdir. Rekombinant DNA tek-
nolojisi sayesinde ise hastaligin prognozu
iyilestirilerek yasam suresi ve Kkalitesi
arttinlmaktadir. Molekuler yaklasimlarla
hastaliga yol acan etkenler belirlenerek,
hedefe yonelik tedavi siireci izlenmektedir.

Temmmmmmmmmmmmmmet Dizeltici indl'.ik[eyici Sitotoksik
Stratejiler | Stratejiler Stratejiler
= Biiyiime AnEEmby Lenfosit
. inhibi: b ktiv
nhiblsyonu indiksiyant aktivasyonu
RO Metastas Intihar gen
‘[ inhibisyonu Agtlama ‘[ tedavisi
Ekspresyon Segici tiimér
Kentrold hiicresi
aldiirme
Gen
defektlerinin
tamiri

Sekil 6: Mesane kanseri gen tedavisinde baslica tedavi

stratejileri ©32),

Kullandigimiz vektorlerle istedigimiz onarici
geni istedigimiz yere yerlestirerek burada
¢ogalmasini saglayabiliyoruz. Aynizamanda
istenilmeyen ozellikler de kesip cikartilabili-
yor. Bir nevi molekiiler cerrahi de diyebiliriz
rekombinant DNA teknolojisine.

GUnUmuze kadar pek cok calismada, re-
kombinant DNA teknolojisi kullaniimis ve

bu sayede farkli ve etkili terdpatik stratejiler
gelistirilmistir. Hastaliklarin tani ve tedavi-
sinde hayati bir role sahip olan bu teknoloji
kimulatif bir gelisim gostermektedir. Pek
¢ok hormonun, ilacin ve asinin tretiminde
kullanilan rekombinant DNA teknolojisi,
glin gectikce daha efektif bir yontem olma
yolunda saglam adimlarla ilerlemektedir.
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. Gen ekspresyonunu incelemek icin en yararli olan asagidaki
tekniklerden hangisidir?

a) Northern blot

b) Southern blot

c) Western blot

d) Eastern blot

e) Kromatografi

. ELISA icin asagidaki ifadelerden hangisi yanhstir?

a) Antijen- antikor olusumuna dayanan immunolojik temelli bir
yontemdir

b) Bir 6rnek icerisindeki antijen veya antikorlari tespit edebilir

c) Enzim-substrat etkilesimi sonucu olusan renk degisimi
g6zlemlenir

d) Spektrofotometrik olarak kantitatif tayin yapilir

e) Antijen-antikor etkilesimi kovalent baglar ile gerceklesir ve
geri donlstimsiizdur

. Asagidaki epigenetik mekanizmalardan hangisi kodlanmayan
RNA'lara ait epigenetik mekanizmalara dahil degildir?

a) IncRNA

b) ADP-ribosilasyon

c) piRNA

d) psodogenler

e) ncRNA

. Rekombinant DNA teknolojisi icin asagidakilerden hangisi

yanhstir?

a) Bitki DNA'sI bakteriyel DNA'ya birlestirilebilir

b) insan DNA'si mantar DNA'! ile birlestirilebilir

c) DNA'nin kimyasal senteziyle normalde hicbiryerde olusmayan
DNA dizileri olusturulabilir ve rekombinant molekdllere dahil
edilebilirler

d) Plazmidler, bakteri kromozomunun disinda, halkasal ve tek
zincirli DNA molekdlleridir

e) rDNAnin konakg! hiicreye giris stirecine transformasyon denir

. Asagidakilerden hangisi biyolojik 6rneklerden gerceklestirilecek

analiz calismalarinda Sivi Kromatografik yontemlerin secilmesinin

sebeplerinden biri degildir?

a) Birden fazla molekdili analiz edebilmesi

b) Givenirligi ve tekrarlanabilirligi yliksek sonuglar vermesi

c) Gelismis sistemlerle kisa stirede ¢ok sayida 6rnekle calisma
imkani olmasi

d) Analizi yapilacak tek bir molekiile spesifik ve duyarli olmasi

e) Cok farkli biyolojik 6rneklerde, cok kiiciik miktarlardaki
molekulleri analiz edebilmesi

6.

10.

RT-PCRile ilgili asagida verilen bilgilerden hangisi yanhstir?

a) Floresanin olusan DNA ile dogru orantili olarak arttigi bir
¢ogalma yontemidir

b) Floresan isaretli prob ve boyalar kullanilir

c) Sicaklik dongileri ve floresan okunmasi ayni cihaz icinde ve
ayni tip icinde gerceklesebilmektedir

d) En son elektroforez asamasi ile cogalan hedef bélge pcr lar
gorindr hale gelirler

e) Analiz tiipleri agiimadan test tamamlandig icin
kontaminasyon riski de azalmaktadir

Asagidakilerden hangisi Western Blotlama evrelerinden biri
degildir?

a) Ornek hazirlanmasi

b) Spesifik Restriksiyon enzimleri ile 6rneklerin kesilmesi

¢) Orneklerin jelde yiiriitiilmesi ve Membrana transfer- Blotlama
d) Nonspesifik antikor baglama bolgelerinin bloke edilmesi

e) Antikorla inkiibasyon ve dedeksiyon

Akan hiicre 6lcer ile CD3, CD4, CD8, CD19, CD16,CD56 sonuglarini
iceren immunprofilden hangi hiicre hakkinda bilgi edinilemez?
a) T hiicre oranlari

b) B hiicre oranlari

c) NKhicre oranlari

d) NKT hicre oranlari

e) Bazofil hiicre oranlari

Huicre kiilturt temel teknikleri ile ilgili asagida verilen ifadelerden

hangisi yanlistir?

a) Hicre kiltiiri uygulamalarinda takip edilmesi gereken
konular; besiyeri, optimum sicaklik, pH, 02 ve CO2
yogunlugudur

b) icerikleri tam olarak paylasilmayan serumlar hiicreler izerinde
farkli etkiler gosterebileceginden bazi laboratuvarlar serum
kullanmamayi tercih etmektedir

c) Adherent hiicre kiltirinde besiyeri degisimi, tutunamayan
hiicrelerin elenerek uzaklastiriimasi agisindan da oldukca
onemlidir

d) Hiicre dondurma ve hiicre ¢6zdiirme islemlerinde maksimum
verim icin hticreler kryoprotektanlar kullanilarak dondurulur

e) Hicreler morfolojik 6zelliklerine gore iki tiptedir; fibroblastik
hicreler ve epitelyal hiicreler

Hangisi Polimeraz zincir reaksiyonu yénteminde uygun primer
tasariminda 6nemli noktalardan biri degildir?
a) Guanin-Sitozin ylizdesi yaklasik %50 olmalidir
b) ileri ve geri primerler arasindaki erime sicakhigi farki en fazla
5°C olmalidir

c) Primerin 3’'ucunda G ya da C bazinin bulunmasi gerekir
d) Primer uzunlugu 18-22 niikleotid olan primerler secilmelidir
e) Baztekrari dortten fazla olmaldir




	_GoBack
	_Hlk44243883
	OLE_LINK1
	OLE_LINK2
	_GoBack
	_Hlk37867653
	_GoBack
	_Hlk37515755
	_Hlk37535114
	_Hlk37617261
	_Hlk37628240
	_Hlk37617530
	_Hlk37797455
	ELISA Tekniğine Genel Bakış
	Akan Hücre Ölçer ve Kullanım Alanları
	Ürolojik Çalışmalarda HPLC’nin Yeri ve Kromatografi
	Hücre Kültürü Temel Teknikleri
	“Northern Blotlama” ve “Southern Blotlama” Teknikleri
	“Western Blot” Analizi ve Kullanım Alanları
	Polimeraz Zincir Reaksiyonu
	Gen Anlatımının Kantitatif Analizi “Real-time PCR”
	Genomdaki Tek Baz Değişikliklerinin PCR-Tabanlı Restriksiyon Fragman Uzunluk Polimorfizmi Tekniği ile Tayini
	Ürolojik Kanserlerde Epigenetik Mekanizmalar ve Yöntemler
	Rekombinant DNA Teknolojisinin Tıpta Kullanımı;         Moleküler Cerrahi
	Sorular

