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BOLUM 1

MOLEKUL UYGULAMASI

Mine ENSOY, Demet CANSARAN DUMAN
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1. KONU

Ayni kimyasal formiile sahip molekiillerin yapisal farkliliklarinin ilag etkinligi tizerindeki

roliiniin incelenmesi
2. AMAC

Bu uygulama, katilimcilara aynmi kimyasal formiile sahip molekiillerin farkli yapisal
dizilimlerinin (stereoizomerlerin) ila¢ etkinligi {izerindeki kritik roliinii gostermeyi
amacglamaktadir. Ozellikle, kiigiik yapisal farkliliklarin ilaglarm etkinligi ve giivenligi
tizerindeki etkilerini 6gretmeyi hedefler. Uygulama kapsaminda ulagilmasi planlanan hedefler

su sekildedir;

a) Molekiil yapilarimin anlasilmasi: Katilimeilar, molekiil yapilarini deneyimleyerek ti¢
boyutlu olarak anlama firsat1 bulmalari,

b) Stereoizomerlerin 6nemi: Ayni kimyasal formiile sahip fakat farkli ti¢ boyutlu
dizilime sahip molekiillerin ilag¢ etkinligini nasil degistirdiginin anlagilmasz,

¢) Ilac¢ aragtirmalarinda yapi-aktivite iliskisi: Molekiiler yap1 degisikliklerinin biyolojik
sistemlerdeki etkisinin nasil 6nemli farklar yarattigini gosterilmesi,

d) Egitsel deneyim: Oyunlastirma yoluyla bilimsel bilgiyi daha kolay 0Ogrenip
Ozlimsenmesi,

e) Etkilesimli 6grenme: Katilimcilar arasinda iletisimi artirarak grup c¢aligmasi ile

O0grenmenin tesvik edilmesi.
3. UYGULAMA

Bilgilendirme: Katilimcilara stereoizomerlerin molekiil yapisindaki farkliliklar1 ve bu
farkliliklarin ilag etkinligine olan etkileri hakkinda bilgilendirme yapilir. Ornek olarak, belirli

ilaclarin farkli izomerlerinin farkli biyolojik etkilere sahip oldugu anlatilir.

Malzemeler: Katilimcilara molekiil yapilarini inga edebilecekleri bir molekiil olugturma kiti
verilir (renkli toplar atomlari, cubuklar ise baglar1 temsil eder). Kitler sayesinde katilimcilar,
molekiillerin {i¢ boyutlu modellerini fiziksel olarak insa edebilirler. Kit icerigi ve temsil ettigi

yapilar Sekil 1 ve Tablo 1’de yer almaktadir.



Sekil 1. Molekiil olusturma kiti igerigi

Tablo 1. Molekiil olusturma kiti icerigi
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Atom Renk Delik Sayisi Miktar Element Renk Miktar
Karbon Siyah 4 10 Orta
uzunlukta Gri 12
Karbon Siyah 5 15 bag
Oksijen Kirmizi 1 4
Uzun bag Gri 6
Oksijen Kirmizi 2 4
Nitrojen Acik Mavi 2 3 Orta
uzunlukta Mor 4
o . bag
Nitrojen Acik Mavi 3 3
Stilfiir Sar1 4 Uzun bag Mor
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Stilfiir Sar1 6 2
Klor Yesil 1 4
Klor Yesil 6 4 Tek p ar cal Beyaz 15
bag
Fosfor Mor 1 9
Metal Gri 1 3
Cift parcali
bag Beyaz 15
Metal Gri 6 5
Hidrojen Beyaz 1 12 Ayrag 1
Hidrojen Beyaz - 20 Plastik kutu 1
(yarim)

Gorev: Katilimcilardan ayni kimyasal formiile sahip ama farkli yapisal dizilime sahip olan
molekiillerinden bir tanesini yapmalari istenir. Katilimcilar molekiil olusturma kitini kullanarak
kendilerine verilen 2-boyutlu molekiiler yapiy1 3-boyutlu olarak olusturlar. Yapilmasi istenen

molekiiller Sekil 2°de yer almaktadir.

A B
OH
HO ¥ H
* \‘/ HO N
% Y
HCl Hel
HO
OH
METAPROTERENOL ISOPROTERENOL

Sekil 2. Katilimcilardan yapilmasi istenen molekiiller A) Metaproterenol ve B) Isoproterenol

Karsilastirma: Katilimcilar, olusturduklari molekiillerin farkli izomerlerini birbirleriyle
karsilastirir. Tlag molekiillerinin viicutta biyolojik hedeflerle nasil etkilesime girdigi ve stereo

yapinin bu siiregteki dnemini anlamalar1 saglanir.
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Interaktif etkilesim: Katilimcilar, kendi olusturduklar1 molekiil modellerini diger gruplarla

paylasir ve farkli yapilarin potansiyel etkileri iizerine tartigmalar yiiriitiir.

Etkinlik sonunda olusturulan 3-boyutlu molekiiler yapilar Sekil 3’de yer almaktadir.

Sekil 3. Etkinlik sonunda elde edilen 3-boyutlu molekiiler yapilar

Egitim esnasinda ¢ekilen fotograflar Sekil 4’de yer almaktadir.
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Sekil 4. Egitim fotograflari

4. SONUC

Etkinlik, molekiillerin ii¢ boyutlu yapilarinin ilag etkinligi iizerindeki 6nemini uygulamali bir
sekilde sunarak, katilimcilarin bilimsel bir konuyu interaktif ve ogretici bir ortamda

kavramalarina olanak tanimistir.

Bilgilendirici deneyim: Katilimcilar, ayn1 kimyasal formiile sahip molekiillerin farkli yapisal
dizilimlerinin ila¢ etkinligini ne kadar degistirebilecegini somut bir sekilde deneyimleyerek
ogrenmistir. Molekdillerin ti¢ boyutlu yapilarinin biyolojik sistemlerde nasil ¢alistigini ve kii¢lik
yapisal farklarin nasil biiyiikk biyolojik sonuglar dogurabilecegini daha iyi bir sekilde

kavramistir. Katilimcilarin stereoizomerlerin ilag¢ tasarimi, ilag etkinligi, yan etkiler ve ilag
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giivenligi iizerindeki roliine dair bilgisi ve ilag arastirmalarindaki yapi-aktivite iligkileri

konusundaki farkindaliklar: artmistir.

Etkilesim ve katim: Grup c¢alismasi ve oyun temelli 6grenme sayesinde katilimcilar, bilimsel
bilgiyi daha hizl1 ve eglenceli bir sekilde 6ziimsemistir. Etkilesimli 6grenme ortami, daha etkili
bir bilgi aktarimi saglamigtir. Oyunlastirma sayesinde soyut kimyasal yapilarin anlagilmasi
kolaylasmis ve molekiiler yapilarin fiziksel olarak insa edilmesi molekiillerin 3-boyutlu

yapilarint anlamalarina yardimci olmustur.

Oneriler ve geri bildirimler: Katilimcilar etkinlik sonrasinda, molekiil yapilaria ve farkl
molekiiler yapilarin etkilerine dair 6nemli bilgiler edindiklerini ve ilag gelistirme siireglerinde

bu farklarin 6nemini anladiklarini belirtmistir.

11
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1. KONU

Uygulama kapsaminda ilagla ilgili veri tabanlarina nasil erisilecegini ve bunlarin nasil

kullanilacagini kesfedecegiz.
2. AMAC

Ilgili Python paketlerini kullanarak ChEMBL'den veri almaya odaklanacagiz ve ardindan
alinan verileri analiz edecegiz. Bu 6gretici, jupyter notebook ortamlarinda ¢aligtirilmak iizere

tasarlanmistir ve Python kodunu calistirmayi igeren aligtirmalar igerir.
Not defterinin etkilesimli bulut siirlimiine buradan erisebilirsiniz

(https://colab.research.google.com/github/nunososorio/bhs/blob/main/NSO_PracticalClass L.i

pynb). Hadi baslayalim!
3. UYGULAMA

fla¢ kesfinde Hedeften-Oncii molekiile ve Oncii molekiilden-Lider molekiile adimlarinda
veri tabanlarinin kullanimi ¢ok 6nemlidir. Bu veri tabanlari, potansiyel ilag hedefleri ve bu
hedeflerle etkilesime girebilecek bilesikler hakkinda zengin bilgi saglar. Bu verilere erismek ve

analiz etmek, potansiyel yeni ilaglarin belirlenmesine yardimci olabilir.

Bu veritabanlarina erisim, ilgili web siteleri aracilifiyla yapilabilir. Bununla birlikte,
tekrarlanabilir ve biiylik 6l¢ekli analizler i¢in, veritabanina kod araciligiyla programli olarak
erismek daha verimlidir. Bu egitimde, bunun nasil yapilacagi konusunda size rehberlik

edecegiz.

ChEMBL veritabani, ila¢g benzeri 0zelliklere sahip biyoaktif molekiillerin manuel olarak
secilmis bir veritabanidir. Genomik bilginin etkili yeni ilaglara doniistiiriilmesine yardimci

olmak icin kimyasal, biyoaktivite ve genomik verileri bir araya getirir.

chembl webresource client, ChEMBL verilerine erismek igin resmi Python istemci

kitapligidur.
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Kurulum

Oncelikle gerekli Python paketlerini kurmaniz gerekiyor. Ortamimizda asagidaki komutlar:

calistirin:

Ipip install chembl webresource_client
Simdi, kitaplig1 ige aktarin:

chembl _webresource_client.new_client import new_client adresinden
Kesfetmek

chembl webresource client kullanarak ChEMBL veritabanindan alabilecegimiz her tiirlii veri
veya bilgiyi 6grenerek baslayalim. Asagidaki kodu kullanarak kullanilabilir veri varliklarini

listeleyebilirsiniz:
available resources = dir(new_client)

#available _resources = [dir(new client) icindeki kaynak icin kaynak eger

degilse.startswith(' ')]
available resources

Python'da, alt ¢izgiyle baslayan 6znitelikler genellikle dahili amaglar i¢in kullanilir ve dogrudan

erisilmesi amaglanmamustir.
ChEMBL veritabanindaki 'molekiil' veri varligina bir goz atalim:
new_client. molekiil

Gordiigiiniiz gibi, ChEMBL veritabanindaki belirli bir molekiil hakkinda zengin bilgi i¢eren bir
sozliik dondiiriir. Bu sozliikteki anahtarlar, molekiiliin farkli 6zelliklerini temsil eder ve bu

anahtarlarla iligkili degerler, bu 6zellikler hakkinda 6zel bilgiler saglar.
Sozliikteki baz1 anahtarlarin kisa bir agiklamasi agsagida verilmistir:

o ‘'atc_classifications': Anatomik Terapotik Kimyasal (ATC) smiflandirma sistemi
molekiilii kodlar.

e 'availability type': Molekiiliin kullanilabilirlik tiird.

15
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e 'biyoterapotik': Molekiiliin biyoterapdtik 6zellikleri hakkinda bilgi.

e 'black_box_warning': Molekiil i¢in bir kara kutu uyaris1 olup olmadigin1 gosterir.

e 'molecule_chembl_id': Molekiiliin ChEMBL ID'si.

¢ 'molecule_hierarchy': ChHEMBL veritabanindaki molekiiliin hiyerarsisi.

e 'molecule_properties': Molekiiliin molekiiler agirligi, hidrojen bagi alicilarinin ve
vericilerinin sayis1 gibi ¢esitli 6zellikleri.

e 'molecule_structures': Molekiilin SMILES, InChl ve molekiil gibi c¢esitli
formatlardaki yapilar.

¢ 'molecule_type': Molekiiliin tiirii (6rnegin, 'Kiigiik molekdil').

e 'structure_type': Yapinn tiirii (6rnegin, 'MOL'").

e 'pref name': Bu, "tercih edilen ad" anlamina gelir. ChEMBL veritabaninda molekiiliin
tercih edilen adidir. Deger Yok ise, bu molekiil i¢in tercih edilen bir adin atanmadigi
veya veritabaninda mevcut olmadigt anlamina gelir.

e 'molecule_synonyms': Bu, molekiiliin es anlamlilarinin bir listesidir. Es anlamlilar,
ayni molekiile atifta bulunmak icin kullanilabilecek farkli isimlerdir. Bunlar, farkli
veritabanlarinda kullanilan adlari, ortak adlari, bilimsel adlar1 vb. igerebilir. Liste bossa,
veritabaninda bu molekiil i¢in hi¢bir esanlamli kelime kaydedilmedigi veya mevcut

olmadig1 anlamina gelir.

Bir molekiilii tercih edilen isimle adlandirmak istiyorsak sunu kullanabiliriz:

# ChEMBL veritabanindaki 'molekiil’ veri varligina erigmenizi saglayan bir 'molekiil’

nesnesi olusturun.
molekiil = new_client.molekiil

# Tercih edilen adi tam olarak 'aspivin’ olan tiim molekiilleri almak icin 'molekiil’

nesnesinin 'filtre' yontemini kullanin.

# 'lexact’ aramasi, biiyiik/kiiciik harfe duyarli olmayan tam eglesme gerceklestirmek igin

kullanilir.
mols = molekiil filter(molecule_synonyms__molecule synonym__iexact="viagra')

# 'mols’ artik ChEMBL veritabaninda tercih edilen adi 'aspirin' olan tiim molekiillerin

bir listesini iceriyor.
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mols

Okumas: kolay degil... Endiselenmeyin, 'mols' nesnesini bir pandas DataFrame'e

doniistiirebilirsiniz, daha kolay okuma ve manipiilasyon. Bunu su sekilde yapabilirsiniz:
Pandalart PD olarak ice aktar
mols_df = pd'dir. DataFrame.from_records(mol)
mols_df
Isterseniz bir excel le'ye aktarabilirsiniz:
mols_dfto_excel('mols_dfxlsx', index=False)
google.colab adresinden dosyalart ice aktarma
files.download('mols_df-xlsx")

Senaryo Tabanh Ahstirma

Senaryo: ila¢ kesfi ve gelistirmenin heyecan verici diinyasinda yer alan bir arastirmacisiniz.
Isbirligi yapan bir kimya laboratuvarindan yakin zamanda sentezlenmis bir bilesik aldiniz.
Bilesik posta yoluyla gonderildi ve ilgi ¢ekici bir sekilde, yalnizca bilesigin yapisinin basili bir

gOriintilisiinii igeriyordu.
Goreviniz: Goreviniz, kabul etmeyi segerseniz, birkag kritik adimi igerir:

1. Yapr diyagramim bir SMILES dizesine doniistiiriin. Bu, kimyasal yapt diyagramlarini

yorumlama yeteneginizi test edecektir.

2. SMILES dizesini kullanarak ChEMBL veritabaninda arama yapin. Bu, veritabanlarina

programli olarak erisme becerilerinizi gerektirecektir.

3. Molekiiliin veritabaninda zaten mevcut olup olmadigini ve ilgili ek aciklamaya sahip olup

olmadigini belirleyin. Bu, veri analizi becerilerinizi zorlayacaktir.

Unutmayin, bu aligtirmalarin amaci sizi uyusturucuyla ilgili veri tabanlarina programli olarak
erismeye alistirmaktir. Bu beceri, ila¢ kesfi adimlarinda tekrarlanabilir ve biiyiik olgekli

analizler i¢in ¢ok onemlidir.
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Peki, bu yolculuga ¢ikmaya hazir misiniz? Hadi baslayalim!

Bu, molekiiliin goriintiistidiir:

Cl

\

OH

Ik adim: Kekulé diyagramini bir SMILES dizesine doniistiiriin. Bunun i¢in asagidakiler de

dahil olmak iizere birkag farkli yazilim kullanabilirsiniz:

https://cactus.nci.nih.gov/cgi-bin/osra/index.cgi

Artik SMILES'a sahip oldugunuza goére, onu ChEMBL veritabanin1 sorgulamak i¢in

kullanabilirsiniz:

# SMILES'TASAGIDAKI X'E GIRIN "OclIc(I)cc(Cl)c2ccencl2”

canonical_smiles= X

smiles_mol = molekiil filtre(molecule_structures _canonical smiles=canonical smiles)
smiles_mol_df = pd'dir. DataFrame.from_records(smiles_mol)

smiles _mol_df

Gonderilen kimyasal molekiil hakkinda ne buldunuz?

Bonus

ChEMBL'de listelenen tiim geri ¢ekilen ilaglarla bir excel le olusturabilir misiniz?

# Geri ¢ekilen tiim molekiilleri almak icin 'molekiil’ nesnesinin 'filtre' yontemini

kullanmn.
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withdrawn_mols = molekiil filtre(withdrawn_flag=Dogru)

withdrawn_mol_df = pd'dir. DataFrame.from_records(withdrawn_mols)
withdrawn_mol_df:to_excel("withdrawn_mol_dfxlsx, index=False)
google.colab adresinden dosyalart ice aktarma
files.download('withdrawn _mol_df.xlsx')

Kanonik SMILES?

Kimyasal molekiiller ve SMILES (Basitlestirilmis Molekiiler Giris Hatti Giris Sistemi)
baglaminda, kanonik SMILES, molekiiliin yapisin1 temsil eden benzersiz bir gosterimdir. Tek
bir molekiil i¢in birgok gecerli SMILES gosterimi olabilir, ¢iinkii SMILES gosterimi baglangig
atomuna ve gecis yoluna bagl olarak degisebilir. Kanonik SMILES, belirli kurallara gore
secilen belirli bir SMILES notasyonudur ve molekiiliin ¢izilme veya temsil edilme seklinden
bagimsiz olarak aynidir. Bu yiizden veritabanlarinda kullanilan formdur. rdkit kitaplig1, kanonik

SMILES olusturmak i¢in kullanilabilir.
# Gerekli araci yiikleyin
Ipip install rdkit-pypi
itibaren rdkit ice aktarma Chem'den
# Molekiiliin SMILES dizisi

smiles_string =

"C/C4=C/3CCC(C)(COc2ccc(CCISC(=0)*C1=0)cc2)OC3C(C)C(C)C4c5c[nH]S5"
# SMILES dizisinden bir RDKit molekiil nesnesi olusturun

molekiil = Chem.MolFromSmiles(smiles_string)

# Kanonik SMILES dizesini alin

canonical_smiles = Chem.MolToSmiles(molekiil, izomerikSmiles=Dogru)

Yazdir(canonical smiles)
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1. KONU

Apoptoz analizi klinik 6ncesi ilag aragtirmalar1 kapsaminda kullanilan yontemlerden biridir.
Akis (Flow) sitometrisi kullanilarak floresan bir madde ile isaretlenmis antikorlar yiizey
reseptorleri araciligiyla indiiksiyondan DNA par¢alanmasinin meydana geldigi geg evrelere

kadar apoptozun tiim ydnlerinin incelenmesidir.
1. AMAC
[lag uygulamasi sonrasinda hiicre apoptoz profilinin akis sitometri cihazi ile belirlenmesi.
2. UYGULAMA
Ilac/molekiil uygulamasi

Hiicre kiiltiirii petrilerine 1x10° hiicre olacak sekilde ekim yapilir.

Hiicre ekimi yapildiktan 24 saat sonra belirlenen ICso konsantrasyonunda ilag aday molekiilii

hiicrelere muamele edilir.

Belirlenen ICso inkiibasyon siiresi sonunda petrilerdeki besiyeri ¢ekilip atilir ve hiicreler 2000

ul PBS ile yikanir.

Petrilere 400 pl tripsin eklenerek hiicrelerin kalkmasi (petriden ayrilmasi) saglanir.

Petrilere 3 ml besiyeri eklenerek hiicreler 15 ml’lik falkona alinir.

Ornek basia 1x10° hiicre olacak sekilde hiicreler sayilir ve sayilan hiicreler ayri falkona alinir.

Falkon +4°C’de 1800 rpm’de 5 dakika santrifiij edilir.

Ustte kalan siipernatant bosaltilir ve iizerine yaklasik 5 ml soguk PBS eklenir.

Yikama islemi 5 ml soguk PBS ile tekrar +4°C’de 1800 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek

tekrarlanir.
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Tekrar iist s1v1 bosaltilir ve hiicreler 1 ml soguk PBS ile siispanse edilir.

1 ml soguk PBS i¢inde hazirlanan her &rnegin i¢ine 5 ul FITC Annexin V ve 10 ul PI (Ornegin:
Molecular probes-Membrane Permeability/Dead Cell Apoptosis Kit) ilave edilir.

Hazirlanan 6rnekler 30 dk buz iizerinde inkiibasyona birakilir.
Son olarak 6rneklerin akig sitometri ile analizi yapilir.
e Apoptoz oran1 belirlenmesi deneyi 3 tekrarli olacak sekilde yapilir.

e Kullanilan boya miktar1 hiicre sayisina gore dogru orantili olarak degisebilir.

Akias sitometre cihazinda analiz ve sonuc¢larin yorumlanmasi

Is akast:

Deney planlama — Ornek yiikle - Cihaz ve kapi
ayarlarimin yapilmasi — Veri kaydi — Analiz ve
veri eldesi & Deneyi kaydet ve sonlandir
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Analiz oncesi yapilacaklar

1. Sistem gereksinimlerinin dogru baglandigindan emin olunmalidir.

1- MONITOR

2- MOUSE

3- KLAVYE

4- BILGISAYAR

5- AKIM SITOMETRISI

6- SIVI KABI TUTUCU

2. Tim borularin ve kablolarin cihazdaki uygun renk kodlarina gore uygun sekilde

baglandigindan emin olunmalidir.
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1- Atik Diizeyi Sensorii: Atik sivi sensor

kablosuna bagli olmalidir.

2- Akis Hiicresi (Flow Cell) Atig1 Cikisi: Akis

Hiicresi (Flow Cell) atik tiipiine baglanmalidir.

3- Kilif Sivisi (Sheath Fluid) Diizeyi Sensorii:
Kilif Sivis1 (Sheath fluid) sensor kablosuna

bagli olmalidir.
4- Atik Cikasi: Sivi atik tliptine bagl olmalidir.

5- Kilif (Sheath) Déniisii: Kilif sivis1 (Seath

fluid) hortumuna baglanmalidir.

6- Kihif Sivis1 (Sheath Fluid) Girisi: Kilif

stvist (Seath fluid) hortumuna baglanmalidir.

3. USB konfigiirasyon anahtarmin bir USB baglanti noktasina bagli oldugundan emin

olunmalidir.

4. Kilif s1vis1 kabi, Stvi Kabi tutucusundan ¢ikarilmali ve kilif sivisi kabi temin edilen kilif

stvistyla doldurulmalidir.

5. Gerekirse, sag yan kapak ¢ikarilmali ve Deep Clean (Derinlemesine Temizlik) ¢ozeltisini 1

olcii Contrad 70 ve 1 dl¢ii DI su karisimiyla doldurulmalidir.

6. Atik kab1 doldugunda cihaz alarm vermektedir. Bu durumda atik kabi bosaltilmalidir. Istege

ve kirlilige bagli olarak atik kabina, 400 ml %5 -%6 camasir suyu ekleyerek temizlik islemi

yapilmalidir.
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Cihazin baslatilmasi
1. Cihazin arka kapaginda gii¢ kablosunun hemen iizerinde bulunan gii¢ anahtar1 agilmalidir.

2. Bilgisayarda oturum agilmali ve CytExpert'i baslatmak i¢in CytExpert logosu 6gesine ¢ift

tiklanmalidir.

3. Ekranim sol alt tarafindaki Durum Cubugunda Bagli simgesinin yesil oldugundan emin
olunmalidir. Simge yesil degilse, cihaz USB'sinin bilgisayara giivenli bir sekilde

baglandigindan emin olunmalidir ve bilgisayar yeniden baglatilmalidir.

W Comecd M Sandby 7 (150149 10L206) Citometer sandy

4. Cytometer meniisiinde System Startup Procedure (Sistem Baglatma Prosediirii) 6gesi

secilmelidir, Initialize (Baslat) 6gesi tiklanarak yazilim komutlar1 izlenmelidir.

Kalite kontrol analizi

1. Menii sekmesinden START QC segilir.

File Cytomete Setting Help
QC Date:
X Initialize " M Laser Parameter
Laser Delay(iss)
Lot ID: P8 ~
Events/Sec: 0.0
Abort(96): 0.00 Threshold

Events: o Channel Mode

2. QC bead’lerinin lot numarasinin Lot ID boliimiine girilmesi gerekmektedir.

3. QC beadleri 6nce vortekslenerek 1 ml distile suya (75-mm akis sitometre tiip i¢ine) 3 damla

eklenir.

4. INITIALIZE segilir, QC tiipii cihaza yiiklenir ardindan STARTa tiklanir.
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5. QC i¢in min event/sn 100 olmalidir. Yesil ikon sonuglarin gectigini bildirirken, kirmizi ikon

sonuglarin dogru olmadigin1 géstermektedir.

6. Eger kirmiz1 ikon ekranda goriiliirse cihaz PRIME’a alinmalidir ve daha sonra QC testi

tekrarlanmalidir.

Analiz

1. Cihaz software’ni agmak i¢in bilgisayar desktopunda yer alan Eikona tiklanilir.

2. Acilan sayfada yeni calisma sayfasi agmak icin New Experiment veya New Experiment
from Template secilir Open Experiment sekmesine tiklandiginda ise hafizada kayith

calisilmis sayfa yeniden agilir.

New Experiment... Open Experiment... Exit

New Experiment From Template..  Open Compensation...

New Compensation...

Experiment | Template | Compensation

W RARC T YR A e e A

D:\Experiment\0219\0220.5t

3. Ayrica New Experiment veya New Experiment from Template ve Open Experiment

sekmelerine File’dan da ulasilir.

@Q«ometa Setting QC Advancec
New Experiment...
New Experiment From Template...

Open Experiment...

15

4. Eger ¢aligsma tiipleri cihaza tanitilmamaissa; ikonu kullanilarak yeni tiip cihaza tanitilir.

Sekme segildikten sonra tiip ad1 girilir.
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5. Event bilgileri veya Sec se¢imi yapilir. Slow durumunda cihaz okutulmaya hazirlanir.

Tirme to Record

6. Toolbar’dan plots tipleri segilir ve bir plots agilir. (Dot plot veya histogram)

Wl BEBY~IPOO+Y QQ OGO A

Plots [ lt-WE |Gites =1 @O0+ Gain )
Statistics (il Zoom @, 6, Threshold £
Hierarchy % Scale &) ) UndoRedo 4

7. INITALIZE segilir.

Tube1 AN Events

[

(w1t 3

)
o

<o
£sc.a cx30%

8. Secilen plotta analiz edilecek hiicre veya parcaciklar uygun alanda goériilmeye baslanirsa bu

kez RUN sekmesine tiklanilir. Bu agsamada hiz istenirse Medium veya Fast’ a alinabilinir.
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Cytometer Setting QC Advanced Help Test

Acquisitic LA " a0 - e O e 9 y &™) Ae
s Tube1: All Events 153
Byt . g . ~
) standby |4 Backflush 1 Cx
*lf Next Tube & Acqg.Setting -~
Events/Sec 0.0
Abort(%}) 0.00 <
Events: o 22
&3
Time: 00:00:00
Events to Display: 1000 Events
¥ Events toRecord: 10000 Events 1
o T
n Al Events ~ 0 50 100
‘
Time to Record: Sec FSC-A (x10%)

Sample Flow Rate 10 pl/min
Slow Medium Fast

Custom

R = R )™
Name Sample ID  Time

O Tube1

Verilerin kaydedilmesi

1. RUN sekmesinin se¢iminden sonra cihaz tiim verileri kaydetmektedir. Ayn1 zamanda RUN
esnasinda cihaz ayarlariyla yapilan herhangi bir degisiklikde (voltaj veya kompenzasyon)

kaydedilmektedir.
2. RUN esnasinda kaydedilen (gegici hafizaya alinan) datalar mavi ile gosterilirken O
kaydedilmis datalar yesil @ ile gosterilir.

3. Kaydetme islemi event sayisina veya girilen sec’e ulasana kadar devam edip, durmaktadir.

Ama buna alternatif olarak ekranda yer alan STOP sekmesinden de kaydetme durdurulabilinir.

*ls/ Next Tube

4. Yeni bir tiipe devam edilecekse ™ ikonuna tiklanilir ya da “secilir.Yeni tiip

seciminde bir dnceki tiip i¢in yapilan tiim ayarlar gecerli olmaktadir.
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Veri analizi

1. Onceden ¢alisilmis verinin.xit uzantili dosyas1 CY TExpert dosyalar1 iginden segilir.

CytExpert 1.

[Open Experiment...

New Experiment from Template..  OpenCompensation...

@thme(ev Setting QC Advancec

New Experiment... New Experiment... |

New Experiment from Template...
New Compensation... Open Experiment...

Experiment | Template | Compensation

CAProgram Files (x86)\Xitogen\CytExpert\Exp 20140325 1.xit

M

2. Coklu 6rnek analizi i¢in 1 ikonu, tekli 6rnek analizi icin ‘we fikonu kullanilir.

3. Plot, kapi, Istatistik Tablosu ve Populasyon hiyerarsisi analizde gosterilir.

I~

=

P OO00C000000000000000000O00V0T0OVOTDOVOTOOD
. 3 - :

SFEEr

= S p S "
[ L -
o L L -
[ YT NP YT T P eu—" o M
Export » . Exportto file
Propety Exportto Clipboard
4. Plot Analiz verileri saga tiklandiginda seklinde export edilir.

Istatistiksel tablo da sag tiklanarak ayni sekilde export edilir.
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5. Analiz tamamlandiginda software kapatilir, calisma sayfasi kapatilir ve gii¢ kaynagi kesilir.

Cihaz kapatma
1. FILE meniisiinden herhangi bir experiment agilir ve cihaz INITIALIZE konumuna getirilir.

2. CYTOMETER meniisiinden Daily Clean segilir.

Siometer]] Seting  OC _Advanced
A  Acq. Setting... |

Detector Configuration. Daily C
rd  Backflush st

tepl: Please load tube with cleaning liquid

Duration 3 I minutes (1~100)

(X}
§
g
I
N
L]

Cytometer Information..

3. FlowClean i¢in yikama siiresi 5 dk ve distile su i¢in yikama siiresi de 5 dk olarak ayarlanir.
4. Atik kutusu dolu ise bosaltilir.

5. Ornek tiipleri cihazdan alimr.

6. CytExpert software kapatilir.

7. Cihaz agma-kapama diigmesinden kapatilir.

Analiz yorumlama

1. Ornek gruplarmin olusturulmasi;
e Ila¢ aday bir molekiil farkli konsantrasyonlarda veya ICso konsantrasyonunda meme
kanser hiicresine uygulanir.
e Ilac aday molekiiliin ¢éziiciisii kontrol olarak benzer sekilde hiicreye uygulanir.
e Ornekler;
e Sadece PBS ile inkiibe edilmis ve ila¢ aday molekiil uygulanmamis 6rnek

(boyanmamis 6rnek)
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e AnnexinV ve PI ile ayn1 anda inkiibe edilmis ve ila¢ aday molekiil uygulanmis

ornek
e AnnexinV ve PI ile ayn1 anda inkiibe edilmis ve ila¢ aday molekiil uygulanmis
ornek
2. Cihazda apoptoz analizi i¢in kullanilan antikorlara uygun dalga boyu seg¢ilerek analiz
yapilir.

3. Apoptoz analizi sonrast sonu¢ yorumlama

Flow Cytometry results

Q1 Q2

10

{TTTVL TP BTTTOT e oot e

Ql: Annexin -, PI+
Q2: Annexin +, PI+
Q3: Annexin -, PI -
Q4: Annexin +, PI -

10

10'

0
L@

Propidium iodine (PI)

LA LD R AR REED BT UL R A

10 10 10' 10 10' 10 10 10

AnnexinV-FITC

Akis sitometre okuma sonucunda dagilim grafigindeki farkli kadranlardaki hiicre popiilasyonu
okumas1 yapilan hiicre profili ile ilgili bilgi vermektedir. Apoptoz veya nekrozun her

asamasindaki hiicre yilizdesi kadranlardaki hiicre popiilasyonu ile anlagilabilmektedir.

Asagida Tablo 1°de farkli kadranlardaki hiicre popiilasyonunun durumunun nasil yorumlandigi

bilgisi verilmistir;
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Tablo 1. Akis sitometre apoptoz analizi sonucu kadranlardaki hiicre durumu

Kadran | Annexin V PI Hiicre Durumu Yorum

Ql - + Nekrotik Hiicreler Membran hasarli, apoptotik degil

Ge¢c  Apoptotik/Nekrotik

Q2 + + Hiicreler Apoptoz veya ikincil nekroz

Saglikli hiicreler, apoptoz veya

Q3 - - Canli (Saglikli) Hiicreler nekroz yok

Q4 + - Erken Apoptotik Hiicreler | Erken apoptoz, membran saglam

e QI (Sol Ust Kadran): Annexin V-negatif, PI-pozitif
Hiicre Durumu: Nekrotik Hiicreler
Aciklama: Bu hiicreler Pl-pozitif ancak Annexin V-negatiftir. PI, zarlar1 tehlikeye
girdigi i¢in bu hiicrelere niifuz edebilir, bu da nekrozu gosterir, ancak erken apoptoz

evrelerinden gegmedikleri icin Annexin V'e baglanmazlar.

e Q2 (Sag Ust Kadran): Annexin V-pozitif, PI-pozitif
Hiicre Durumu: Geg Apoptotik veya Nekrotik Hiicreler
Agiklama: Bu hiicreler hem Annexin V hem de PI icin pozitiftir. Hiicreler
digsallagtirilmig fosfatidilserin (Annexin V baglanmasi) ve tehlikeye girmis zarlara (PI
boyama) sahiptir, bu da ge¢ apoptozda olduklarini veya sekonder nekroza gegtiklerini

gosterir.

e Q3 (Sol Alt Kadran): Annexin V-negatif, PI-negatif
Hiicre Durumu: Canli (Canli) Hiicreler
Aciklama: Bu hiicreler ne Annexin V ne de PI'ye baglanmaz, bu da zarlarinin saglam

oldugunu ve apoptoz veya nekroz gegirmediklerini gdsterir.

e Q4 (Sag Alt Kadran): Annexin V-pozitif, PI-negatif

Hiicre Durumu: Erken Apoptotik Hiicreler
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Agiklama: Bu hiicreler Annexin V i¢in pozitif ancak PI i¢in negatiftir. Digsallagtiriimig

fosfatidilserin (Annexin V baglanmasi) icerirler ancak hala saglam hiicre zarlarina

sahiptirler (PI harig), bu da apoptozun erken evrelerinde olduklarini gosterir.
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1. KONU
Hiicrelerin migrasyon ve invazyon potansiyelinin belirlenmesidir.
2. AMAC

xCELLigence DP cihazindaki migrasyon ve invazyon deneyleri, kanser aragtirmalarinin,
doku miihendisliginin ve gelisimsel biyolojinin 6énemli bir yonii olan hiicre hareketliligini
arastirmak amaclh tasarlanmigtir. XCELLigence DP cihazi, hiicre davranislarini stirekli
olarak izlemek icin ger¢ek zamanli empedans tabanli dl¢timler kullanir ve etiketleme veya
manuel gézlem ihtiyact olmadan hassas izleme saglar. Bu yontem, go¢ veya istila orani ve
kapsami hakkinda ger¢ek zamanli veri saglayarak arastirmacilarin farkli deneysel kosullar
altinda hem hiicre hareketliligini hem de istila 6zelliklerini degerlendirmesini saglamay1

amaglar.

3. UYGULAMA

A. HUCRE MIGRASYON ANALIZi

Materyal

Deneyde kullanilacak hiicre hatti. (Hiicre ekimi i¢in her kuyucuga 100 pl hacimle 20.000-

80.000 hiicre ekilmesi dnerilmektedir.)

Tripsin/EDTA

Serum igermeyen besiyeri (Hiicre ekimi i¢in kullanilan mediumun serumsuz hali)
Kritik adim: Bazi1 hiicre hatlar1 serumsuz mediumlara karsi hassas olduklari igin,
kullanilan hiicre tipine bagl olarak 0.1%-2 serum eklenebilir. Bunun yani sira, serum
icermeyen besiyeri % 0.25-0.5 oraninda BSA (Bovin serum albumin) ile
zenginlestirilebilir. Eger BSA kullanilacaksa, en saf halinin kullanildigindan emin
olunmalidir.

Kemotaksis indiikleyici (Genellikle % 5-10 serum ile zenginlestirilmis serum igermeyen

besiyeri ya da biiyiime hormonuyla zenginlestirilmis serum icermeyen besiyeri kullanilir).
Kritik adim: Eger serum icermeyen besiyeri az miktar serum ile ya da BSA ile
zenginlestirilmigse, ayn1 besiyerine kemotaksis faktor eklenmesi 6nemli olabilir.

Kalsiyum ve Magnezyum i¢cermeyen PBS
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Ekipman
RTCA DP xCELLigence Cihazi
16-well E-Plate

CIM Plate Hazirlanmasi

Top chamber (iist bolme) ve bottom chamberlar (alt bolme) laminar akis kabini igerisinde
paketinden cikartilir.
Kritik adim: Alt bdlmenin cihaza uymasi i¢in belirli bir pozisyonda olmasi gerekmektedir.

Mavi isarete gore hizalanmalidir.

Alt bolmedeki kuyularin icerisinde 160 pl besiyeri eklenir ve her kuyunun besiyeri ile

dolduruldugundan emin olunur.

Ust bdlmeyi montaj {initesinin iistiine mavi isaretler hizalanacak sekilde yerlestirilir.
Yerlestirme sonrasi, montaj {initesi saat yoniiniin tersine 90 derece cevrilir ve iist bolme iki el
ile tutularak alt bélmenin tistiine yerlestirilir.

Kritik admm: Iki bdlmenin kesin olarak yerlestigini anlamak igin ¢ift “click” sesini

duydugunuzdan emin olun.

Ust bolmenin iizerindeki her kuyuya membran yiizeyi ortiilecek kadar 25-50 ul serum
icermeyen besiyeri eklenir.
Kritik adim: Bu basamakta 6nemli olan serum igermeyen besiyeri degil, membran

ylizeyinin tamamen kapanmasidir.
CIM Plate Dengeye Getirilmesi (37 °C)
CIM Plate inkiibatoriin icindeki RTCA DP xCELLigence Cihaz igerisinde uygun pozisyonda

yerlestirilir. Besiyerinin dengelenmesi i¢gin CIM Plate’in inkiibatorde 1 saat kalmasi

gerekmektedir.
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Arka plan dl¢iimii
Ik adim (1 dakika ve 1 tarama), RTCA DP xCELLigence Cihazi analiz programi icerisinde
gerceklestirilir.

Hiicre hazirlama

1. Deneyde kullanilacak hiicrelerin % 60-80 doluluk oranina sahip oldugundan emin olunur.
2. Serum igeren besiyeri ¢ekilip atilir ve hiicreler PBS ile yikanir.
3. % 0.05 Tripsin/EDTA ¢ozeltisinden 0.5 ml her 25’lik flask igerisine eklenir ve inkiibatorde
1-2 dakika hiicrelerin kalkmasi beklenir.
Kritik adim: Hiicreleri ¢ok fazla tripsin ile BIRAKMAYINIZ! Deneylerin kalitesi ve
saglig1 i¢in bu adim ¢ok onemlidir.
5. Tripsinin etkisi serum igeren besiyeri veya TNS solution 1:1 oraninda eklenerek sifirlanir.
6. Tripsin igeren hiicreler serum icermeyen besiyeri ile santrifiijlenir. Genel olarak, bu adim
icin 800g’de 5 dakika yeterlidir.
7. Siipernatant (Ust kisim) ¢ekilip atildiktan sonra, pelletin iizerine birka¢ ml serum icermeyen
besiyeri yeniden eklenir ve hiicre sayimi yapilir. Deney icin hiicre yogunlugunun en az

3x10°/ml olmalidir. Deney en az li¢ ya da dort tekrar seklinde gergeklestirilmelidir.

CIM Plate’e hiicre ekimi

Top Chamber Bottom Chamber
- R e ~N
® e | e e
Invasion 10% FBS —
(Matrigel ‘ . mecl-ium l . .
comed ® e ® e
- ® O ® ©® < 0% res
~ _ medium
® O ‘ ® o
10% FBS
Migration — . . medium } . .
® O N ® O
® o ® @O < o%xrss
medium
— \ /
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Ust bélmedeki her kuyuya 100 pl hiicre igeren ¢dzeltiden eklenir. Her kuyuda 30.000 hiicre

bulunmalidir.
Kritik adim: Hiicreleri iist bolmeye eklerken, kopiikk olusumundan kagmilmalidir.
Kopiik olusumu hiicre gociinli tamamen bloke edebilir ya da hiicrelerin kdseye gog
etmesine sebebiyet verebilir. Olusan kopiikler pipet ucu yardimiyla {ist bolmenin
tabanina degdirilmeden yok edilir. Eger kopiik gitmiyorsa, kuyunun i¢indeki ¢ozelti

hemen ¢ekilip yeniden kopiik olmayacak sekilde eklenebilir.

CIM plate’in oda sicakhiginda bekletilmesi
Hiicrelerin yerlesmesi i¢in CIM plate laminar akis cihazi igerisinde en az yarim saat oda

sicakliginda bekletilmelidir.

Ol¢iim alinmasi

Hiicre igeren CIM Plate inkiibatoriin icindeki DP Sistemine yerlestirilir. Yapilacak olan
Ol¢timiin 15 dakikalik araliklarla (tercihen) 24 saat boyu siirmesi gerekmektedir.
Kritik adim: DP sistemine yerlestirilecek hiicre iceren CIM Plate’in arkaplan 6l¢iimii
aliirken kullanilan modiile yerlestirilmelidir. Her modiiliin birbirinden farkli arkaplan

direngleri gosterebildigi i¢in deney verisinde yanlisliklar olabilir.

Kritik adim: Cogu hiicre hatti i¢in, go¢ sliresi 3-24 saat aras1 siirmektedir. XCelligence
DP sistem ile migration analizini istediginiz kadar siirdiirebilirsiniz. Ancak, migration
analizi siiresine karar vermedeki en biiylik etken hiicrelerin sayisinin ikiye ¢ikma
stiresidir (doubling time). Elde edilen veriyi yorumlarken hiicre ¢ogalmasi ile hiicre

gbcliniin karistirilmamasi i¢in, ikiye katlanma siiresinin “well below” olan kismi segilir.
Veri analizi
Olgiim 24 saat gectikten sonra durdurulur.
Tiim tekrarlarin ortalamalar1 alinir.

Cell Index (CI) egrileri analiz edilir. Pozitif gd¢ sinyalleri ortalama CI > 2 kriterini

karsilamalidir.
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Kritik adim: Farkli hiicre hatlari, eklenen hiicre sayisina ve hiicre morfolojisine bagl

olarak farkli direng gosterebilmektedir. Eger kullanilan hiicre hattinin CI degeri, 0.2’lik
deger dahilindeyse, genel sinyali arttirmak i¢in daha fazla hiicre eklenebilir ya da farkl

kosullarda ECM proteinlerinin membran {izerini 6rtmesi kontrol edilebilir.

Oneri: Gerekli olmamakla birlikte, hiicre gd¢iiniin orani ile CI sinyali hakkinda bir izlenim elde

etmek icin membran altinda kalan hiicreler boyanabilmektedir. Hiicreleri boyamak igin:

Alt ve iist bolmesi birlesik olan CIM Plate birbirinden ayrilir.

Ust bolmedeki kuyucuklardaki besiyeri ¢ekilip atilir.

CIM plate membran iizerindeki go¢ etmis hiicreler Diff-Quick staining kit kullanilarak boyanir.

Modife edilmis boyama prokolii agagida verilmistir:

Ust bdlmeyi 2 dakika sabitlestirici soliisyon icerisine membran iizerindeki elektronlar direk

cozeltiye denk gelecek sekilde yerlestirilir.

Ardindan iist b6lme membran iizerindeki elektronlar direk ¢ozeltiyr denk gelecek sekilde

soliisyon I icerisinde 1 dakika bekletilir.

Ust bolme membran iizerindeki elektronlar direk soliisyona denk gelecek sekilde soliisyon II

icerisinde 1 dakika bekletilir.

Son olarak, iist bolme su ile hafifce yikanir ve hiicreler “upright” mikroskop altinda sayilir ve

incelenir.
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B. INVAZYON ANALIZi

Materyal

Matrijel
Kritik adim: Matrijel buz iistiinde eritilir ve 0.5 ml eppendorf tiiplerin igerisine 100 pl
olacak sekilde boliiniir. Hazirlanan Matrijel stoklart -80°C’de muhafaza edilir.
Kullanilmis Matrigel’in  yeniden kullanilmas1 tavsiye edilmez. Matrijellerin
konsantrasyon ve kalitesi farklilik gdosterebilmektedir. Matrijelin  kalitesi ve
konsantrasyonunu olgmek ig¢in Matrijel titration analizi yapilmast ve sonuglarimin
karsilastirilmasi tavsiye edilmektedir.

Hiicre spesifik hazirlanmig besiyeri

CIM plate’in iist bolmesinin matrijel ile kaplanmasi

Kritik adim: Deneye baslamadan 6nceki giin, kullanilacak pipet uclari, eppendorf tiipleri
ve CIM Plate’in tist bolmesi +4 °C’ye kaldirilir ve bir giin sogumasi beklenir. Buna ek

olarak, 1 tiip Matrigel -80 °C’den +4’ye ¢ikarilir.
Onceden sogutulmus serum icermeyen besiyeri ile matrijel seyreltilir. Bu adim, buz {izerinde
bulunan eppendorf tiiplerde yapilmalidir. Yaklasik olarak 1 ml Matrijel CIM Plate’in iist

bdlmesini kaplamalidir (16 kuyu i¢in toplam hacim).

Matrijel soguk serum igermeyen besiyeri ile 800 pg/ml olmak iizere hazirlanir. Bu adim

polimerasyondan kaginmak i¢in BUZ {istiinde gergeklestirilmelidir.

Ust bolmedeki her kuyuya 50 ul Matrijel eklenir ve Matrigel’in tiim yiizeyi kapladigindan emin

olunur.

30 ul Matrijel her kuyudan ¢ekilerek, her kuyu igerisinde 20 pl tiim yiizeyi kaplayan Matrijel

kalmasi saglanir.

Kritik adim: Bu asamada her kuyudaki Matrijel zemini tamamen kapatmasi g¢ok

onemlidir. 30 pl Matrijel kuyulardan ¢ekilirken, membrana degmeden inilebilecek en
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alt bolmeye kadar inilip cekilmesine dikkat edilmelidir. Bu asamada baloncuk

yapmamak onemlidir.

Matrijel ile kaplanmus {ist b6lme 4 saat boyunca 37 °C’deki inkiibatoérde bekletilmelidir.
Kritik adim: Inkiibatore kaldirilan iist bdlmenin higbir yiizeye degmeden askida kalmasi
gerekmektedir. Ayrica, kontaminasyon ve buharlasmadan kaginmak igin iist blmenin

kapaginin kapatilmasi gerekmektedir.

Matrijel polimerize olduktan sonra {ist bolme laminar akis cihazi igerisine alinir ve cihaz

protokolii baslatilir. Bu siire¢ Migrasyon analizi ile aynidir.

Veri analizi
CIM plate’de hiicre invazyonunu Ol¢mek igin birgok farkli yontem bulunmaktadir. Hiicre
Invazyon Indeks (CII), farkli zaman dilimlerindeki hiicre invazyonunu gosteren ve Matrijel

kapli kuyularla (invazyon) kaplanmamis kuyular arasindaki orani belirtmektedir.

Onemli Noktalar

1. Tekrarlar arasinda ¢ok fazla fark olusuyorsa;

e Matrijelin son kullanma tarihini kontrol edin.

e Matrijelin deneyden once bir gece boyunca +4°C beklediginden emin olun.

e Her deneyde yeni matrijel kullanin. Coziinen Matrijel tekrar dondurulup
kullanilamaz.

e Matrijel ile temas eden her arag-gere¢ +4°C’de sogutuldugundan ve soguk bir
sekilde muhafaza edildiginden emin olun.

e Seyreltilmis olarak kullanilan matrijelin tiim zemini kapladigindan emin olun.

e Kaplama asamasinda baloncuk yapmadiginizdan emin olun.

e 30 pl matrijeli geri ¢cekerken her yerden esit olarak ¢ektiginizden emin olun.

2. Matrijel ile kaplanmis kuyulardan sinyal gelmiyorsa;

e Matrijeli uygun bir sekilde seyrelttiginizden emin olun.
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3. Matrijel kaph ve kaplanmamig kuyulardan yeterli sinyal ya da CI degeri alamiyorsaniz;

Matrijeli ¢ok fazla seyreltmis olabilirsiniz.
Matrijel yeterince polimerize olmamis olabilir. Matrijelin 37°C’de CO:
inkiibatorde  polimerize olmasi ¢ok Onemlidir. Optimal Matrijel

polimerizasyonu i¢in nemli ortam gereklidir.
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1. KONU
Ilag arastirma gelisme calismalarinda mikrodizin analizi yontemi.
2. AMAC

In vitro klinik dncesi ¢aligmalarda mikrodizin analizi, hiicresel yamtlara iliskin binlerce
gende gen ifadesi profillerini ayni anda degerlendirmek i¢in kullanilir ve tedavilere, ilaglara
veya c¢evresel degisikliklere karsi hiicresel tepkiler hakkinda kapsamli bilgi sunmay1

amaglar.

3. UYGULAMA
RNA izolasyonu

ICso konsantrasyonu belirlenmis MCF-7 ve MCF-12A hiicrelerinin vulpinik asit uygulamasi ile
RNA izolasyonun gercgeklestirilmesi asamasina gecilmistir. RNA izolasyonu i¢in ilk olarak 6
kuyulu plate’lere her bir kuyuya 5x10° hiicre diisecek oranda hem MCF-7 i¢in hem de MCF-
12A hiicre ekimi yapilmistir. Hiicrelerin playte oturmasi i¢in 24 saat beklendikten sonra, hiicre
ekilen kuyulardan besiyeri ¢ekilip atilmistir. Hiicrelerin {izerine 2 ml 1Cso konsantrasyonunda
vulpinik asit eklenmistir. Kontrol olarak ise vulpinik asit uygulanmamis 2 ml besiyeri ve ayrica
vulpinik asit ¢oziiclisi DMSO (% 0.01) eklenmistir. Bu sekilde hiicreler belirlenen optimal
etkin zamana kadar (48 saat) inkiibatorde bekletilmistir. 48 saat sonra plate’deki kuyulardan
kontrol ve ilag konsatrasyonu ¢ekilip atilmis, her bir kuyu 2 ml PBS ile yikanmistir. 6 kuyulu
plakalara ekilen hiicrelerin tiim deney gruplarindan RNA izolasyonu asagida belirtilen yonteme

gore yapilmistir.

1. 6 kuyulu plakada yer alan her bir kuyuya 1 ml Genazol eklenerek ependorf tiiplere
aktartlmistir.

2. Tiiplere 200 pl kloroform eklenmis ve tiipler hafif¢e calkalanmistir.

3. 10 dakika oda sicakliginda bekletilen tiipler daha sonra +4 °C’de 12000 rcf’de 30 dakika
santrifiij edilmistir.

4. Santrifiij sonunda tiiplerde 3 farkli faz olusmus ve en iist faz yeni bir ependorf tiipe
aktarilmistir.

5. Tiiplere 500 pl izopropanol eklenmis ve tiipler 1 dk boyunca hafifce asagi yukari
calkalanmis ve ardindan tiipler 10 dk boyunca oda sicakliginda bekletilmistir.
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6. 10 dk sonra tiiplerin +4 °C’de 12000 rcf’de 10 dk santrifiij edilmesiyle RNA’larin pellet

olarak tiiplerin dibine ¢cokmesi saglanmistir. RNA’larin pellet olarak dibe ¢cokmesi sebebiyle
stipernatant kisim ¢ekilip atilmigtir.

7. Tiplere 1 ml %75’lik etanol eklenerek pelletler etanol igerisinde ¢oziilmiistiir.

8. Tiipler yine +4 °C’de 12000 rcf’de 5 dk santrifiij edilmistir.

9. Tiiplerdeki etanol uzaklastirilmistir.

10. Tiipler kapag1 agik bir sekilde kurumaya birakilmistir. Boylece tiiplerdeki kalan alkoliin
ucmasi saglandiktan sonra pelletler 35-40 pul RNase serbest suda ¢ozlilmiistiir. RNA
ornekleri spektrofotometrede 6l¢lim alinmistir, pasajlanarak sonrasinda -80°C’de muhafaza

edilmisgtir.

RNA o6rneklerinin saflik ve miktar tayini agaroz jel, spektrofotometre ve biyoanaliz cihazinda

yapilmalidir.

miRNA mikrodizin analizi

RNA 6rnekleri mikrodizin analizi i¢in kullanilmistir. miRNA mikrodizin analizine baslamadan

once RNA orneklerinin agaroz jele yiiklenerek kalite degerlendirmesi yapilmistir.

miRNA mikrodizin deneyi Agilent teknolojisinde kullanilan Protokol (miRNA Microarray
System with miRNA Complete Labeling and Hyb Kit, Protocol Version 3.1.1, August 2015) ve
miRNA Complete Labeling and Hyb Kit-Human kit (Agilent), Gene expression wash buffer kit
(Agilent), DNase/RNase-free distilled water (Invitrogen) ger¢eklestirilmistir. Deneysel islemler
bes alt basamaktan olusmaktadir. RNA Konsantrasyonunun Hazirlanmasi: Spektrofotometrede
konsantrasyonu ve saflig1 belirlenmis RNA 6rnekleri mikrodizin reaksiyonun etkin bir sekilde
gerceklestirilmesi icin 500 ng (8 pl hacime distile su ile tamamlanmistir) olacak sekilde
ayarlanmistir. Ayrica biyoanalizdr cihazinda RNA 6rneklerinin kalite analizi yapilir. Poly(4)
Kuyrugunun Eklenmesi: Bu asamada uygulama buz iizerinde yapilir ve bu siiregte miRNA
molekiiliiniin 3' ucuna Poly(A) kuyrugu eklemesi yapilir. Kuyruklama i¢in gerekli enzim ve
tamponlar hazirlanirken, bu asamada 06zel olarak ATP karigiminin 1 mM’hik Tris ile
seyreltilmesi gerekir. Diliisyon ic¢in kullanilacak formiil: 1000/pg baslangi¢ total RNA
hesaplamasina dayanmaktadir. RNA 0Ornegi iizerine diliie edilen ATP ve diger enzim ve
tamponlarda eklenip ve 15 dakika 37C’de inkiibasyona birakilmistir. Deney basamaginda; RNA
spike control oligos, 2,0 ul; ATP karisimi (diliie edilmis) 1,0 ul; PAP Enzimi 1,0 pl; 10X
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Reaksiyon tampon 1,5 pl; 25 Mm MnCl> 1,5 pl eklenerek toplam hacim 15 pl’ye

tamamlanmustir. miRNA 'larin biotin ile isaretlenmesi (Ligasyon): Inkiibe edilen drnek almip
buz iizerinde bekletilir. Bu asamada 15 biyotinli DNA’nin molekiile ligasyonu asamasidir.
Biyotin karisimi1 ve T4 DNA ligaz enzimi eklenir ve oda sicakliginda 30 dakika inkiibasyona
birakilir. Inkiibasyon siiresi dolduktan sonra reaksiyonu durdurmak icin son olarak durdurucu
soliisyon eklenip ve ligasyon evresi tamamlanmigtir. Deney basamaginda; 5X Flash Tag Ligtion
Mix Biotin 4,0 pul; T4 DNA Ligase 2,0 ul; Stop Solution 2,5 ul eklenmesi ile toplam hacim 23,5
ul’ye tamamlandiktan sonra hacmin 21,5 pl’lik kismu ayrilir. Hibridizasyon: Bu agama 6rnek
Array’e yiiklenmeden onceki son asamadir. Hibridizasyon karisimi hazirlanip 6rnek iizerine
eklenir, 99° C’de 5 dakika, 45° C’de 5 dakika inkiibe edilir. Ornekler array igine yiiklenir ve
48° C hibridizasyon firininda 16 saat boyunca hibridize olmasi beklenir. Deney basamaginda;
2x hybridization mix 50 pl; Nuclease free water 10 pl; Deionized formamide 5 pl; DMSO 10
ul; 20x okaryatik hibridizasyon kontrollerinden 5 pl; Kontrol oligonucleotide B2, 3nm 23.2 pl
ve toplam hacim 103.2 pl’e tamamlanmistir. Yikama, boyama, tarama: 16 saat sonunda Array
hibridizasyon firmnindan alinir ve bilgisayara bagli olan yikama istasyonunda array i¢in uygun
protokol secilmistir. Gerekli tampon ve soliisyonlarla yikama ve boyama yapilmis olur.
Yikama-boyama protokolii tamamlanan Array alinip ve tarayiciya konulmustur. Tarama
sonucunda analiz i¢in gerekli olan veriler elde edilmis ve cihaza ait software’de (Agilent)

analizler gerceklestirilmistir.
Biyoinformatik analizi

Biyoinformatik analiz ve yorumlama o6rnek calisma iizerinden agiklanacaktir. Ornegin,
Vulpinik asit (VA) molekiiliiniin MCF-7 meme kanser ve MCF-12A meme epitel hiicresine
uygulanmasi sonrast miRNA profili belirlenmistir. Vulpinik asit molekiiliiniin ¢6ziisli olarak

DMSO kullanilmis olup bu grup kontrol olarak degerlendirilmistir.

MCF-7 hiicresine vulpinik asit uygulamasi ile MCF-12A hiicresi vulpinik asit uygulama
sonuglart ile karsilastirilmis ve farklilasan miRNA listesi olusturulmustur. Istatistik analiz
yontemi olarak Bonferroni FWER dogrulama metodu ve p<0.05 analiz bariyeri ile analiz
gerceklestirilmistir. Ayrica analiz yontemi uygulanirken; kanserli hiicre vulpinik asit

uygulamasi spesifik miRNA listesini elde edebilmek adina;
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kanserli hiicre vulpinik asit uygulamasi’dan kanserli hiicre kontrol + normal hiicre ilag

uygulamasi + normal hiicre kontrol verileri ¢ikarilarak elde edilmistir.
Sonuclarin yorumlanmasi

MCF-7 hiicresine Vulpinik asit uygulanmig 6rnek (KVA) ile MCF-12A hiicresine vulpinik asit
uygulanmis 6rneklerin (NVA) karsilastirmasi ile HEAT-MAP olusturulmustur. Ust grup kanser
hiicresine ila¢ aday molekiil uygulanmis (KVA), alttaki grup ise normal hiicreye ila¢ aday
molekiil uygulanmas1 sonrast (NVA) miRNA ifade seviyesi profilini gosterir. Istatistiksel
analizler sonrasinda mavi renk -2.2 kat ile ifade seviyesi baskilanmis miRNA’larin ifade seviye
profilini, sar1 renk olan grup ifade seviyesinde bir degisim gdzlenmemis, turuncudan koyu
kirmiziya gegen renk sikalasinda ise ifade seviyesi istatistiksel olarak anlamli derece de artmis

miRNA profilini yansitmaktadir. En yiiksek ifade seviyesi oran1 12.2 kat olarak belirlenmistir.

T ey

- IIIII
- IIIIIIIIIIIIIII IIIIIIIIII

§ 3

MCF-7 hiicresine Vulpinik asit uygulanmig 6rnek (KVA) ile MCF-12A hiicresine vulpinik asit
uygulanmig o6rneklerin (NVA) karsilastirmasi ile olusturulan heat-map. (KVA: Kanser hiicre
(MCF-7) VA uygulanmis, NVA: Normal hiicre (MCF-12A) VA uygulanmis).
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1. KONU

[lag arastirma gelisme calismalarinda xCELLigence cihazi ile hiicre canlilik analizi

yontemi.
2. AMAC

In vitro klinik 6ncesi ¢aligmalarda sitotoksisite belirleme deneylerinde boyaya dayali klasik
yontemler yerine ila¢c uygulama sonrasi online olarak hiicre profilini izleme ve sitotoksite

analizini ¢ok tekrarli, hassas ve valide olarak belirlenmesini amaglar.
3. UYGULAMA

A. HUCRE KULTURU VE iDAMESI

Dikkat : Asagida yer alan protokoller adeziv hiicre hatlar icindir.

Hiicrelerin A¢ilmasi

e Hiicre hatt1 s1v1 nitrojen tankindan alinip hizlica kiiltiir odasina getirilir.

e 15 ml’lik falcon tiip igerisine 5 ml ortam koyulur ve lizerine ¢ozdiiriilen hiicreler
(yaklasik 1 ml) eklenir.

e 4°C, 1500 rpm, 5 dakika santrifiij edilir.

e Supernatant atilir. Hiicre peleti yeniden taze ortam ile ¢ozdiiriiliip T-25 flask igerisine
eklenip son hacim 5 ml olacak sekilde ortam ile tamamlanir.

e Mikroskopta kontrol edildikten sonra 37°C CO; inkiibatore yerlestirilir.

Hiicrelerin Pasajlanmasi

e T-25 flask igerisindeki ortam uzaklastirilir. Uzerine 3 ml PBS soliisyonu” eklenir ve
flask hafifce calkalanarak yikanir. Bu islem bazi hiicreler i¢in iki kez yapilabilir.

e PBS uzaklastirildiktan sonra yaklasik 1 ml olacak sekilde tripsin eklenir ve 37°C CO»
inkiibatorde birka¢ dakika inkiibe edilir.

e Mikroskopta hiicrelerin tam olarak kalkip-kalkmadig1 kontrol edilir. Gerekirse bir siire
daha inkiibe edilebilir.

e Mikroskopta hiicrelerin durumu kontrol edildikten sonra lizerine 5 ml ortam eklenir ve

1:2" olacak sekilde 2 adet flaska boliiniir. Ardindan her flask i¢in son hacim dikkate
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alinarak ortam eklenir. Mikroskopta kontrol edilen hiicreler 37°C CO; inkiibatore

yerlestirilir.

*Protokolde belirtilen miktarlar T-25 flask igindir.

**Her hiicrenin pasaj diliisyonu farklilik gosterir. Hiicre hatlar ile gelen bilgi formu dikkate

alinmalidir.

Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicrelerin dondurulma islemi kademeli sekilde farkli sicakliklarda yapilmalidir.

Flask igerisindeki ortam uzaklastirilir. Uzerine 3 ml PBS soliisyonu eklenir ve flask
hafifce calkalanarak iki kez yikanir. Ardindan tripsin eklenip 37°C CO> inkiibatorde
birka¢ dakika inkiibe edilir.

Hiicreler misroskopta kontrol edildikten sonra iizerine 5 ml ortam eklenir ve 15 ml
falcon tiip igerisine alinir. 4°C’de 1500 rpm, 5 dakika santrifiij edilir.

Santrifiij sirasinda %90 FBS ve %10 DMSO igeren freezing solution hazirlanir.
Stipernatant uzaklagtirilir ve pelet iizerine 1 ml dnceden hazirlanan freezing solution
eklenir. Pelet soliisyon igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra tiipe alinir ve hizlica -20°C
dolaba kaldirilir. Yaklasik 1 saat -20°C’de bekletilen hiicreler ardindan -80°C dolaba
alinir, bekleme siiresi yaklasik 18 saat (overnight)’dir. Bu islemin ardindan hiicreler siv1

nitrojen tankinda uygun sekilde saklanir.

Hiicrelerin Ekilmesi

Optimum hiicre yogunluklari, her hiicre tipine 6zgii olup belirlenmesi gereken biiylime

ozelliklerine gore degisecektir.

Hiicre hattina 6zgii 96 kuyulu plaklara uygun hiicre yogunlugu belirlenir. Ardindan
hiicreler tripsinlenip sayilir ve 100 puL soliisyonda uygun kaplama yogunlugunu elde
etmek icin hiicreler antibiyotik ve serum i¢eren ortamda seyreltilir.

96 kuyulu plaklara her bir kuyuya 100 pL hiicre ekilir ve gece boyunca %5 CO, 37°C'de
inkiibe edilir.
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A. HUCRE CANLILIGINI WST-1 YONTEMI iLE BELIiRLEME

Ila¢c Aday Molekiil Uygulama

Calisilacak molekiil belirlendikten sonra uygun konsantrasyonda ana stok hazirlanir sonrasinda
uygulama doz aralig1 belirlenir ve hazirlanir. Benzer sekilde ilag aday molekiiliin ¢oziiciisii de

kontrol olarak hazirlanir.

WST-1 protokolii ile hiicre canhlik testi

WST-1 protokolii yasayan hiicrelerin metabolik aktivitesini 6lgmek amaci ile tasarlanmis bir
protokoldiir ve hiicre ¢ogalmasi ve sitotoksisite testleri i¢in kullanilan bir yontemdir. Protokol,
WST-1’in yasayan hiicreler tarafindan indirgenmesi esasina dayanmaktadir. Reaksiyon
sonucunda suda ¢oziilebilen formazan tuzu olusur ve agiga ¢ikan formazan boyasi bir
spektrofotometrik okuyucu tarafindan oOlgiiliir. Absorbans degeri hiicre sayist ile dogru
orantilidir, yani OD (optik dansite) degeri yliksek ise hiicre canlilig1 fazla demektir. Bu yontem
aracilifiyla farkli dozlardaki ila¢ uygulamasinin hiicre cogalmasina etkisi gozlenebilmekte ve
ICso degeri hesaplanabilmektedir. ICso degeri; bir ilacin hiicre ¢ogalmasinin en az yarisini
(%50) inhibe etmesi icin gereken konsantrasyondur, bir baska degisle etkinlik gosterdigi

minumum konsantrasyondur.

Buna gore, uygun ilag/madde konsantrasyonlarini belirlenmesi i¢in ilk olarak 96 kuyulu hiicre
plaklarinda her bir kuyuya denk diisecek ideal hiicre sayis1 belirlenmelidir. Ardindan hiicreler

uygun miktarda ekilip degisen konsantrasyonlarda ilag/madde uygulamasi yapilir.

[lag/madde ¢oziicii ile de ayn1 konsantrasyonlarda sulandirmalar hazirlanip hiicrelere kontrol
grubu olarak verilir. Bunun diginda hiicrelerin durumunu kontrol etmek amaciyla sadece hiicre
ve besiyerinden ibaret “Hiicre Kontrol” kuyulari, absorbans 6l¢timii sirasinda kullanilan ve
sadece besiyerinden olusan “Blank” kuyulari da plak {izerinde hazirlanir. Hiicreler uygun
inkiibasyon zamaninin ardindan uygulama yapilan plaktaki kuyulara 10 ul WST-1 eklenip 2
saat boyunca %35 CO>'de 37°C'de inkiibe edilir ve ardindan 450 nm spektrofotometrik 6l¢iim
yapilir. Sonugta elde edilen absorbans degerleri kullanilarak ICso degeri ve canlilik oranlar

hesaplanir.
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B. HUCRE CANLILIGINI RTCA- xCELLigence ANALIZ SISTEMI iLE
BELIRLEME

Hiicre ekimi

e Cihaz ve kablosu %70’lik etil alkol ve pegete ile dikkatli bir sekilde temizlenir.

e (Cihaz deneye baslamadan yarim saat once inkiibatore yerlestirilmelidir.

e Bilgisayar a¢ilir ve cihaz kablosu bilgisayara baglanir.

e Bilgisayardan RTCA programi agilir.

e ExpNote boliimiine deney bilgisi yazilir.

e Layout boliimiine kuyularin isim ve bilgisi yazilir. Tekrar kuyularinin isimleri tamamen
ayni olmalidir. Daha sonra kuyular mouse ile secilerek Apply tusuna basilir. Cihazin hangi
kuyularda 6l¢iim yapacagi belirlenmis olur.

e Schedule boliimiinde ilk siituna sag tiklanir ve Add a Step secilerek birinci 6l¢giim adimi
eklenir. Bu adim ile medium i¢in background dl¢timii yapilir.

e Message boliimiinden her asama kontrol edilebilir.

¢ Plot boliimiinde sagda yer alan kuyular secilir ve Add tiklanir bu sayede secilen kuyularin
grafikleri izlenebilir. Grafikten kuyular1 ¢ikarmak icin sag taraftan kuyular segilerek
Remove tiklanir.

e Ekimi yapilacak hiicrelerin sayimmi yapilir ve ekim icin gerekli olan miktar belirlenir.
Hiicreler ekime hazir hale getirilir.

e Hiicrelerin ekiminden 6nce background 6l¢limii i¢in cihaz plate’inde tiim kuyulara 100 ul
medium (hiicrelerin biiyiitiilecegi) eklenir.

e Plate cihaza dikkatli bir sekilde yerlestirilir. Oncelikle cihaz iizerindeki siyah tusa basilarak
cihaz kapag1 agilir. Plate’in kesik ucu cihazda bulunan bolmedeki kesik kisma denk gelecek
sekilde yavasga plate bolmeye birakilir. Cihaz kapag: dikkatli bir sekilde kapatilir.

e Message boliimii kontrol edilir. Bir problem yok ise Schedule boliimiinde ilk eklenen adim
sol iistte yer alan Play kismina tiklanarak baslatilir.

e (ihaz deneye baglamadan 6nce deneyin nasil kayit edilecegini sorar. Masalistii secilerek
deney ad1 girilir. Background 6l¢iimii baslar, deney satirinda Test yazar. Ol¢iim yaklasik
10-15 sn siirer. Tamamlandiginda deney satirinda Done yazar.

e Message boliimiinden kuyularda bir problem olup olmadig1 kontrol edilir. Problem var ise
o kuyulara ekim yapilmadan diger kuyular ile deneye devam edilir.

o Plate dikkatli bir sekilde cihazdan ¢ikarilir. Message boliimiinden kontrol edilir.
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e Plate kabin i¢ine alinarak kuyulara 100 ul hiicre ekimi yapilir. (Kuyularda 100 ul medium

+ 100 ul hiicreli medium = 200 ul. medium olacaktir.)

e Hiicrelerin oturmasi i¢in plate kabin igerisinde 30 dk bekletilir. (Bekleme siiresi tam 30 dk
olmalidir!)

e Bilgisayarda Schedule boliimiinde sag tiklanir ve Add a Step tiklanarak ikinci adim
eklenir. Bu adimda toplam deney siiresi (6rn. 120 saat) ve 6l¢iim araligi (6rn. 15 dk)
belirlenir ve Apply tiklanir.

e 30 dk’lik bekleme siiresinden sonra plate dikkatli bir sekilde cihaza yerlestirilir. Message
boliimii kontrol edilir.

e Deney Play tusu tiklanarak baglatilir. Schedule boliimiinde deney satirinda Test yazmalidir.
Message boliimii tekrar kontrol edilir.

e Plot boliimiinde sagda yer alan kuyular secilir ve Add tiklanir bu sayede se¢ilen kuyularin

grafikleri izlenebilir.

**Hiicre ekimi yapildiktan 24 saat sonra sitotoksisite testi i¢in ila¢ uygulamasi yapilir. (Hiicre

tipine gore bu saat degisebilir, kontrol edilmelidir. ilag uygulamasi logaritmik faz sonunda

yapilir.)

flac uygulama

e Uygulanacak ila¢ konsantrasyonlar1 hazirlanir.

e Programda sol iistteki Pause tusu tiklanarak deney durdurulur. Message boliimii kontrol
edilir.

e Plate cihazdan dikkatli bir sekilde ¢ikarilir ve kabin igine alinir. Kuyulardan tabanlarina
degmeden 100 ul besiyeri ¢ekilip atilir. Kuyuda kalan 100 ul besiyeri {izerine 100 ul ilag
konsantrasyonlar1 eklenir (kontrol kuyusu i¢in besiyeri eklenir). Hafif bir sekilde 1-2
kez pipetaj yapilir.

o Plate dikkatli bir sekilde cihaza yerlestirilir.

e Play tusuna basilarak deney devam ettirilir. Message boliimii kontrol edilir. (Bu asama
5 dk i¢inde tamamlanmalidir!).

e Belirlenen zaman sonunda deney bitecek ve otomatik olarak kaydedilecektir. Daha
erken sonlandirilmak isteniyorsa Pause tiklanarak deney durdurulur ve mauel olarak

kayit yapilabilir. Her iki durumda da Message boliimii kontrol edilmelidir.
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e Deney tamamlandiginda plate cihazdan ¢ikarilir ve program kapatilir.

Veri analizi

e Plot: sekmesi tiklanir. Kuyular segilir ve Add tusuna basilarak istenen kuyuya ait grafik
eklenir. Bu agamada biitlin grafikler secilerek ortalama (Average) alinir ve STD DEV
standart sapma tiklanarak standart sapmay1 gosteren grafik elde edilebilir.

e Cell index: sekmesi tiklanir. Time sekmesi tiklanir. Cihazin hangi saatlerde kag hiicre

saydigini gorebiliriz.

**Hiicre proliferasyon 6l¢iimii i¢in en iyi hiicre miktari tayin edilirken; hiicrelerin 24 saate en
yakin zamanda log fazina ge¢en miktar1 baz alinir. Bu belirlenen hiicre miktari sitotoksisite testi

icin kuyulara konacak hiicre sayisin1 belirler.

e Layout: Bu sekme tiklanarak hangi kuyularda ne oldugunu gorebiliriz.

e Data analizi i¢in Plot boliimiinde tekrar kuyular ikili olarak incelenir ve sapma olup
olmadig1 kontrol edilir. Sapan kuyular ¢ikarilmalidir. ICso hesaplanmasi i¢in kontrol
kuyular1 da ¢ikarilmalidir (ilag eklenmemis).

e Analizin yapilacagi kuyularin ortalamasimi almak i¢in kuyular segilir ve Average
tiklanir.

e Hesaplamadaki farkliliklar1 ortadan kaldirmak i¢in; sagda bulunan y axis normalize
cell index secilir. Grafikte sol iist kosede yer alan siyah ¢ubuk saga dogru ¢ekilerek ilag
uygulanan saate getirilir. Boylece grafikteki sapmalar diizeltilir.

e Time sekmesi tiklanarak saatlik 6l¢im alinabilir. En solda grafik {izerinde yer alan
kirmiz1 ok, 6l¢iim istenilen saate getirilerek dl¢iim yapilabilir.

e Analiz i¢in sol alttan DRC ICsg at a time point US COC segilir.

e Data Analysis boliimiinde sol iist kdsedeki tik tiklanir ve segilen kuyular ve zaman
aralig1 i¢in ICso grafigi ve degeri elde edilir.

e Plot boliimiinden zaman aralig1 degistirilerek Data Analysis boliimiine yeni grafikler
sol iistteki art1 ve eksi tiklanarak eklenebilir.

e Olgiim sonucunu almak i¢in solda bulunan Plate sekmesi tiklanir. Export Data segilir

ve istenilen 6l¢iim sonuglar alinir.
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1. KONU

Rekombinant protein iiretim prosediirleri, istenen genin uygun bir vektdre klonlanmasi,
ardindan konak hiicreye doniistiiriilmesi ve doniistiiriilmiis hiicre kolonisinin secilmesi

dahil olmak iizere birden fazla adimi igerir (Sekil 1). Ek olarak, rekombinant proteinin

karakterizasyonu i¢in western blot analizi kullanilir (Sekil 2).

| 1) Restriksiyon enzimleriyle kesim (2) DNA jel izolasyonu
Ba:;t:;:)iytel ilgilenilen DNA
Genin P bantinin jelden
re:}:iksliyt?n /Restriksiyon alinmasi 0w
| boigeterl bélgeleri ON
L il
! "u
Restriksiyon , -, = &
entimler .Restriksiyon
enzimleri | I blogu
—  kesimiglemi — I « I DNA« “ ‘
X\; R ylkama\\ﬁ N2 e
| | tamponu i ‘
Ao St e e ] e
| Santrifijleme Wi \ | Santrifijleme| ] | Santrifijleme |
\/ \/ \/ \/ \J ~Saflagtirimis
" r— : ) ' ’ S
yapiskan apiskan L
uglar y quar agaroz jeli
ey | T
JUTITITITITIIT t ITTITTITTTITITITITiviTy l
|3/ Ligasyon | 4 |Transformasyon
— . — Plazmit Agarozj'gl
DNA Transforme | Koloni segimi saflastirma kontrolil
Ligaz.‘\ edimis /\/\
E colkitiri §
T e ! y O
E— ‘ G
Rekombinant — 4
Jelden izole plazmit o f )
edilmig gen ve Escherichia Agar Transforme
vektor coli kiiltiirii ed||m|$ E. cof

Killtirii

Sekil 1. Rekombinant protein iiretim asamalari: klonlama ve transformasyon
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2. AMAC

[lag arastirma ve gelistirme calismalarinda rekombinant protein iiretim yontemleri hakinda

detayl1 bilgi sunmak amaclanmistir.

3. UYGULAMA
REKOMBINANT PROTEIN URETIiM YONTEMIi
Klonlama

1. Uygun miktardaki gen ilgili restriksiyon enzimleriyle kesildikten sonra bos vektdre
aktarilir. Kesme reaksiyonunu gerceklestirirken DNA'larin nanodrop degerlerini géz oniinde
bulundurulur. Kesme kosullart kullanilan enzime bagli olarak degisir. Bu nedenle inkiibasyon

siiresi ve sicaklik gibi parametreler se¢ilen enzimlere gore planlanmalidir.

2. Kesme reaksiyonu tamamlanmadan yaklasik yarim saat dnce %0,6-1'lik agaroz jel
dokiiliir. 1'lik agaroz jel i¢in 1 g agaroz tartilir ve 100 ml TBE tamponunda ¢6ziiliir. Kiigtik bir
agaroz tanki kullaniliyorsa, %1'lik bir jel i¢in 0,5 g agaroz tartilabilir ve 50 ml TBE iginde

coziilebilir.

a. 500 ml 5X TBE tamponunun hazirlanmasi: 27 g Tris bazi, 13,75 g borik asit ve 10 ml
0,5M EDTA'y1 (pH 8) 450 ml damitilmig suda ¢oziiliir. Coziindiikten sonra 500 ml' ye

tamamlanir.

3. Kesim reaksiyonu tamamlandiktan sonra kesilmemis numune ve kesilmis numunenin

tamamu yiikleme boyasi ile agaroz jele yiiklenir.

4. Jel izolasyonu: ilk olarak, iki ependorf tiipiiniin agirhiklarini tartilir ve kaydedilir. Jeli, jel
goriintlileme cihazina yerlestirmeden 6nce UV transilliiminator {izerinde kesilir. Bu agamada
UV maruziyetini en aza indirmek ¢ok onemlidir. Genin uzunluguna karsilik gelen bant genin
yerlestirildigi kuyudan, vektoriin uzunluguna karsilik gelen bant ise vektoriin yerlestirildigi
kuyudan kesilir. Kesilen bantlar daha sonra énceden tartilmus tiiplere yerlestirilir. istege bagh
olarak, kesildikten sonra jelin bir goriintiisii alinabilir. Jel izolasyon kitinin talimatlar1 izlenerek,
DNA daha sonra kullanilmak iizere jelden izole edilir. Izole edilen gen ve bos vektdr bir

nanodrop kullanilarak olgiiliir.
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5. Ligasyon: Ligasyon reaksiyonu i¢in gen ve vektdr uzunluklariin bilinmesi gerekir.

Reaksiyon kosullart enzim ve gene bagimli degisim gosterir. Reaksiyonun
tamamlanmasindan sonra elde edilen plazmidin bakteriye transformasyonu gerceklestirilir ve

cogaltilir.
Transformasyon

1. Hazirlik agamasinda su banyosu 42°C' ye, inkiibatorler 37°C' ye ayarlanur.

2. Transformasyon i¢in hazir olan ve -80°C' de saklanan TOP10 bakterileri ¢ikarilir ve
hemen buz iizerine yerlestirilir. 50 pL hiicrelere 1 pg ila 100 ng arasinda degisen
konsantrasyonlarda DNA eklenir, homojen bir ortamin olustuurlmasi i¢in vortekslenir ve 30

dakika boyunca buz iizerinde inkiibe edilir.

3. Tiip 30 saniye boyunca su banyosunda tutulur, ardindan hemen buz {izerine yerlestirilir

ve 5 dakika bekletilir.

4. Tipe tercihen SOB veya LB besiyeri eklenir, 250 rpm'de 37°C'de 1 saat boyunca

calkalanir.

5. Hazirlanan LB-Agar ve seleksiyon antibiyotigi i¢eren petri kaplarina, istege bagl olarak
1/10 LB iginde seyreltilmis 50-100 pL bakteri inokiile edilir. Petri kaplar1 gece boyunca

37°C'de inkiibe edilir ve daha sonra koloniler se¢im islemi gerceklestirilir.
Koloni se¢imi

Not: Negatif kontrollerde ligasyon petrisinde oldugu kadar ¢cok koloni varsa, transformasyonun
tekrarlanmasi onerilir. Eklenmesi yapilacak DNA’ nin olmadig1 kosullarda, bazen ¢ok az sayida

koloni ortaya ¢ikabilir. Bu durumda koloni se¢cimine devam edilebilir.

1. Seleksiyon antibiyotigi 1:1000 oranin LB Broth'a eklenir. Izole edilen tek kolonilerden 2-3

koloni secilerek bir pipet ucuyla alinir ve hazirlanan besiyerine eklenir.
2. Gece boyunca 37°C ve 225 rpm'de inkiibe edilir (veya duruma bagli olarak en az 6 saat).

3. Plazmidden belirlenen sayida gliserol stogu elde edildikten sonra bakteriler ¢oktiiriiliir ve
DNA miniprep kitinin talimatlarina goére izole edilir. Saflastirilan genetik materyal agaroz jel

ile kontrol edilir.
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Agaroz jel kontrolii: Klonlama asamasinda kullanilan kesim enzimleri kullanilarak plazmid

icin bir kesim reaksiyonu ayarlanir. Kesilen ve kesilmeyen plazmidler agaroz jelde sabit
voltajda yiiriitiiliir. Gorilintlileme cihazindan elde edilen jel goriintiisiinde genin varlig1 teyit

edilir. Tercih edilen koloni ile biiylik dl¢cekli DNA iiretimine gegilebilir.
Rekombinant protein iiretimi

1. Hiicre kiiltiiriniin hazirlanmasi: Rekombinant plazmid igeren E. coli hiicreleri uygun bir

kiiltiir ortaminda (6rnegin LB broth) 37°C'de 180-250 rpm'de c¢alkalanarak biiyiitiilmelidir.

2. Optik yogunluk (OD) 600' deki hiicre yogunlugu 0,6 - 0,8'e ulastiginda, indiiksiyon, konak
sistemin 6zel gereksinimlerine bagli olarak 0,1-1 mM nihai konsantrasyonda izopropil $-D-

1-tiyogalaktopiranosid (IPTG) gibi bir indiikleyicinin eklenmesiyle baslatilir.

3. Daha sonra indiiklenmesi gergeklestirilen hiicreler, protein verimini en st diizeye ¢ikarmak
icin belirli bir siire (18-24 saat), calkalama (180-250 rpm) ve sicaklikta (20 - 37 °C) inkiibe

edilir.
Protein ekstraksiyonu ve saflastirma
Protein tiretiminin ardindan, hiicre par¢alanmasi ve protein ekstraksiyonu yapilmalidir.

1. Biyokiitleyi elde etmek i¢in Oncelikle hiicreler toplanir ve oda sicakliginda 15 dakika
boyunca 3000 x g'de santrifiijlenir. Santrifiij kosullar1, konak hiicre tipine ve liretilen protein
tiirlerine bagli olarak optimize edilebilir.

2. Hiicreleri pargalamak ve hiicre proteinlerini serbest birakmak icin sonikasyon, lizozim
aracilif1 ile gercgeklestirilen enzimatik parcalama veya mekanik pargalama gibi uygun bir
parcalama teknigi kullamlmalidir. Ornegin, hasat edilen hiicre peleti uygun bir lizis
tamponunda yeniden siispanse edilip, ardindan 3-5 tekrar sonikasyon uygulamasina tabi
tutulur. Sonikasyon uygulamasi, 30 saniyelik sonikasyonun ardindan numunenin
sogumasina izin vermek icin 30 saniyelik bir dinlenme dongiilerinden olugmakradir.

3. Daha sonra, meydana gelen protein karigimindan istenen proteinin saflagtirilmasi, afinite
kromatografisi, iyon degisimi ve boyut diglama kromatografisi gibi kromatografi teknikleri

kullanilarak gergeklestirilebilir.
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Western blot

Hiicrelerin @Protein siispansiyonu @ SDS-PAGE jeli
pargalanmasi

ilgilenilen protein

Pargalanmig
hiicreler

@ Transfer @ Antikor uygulamasi @ Goriintiileme=

substrat  Signal
" D
'_ Filtre kagidi Enzim _
= /~Jel Ikincil _ a
S -~ —Membran Birincil \\ antikor -
{—Filtre kagich antikor
Y/ A\
Antiien @) )

Sekil 2. Western blot analizi

Homojenizasyon

Ana tiipten 10 pl protein alinir ve 40 pl PBS ile seyreltilir. Seyreltilmis protein 50 pl RIPA

karigimi ile karistirilir:

RIPA cozeltisi

10 pul PMSF
10 pl Sodyum Ortovanodat

10-20pul RIPA hazirlamak i¢in 1X RIPA Lizis tamponunun ml'si basina Proteaz
Inhibitérii kokteyli eklenir.

% 80 amplitutte, proteinler 1 dakika agma / kapama dongiisii, toplam 5 dongii i¢in sonike edilir
ve 20 dakika buz iizerinde inkiibe edilir. Homojenize edilen 6rnek 10.000 g' de 20 dakika

santrifiij edilir. Protein miktar1 BCA kullanilarak olgiiliir.
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SDS-PAGE
%10 Jel Toplayici Jel Yiiriitme Tamponu (1x)
%40 Akrilamid %40 Akrilamid

1.5 M Tris HCI pH 8.8
%20 SDS

%10 APS and TEMED

0.5 M Tris HCI pH 8.8
%20 SDS

%10 APS and TEMED

25 mM Tris
192 mM Glisin

%0.1 SDS (w/v) ¢ozeltisi

e %10’ luk SDS jeli hazirlanir.
e Ornekler 4X yiikleme boyasi ile karistirilir, 90°C' de 10 dakika inkiibe edilir ve jele

yiiklenir.

e Jel, toplayict jelini gecene kadar sabit voltajda elektrik akimi uygulanir, ardindan

protein bantlar1 birbirinden net bir sekilde ayrilana kadar voltaj yiikseltilerek jelin

yliriitiilmesine devam edilir.

Transfer

Transfer Cozeltisi (1L)

Porceau S: Stok ¢ozelti

Blocking solution

48 mM Tris-5,8 g

39 mM glycin -2,92 g

%20 methanol (w/v)-200 ml
dH20-500ml

Adjust to 1L

%30 TCA

%2 Porceau S, %30
sulfosalisilik asit icerisinde

¢Ozunlir.

TBST i¢inde %5 Yagsiz
Siit taze hazirlanmali, en az

20 dakika karistirilmalidir.
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e (Calistirma asamasindan sonra proteinler PVDF membranlara aktarilir.

e Protein transferi i¢in 1X Transfer Tamponu hazirlanmis ve sandvi¢ yonteminde kullanilan
tiim malzemeler transfer tamponu ile etkilestirilir.

e Protein transferi i¢in sandvi¢ yontemi su sekilde agiklanabilir; transfer icin kaset agilir ve
kasetin siyah ylizeyi alt kisma yerlestirilir. Transfer tamponu ile etkilestirilmis siingerler
siyah ylizeyin lizerine serilmis ve kurutma kagitlar1 da siingerin iizerine yerlestirilir. SDS-
PAGE jeli ¢aligma tankindan alinarak transfer kasetinin {izerine kurutma kagitlarinin
tizerine yerlestirilir. Ardindan jelin iizerine PVDF membran yerlestirilir ve daha 6nce
belirtildigi gibi kurutma kagitlar1 ve siinger sirasiyla yerlestirilir, kaset kapatilir ve transfer
tankina yerlestirilir. Kasetin siyah ylizeyine jel, diger yiizeyine membran gelecek sekilde

yerlestirme yapilir.

Not: Siingerler ve filtre membrani transfer tamponuyla, PVDF membran MeOH ile aktive

edilmelidir.

e Transfer tamponu ile doldurmus olan transfer tanki ve tank +4 °C buzdolabindaki
manyetik karistirict iizerine yerlestirilir. Manyetik balik ve buz akiisii tankin igine
yerlestirilir. Sistem 250 mA'de 2 saat ya da 20V gece boyunca calistirilir.

e Opsiyonel: Antikorlar1 uygulamadan once protein bantlarint gérmek i¢in membran

Ponceau S ile boyanabilir.

Bloklama — Primer — Sekonder antikor uygulamasi

e Membranlar TBST ic¢inde hazirlanan %5 yagsiz siit tozu ile 1 saat siireyle oda

sicakliginda rotatorde bloke edilir.
Not: Yagsiz siit taze olarak hazirlanmalidur.

e Antikor uygulamasindan 6nce her bir kuyunun ¢izgileri dikey olarak kesilir.

e Primer antikorlarla 1 saat boyunca oda sicaklifinda calkalayarak inkiibe edilir. Gece
boyunca +4°C’ de inkiibe edilir. Antikorlar %5 yagsiz siit tozu i¢inde kullanima uygun
konsantrasyonlarda seyreltilir.

e IX TBST ile 3 kez yikama yapilir.

e Ikincil antikorlar kullanima uygun konsantrasyonlarda seyreltilir ve membranlara eklenir

ve bu antikorlarin baglanmasi i¢cin membran ile inkiibe edilir.
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e X TBST ile 3 kez yikanir yapilir.
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e Bantlar Goriintiileme Cihazinda goriintiilenir.
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1. KONU

Omiklerle ilgili veritabanlarina nasil erigilecegini ve kullanilacagi uygulamali olarak
gosterilecektir. UniProt'tan veri almaya odaklanilacaktir. Bu dokiiman Ogretici, jupyter
notebook ortamlarinda g¢aligtirilmak {izere tasarlanmigtir ve Python kodunu calistirmay1
iceren aligtirmalar icermektedir. 2N
Not defterinin etkilesimli bulut siirlimiine buradan erisebilirsiniz.
(https://colab.research.google.com/github/nunososorio/bhs/blob/main/NSO_PracticalClass
___ILipynb).
2. AMAC

Omik verinin pratik kesfine ve ila¢ gelistirmedeki 6nemli rolii belirlenecektir.

Omik kimyasallar &

Omik, biyolojide genomik, proteomik ve metabolomik gibi disiplinleri kapsayan
biitiinlestirici bir ¢alisma alanidir. Omiklerin amaci, bir organizmanin yapisi, iglevi ve
dinamikleri hakkinda biitiinsel bir goriiniim saglayarak biyolojik molekiil havuzlarmi toplu

olarak karakterize etmek ve nicellestirmektir.
Mlac gelistirmede €« omik
[lag gelistirmede, omik teknolojileri hastaliklarin molekiiler mekanizmalarmin anlasiimasinda

cok onemli bir rol oynamaktadir. Bu molekiiler diizeydeki anlay1s, potansiyel ila¢ hedeflerinin

belirlenmesine ve etkili terapotik ajanlarin gelistirilmesine yardimci olur.

Omik arastirmalarinda & veritabanlari

Biyoinformatik veri tabanlari, omik arastirmalarinda temel kaynaklardir. Ensembl veya UniProt

gibi bu veritabanlar1 ve digerleri ¢ok sayida omik veri depolar. Bu verilere erismek ve analiz

etmek, ila¢ kesfi ve gelistirilmesinde kritik bir adimdir.

Veritabanlarina programh erisim =

Biiytik 6l¢ekli ve tekrarlanabilir analizler i¢in, bu veritabanlarina programli erisim genellikle web
araytizleri araciligiyla manuel veri alimindan daha verimlidir. Python, popiiler bir dil olarak

baslica ilag aragtirmalarinda kullanilir. Biyoinformatik, bu amaca yardimci olmak igin gesitli
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Egitimin ilerleyen boliimlerinde, UniProt'a erismek ve verileri analiz etmek i¢in Python'un nasil

kullanilacagini daha derinlemesine inceleyecegiz.
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3. UYGULAMA

Bu egitimin sonraki boéliimlerinde, UniProt'a erismek ve verileri analiz etmek icin Python'un nasil

kullanilacagin1 daha derinlemesine inceleyecegiz.

UniProt web arayiizii

N .’.'..
UnIPro.t.; BLAST Align Peptide search ID mapping SPARQL  UniProtkB - [KelaI] Advanced | List R IR L

Status -
% Reviewed (Swiss—Prot) U n I P rot KB 6,836 resu Its or search "CFTR" as a Protein Name, Protein family, or Gene Name
438
(438) 4. Download View: Cards @ Table O « Share ~
Unreviewed (TrEMBL)
(6,398)
0O %P13569 - CFTR_HUMAN
Popular organisms Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator - Gene: CFTR (ABCC7) - Homo sapiens (Human) - 1480 amino acids - Evi E
Annotation score: @ B
Human (324) L
#Chloride channel #lon channel #lsomerase #lon transport #Transport #Disease variant =
Mouse (84)
Rat (59) 4 domains - 15 PTMs - 209 reviewed variants - 3 isoforms - 119 interactions - 2 diseases - 48 3D structures - 140
Zebrafish (28)
BoiT 28 O  %Q2IBA1 - CFTR_CHLAE
Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator - Gene: CFTR (ABCC?7) - Chlorocebus aethiops (Green monkey) (Cercopithec
Taxonomy 1481 amino acids - Inferred from homology - Annotation score: @
Filter by taxonomy #Chloride channel #lon channel #lsomerase #lon transport #Transport

Zarif ve iglevsel bir tasarima sahip olan_UniProt web sitesini ziyaret ederek baslayin.

"CFTR" i¢in bir arama baslatin ve goriinen ilk sonucu se¢in. Bu proteinin UniProt ID'sinin P13569

oldugunu goreceksiniz.

Sayfay1 asag1 kaydirdikga, protein hakkinda birka¢ degerli bilgi katmaniyla karsilasacaksiniz. Mevcut
ozellikleri kesfetmek i¢in zaman ayirin. Sayfanin sonuna ulastigiizda, protein dizisini ve FASTA

formatinda indirmek i¢in bir diigme bulacaksiniz.

FATA, biyoinformatikte diziler i¢in yaygin olarak kullanilan bir formattir ve genis bir analiz yelpazesine

hizmet eder.

Python kullanarak UniProt'a erisme

Protein dizilerini bir web tarayicisi ve arayiizii araciligiyla almak zaman alici olabilir ve 6zellikle birden

fazla proteinle ugrasirken tekrarlanabilirlikten yoksun olabilir.

Python, BioPython'un SeqlO'su gibi kiitliphanelerle birlikte bu siireci kolaylastirmak i¢in kullanilabilir.

ik adimlar, gerekli kitapliklar1 kurmay1, bunlari komut dosyaniza aktarmay ve protein dizilerini getirmek

i¢in bir islev tanimlamays1 igerir.
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pip install biopython ige aktarma

istekleri
Bio import SeqlO'dan
from tempfile import NamedTemporaryFile import os

Def sequence for uniprot id(uniprot id):

r = requests.get(f"https:// www.uniprot.org/uniprot/ {uniprot_id}.fasta") r.raise for status()
NamedTemporaryFile(suffix=".fasta", mode="w", delete=False) ile tmp olarak: tmp.write(r.text)

sequence = SeqlO.read(tmp.name, format = "fasta")
os.remove(tmp.name)

Dontis sirasi

# Artik UniProt ID'leri ile herhangi bir protein listesinin dizisini alabilirsiniz uniprot ids =
["P13569","Q2IBA1","P35071","Q07DXS5","Q2IBE4"]

uniprot_ids'daki uniprot _id i¢in:

sequence = sequence for uniprot_id(uniprot id) print(f'UniProt ID:
{uniprot_id}") print(f"Aciklama: {sequence.description}")
print(f"Sequence: {sequence.seq}\n")

Vaka bazh egzersiz: Protein dizisi karsilastirmasi

Bu alistirmada, iki kistik fibroz hastasinin protein dizilerini karsilastiracaksiniz. Bu hastalardan alinan klinik

ornekler dizilendi ve CFTR proteininin protein dizileri elde edildi.

Hasta Detaylar

¢ Hasta 1: 3 yasinda kistik fibrozis tanisi alan 28 yasinda bir erkek.
>pl CFTR
MQRSPLEKASVVSKLFFSWTRPILRKGYRQRLELSDIYQIPSVDSADNLSEKLERKWDRELAS
KKNPKLINALR

+ Hasta 2: Gec ergenlik doneminde kistik fibroz tanisi alan 32 vasinda bir kadin.
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>p2 CFTR
MQRSPLEKASVVSKLFFSWTRPILRKGYRQRLELSDIYQIPSVDSADNLSEKLEREWDRELAS

KKNPKLINALR

Gorev:

Y

Avrupa Birligi tarafindan
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1. CFTR proteininin (UniProt ID P13569) "referans" FASTA dizisini alin.

2. P13569'1lu hastalardan alinan CFTR proteinlerinin iki dizisini karsilastirmak igin ikili hizalamalar

yapin.

3. Hizalama sonuglarina dayanarak, Ivacaftor'un hangi hastada CFTR'nin islevini iyilestirme

olasiliginin daha yiiksek olup olmadigi konusunda spekiilasyon yapin?

Ivacaftor'un asagidaki amino asit ikameleri ile kullanim i¢in onaylandigini diistiniin:

E56K
P67L
R74W
D110E
D110H
R117C
R117H

G178R
E193K
L206W
R347H
R352Q
A455E
S549N

S549R
G551D
G551S
D579G
S945L
S977F
F1052V

K1060T
A1067T
G1069R
R1070Q
R1070W

F1074L
D1152H

G1244E
SI1251N
S1255P

D1270N
G1349D

Daha fazla bilgi i¢in buraya tiklayin

Liitfen kodunuzu asagidaki hiicreye yaziniz.

Yasal Uyari: Liitfen bunun yalnizca egitim amagli tasarlanmis bir 6gretim alistirmasi oldugunu unutmayin.

Bu alistirmadan elde edilen sonuglar ve yorumlar, ger¢ek diinyadaki klinik karar verme veya tani igin

kullanilmamalidir.

Ice Aktarma Istekleri

Bio import SeqlO

tempfile import NamedTemporaryFile importos

Bio import pairwise2

Bio.pairwise2 import format_alignment



Avrupa Birligi tarafindan
finanse edilmektedir

TORKIYE ULUSAL AJANSI
TURKISH NATONA AGENCY

A
R
*

def sequence for uniprot id(uniprot id):

r = requests.get(f"https://www.uniprot.org/uniprot/ {uniprot_id}.fasta") r.raise for status()

NamedTemporaryFile(suffix=".fasta", mode="w", delete=False) ile tmp olarak: tmp.write(r.text)

sequence = SeqlO.read(tmp.name, format = '"fasta")
os.remove(tmp.name)
doniis siras1 #
Dizileri al
seq0 = sequence for uniprot id("P13569")
seql =

"MQRSPLEKASVVSKLFFSWTRPILRKGYRQRLELSDIYQIPSVDSADNLSEKLERKWDRELASKKN
PKLINAL

seq2 =
"MQRSPLEKASVVSKLFFSWTRPILRKGYRQRLELSDIYQIPSVDSADNLSEKLEREWDRELASKKN
PKLINAL

# Ikili hizalamalar gerceklestirin

hizalamalarl = pairwise2.align.globalxx(seq0.seq, seql) alignments2 =
pairwise2.align.globalxx(seq0.seq, seq2)

# Ilgilenilen amino asit pozisyonlarinin listesi

positions_of interest = [56, 178, 549, 1060, 1244, 67, 193, 551, 1067, 1251, 74,
# Listeyi siralayin positions_of interest.sort()

# Ilgilenilen amino asitleri yazdirma islevi

def  print_amino_acids_of interest(hizalama,  positions_of interest): for 1 in
range(len(alignment[0])):

positions_of interest:

print(f"Position: {i}, Ref: {alignment[0][i]}, Hasta: {alignment[1]
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# Hasta 1'den sekans i¢in hizalamada ilgilenilen pozisyonlar1 yazdirin

print_amino_acids of interest(alignments1[0], positions of interest)

# Hasta 2'den sekans i¢in hizalamada ilgilenilen pozisyonlar1 yazdirin
print_amino_acids of interest(alignments2[0], positions_of interest)

# Hasta 1 hizalamalarindan] dizi i¢in tiim aligmentleri inceleyin.

Sonuc¢

Egitimi tamamladigimmiz i¢in tebrikler! & Python kullanarak UniProt veritabanina nasil eriseceginizi

ogrendiniz. Ayrica biyoinformatik ve farmakogenomik ile ilgili basit bir aminoasit dizi analizi yaptiniz.

Bu konular pratik yapmaya ve kesfetmeye devam edin. Kesfedilmeyi bekleyen ¢ok sayida bilgi var ! 4

& 1 Odil

1. Ivacaftor'un etki mekanizmasi ve kistik fibrozun molekiler temeli nedir?

2. Hasta 2 de Ivacaftor'dan yararlanabilir mi? Eger Oyleyse, hangi kosullar altinda? Hastaliginin en
olas1 genetik temeli ne olurdu?
3. Hastalardan gelen dizileri arastirmak i¢in bagka hangi gelismis hizalama araglarini kullanabilirsiniz?

4. UniProt'tan hangi yararl bilgileri alabilirsiniz?

5. Tan1 yas1 her iki hastada da hastaligin ilerlemesini ve tedavisini potansiyel olarak nasil etkiler?

6. Genomik ve genetik miihendisligindeki gelecekteki gelismeler nasil etkileyebilir?
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1. KONU

[lag arastirma gelisme ¢alismalarinda yenilik¢i yontemlerden biri olan, Tek hiicreli kiitle
sitometrisi (CyTOF), CyTOF analizi yapmak i¢in kullanabilecegimiz protokol konulari

hakkinda bilgi verilecek olup ImmuneNano-Lab'da CyTOF ile uygulama 6rnegi sunulacaktir.
2. AMAC

Tek hiicreli Kiitle sitometrisi, antikorlarin florokromlar yerine agir metal iyon etiketleri ile
etiketlendigi bir akis sitometrisi varyasyonudur. Kiitle sitometrisinin akis sitometrisine kiyasla
temel avantaji, her metal izotopunun ayr1 bir algilama zirvesine sahip olmasi ve diger metal
izotoplariyla ortiigmemesi nedeniyle neredeyse hig arka plan giiriiltiisii olmamasidir. Bu giiriiltii
eksikligi nedeniyle, tek bir hiicreden ayni anda 40'tan fazla isaretleyiciyi tespit edilebilir.

Dabhasi,

Cihazda, metal etiketli antikorlarla boyanan hiicreler, tek hiicreli damlaciklara nebulize edilir

ve kiitle spektrometresinde tam iyonizasyon i¢in hazirlanir.

Elde edilen iyon bulutu, bir dortlii kutup kullanilarak agir metal iyonlar1 i¢in zenginlestirilir.

Bunlar daha sonra bir ucus siiresi odasinda/spektrometresinde kiitle-yiik oranlarina gore ayrilir

ve tespit edilir.

Her izotop i¢in iyon sayilari, karsilik gelen hedeflerinin ifadesini dogrudan yansitir.

Bu kapsamda bu boliim CyTOF uygulama ve analiz hakkinda bilgi sunmay1 amacglamaktadir.
3. UYGULAMA

Bir CyTOF deneyinin tipik bir is akiginda sekiz temel adim vardir:

Ornek hazirlama

[Ik adim, numune hazirlamayn igerir. ilgilenilen hiicreler, dokulardan ve hiicre kiiltiirlerinden
dikkatlice toplanir veya periferik kan mononiikleer hiicreleri s6z konusu oldugunda periferik

kandan izole edilir.
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Canh olii boyama

Miikemmel bir tek hiicreli siispansiyon elde etmek, hiicre canliligin1 korudugu ve topaklanmay1
onledigi icin ¢ok dnemlidir. Hiicre canliligini degerlendirmek igin sisplatin ile bir ilk boyama

adimi1 kullanilir ve sonraki analizde canli ve 6lii hiicreler arasindaki ayrimi saglar.
Barkodlama

Birden fazla Ornek iceren deneyler i¢in arastirmacilar barkodlamayi tercih edebilir. Bu,
hiicrelerin benzersiz metal izotop kombinasyonlari ile etiketlenmesinden olusur ve ayn1 anda
analiz i¢in numunelerin bir araya getirilmesini saglar. Barkodlama, 6rneklem degiskenligini

azaltmak ve deneysel verimliligi artirmak i¢in 6zellikle avantajlidir.
Yiizey boyama

Daha sonra, bu hiicreler, her biri belirli hiicre yilizeyini veya hiicre i¢i belirtecleri hedeflemek
icin tasarlanmis izotopik olarak saf metal etiketli antikorlarla etiketlenir. Antikor
konsantrasyonlarinin ve inkiibasyon siirelerinin optimizasyonu, saglam ve spesifik baglanmay1

garanti etmek i¢in ¢ok dnemlidir.
Fiksasyon ve gecirgenlik

Etiketlemeyi takiben, Ornegin paraformaldehit kullanilarak, hiicrelerin dogal durumunu
koruyarak ve metal etiketli antikorlari hareketsiz hale getirerek fiksasyon gerceklestirilir.
Uygun bir deterjan ile saglanan gecirgenlik, metal izotoplarin hiicre i¢i bolmelere girigini

kolaylastirir.
Hiicre i¢ci boyama

Hiicresel dinamiklerin kapsamli bir sekilde anlagilmasi i¢in, hiicre i¢i belirteglerin saptanmasini

saglamak i¢in hiicrelerin gegirgenliginden sonra hiicre i¢i boyama dahil edilebilir.

DNA interkalator boyama

Bir DNA interkalator boyama adiminin dahil edilmesi, tek tek hiicrelerin enkazdan,
agregalardan ve diger tek hiicreli olmayan varliklardan ayirt edilmesinde biiyiik dnem tagir. Ote
yandan, kiitle sitometrisi veri analizinde, hiicreleri tanimlamak i¢in ileri sagilma ve yan sagilma

kullanilir.
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Yikama, yeniden siispansiyon ve hiicre sayimi

Cesitli boyama ve yikama adimlarindan sonra, uygun sekilde seyreltilmis bir siispansiyon elde

etmek i¢in hiicre sayimi yapilir.

Numuneler hazirlandiktan sonra CyTOF cihazi devreye girer. Etiketli ve sabit hiicre
sispansiyonu, indiiktif olarak eslestirilmis plazmanin metal etiketli antikorlar1 iyonize ettigi
cihaza sokulur. Ugus siiresi kiitle spektrometresi daha sonra iyonlarin kiitle-yiik oranini 6l¢mek
icin kullanilir ve tek tek hiicrelerin kesin olarak tanimlanmasini ve niceliklerinin belirlenmesini
kolaylastirir. Sonraki veri toplama asamasi ¢ok onemlidir ve her hiicre icin yiiksek boyutlu
verileri yakalar. Metal izotoplarmin yogunlugu kaydedilir ve asagi akis yiiksek boyutlu

analizler i¢in temel olusturan kapsamli bir profil olusturulur.
CYTOF uygulama ornegi

Gegis metali karbiirleri, nitriirler ve karbonitriirler, MXenes, biyomedikal uygulamalar icin
umut verici iki boyutlu malzemelerdir. Bununla birlikte, tek numunelerden yiiksek derecede
bilgi arastirirken, tek hiicreler ve dokular i¢indeki 2D materyalleri tespit etmek ve goriintiillemek

icin karsilanmamais kritik bir ihtiyag¢ vardir.

Burada, ugus siiresine gore tek hiicreli kiitle sitometrisine (CyTOF) ve ucus siiresine gore iyon
1s1n1 goriintiilemeye (MIBI-TOF) dayanan, lebelsiz tek hiicreli bir tespit stratejisi olan
LINKED'i 6nerilmektedir.

LINKED'de, tek hiicre diizeyinde kiitle sitometrisi ve goriintiileme ile dogrudan tanimlanabilen
spesifik gecis metalleri iceren MXenes tasarlandi. Bu tasarim, malzemelerin ek kimyasal
islevsellestirilmesi ihtiyacini ortadan kaldirir ve bdylece yaygin goriintiileme yaklagimlarinin
birgok sinirlamasinin listesinden gelmektedir. Ayrica, ticari kiitle sitometrisi etiketleri i¢in daha

once kesfedilmemis yeni kanallar kullanildi.

Ik olarak, MXenes'i 15 birincil insan bagisiklik hiicresi alt popiilasyonunda aymi anda test
edildi ve CyTOF ve goriintileme kiitle sitometrisi ile materyal alimini ve tek hiicreli

etkilesimleri basariyla belirlendi.

Daha sonra, MXene hiicre etkilesimi ile hiicre canlilig1 tlizerindeki etki arasindaki olasi
korelasyonu degerlendirildi ve etkilesimin boyutundan bagimsiz olarak materyallerin ytliksek

immiin uyumlulugunu ortaya ¢ikarildu.
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MXenes'in sitokin ve kemokin {iretimi agisindan biyouyumlulugunu ve RNA dizilemesi ile tiim

genom tiim genom ekspresyonu iizerindeki etkileri dogrulandi.

Farelerde MXenes karisimi kullanilarak yapilan in vivo biyodagitim deneyleri, tespit
stratejimizin ¢ok yonliiliigiinii dogruladi ve farkli organlarda ve goreceli bagisiklik hiicresi alt
tiplerinde MXene birikimini ortaya ¢ikardi. Son olarak, farkli organlardaki MXenes'i tespit
etmek icin MIBI-TOF uygulandi.

Sonug olarak, biyotipta heyecan verici yeni firsatlar sunmasi beklenen nanomalzeme tespitini
ve ¢oklu hiicre ve doku 6zelliklerinin eszamanli dl¢timiinii saglayan, akis siiresine gore tek
hiicreli kiitle sitometrisine ve akis siiresine gore iyon 1sin1 gorlintiilemeye dayanan yeni bir

etiketsiz tek hiicreli tespit stratejisi olan LINKED onerilmektedir.
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