
2024

2022−1−TR01−KA220−VET−000088373

LABORATUVAR
KILAVUZU

MOLEKÜLDEN
İLACA

STRATEJİK GEREKLİLİK:





İÇİNDEKİLER

BÖLÜM 1
MOLEKÜL UYGULAMASI  ...................................................................................................................  5
Mine ENSOY, Demet CANSARAN DUMAN

BÖLÜM 2
İLAÇ KEŞFİNDE VERİ TABANLARININ ROLÜ  ........................................................................  13
Nuno S. OSÓRIO
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BÖLÜM 1

MOLEKÜL UYGULAMASI

Mine ENSOY, Demet CANSARAN DUMAN
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1. KONU 

Aynı k+myasal formüle sah+p moleküller+n yapısal farklılıklarının +laç etk+nl+ğ+ üzer+ndek+ 

rolünün +ncelenmes+  

2. AMAÇ 

Bu uygulama, katılımcılara aynı k+myasal formüle sah+p moleküller+n farklı yapısal 

d+z+l+mler+n+n (stereo+zomerler+n) +laç etk+nl+ğ+ üzer+ndek+ kr+t+k rolünü göstermey+ 

amaçlamaktadır. Özell+kle, küçük yapısal farklılıkların +laçların etk+nl+ğ+ ve güvenl+ğ+ 

üzer+ndek+ etk+ler+n+ öğretmey+ hedefler. Uygulama kapsamında ulaşılması planlanan hedefler 

şu şek+lded+r; 

a) Molekül yapılarının anlaşılması: Katılımcılar, molekül yapılarını deney+mleyerek üç 

boyutlu olarak anlama fırsatı bulmaları, 

b) Stereoizomerlerin önemi: Aynı kimyasal formüle sahip fakat farklı üç boyutlu 

dizilime sahip moleküllerin ilaç etkinliğini nasıl değiştirdiğinin anlaşılması,  

c) İlaç araştırmalarında yapı-aktivite ilişkisi: Moleküler yapı değişikliklerinin biyolojik 

sistemlerdeki etkisinin nasıl önemli farklar yarattığını gösterilmesi, 

d) Eğitsel deneyim: Oyunlaştırma yoluyla bilimsel bilgiyi daha kolay öğrenip 

özümsenmesi, 

e) EtkOleşOmlO öğrenme: Katılımcılar arasında +let+ş+m+ artırarak grup çalışması +le 

öğrenmen+n teşv+k ed+lmes+. 

3. UYGULAMA 

BOlgOlendOrme: Katılımcılara stereo+zomerler+n molekül yapısındak+ farklılıkları ve bu 

farklılıkların +laç etk+nl+ğ+ne olan etk+ler+ hakkında b+lg+lend+rme yapılır. Örnek olarak, bel+rl+ 

+laçların farklı +zomerler+n+n farklı b+yoloj+k etk+lere sah+p olduğu anlatılır. 

Malzemeler: Katılımcılara molekül yapılarını +nşa edeb+lecekler+ b+r molekül oluşturma k+t+ 

ver+l+r (renkl+ toplar atomları, çubuklar +se bağları tems+l eder). K+tler sayes+nde katılımcılar, 

moleküller+n üç boyutlu modeller+n+ f+z+ksel olarak +nşa edeb+l+rler. K+t +çer+ğ+ ve tems+l ett+ğ+ 

yapılar Şek+l 1 ve Tablo 1’de yer almaktadır. 
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ŞekOl 1. Molekül oluşturma k+t+ +çer+ğ+ 

Tablo 1. Molekül oluşturma k+t+ +çer+ğ+  

Atom Renk Del,k Sayısı M,ktar Element Renk M,ktar 

Karbon S)yah 4 10 Orta 
uzunlukta 

bağ 
Gr) 12 

Karbon S)yah 5 15 

Oks)jen Kırmızı 1 4 

Uzun bağ Gr) 6 

Oks)jen Kırmızı 2 4 

N)trojen Açık Mav) 2 3 Orta 
uzunlukta 

bağ 
Mor 4 

N)trojen Açık Mav) 3 3 

Sülfür Sarı 4 2 Uzun bağ Mor 4 
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Sülfür Sarı 6 2 

Klor Yeş)l 1 4 

Tek parçalı 
bağ Beyaz 15 Klor Yeş)l 6 4 

Fosfor Mor 1 9 

Metal Gr) 1 3 
Ç)ft parçalı 

bağ Beyaz 15 

Metal Gr) 6 5 

H)drojen Beyaz 1 12 Ayraç  1 

H)drojen 
(yarım) Beyaz - 20 Plast)k kutu  1 

 

Görev: Katılımcılardan aynı k+myasal formüle sah+p ama farklı yapısal d+z+l+me sah+p olan 

moleküller+nden b+r tanes+n+ yapmaları +sten+r. Katılımcılar molekül oluşturma k+t+n+ kullanarak 

kend+ler+ne ver+len 2-boyutlu moleküler yapıyı 3-boyutlu olarak oluşturlar. Yapılması +stenen 

moleküller Şek+l 2’de yer almaktadır.  

 

ŞekOl 2. Katılımcılardan yapılması +stenen moleküller A) Metaproterenol ve B) Isoproterenol 

Karşılaştırma: Katılımcılar, oluşturdukları moleküller+n farklı +zomerler+n+ b+rb+rler+yle 

karşılaştırır. İlaç moleküller+n+n vücutta b+yoloj+k hedeflerle nasıl etk+leş+me g+rd+ğ+ ve stereo 

yapının bu süreçtek+ önem+n+ anlamaları sağlanır. 
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İnteraktOf etkOleşOm: Katılımcılar, kend+ oluşturdukları molekül modeller+n+ d+ğer gruplarla 

paylaşır ve farklı yapıların potans+yel etk+ler+ üzer+ne tartışmalar yürütür. 

Etk+nl+k sonunda oluşturulan 3-boyutlu moleküler yapılar Şek+l 3’de yer almaktadır. 

 

ŞekOl 3. Etk+nl+k sonunda elde ed+len 3-boyutlu moleküler yapılar 

Eğ+t+m esnasında çek+len fotoğraflar Şek+l 4’de yer almaktadır. 
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ŞekOl 4. Eğ+t+m fotoğrafları 

4. SONUÇ 

Etk+nl+k, moleküller+n üç boyutlu yapılarının +laç etk+nl+ğ+ üzer+ndek+ önem+n+ uygulamalı b+r 

şek+lde sunarak, katılımcıların b+l+msel b+r konuyu +nterakt+f ve öğret+c+ b+r ortamda 

kavramalarına olanak tanımıştır. 

BOlgOlendOrOcO deneyOm: Katılımcılar, aynı k+myasal formüle sah+p moleküller+n farklı yapısal 

d+z+l+mler+n+n +laç etk+nl+ğ+n+ ne kadar değ+şt+reb+leceğ+n+ somut b+r şek+lde deney+mleyerek 

öğrenm+şt+r. Moleküller+n üç boyutlu yapılarının b+yoloj+k s+stemlerde nasıl çalıştığını ve küçük 

yapısal farkların nasıl büyük b+yoloj+k sonuçlar doğurab+leceğ+n+ daha +y+ b+r şek+lde 

kavramıştır. Katılımcıların stereo+zomerler+n +laç tasarımı, +laç etk+nl+ğ+, yan etk+ler ve +laç 
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güvenl+ğ+ üzer+ndek+ rolüne da+r b+lg+s+ ve +laç araştırmalarındak+ yapı-akt+v+te +l+şk+ler+ 

konusundak+ farkındalıkları artmıştır. 

EtkOleşOm ve katılım: Grup çalışması ve oyun temell+ öğrenme sayes+nde katılımcılar, b+l+msel 

b+lg+y+ daha hızlı ve eğlencel+ b+r şek+lde özümsem+şt+r. Etk+leş+ml+ öğrenme ortamı, daha etk+l+ 

b+r b+lg+ aktarımı sağlamıştır. Oyunlaştırma sayes+nde soyut k+myasal yapıların anlaşılması 

kolaylaşmış ve moleküler yapıların f+z+ksel olarak +nşa ed+lmes+ moleküller+n 3-boyutlu 

yapılarını anlamalarına yardımcı olmuştur. 

ÖnerOler ve gerO bOldOrOmler: Katılımcılar etk+nl+k sonrasında, molekül yapılarına ve farklı 

moleküler yapıların etk+ler+ne da+r öneml+ b+lg+ler ed+nd+kler+n+ ve +laç gel+şt+rme süreçler+nde 

bu farkların önem+n+ anladıklarını bel+rtm+şt+r. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

      

11





BÖLÜM 2 

İLAÇ KEŞFİNDE VERİ

TABANLARININ ROLÜ

Nuno S. OSÓRIO

Video için 
QR kodu okutunuz.

İlaç Keşfi-Uygulamalı 
Eğitimde Veritabanı
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1. KONU 

Uygulama kapsamında +laçla +lg+l+ ver+ tabanlarına nasıl er+ş+leceğ+n+ ve bunların nasıl 

kullanılacağını keşfedeceğ+z.  

2. AMAÇ 

İlg+l+ Python paketler+n+ kullanarak ChEMBL'den ver+ almaya odaklanacağız ve ardından 

alınan ver+ler+ anal+z edeceğ+z. Bu öğret+c+, jupyter notebook ortamlarında çalıştırılmak üzere 

tasarlanmıştır ve Python kodunu çalıştırmayı +çeren alıştırmalar +çer+r.  

Not defter+n+n etk+leş+ml+ bulut sürümüne buradan er+şeb+l+rs+n+z  

(https://colab.research.google.com/g+thub/nunososor+o/bhs/blob/ma+n/NSO_Pract+calClass_I.+

pynb). Had+ başlayalım!  

3. UYGULAMA 

İlaç keşf+nde Hedeften-Öncü moleküle ve Öncü molekülden-LOder moleküle adımlarında 

ver+ tabanlarının kullanımı çok öneml+d+r. Bu ver+ tabanları, potans+yel +laç hedefler+ ve bu 

hedeflerle etk+leş+me g+reb+lecek b+leş+kler hakkında zeng+n b+lg+ sağlar. Bu ver+lere er+şmek ve 

anal+z etmek, potans+yel yen+ +laçların bel+rlenmes+ne yardımcı olab+l+r.  

Bu ver+tabanlarına er+ş+m, +lg+l+ web s+teler+ aracılığıyla yapılab+l+r. Bununla b+rl+kte, 

tekrarlanab+l+r ve büyük ölçekl+ anal+zler +ç+n, ver+tabanına kod aracılığıyla programlı olarak 

er+şmek daha ver+ml+d+r. Bu eğ+t+mde, bunun nasıl yapılacağı konusunda s+ze rehberl+k 

edeceğ+z.  

 ChEMBL ver+tabanı, +laç benzer+ özell+klere sah+p b+yoakt+f moleküller+n manuel olarak 

seç+lm+ş b+r ver+tabanıdır. Genom+k b+lg+n+n etk+l+ yen+ +laçlara dönüştürülmes+ne yardımcı 

olmak +ç+n k+myasal, b+yoakt+v+te ve genom+k ver+ler+ b+r araya get+r+r.  

chembl_webresource_cl+ent, ChEMBL ver+ler+ne er+şmek +ç+n resm+ Python +stemc+ 

k+taplığıdır.  
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Kurulum  

Öncel+kle gerekl+ Python paketler+n+ kurmamız gerek+yor. Ortamınızda aşağıdak+ komutları 

çalıştırın:  

!p#p #nstall chembl_webresource_cl#ent 

Ş+md+, k+taplığı +çe aktarın:  

chembl_webresource_cl#ent.new_cl#ent #mport new_cl#ent adres#nden 

Keşfetmek  

chembl_webresource_cl+ent kullanarak ChEMBL ver+tabanından alab+leceğ+m+z her türlü ver+ 

veya b+lg+y+ öğrenerek başlayalım. Aşağıdak+ kodu kullanarak kullanılab+l+r ver+ varlıklarını 

l+steleyeb+l+rs+n+z:  

ava#lable_resources = d#r(new_cl#ent) 

#ava#lable_resources = [d#r(new_cl#ent) #ç#ndek# kaynak #ç#n kaynak eğer 

değ#lse.startsw#th('_')] 

ava#lable_resources 

Python'da, alt ç+zg+yle başlayan özn+tel+kler genell+kle dah+l+ amaçlar +ç+n kullanılır ve doğrudan 

er+ş+lmes+ amaçlanmamıştır.  

ChEMBL ver+tabanındak+ 'molekül' ver+ varlığına b+r göz atalım:  

new_cl#ent. molekül 

Gördüğünüz g+b+, ChEMBL ver+tabanındak+ bel+rl+ b+r molekül hakkında zeng+n b+lg+ +çeren b+r 

sözlük döndürür. Bu sözlüktek+ anahtarlar, molekülün farklı özell+kler+n+ tems+l eder ve bu 

anahtarlarla +l+şk+l+ değerler, bu özell+kler hakkında özel b+lg+ler sağlar.  

Sözlüktek+ bazı anahtarların kısa b+r açıklaması aşağıda ver+lm+şt+r:  

• 'atc_classOfOcatOons': Anatom+k Terapöt+k K+myasal (ATC) sınıflandırma s+stem+ 

molekülü kodlar.  

• 'avaOlabOlOty_type': Molekülün kullanılab+l+rl+k türü.  

15
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• 'bOyoterapötOk': Molekülün b+yoterapöt+k özell+kler+ hakkında b+lg+. 

• 'black_box_warnOng': Molekül +ç+n b+r kara kutu uyarısı olup olmadığını göster+r. 

• 'molecule_chembl_Od': Molekülün ChEMBL ID's+. 

• 'molecule_hOerarchy': ChEMBL ver+tabanındak+ molekülün h+yerarş+s+. 

• 'molecule_propertOes': Molekülün moleküler ağırlığı, h+drojen bağı alıcılarının ve 

ver+c+ler+n+n sayısı g+b+ çeş+tl+ özell+kler+.  

• 'molecule_structures': Molekülün SMILES, InChI ve molekül g+b+ çeş+tl+ 

formatlardak+ yapıları. 

• 'molecule_type': Molekülün türü (örneğ+n, 'Küçük molekül'). 

• 'structure_type': Yapının türü (örneğ+n, 'MOL'). 

• 'pref_name': Bu, "terc+h ed+len ad" anlamına gel+r. ChEMBL ver+tabanında molekülün 

terc+h ed+len adıdır. Değer Yok +se, bu molekül +ç+n terc+h ed+len b+r adın atanmadığı 

veya ver+tabanında mevcut olmadığı anlamına gel+r.  

• 'molecule_synonyms': Bu, molekülün eş anlamlılarının b+r l+stes+d+r. Eş anlamlılar, 

aynı moleküle atıfta bulunmak +ç+n kullanılab+lecek farklı +s+mlerd+r. Bunlar, farklı 

ver+tabanlarında kullanılan adları, ortak adları, b+l+msel adları vb. +çereb+l+r. L+ste boşsa, 

ver+tabanında bu molekül +ç+n h+çb+r eşanlamlı kel+me kayded+lmed+ğ+ veya mevcut 

olmadığı anlamına gel+r.  

B+r molekülü terc+h ed+len +s+mle adlandırmak +st+yorsak şunu kullanab+l+r+z:  

# ChEMBL ver#tabanındak# 'molekül' ver# varlığına er#şmen#z# sağlayan b#r 'molekül' 

nesnes# oluşturun. 

molekül = new_cl#ent.molekül 

# Terc#h ed#len adı tam olarak 'asp#r#n' olan tüm moleküller# almak #ç#n 'molekül' 

nesnes#n#n 'f#ltre' yöntem#n# kullanın. 

# '#exact' araması, büyük/küçük harfe duyarlı olmayan tam eşleşme gerçekleşt#rmek #ç#n 

kullanılır. 

mols = molekül.f#lter(molecule_synonyms__molecule_synonym__#exact='v#agra') 

# 'mols' artık ChEMBL ver#tabanında terc#h ed#len adı 'asp#r#n' olan tüm moleküller#n 

b#r l#stes#n# #çer#yor. 
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mols 

Okuması kolay değ+l... End+şelenmey+n, 'mols' nesnes+n+ b+r pandas DataFrame'e 

dönüştüreb+l+rs+n+z, daha kolay okuma ve man+pülasyon. Bunu şu şek+lde yapab+l+rs+n+z:  

Pandaları PD olarak #çe aktar 

mols_df = pd'd#r. DataFrame.from_records(mol) 

mols_df 

İstersen+z b+r excel le'ye aktarab+l+rs+n+z:  

mols_df.to_excel('mols_df.xlsx', #ndex=False) 

google.colab adres#nden dosyaları #çe aktarma 

f#les.download('mols_df.xlsx') 

Senaryo Tabanlı Alıştırma  

Senaryo: İlaç keşf+ ve gel+şt+rmen+n heyecan ver+c+ dünyasında yer alan b+r araştırmacısınız. 

İşb+rl+ğ+ yapan b+r k+mya laboratuvarından yakın zamanda sentezlenm+ş b+r b+leş+k aldınız. 

B+leş+k posta yoluyla gönder+ld+ ve +lg+ çek+c+ b+r şek+lde, yalnızca b+leş+ğ+n yapısının basılı b+r 

görüntüsünü +çer+yordu.  

GörevOnOz: Görev+n+z, kabul etmey+ seçersen+z, b+rkaç kr+t+k adımı +çer+r:  

1. Yapı d+yagramını b+r SMILES d+zes+ne dönüştürün. Bu, k+myasal yapı d+yagramlarını 

yorumlama yeteneğ+n+z+ test edecekt+r. 

2. SMILES d+zes+n+ kullanarak ChEMBL ver+tabanında arama yapın. Bu, ver+tabanlarına 

programlı olarak er+şme becer+ler+n+z+ gerekt+recekt+r. 

3. Molekülün ver+tabanında zaten mevcut olup olmadığını ve +lg+l+ ek açıklamaya sah+p olup 

olmadığını bel+rley+n. Bu, ver+ anal+z+ becer+ler+n+z+ zorlayacaktır.  

Unutmayın, bu alıştırmaların amacı s+z+ uyuşturucuyla +lg+l+ ver+ tabanlarına programlı olarak 

er+şmeye alıştırmaktır. Bu becer+, +laç keşf+ adımlarında tekrarlanab+l+r ve büyük ölçekl+ 

anal+zler +ç+n çok öneml+d+r.  
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Pek+, bu yolculuğa çıkmaya hazır mısınız? Had+ başlayalım!  

Bu, molekülün görüntüsüdür:  

 

İlk adım: Kekulé d+yagramını b+r SMILES d+zes+ne dönüştürün. Bunun +ç+n aşağıdak+ler de 

dah+l olmak üzere b+rkaç farklı yazılım kullanab+l+rs+n+z:  

https://cactus.nc+.n+h.gov/cg+-b+n/osra/+ndex.cg+  

Artık SMILES'a sah+p olduğunuza göre, onu ChEMBL ver+tabanını sorgulamak +ç+n 

kullanab+l+rs+n+z:  

# SMILES'I AŞAĞIDAKİ X'E GİRİN "Oc1c(I)cc(Cl)c2cccnc12" 

canon#cal_sm#les= X 

sm#les_mol = molekül.f#ltre(molecule_structures__canon#cal_sm#les=canon#cal_sm#les) 

sm#les_mol_df = pd'd#r. DataFrame.from_records(sm#les_mol) 

sm#les_mol_df 

Gönder+len k+myasal molekül hakkında ne buldunuz?  

Bonus 

ChEMBL'de l+stelenen tüm ger+ çek+len +laçlarla b+r excel le oluşturab+l+r m+s+n+z?  

# Ger# çek#len tüm moleküller# almak #ç#n 'molekül' nesnes#n#n 'f#ltre' yöntem#n# 

kullanın. 

18
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w#thdrawn_mols = molekül.f#ltre(w#thdrawn_flag=Doğru) 

w#thdrawn_mol_df = pd'd#r. DataFrame.from_records(w#thdrawn_mols) 

w#thdrawn_mol_df.to_excel('w#thdrawn_mol_df.xlsx, #ndex=False) 

google.colab adres#nden dosyaları #çe aktarma 

f#les.download('w#thdrawn_mol_df.xlsx') 

Kanon+k SMILES?  

K+myasal moleküller ve SMILES (Bas+tleşt+r+lm+ş Moleküler G+r+ş Hattı G+r+ş S+stem+) 

bağlamında, kanon+k SMILES, molekülün yapısını tems+l eden benzers+z b+r göster+md+r. Tek 

b+r molekül +ç+n b+rçok geçerl+ SMILES göster+m+ olab+l+r, çünkü SMILES göster+m+ başlangıç 

atomuna ve geç+ş yoluna bağlı olarak değ+şeb+l+r. Kanon+k SMILES, bel+rl+ kurallara göre 

seç+len bel+rl+ b+r SMILES notasyonudur ve molekülün ç+z+lme veya tems+l ed+lme şekl+nden 

bağımsız olarak aynıdır. Bu yüzden ver+tabanlarında kullanılan formdur. rdk+t k+taplığı, kanon+k 

SMILES oluşturmak +ç+n kullanılab+l+r.  

# Gerekl# aracı yükley#n 

!p#p #nstall rdk#t-pyp# 

#t#baren rdk#t #çe aktarma Chem'den 

# Molekülün SMILES d#z#s# 

sm#les_str#ng = 

"C/C4=C/3CCC(C)(COc2ccc(CC1SC(=O)*C1=O)cc2)OC3C(C)C(C)C4c5c[nH]5" 

# SMILES d#z#s#nden b#r RDK#t molekül nesnes# oluşturun 

molekül = Chem.MolFromSm#les(sm#les_str#ng) 

# Kanon#k SMILES d#zes#n# alın 

canon#cal_sm#les = Chem.MolToSm#les(molekül, #zomer#kSm#les=Doğru) 

Yazdır(canon#cal_sm#les) 
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1. KONU 

Apoptoz anal+z+ kl+n+k önces+ +laç araştırmaları kapsamında kullanılan yöntemlerden b+r+d+r. 

Akış (Flow) s+tometr+s+ kullanılarak floresan b+r madde +le +şaretlenm+ş ant+korlar yüzey 

reseptörler+ aracılığıyla +ndüks+yondan DNA parçalanmasının meydana geld+ğ+ geç evrelere 

kadar apoptozun tüm yönler+n+n +ncelenmes+d+r. 

1. AMAÇ 

İlaç uygulaması sonrasında hücre apoptoz prof+l+n+n akış s+tometr+ c+hazı +le bel+rlenmes+. 

2. UYGULAMA 

İlaç/molekül uygulaması 

Hücre kültürü petr+ler+ne 1x106 hücre olacak şek+lde ek+m yapılır. 

 

Hücre ek+m+ yapıldıktan 24 saat sonra bel+rlenen IC50 konsantrasyonunda +laç aday molekülü 

hücrelere muamele ed+l+r. 

 

Bel+rlenen IC50 +nkübasyon süres+ sonunda petr+lerdek+ bes+yer+ çek+l+p atılır ve hücreler 2000 

µl PBS +le yıkanır.   

 

Petr+lere 400 µl tr+ps+n eklenerek hücreler+n kalkması (petr+den ayrılması) sağlanır. 

 

Petr+lere 3 ml bes+yer+ eklenerek hücreler 15 ml’l+k falkona alınır. 

 

Örnek başına 1x106 hücre olacak şek+lde hücreler sayılır ve sayılan hücreler ayrı falkona alınır. 

 

Falkon +40C’de 1800 rpm’de 5 dak+ka santr+füj ed+l+r. 

 

Üstte kalan süpernatant boşaltılır ve üzer+ne yaklaşık 5 ml soğuk PBS eklen+r. 

 

Yıkama +şlem+ 5 ml soğuk PBS +le tekrar +40C’de 1800 rpm’de 5 dak+ka santr+füj ed+lerek 

tekrarlanır. 
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Tekrar üst sıvı boşaltılır ve hücreler 1 ml soğuk PBS +le süspanse ed+l+r. 

 

1 ml soğuk PBS +ç+nde hazırlanan her örneğ+n +ç+ne 5 µl FITC Annex+n V ve 10 µl PI (Örneğ+n: 

Molecular probes-Membrane Permeab+l+ty/Dead Cell Apoptos+s K+t) +lave ed+l+r. 

 

Hazırlanan örnekler 30 dk buz üzer+nde +nkübasyona bırakılır. 

 

Son olarak örnekler+n akış s+tometr+ +le anal+z+ yapılır. 

 

● Apoptoz oranı bel+rlenmes+ deney+ 3 tekrarlı olacak şek+lde yapılır. 

● Kullanılan boya m+ktarı hücre sayısına göre doğru orantılı olarak değ+şeb+l+r.  

 

Akış sOtometre cOhazında analOz ve sonuçların yorumlanması 

 

 

 

 

 

 

 

İş akışı: 

 

Deney planlama ®® Örnek yükle ®® COhaz ve kapı 
ayarlarının yapılması ®®VerO kaydı ®® AnalOz ve 

verO eldesO ®® DeneyO kaydet ve sonlandır 
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AnalOz öncesO yapılacaklar 

1. S+stem gereks+n+mler+n+n doğru bağlandığından em+n olunmalıdır. 

                                                                         

 

  

 

2. Tüm boruların ve kabloların c+hazdak+ uygun renk kodlarına göre uygun şek+lde 

bağlandığından em+n olunmalıdır. 

1- MONİTÖR 

2- MOUSE 

3- KLAVYE 

4- BİLGİSAYAR 

5- AKIM SİTOMETRİSİ 

6- SIVI KABI TUTUCU 
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3. USB konf+gürasyon anahtarının b+r USB bağlantı noktasına bağlı olduğundan em+n 

olunmalıdır. 

4. Kılıf sıvısı kabı, Sıvı Kabı tutucusundan çıkarılmalı ve kılıf sıvısı kabı tem+n ed+len kılıf 

sıvısıyla doldurulmalıdır. 

5. Gerek+rse, sağ yan kapak çıkarılmalı ve Deep Clean (Der+nlemes+ne Tem+zl+k) çözelt+s+n+ 1 

ölçü Contrad 70 ve 1 ölçü Dİ su karışımıyla doldurulmalıdır. 

6. Atık kabı dolduğunda c+haz alarm vermekted+r. Bu durumda atık kabı boşaltılmalıdır. İsteğe 

ve k+rl+l+ğe bağlı olarak atık kabına, 400 ml %5 -%6 çamaşır suyu ekleyerek tem+zl+k +şlem+ 

yapılmalıdır. 

 

 

1- Atık DüzeyO Sensörü: Atık sıvı sensör 

kablosuna bağlı olmalıdır. 

2- Akış HücresO (Flow Cell) Atığı Çıkışı: Akış 

Hücres+ (Flow Cell) atık tüpüne bağlanmalıdır. 

3- Kılıf Sıvısı (Sheath FluOd) DüzeyO Sensörü: 

Kılıf Sıvısı (Sheath flu+d) sensör kablosuna 

bağlı olmalıdır. 

4- Atık Çıkışı: Sıvı atık tüpüne bağlı olmalıdır. 

5- Kılıf (Sheath) Dönüşü: Kılıf sıvısı (Seath 

flu+d) hortumuna bağlanmalıdır.  

6- Kılıf Sıvısı (Sheath FluOd) GOrOşO: Kılıf 

sıvısı (Seath flu+d) hortumuna bağlanmalıdır.  

 

25



 22 

COhazın başlatılması 

1. C+hazın arka kapağında güç kablosunun hemen üzer+nde bulunan güç anahtarı açılmalıdır. 

2. B+lg+sayarda oturum açılmalı ve CytExpert'+ başlatmak +ç+n CytExpert logosu öğes+ne ç+ft 

tıklanmalıdır. 

3. Ekranın sol alt tarafındak+ Durum Çubuğunda Bağlı s+mges+n+n yeş+l olduğundan em+n 

olunmalıdır. S+mge yeş+l değ+lse, c+haz USB's+n+n b+lg+sayara güvenl+ b+r şek+lde 

bağlandığından em+n olunmalıdır ve b+lg+sayar yen+den başlatılmalıdır. 

 

4. Cytometer menüsünde System Startup Procedure (S+stem Başlatma Prosedürü) öğes+ 

seç+lmel+d+r, InOtOalOze (Başlat) öğes+ tıklanarak yazılım komutları +zlenmel+d+r. 

 

KalOte kontrol analOzO 

1. Menü sekmes+nden START QC seç+l+r. 

                                                                                  

2. QC bead’ler+n+n lot numarasının Lot ID bölümüne g+r+lmes+ gerekmekted+r. 

3. QC beadler+ önce vortekslenerek 1 ml d+st+le suya (75-mm akış s+tometre tüp +ç+ne) 3 damla 

eklen+r. 

4. INITIALIZE seç+l+r, QC tüpü c+haza yüklen+r ardından START’a tıklanır. 
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5. QC +ç+n m+n event/sn 100 olmalıdır. Yeş+l +kon sonuçların geçt+ğ+n+ b+ld+r+rken, kırmızı +kon 

sonuçların doğru olmadığını göstermekted+r.  

6. Eğer kırmızı +kon ekranda görülürse c+haz PRIME’a alınmalıdır ve daha sonra QC test+ 

tekrarlanmalıdır. 

 

AnalOz 

1. C+haz software’n+ açmak +ç+n b+lg+sayar desktopunda yer alan +kona tıklanılır. 

2. Açılan sayfada yen+ çalışma sayfası açmak +ç+n   New ExperOment veya New ExperOment 

from Template seç+l+r. Open ExperOment sekmes+ne tıklandığında +se hafızada kayıtlı 

çalışılmış sayfa yen+den açılır.  

 

3. Ayrıca New ExperOment veya New ExperOment from Template ve Open ExperOment 

sekmeler+ne F+le’dan da ulaşılır.  

 

4. Eğer çalışma tüpler+ c+haza tanıtılmamışsa; +konu kullanılarak yen+ tüp c+haza tanıtılır. 

Sekme seç+ld+kten sonra tüp adı g+r+l+r. 
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5. Event b+lg+ler+ veya Sec seç+m+ yapılır. Slow durumunda c+haz okutulmaya hazırlanır.  

 

6. Toolbar’dan plots t+pler+ seç+l+r ve b+r plots açılır. (Dot plot veya h+stogram) 

 

7. INITALIZE seç+l+r. 

  

8. Seç+len plotta anal+z ed+lecek hücre veya parçacıklar uygun alanda görülmeye başlanırsa bu 

kez RUN sekmes+ne tıklanılır. Bu aşamada hız +sten+rse MedOum veya Fast’ a alınab+l+n+r. 
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VerOlerOn kaydedOlmesO 

1. RUN sekmes+n+n seç+m+nden sonra c+haz tüm ver+ler+ kaydetmekted+r. Aynı zamanda RUN 

esnasında c+haz ayarlarıyla yapılan herhang+ b+r değ+ş+kl+kde (voltaj veya kompenzasyon) 

kayded+lmekted+r.  

2. RUN esnasında kayded+len (geç+c+ hafızaya alınan) datalar mav+ +le göster+l+rken 

kayded+lm+ş datalar yeş+l +le göster+l+r.  

3. Kaydetme +şlem+ event sayısına veya g+r+len sec’e ulaşana kadar devam ed+p, durmaktadır. 

Ama buna alternat+f olarak ekranda yer alan STOP sekmes+nden de kaydetme durdurulab+l+n+r.  

4. Yen+ b+r tüpe devam ed+lecekse +konuna tıklanılır ya da seç+l+r.Yen+ tüp 

seç+m+nde b+r öncek+ tüp +ç+n yapılan tüm ayarlar geçerl+ olmaktadır. 
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VerO analOzO 

1. Önceden çalışılmış ver+n+n.x+t uzantılı dosyası CYTExpert dosyaları +ç+nden seç+l+r.  

                                                                  

2. Çoklu örnek anal+z+ +ç+n  +konu, tekl+ örnek anal+z+ +ç+n +konu kullanılır. 

3. Plot, kapı, İstat+st+k Tablosu ve Populasyon h+yerarş+s+ anal+zde göster+l+r.       

 

4. Plot Anal+z ver+ler+ sağa tıklandığında şekl+nde export ed+l+r. 

İstat+st+ksel tablo da sağ tıklanarak aynı şek+lde export ed+l+r. 
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5. Anal+z tamamlandığında software kapatılır, çalışma sayfası kapatılır ve güç kaynağı kes+l+r.  

 

COhaz kapatma  

1. FILE menüsünden herhang+ b+r exper+ment açılır ve c+haz INITIALIZE konumuna get+r+l+r. 

2. CYTOMETER menüsünden DaOly Clean seç+l+r.                                                    

 

3. FlowClean +ç+n yıkama süres+ 5 dk ve d+st+le su +ç+n yıkama süres+ de 5 dk olarak ayarlanır. 

4. Atık kutusu dolu +se boşaltılır. 

5. Örnek tüpler+ c+hazdan alınır. 

6. CytExpert software kapatılır. 

7. C+haz açma-kapama düğmes+nden kapatılır. 

 

AnalOz yorumlama 

1. Örnek gruplarının oluşturulması; 

• İlaç aday b+r molekül farklı konsantrasyonlarda veya IC50 konsantrasyonunda meme 

kanser hücres+ne uygulanır.  

• İlaç aday molekülün çözücüsü kontrol olarak benzer şek+lde hücreye uygulanır. 

• Örnekler; 

• Sadece PBS +le +nkübe ed+lm+ş ve +laç aday molekül uygulanmamış örnek 

(boyanmamış örnek) 
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• Annex+nV ve PI +le aynı anda +nkübe ed+lm+ş ve +laç aday molekül uygulanmış 

örnek 

• Annex+nV ve PI +le aynı anda +nkübe ed+lm+ş ve +laç aday molekül uygulanmış 

örnek 

2. C+hazda apoptoz anal+z+ +ç+n kullanılan ant+korlara uygun dalga boyu seç+lerek anal+z 

yapılır. 

3. Apoptoz anal+z+ sonrası sonuç yorumlama 

 

 

Akış s+tometre okuma sonucunda dağılım graf+ğ+ndek+ farklı kadranlardak+ hücre popülasyonu 

okuması yapılan hücre prof+l+ +le +lg+l+ b+lg+ vermekted+r. Apoptoz veya nekrozun her 

aşamasındak+ hücre yüzdes+ kadranlardak+ hücre popülasyonu +le anlaşılab+lmekted+r. 

Aşağıda Tablo 1’de farklı kadranlardak+ hücre popülasyonunun durumunun nasıl yorumlandığı 

b+lg+s+ ver+lm+şt+r; 

 

 

 

 

 

 

Q1: Annex+n -, PI+ 

Q2: Annex+n +, PI+ 

Q3: Annex+n -, PI - 

Q4: Annex+n +, PI - 
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Tablo 1. Akış s+tometre apoptoz anal+z+ sonucu kadranlardak+ hücre durumu 

Kadran AnnexOn V PI Hücre Durumu Yorum 

Q1 - + Nekrot+k Hücreler Membran hasarlı, apoptot+k değ+l 

Q2 + + 

Geç Apoptot+k/Nekrot+k 

Hücreler Apoptoz veya +k+nc+l nekroz 

Q3 - - Canlı (Sağlıklı) Hücreler 

Sağlıklı hücreler, apoptoz veya 

nekroz yok 

Q4 + - Erken Apoptot+k Hücreler Erken apoptoz, membran sağlam 

 

• Q1 (Sol Üst Kadran): Annex+n V-negat+f, PI-poz+t+f 

Hücre Durumu: Nekrot+k Hücreler 

Açıklama: Bu hücreler PI-poz+t+f ancak Annex+n V-negat+ft+r. PI, zarları tehl+keye 

g+rd+ğ+ +ç+n bu hücrelere nüfuz edeb+l+r, bu da nekrozu göster+r, ancak erken apoptoz 

evreler+nden geçmed+kler+ +ç+n Annex+n V'e bağlanmazlar. 

 

• Q2 (Sağ Üst Kadran): Annex+n V-poz+t+f, PI-poz+t+f 

Hücre Durumu: Geç Apoptot+k veya Nekrot+k Hücreler 

Açıklama: Bu hücreler hem Annex+n V hem de PI +ç+n poz+t+ft+r. Hücreler 

dışsallaştırılmış fosfat+d+lser+n (Annex+n V bağlanması) ve tehl+keye g+rm+ş zarlara (PI 

boyama) sah+pt+r, bu da geç apoptozda olduklarını veya sekonder nekroza geçt+kler+n+ 

göster+r.  

 

• Q3 (Sol Alt Kadran): Annex+n V-negat+f, PI-negat+f 

Hücre Durumu: Canlı (Canlı) Hücreler 

Açıklama: Bu hücreler ne Annex+n V ne de PI'ye bağlanmaz, bu da zarlarının sağlam 

olduğunu ve apoptoz veya nekroz geç+rmed+kler+n+ göster+r. 

 

• Q4 (Sağ Alt Kadran): Annex+n V-poz+t+f, PI-negat+f 

Hücre Durumu: Erken Apoptot+k Hücreler 
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Açıklama: Bu hücreler Annex+n V +ç+n poz+t+f ancak PI +ç+n negat+ft+r. Dışsallaştırılmış 

fosfat+d+lser+n (Annex+n V bağlanması) +çer+rler ancak hala sağlam hücre zarlarına 

sah+pt+rler (PI har+ç), bu da apoptozun erken evreler+nde olduklarını göster+r. 
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1. KONU 

Hücreler+n m+grasyon ve +nvazyon potans+yel+n+n bel+rlenmes+d+r. 

2. AMAÇ 

xCELL+gence DP c+hazındak+ m+grasyon ve +nvazyon deneyler+, kanser araştırmalarının, 

doku mühend+sl+ğ+n+n ve gel+ş+msel b+yoloj+n+n öneml+ b+r yönü olan hücre hareketl+l+ğ+n+ 

araştırmak amaçlı tasarlanmıştır. xCELL+gence DP c+hazı, hücre davranışlarını sürekl+ 

olarak +zlemek +ç+n gerçek zamanlı empedans tabanlı ölçümler kullanır ve et+ketleme veya 

manuel gözlem +ht+yacı olmadan hassas +zleme sağlar. Bu yöntem, göç veya +st+la oranı ve 

kapsamı hakkında gerçek zamanlı ver+ sağlayarak araştırmacıların farklı deneysel koşullar 

altında hem hücre hareketl+l+ğ+n+ hem de +st+la özell+kler+n+ değerlend+rmes+n+ sağlamayı 

amaçlar. 

3. UYGULAMA 

A. HÜCRE MİGRASYON ANALİZİ 
 

 Materyal 

 

Deneyde kullanılacak hücre hattı. (Hücre ekimi için her kuyucuğa 100 μl hacimle 20.000-

80.000 hücre ekilmesi önerilmektedir.) 

Tripsin/EDTA 

Serum içermeyen besiyeri (Hücre ekimi için kullanılan mediumun serumsuz hali)  

Kritik adım: Bazı hücre hatları serumsuz mediumlara karşı hassas oldukları için, 

kullanılan hücre tipine bağlı olarak 0.1%-2 serum eklenebilir. Bunun yanı sıra, serum 

içermeyen besiyeri % 0.25-0.5 oranında BSA (Bovin serum albumin) ile 

zenginleştirilebilir. Eğer BSA kullanılacaksa, en saf halinin kullanıldığından emin 

olunmalıdır.  

Kemotaksis indükleyici (Genellikle % 5-10 serum ile zenginleştirilmiş serum içermeyen 

besiyeri ya da büyüme hormonuyla zenginleştirilmiş serum içermeyen besiyeri kullanılır).   

Kritik adım: Eğer serum içermeyen besiyeri az miktar serum ile ya da BSA ile 

zenginleştirilmişse, aynı besiyerine kemotaksis faktör eklenmesi önemli olabilir.  

Kalsiyum ve Magnezyum içermeyen PBS  
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Ekipman 

RTCA DP xCELLigence Cihazı 

16-well E-Plate  

 

CIM Plate Hazırlanması 

 

Top chamber (üst bölme) ve bottom chamberlar (alt bölme) laminar akış kabini içerisinde 

paketinden çıkartılır.  

Kritik adım: Alt bölmenin cihaza uyması için belirli bir pozisyonda olması gerekmektedir. 

Mavi işarete göre hizalanmalıdır.  

 

Alt bölmedeki kuyuların içerisinde 160 μl besiyeri eklenir ve her kuyunun besiyeri ile 

doldurulduğundan emin olunur.  

 

Üst bölmeyi montaj ünitesinin üstüne mavi işaretler hizalanacak şekilde yerleştirilir. 

Yerleştirme sonrası, montaj ünitesi saat yönünün tersine 90 derece çevrilir ve üst bölme iki el 

ile tutularak alt bölmenin üstüne yerleştirilir.  

Kritik adım: İki bölmenin kesin olarak yerleştiğini anlamak için çift “click” sesini 

duyduğunuzdan emin olun.  

 

Üst bölmenin üzerindeki her kuyuya membran yüzeyi örtülecek kadar 25-50 μl serum 

içermeyen besiyeri eklenir.  

Kritik adım: Bu basamakta önemli olan serum içermeyen besiyeri değil, membran 

yüzeyinin tamamen kapanmasıdır. 

 

CIM Plate Dengeye Getirilmesi (37 °C) 

 

CIM Plate inkübatörün içindeki RTCA DP xCELLigence Cihazı içerisinde uygun pozisyonda 

yerleştirilir. Besiyerinin dengelenmesi için CIM Plate’in inkübatörde 1 saat kalması 

gerekmektedir.  
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Arka plan ölçümü 

İlk adım (1 dakika ve 1 tarama), RTCA DP xCELLigence Cihazı analiz programı içerisinde 

gerçekleştirilir. 

 

Hücre hazırlama 

 

1. Deneyde kullanılacak hücrelerin % 60-80 doluluk oranına sahip olduğundan emin olunur. 

2. Serum içeren besiyeri çekilip atılır ve hücreler PBS ile yıkanır. 

3. % 0.05 Tripsin/EDTA çözeltisinden 0.5 ml her 25’lik flask içerisine eklenir ve inkübatörde 

1-2 dakika hücrelerin kalkması beklenir.  

Kritik adım: Hücreleri çok fazla tripsin ile BIRAKMAYINIZ! Deneylerin kalitesi ve 

sağlığı için bu adım çok önemlidir.  

5. Tripsinin etkisi serum içeren besiyeri veya TNS solution 1:1 oranında eklenerek sıfırlanır.  

6. Tripsin içeren hücreler serum içermeyen besiyeri ile santrifüjlenir. Genel olarak, bu adım 

için 800g’de 5 dakika yeterlidir.  

7. Süpernatant (Üst kısım) çekilip atıldıktan sonra, pelletin üzerine birkaç ml serum içermeyen 

besiyeri yeniden eklenir ve hücre sayımı yapılır. Deney için hücre yoğunluğunun en az 

3x105/ml olmalıdır. Deney en az üç ya da dört tekrar şeklinde gerçekleştirilmelidir.  

 

CIM Plate’e hücre ekimi  
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Üst bölmedeki her kuyuya 100 μl hücre içeren çözeltiden eklenir. Her kuyuda 30.000 hücre 

bulunmalıdır. 

Kritik adım: Hücreleri üst bölmeye eklerken, köpük oluşumundan kaçınılmalıdır. 

Köpük oluşumu hücre göçünü tamamen bloke edebilir ya da hücrelerin köşeye göç 

etmesine sebebiyet verebilir. Oluşan köpükler pipet ucu yardımıyla üst bölmenin 

tabanına değdirilmeden yok edilir. Eğer köpük gitmiyorsa, kuyunun içindeki çözelti 

hemen çekilip yeniden köpük olmayacak şekilde eklenebilir.  

 

CIM plate’in oda sıcaklığında bekletilmesi 

Hücrelerin yerleşmesi için CIM plate laminar akış cihazı içerisinde en az yarım saat oda 

sıcaklığında bekletilmelidir. 

 

Ölçüm alınması 

 

Hücre içeren CIM Plate inkübatörün içindeki DP Sistemine yerleştirilir. Yapılacak olan 

ölçümün 15 dakikalık aralıklarla (tercihen) 24 saat boyu sürmesi gerekmektedir.  

Kritik adım: DP sistemine yerleştirilecek hücre içeren CIM Plate’in arkaplan ölçümü 

alınırken kullanılan modüle yerleştirilmelidir. Her modülün birbirinden farklı arkaplan 

dirençleri gösterebildiği için deney verisinde yanlışlıklar olabilir.  

 

Kritik adım: Çoğu hücre hattı için, göç süresi 3-24 saat arası sürmektedir. XCelligence 

DP sistem ile migration analizini istediğiniz kadar sürdürebilirsiniz. Ancak, migration 

analizi süresine karar vermedeki en büyük etken hücrelerin sayısının ikiye çıkma 

süresidir (doubling time). Elde edilen veriyi yorumlarken hücre çoğalması ile hücre 

göçünün karıştırılmaması için, ikiye katlanma süresinin “well below” olan kısmı seçilir.  

 

Veri analizi  

 

Ölçüm 24 saat geçtikten sonra durdurulur. 

Tüm tekrarların ortalamaları alınır. 

Cell Index (CI) eğrileri analiz edilir. Pozitif göç sinyalleri ortalama CI ≥ 2 kriterini 

karşılamalıdır. 
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Kritik adım: Farklı hücre hatları, eklenen hücre sayısına ve hücre morfolojisine bağlı 

olarak farklı direnç gösterebilmektedir. Eğer kullanılan hücre hattının CI değeri, 0.2’lik 

değer dahilindeyse, genel sinyali arttırmak için daha fazla hücre eklenebilir ya da farklı 

koşullarda ECM proteinlerinin membran üzerini örtmesi kontrol edilebilir.  

 

Öneri: Gerekli olmamakla birlikte, hücre göçünün oranı ile CI sinyali hakkında bir izlenim elde 

etmek için membran altında kalan hücreler boyanabilmektedir. Hücreleri boyamak için: 

 

Alt ve üst bölmesi birleşik olan CIM Plate birbirinden ayrılır.  

 

Üst bölmedeki kuyucuklardaki besiyeri çekilip atılır. 

 

CIM plate membran üzerindeki göç etmiş hücreler Diff-Quick staining kit kullanılarak boyanır. 

Modife edilmiş boyama prokolü aşağıda verilmiştir: 

 

Üst bölmeyi 2 dakika sabitleştirici solüsyon içerisine membran üzerindeki elektronlar direk 

çözeltiye denk gelecek şekilde yerleştirilir.  

 

Ardından üst bölme membran üzerindeki elektronlar direk çözeltiyr denk gelecek şekilde 

solüsyon I içerisinde 1 dakika bekletilir.  

 

Üst bölme membran üzerindeki elektronlar direk solüsyona denk gelecek şekilde solüsyon II 

içerisinde 1 dakika bekletilir.  

 

Son olarak, üst bölme su ile hafifçe yıkanır ve hücreler “upright” mikroskop altında sayılır ve 

incelenir.  
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B. İNVAZYON ANALİZİ 
 

 

Materyal 

Matrijel  

Kritik adım: Matrijel buz üstünde eritilir ve 0.5 ml eppendorf tüplerin içerisine 100 μl 

olacak şekilde bölünür. Hazırlanan Matrijel stokları -80°C’de muhafaza edilir. 

Kullanılmış Matrigel’in yeniden kullanılması tavsiye edilmez. Matrijellerin 

konsantrasyon ve kalitesi farklılık gösterebilmektedir. Matrijelin kalitesi ve 

konsantrasyonunu ölçmek için Matrijel titration analizi yapılması ve sonuçlarının 

karşılaştırılması tavsiye edilmektedir.  

Hücre spesifik hazırlanmış besiyeri 

 
CIM plate’in üst bölmesinin matrijel ile kaplanması 
 

Kritik adım: Deneye başlamadan önceki gün, kullanılacak pipet uçları, eppendorf tüpleri 

ve CIM Plate’in üst bölmesi +4 °C’ye kaldırılır ve bir gün soğuması beklenir. Buna ek 

olarak, 1 tüp Matrigel -80 °C’den +4’ye çıkarılır.  

 

Önceden soğutulmuş serum içermeyen besiyeri ile matrijel seyreltilir. Bu adım, buz üzerinde 

bulunan eppendorf tüplerde yapılmalıdır. Yaklaşık olarak 1 ml Matrijel CIM Plate’in üst 

bölmesini kaplamalıdır (16 kuyu için toplam hacim). 

 

Matrijel soğuk serum içermeyen besiyeri ile 800 μg/ml olmak üzere hazırlanır. Bu adım 

polimerasyondan kaçınmak için BUZ üstünde gerçekleştirilmelidir.  

 

Üst bölmedeki her kuyuya 50 μl Matrijel eklenir ve Matrigel’in tüm yüzeyi kapladığından emin 

olunur.  

 

30 μl Matrijel her kuyudan çekilerek, her kuyu içerisinde 20 μl tüm yüzeyi kaplayan Matrijel 

kalması sağlanır.  

 

Kritik adım: Bu aşamada her kuyudaki Matrijel zemini tamamen kapatması çok 

önemlidir. 30 μl Matrijel kuyulardan çekilirken, membrana değmeden inilebilecek en 
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alt bölmeye kadar inilip çekilmesine dikkat edilmelidir. Bu aşamada baloncuk 

yapmamak önemlidir.  

 

Matrijel ile kaplanmış üst bölme 4 saat boyunca 37 °C’deki inkübatörde bekletilmelidir. 

Kritik adım: İnkübatöre kaldırılan üst bölmenin hiçbir yüzeye değmeden askıda kalması 

gerekmektedir. Ayrıca, kontaminasyon ve buharlaşmadan kaçınmak için üst bölmenin 

kapağının kapatılması gerekmektedir.  

 

Matrijel polimerize olduktan sonra üst bölme laminar akış cihazı içerisine alınır ve cihaz 

protokolü başlatılır. Bu süreç Migrasyon analizi ile aynıdır.  

 

Veri analizi 

CIM plate’de hücre invazyonunu ölçmek için birçok farklı yöntem bulunmaktadır. Hücre 

Invazyon İndeks (CII), farklı zaman dilimlerindeki hücre invazyonunu gösteren ve Matrijel 

kaplı kuyularla (invazyon) kaplanmamış kuyular arasındaki oranı belirtmektedir.   

 

Önemli Noktalar 

 

1. Tekrarlar arasında çok fazla fark oluşuyorsa; 

• Matrijelin son kullanma tarihini kontrol edin. 

• Matrijelin deneyden önce bir gece boyunca +4°C beklediğinden emin olun.  

• Her deneyde yeni matrijel kullanın. Çözünen Matrijel tekrar dondurulup 

kullanılamaz.  

• Matrijel ile temas eden her araç-gereç +4°C’de soğutulduğundan ve soğuk bir 

şekilde muhafaza edildiğinden emin olun.  

• Seyreltilmiş olarak kullanılan matrijelin tüm zemini kapladığından emin olun.  

• Kaplama aşamasında baloncuk yapmadığınızdan emin olun.  

• 30 μl matrijeli geri çekerken her yerden eşit olarak çektiğinizden emin olun. 

 

2. Matrijel ile kaplanmış kuyulardan sinyal gelmiyorsa; 

• Matrijeli uygun bir şekilde seyrelttiğinizden emin olun.  
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3. Matrijel kaplı ve kaplanmamış kuyulardan yeterli sinyal ya da CI değeri alamıyorsanız; 

• Matrijeli çok fazla seyreltmiş olabilirsiniz. 

• Matrijel yeterince polimerize olmamış olabilir. Matrijelin 37°C’de CO2 

inkübatörde polimerize olması çok önemlidir. Optimal Matrijel 

polimerizasyonu için nemli ortam gereklidir.  
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1. KONU 

İlaç araştırma gel+şme çalışmalarında m+krod+z+n anal+z+ yöntem+. 

2. AMAÇ 

In v+tro kl+n+k önces+ çalışmalarda m+krod+z+n anal+z+, hücresel yanıtlara OlOşkOn b+nlerce 

gende gen +fades+ prof+ller+n+ aynı anda değerlend+rmek +ç+n kullanılır ve tedav+lere, +laçlara 

veya çevresel değ+ş+kl+klere karşı hücresel tepk+ler hakkında kapsamlı b+lg+ sunmayı 

amaçlar.  

3. UYGULAMA 

RNA izolasyonu 

IC50 konsantrasyonu bel+rlenm+ş MCF-7 ve MCF-12A hücreler+n+n vulp+n+k as+t uygulaması +le 

RNA +zolasyonun gerçekleşt+r+lmes+ aşamasına geç+lm+şt+r. RNA +zolasyonu +ç+n +lk olarak 6 

kuyulu plate’lere her b+r kuyuya 5x105 hücre düşecek oranda hem MCF-7 +ç+n hem de MCF-

12A hücre ek+m+ yapılmıştır. Hücreler+n playte oturması +ç+n 24 saat beklend+kten sonra, hücre 

ek+len kuyulardan bes+yer+ çek+l+p atılmıştır. Hücreler+n üzer+ne 2 ml IC50 konsantrasyonunda 

vulp+n+k as+t eklenm+şt+r. Kontrol olarak +se vulp+n+k as+t uygulanmamış 2 ml bes+yer+ ve ayrıca 

vulp+n+k as+t çözücüsü DMSO (% 0.01) eklenm+şt+r. Bu şek+lde hücreler bel+rlenen opt+mal 

etk+n zamana kadar (48 saat) +nkübatörde beklet+lm+şt+r. 48 saat sonra plate’dek+ kuyulardan 

kontrol ve +laç konsatrasyonu çek+l+p atılmış, her b+r kuyu 2 ml PBS +le yıkanmıştır. 6 kuyulu 

plakalara ek+len hücreler+n tüm deney gruplarından RNA +zolasyonu aşağıda bel+rt+len yönteme 

göre yapılmıştır.  

1. 6 kuyulu plakada yer alan her b+r kuyuya 1 ml Genazol eklenerek ependorf tüplere 

aktarılmıştır.   

2. Tüplere 200 µl kloroform eklenm+ş ve tüpler haf+fçe çalkalanmıştır.   

3. 10 dak+ka oda sıcaklığında beklet+len tüpler daha sonra +4 oC’de 12000 rcf’de 30 dak+ka 

santr+füj ed+lm+şt+r.  

4. Santr+füj sonunda tüplerde 3 farklı faz oluşmuş ve en üst faz yen+ b+r ependorf tüpe 

aktarılmıştır.  

5. Tüplere 500 µl +zopropanol eklenm+ş ve tüpler 1 dk boyunca haf+fçe aşağı yukarı 

çalkalanmış ve ardından tüpler 10 dk boyunca oda sıcaklığında beklet+lm+şt+r.  
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6. 10 dk sonra tüpler+n +4 oC’de 12000 rcf’de 10 dk santr+füj ed+lmes+yle RNA’ların pellet 

olarak tüpler+n d+b+ne çökmes+ sağlanmıştır. RNA’ların pellet olarak d+be çökmes+ sebeb+yle 

süpernatant kısım çek+l+p atılmıştır.  

7. Tüplere 1 ml %75’l+k etanol eklenerek pelletler etanol +çer+s+nde çözülmüştür.  

8. Tüpler y+ne +4 oC’de 12000 rcf’de 5 dk santr+füj ed+lm+şt+r.  

9. Tüplerdek+ etanol uzaklaştırılmıştır.  

10. Tüpler kapağı açık b+r şek+lde kurumaya bırakılmıştır. Böylece tüplerdek+ kalan alkolün 

uçması sağlandıktan sonra pelletler 35-40 µl RNase serbest suda çözülmüştür. RNA 

örnekler+ spektrofotometrede ölçüm alınmıştır, pasajlanarak sonrasında -80oC’de muhafaza 

ed+lm+şt+r.     

RNA örnekler+n+n saflık ve m+ktar tay+n+ agaroz jel, spektrofotometre ve b+yoanal+z c+hazında 

yapılmalıdır. 

miRNA mikrodizin analizi 

RNA örnekler+ m+krod+z+n anal+z+ +ç+n kullanılmıştır. m+RNA m+krod+z+n anal+z+ne başlamadan 

önce RNA örnekler+n+n agaroz jele yüklenerek kal+te değerlend+rmes+ yapılmıştır. 

 

m+RNA m+krod+z+n deney+ Ag+lent teknoloj+s+nde kullanılan Protokol (m+RNA M+croarray 

System w+th m+RNA Complete Label+ng and Hyb K+t, Protocol Vers+on 3.1.1, August 2015) ve 

m+RNA Complete Label+ng and Hyb K+t-Human k+t (Ag+lent), Gene express+on wash buffer k+t 

(Ag+lent), DNase/RNase-free d+st+lled water (Inv+trogen) gerçekleşt+r+lm+şt+r. Deneysel +şlemler 

beş alt basamaktan oluşmaktadır. RNA Konsantrasyonunun Hazırlanması: Spektrofotometrede 

konsantrasyonu ve saflığı bel+rlenm+ş RNA örnekler+ m+krod+z+n reaks+yonun etk+n b+r şek+lde 

gerçekleşt+r+lmes+ +ç+n 500 ng (8 µl hac+me d+st+le su +le tamamlanmıştır) olacak şek+lde 

ayarlanmıştır. Ayrıca b+yoanal+zör c+hazında RNA örnekler+n+n kal+te anal+z+ yapılır. Poly(A) 

Kuyruğunun Eklenmes#: Bu aşamada uygulama buz üzer+nde yapılır ve bu süreçte m+RNA 

molekülünün 3' ucuna Poly(A) kuyruğu eklemes+ yapılır. Kuyruklama +ç+n gerekl+ enz+m ve 

tamponlar hazırlanırken, bu aşamada özel olarak ATP karışımının 1 mM’lık Tr+s +le 

seyrelt+lmes+ gerek+r. D+lüsyon +ç+n kullanılacak formül: 1000/µg başlangıç total RNA 

hesaplamasına dayanmaktadır. RNA örneğ+ üzer+ne d+lüe ed+len ATP ve d+ğer enz+m ve 

tamponlarda eklen+p ve 15 dak+ka 37̊C’de +nkübasyona bırakılmıştır. Deney basamağında; RNA 

sp+ke control ol+gos, 2,0 µl; ATP karışımı (d+lüe ed+lm+ş) 1,0 µl; PAP Enz+m+ 1,0 µl; 10X 
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Reaks+yon tampon 1,5 µl; 25 Mm MnCl2 1,5 µl eklenerek toplam hac+m 15 µl’ye 

tamamlanmıştır. m#RNA’ların b#ot#n #le #şaretlenmes# (L#gasyon): İnkübe ed+len örnek alınıp 

buz üzer+nde beklet+l+r. Bu aşamada 15 b+yot+nl+ DNA’nın moleküle l+gasyonu aşamasıdır. 

B+yot+n karışımı ve T4 DNA l+gaz enz+m+ eklen+r ve oda sıcaklığında 30 dak+ka +nkübasyona 

bırakılır. İnkübasyon süres+ dolduktan sonra reaks+yonu durdurmak +ç+n son olarak durdurucu 

solüsyon eklen+p ve l+gasyon evres+ tamamlanmıştır. Deney basamağında; 5X Flash Tag L+gt+on 

M+x B+ot+n 4,0 µl; T4 DNA L+gase 2,0 µl; Stop Solut+on 2,5 µl eklenmes+ +le toplam hac+m 23,5 

µl’ye tamamlandıktan sonra hacm+n 21,5 µl’l+k kısmı ayrılır. H#br#d#zasyon: Bu aşama örnek 

Array’e yüklenmeden öncek+ son aşamadır. H+br+d+zasyon karışımı hazırlanıp örnek üzer+ne 

eklen+r, 99° C’de 5 dak+ka, 45° C’de 5 dak+ka +nkübe ed+l+r. Örnekler array +ç+ne yüklen+r ve 

48° C h+br+d+zasyon fırınında 16 saat boyunca h+br+d+ze olması beklen+r. Deney basamağında; 

2x hybr+d+zat+on m+x 50 µl; Nuclease free water 10 µl; De+on+zed formam+de 5 µl; DMSO 10 

µl; 20x ökaryat+k h+br+d+zasyon kontroller+nden 5 µl; Kontrol ol+gonucleot+de B2, 3nm 23.2  µl 

ve toplam hac+m 103.2 µl’e tamamlanmıştır. Yıkama, boyama, tarama: 16 saat sonunda Array 

h+br+d+zasyon fırınından alınır ve b+lg+sayara bağlı olan yıkama +stasyonunda array +ç+n uygun 

protokol seç+lm+şt+r. Gerekl+ tampon ve solüsyonlarla yıkama ve boyama yapılmış olur. 

Yıkama-boyama protokolü tamamlanan Array alınıp ve tarayıcıya konulmuştur. Tarama 

sonucunda anal+z +ç+n gerekl+ olan ver+ler elde ed+lm+ş ve c+haza a+t software’de (Ag+lent) 

anal+zler gerçekleşt+r+lm+şt+r. 

Biyoinformatik analizi 

B+yo+nformat+k anal+z ve yorumlama örnek çalışma üzer+nden açıklanacaktır. Örneğ+n, 

Vulp+n+k as+t (VA) molekülünün MCF-7 meme kanser ve MCF-12A meme ep+tel hücres+ne 

uygulanması sonrası m+RNA prof+l+ bel+rlenm+şt+r. Vulp+n+k as+t molekülünün çözüşü olarak 

DMSO kullanılmış olup bu grup kontrol olarak değerlend+r+lm+şt+r. 

 

MCF-7 hücres+ne vulp+n+k as+t uygulaması +le MCF-12A hücres+ vulp+n+k as+t uygulama 

sonuçları +le karşılaştırılmış ve farklılaşan m+RNA l+stes+ oluşturulmuştur. İstat+st+k anal+z 

yöntem+ olarak Bonferron+ FWER doğrulama metodu ve p˂0.05 anal+z bar+yer+ +le anal+z 

gerçekleşt+r+lm+şt+r. Ayrıca anal+z yöntem+ uygulanırken; kanserl+ hücre vulp+n+k as+t 

uygulaması spes+f+k m+RNA l+stes+n+ elde edeb+lmek adına; 
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kanserl+ hücre vulp+n+k as+t uygulaması’dan kanserl# hücre kontrol + normal hücre #laç 

uygulaması + normal hücre kontrol ver+ler+ çıkarılarak elde ed+lm+şt+r. 

Sonuçların yorumlanması 

MCF-7 hücres+ne Vulp+n+k as+t uygulanmış örnek (KVA) +le MCF-12A hücres+ne vulp+n+k as+t 

uygulanmış örnekler+n (NVA) karşılaştırması +le HEAT-MAP oluşturulmuştur. Üst grup kanser 

hücres+ne +laç aday molekül uygulanmış (KVA), alttak+ grup +se normal hücreye +laç aday 

molekül uygulanması sonrası (NVA) m+RNA +fade sev+yes+ prof+l+n+ göster+r. İstat+st+ksel 

anal+zler sonrasında mav+ renk -2.2 kat +le +fade sev+yes+ baskılanmış m+RNA’ların +fade sev+ye 

prof+l+n+, sarı renk olan grup +fade sev+yes+nde b+r değ+ş+m gözlenmem+ş, turuncudan koyu 

kırmızıya geçen renk sıkalasında +se +fade sev+yes+ +stat+st+ksel olarak anlamlı derece de artmış 

m+RNA prof+l+n+ yansıtmaktadır. En yüksek +fade sev+yes+ oranı 12.2 kat olarak bel+rlenm+şt+r. 

 

 

MCF-7 hücres+ne Vulp+n+k as+t uygulanmış örnek (KVA) +le MCF-12A hücres+ne vulp+n+k as+t 

uygulanmış örnekler+n (NVA) karşılaştırması +le oluşturulan heat-map. (KVA: Kanser hücre 

(MCF-7) VA uygulanmış, NVA: Normal hücre (MCF-12A) VA uygulanmış). 
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1. KONU 

İlaç araştırma gel+şme çalışmalarında xCELL+gence c+hazı +le hücre canlılık anal+z+ 

yöntem+. 

2. AMAÇ 

In v+tro kl+n+k önces+ çalışmalarda s+totoks+s+te bel+rleme deneyler+nde boyaya dayalı klas+k 

yöntemler yer+ne +laç uygulama sonrası onl+ne olarak hücre prof+l+n+ +zleme ve s+totoks+te 

anal+z+n+ çok tekrarlı, hassas ve val+de olarak bel+rlenmes+n+ amaçlar.  

3. UYGULAMA 

A. HÜCRE KÜLTÜRÜ VE İDAMESİ 

Dikkat : Aşağıda yer alan protokoller adeziv hücre hatları içindir.  

Hücrelerin Açılması  

• Hücre hattı sıvı n+trojen tankından alınıp hızlıca kültür odasına get+r+l+r.  

• 15 ml’l+k falcon tüp +çer+s+ne 5 ml ortam koyulur ve üzer+ne çözdürülen hücreler 

(yaklaşık 1 ml) eklen+r.  

• 4oC, 1500 rpm, 5 dak+ka santr+füj ed+l+r. 

• Supernatant atılır. Hücre pelet+ yen+den taze ortam +le çözdürülüp T-25 flask +çer+s+ne 

eklen+p son hac+m 5 ml olacak şek+lde ortam +le tamamlanır.  

• M+kroskopta kontrol ed+ld+kten sonra 37oC CO2 +nkübatöre yerleşt+r+l+r.  

Hücrelerin Pasajlanması  

• T-25 flask +çer+s+ndek+ ortam uzaklaştırılır. Üzer+ne 3 ml PBS solüsyonu* eklen+r ve 

flask haf+fçe çalkalanarak yıkanır. Bu +şlem bazı hücreler +ç+n +k+ kez yapılab+l+r.  

• PBS uzaklaştırıldıktan sonra yaklaşık 1 ml olacak şek+lde tr+ps+n eklen+r ve 37oC CO2 

+nkübatörde b+rkaç dak+ka +nkübe ed+l+r.  

• M+kroskopta hücreler+n tam olarak kalkıp-kalkmadığı kontrol ed+l+r. Gerek+rse b+r süre 

daha +nkübe ed+leb+l+r.  

• M+kroskopta hücreler+n durumu kontrol ed+ld+kten sonra üzer+ne 5 ml ortam eklen+r ve 

1:2** olacak şek+lde 2 adet flaska bölünür. Ardından her flask +ç+n son hac+m d+kkate 
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alınarak ortam eklen+r. M+kroskopta kontrol ed+len hücreler 37oC CO2 +nkübatöre 

yerleşt+r+l+r.   

*Protokolde bel+rt+len m+ktarlar T-25 flask +ç+nd+r. 

**Her hücren+n pasaj d+lüsyonu farklılık göster+r. Hücre hatları +le gelen b+lg+ formu d+kkate 

alınmalıdır.  

Hücrelerin Dondurulması 

Hücreler+n dondurulma +şlem+ kademel+ şek+lde farklı sıcaklıklarda yapılmalıdır.  

• Flask +çer+s+ndek+ ortam uzaklaştırılır. Üzer+ne 3 ml PBS solüsyonu eklen+r ve flask 

haf+fçe çalkalanarak +k+ kez yıkanır. Ardından tr+ps+n eklen+p 37oC CO2 +nkübatörde 

b+rkaç dak+ka +nkübe ed+l+r.  

• Hücreler m+sroskopta kontrol ed+ld+kten sonra üzer+ne 5 ml ortam eklen+r ve 15 ml 

falcon tüp +çer+s+ne alınır. 4oC’de 1500 rpm, 5 dak+ka santr+füj ed+l+r. 

• Santr+füj sırasında %90 FBS ve %10 DMSO +çeren freez#ng solut#on hazırlanır.  

• Süpernatant uzaklaştırılır ve pelet üzer+ne 1 ml önceden hazırlanan freez#ng solut#on 

eklen+r. Pelet solüsyon +çer+s+nde çözdürüldükten sonra tüpe alınır ve hızlıca -20oC 

dolaba kaldırılır. Yaklaşık 1 saat -20oC’de beklet+len hücreler ardından -80oC dolaba 

alınır, bekleme süres+ yaklaşık 18 saat (overn+ght)’d+r. Bu +şlem+n ardından hücreler sıvı 

n+trojen tankında uygun şek+lde saklanır.  

Hücrelerin Ekilmesi 

Opt+mum hücre yoğunlukları, her hücre t+p+ne özgü olup bel+rlenmes+ gereken büyüme 

özell+kler+ne göre değ+şecekt+r.  

• Hücre hattına özgü 96 kuyulu plaklara uygun hücre yoğunluğu bel+rlen+r. Ardından 

hücreler tr+ps+nlen+p sayılır ve 100 μL solüsyonda uygun kaplama yoğunluğunu elde 

etmek +ç+n hücreler ant+b+yot+k ve serum +çeren ortamda seyrelt+l+r. 

• 96 kuyulu plaklara her b+r kuyuya 100 μL hücre ek+l+r ve gece boyunca %5 CO2, 37°C'de 

+nkübe ed+l+r.  
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A. HÜCRE CANLILIĞINI WST-1 YÖNTEMİ İLE BELİRLEME 

İlaç Aday Molekül Uygulama 

Çalışılacak molekül bel+rlend+kten sonra uygun konsantrasyonda ana stok hazırlanır sonrasında 

uygulama doz aralığı bel+rlen+r ve hazırlanır. Benzer şek+lde +laç aday molekülün çözücüsü de 

kontrol olarak hazırlanır. 

WST-1 protokolü ile hücre canlılık testi 

WST-1 protokolü yaşayan hücreler+n metabol+k akt+v+tes+n+ ölçmek amacı +le tasarlanmış b+r 

protokoldür ve hücre çoğalması ve s+totoks+s+te testler+ +ç+n kullanılan b+r yöntemd+r. Protokol, 

WST-1’+n yaşayan hücreler tarafından +nd+rgenmes+ esasına dayanmaktadır. Reaks+yon 

sonucunda suda çözüleb+len formazan tuzu oluşur ve açığa çıkan formazan boyası b+r 

spektrofotometr+k okuyucu tarafından ölçülür. Absorbans değer+ hücre sayısı +le doğru 

orantılıdır, yan+ OD (opt+k dans+te) değer+ yüksek +se hücre canlılığı fazla demekt+r. Bu yöntem 

aracılığıyla farklı dozlardak+ +laç uygulamasının hücre çoğalmasına etk+s+ gözleneb+lmekte ve 

IC50 değer+ hesaplanab+lmekted+r. IC50 değer+; b+r +lacın hücre çoğalmasının en az yarısını 

(%50) +nh+be etmes+ +ç+n gereken konsantrasyondur, b+r başka değ+şle etk+nl+k gösterd+ğ+ 

m+numum konsantrasyondur.  

Buna göre, uygun +laç/madde konsantrasyonlarını bel+rlenmes+ +ç+n +lk olarak 96 kuyulu hücre 

plaklarında her b+r kuyuya denk düşecek +deal hücre sayısı bel+rlenmel+d+r. Ardından hücreler 

uygun m+ktarda ek+l+p değ+şen konsantrasyonlarda +laç/madde uygulaması yapılır.   

İlaç/madde çözücü +le de aynı konsantrasyonlarda sulandırmalar hazırlanıp hücrelere kontrol 

grubu olarak ver+l+r. Bunun dışında hücreler+n durumunu kontrol etmek amacıyla sadece hücre 

ve bes+yer+nden +baret “Hücre Kontrol” kuyuları, absorbans ölçümü sırasında kullanılan ve 

sadece bes+yer+nden oluşan “Blank” kuyuları da plak üzer+nde hazırlanır. Hücreler uygun 

+nkübasyon zamanının ardından uygulama yapılan plaktak+ kuyulara 10 µl WST-1 eklen+p 2 

saat boyunca %5 CO2'de 37°C'de +nkübe ed+l+r ve ardından 450 nm spektrofotometr+k ölçüm 

yapılır. Sonuçta elde ed+len absorbans değerler+ kullanılarak IC50 değer+ ve canlılık oranları 

hesaplanır.  
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B. HÜCRE CANLILIĞINI RTCA- xCELLJgence ANALİZ SİSTEMİ İLE 

BELİRLEME 

Hücre ekOmO 

• C+haz ve kablosu %70’l+k et+l alkol ve peçete +le d+kkatl+ b+r şek+lde tem+zlen+r.  

• C+haz deneye başlamadan yarım saat önce +nkübatöre yerleşt+r+lmel+d+r.  

• B+lg+sayar açılır ve c+haz kablosu b+lg+sayara bağlanır.  

• B+lg+sayardan RTCA programı açılır.  

• ExpNote bölümüne deney b+lg+s+ yazılır. 

• Layout bölümüne kuyuların +s+m ve b+lg+s+ yazılır. Tekrar kuyularının +s+mler+ tamamen 

aynı olmalıdır. Daha sonra kuyular mouse +le seç+lerek Apply tuşuna basılır. C+hazın hang+ 

kuyularda ölçüm yapacağı bel+rlenm+ş olur. 

• Schedule bölümünde +lk sütuna sağ tıklanır ve Add a Step seç+lerek b+r+nc+ ölçüm adımı 

eklen+r. Bu adım +le med+um +ç+n background ölçümü yapılır.  

• Message bölümünden her aşama kontrol ed+leb+l+r.  

• Plot bölümünde sağda yer alan kuyular seç+l+r ve Add tıklanır bu sayede seç+len kuyuların 

graf+kler+ +zleneb+l+r. Graf+kten kuyuları çıkarmak +ç+n sağ taraftan kuyular seç+lerek 

Remove tıklanır. 

• Ek+m+ yapılacak hücreler+n sayımı yapılır ve ek+m +ç+n gerekl+ olan m+ktar bel+rlen+r. 

Hücreler ek+me hazır hale get+r+l+r.  

• Hücreler+n ek+m+nden önce background ölçümü +ç+n c+haz plate’+nde tüm kuyulara 100 ul 

med+um (hücreler+n büyütüleceğ+) eklen+r.  

• Plate c+haza d+kkatl+ b+r şek+lde yerleşt+r+l+r. Öncel+kle c+haz üzer+ndek+ s+yah tuşa basılarak 

c+haz kapağı açılır. Plate’+n kes+k ucu c+hazda bulunan bölmedek+ kes+k kısma denk gelecek 

şek+lde yavaşça plate bölmeye bırakılır. C+haz kapağı d+kkatl+ b+r şek+lde kapatılır.  

• Message bölümü kontrol ed+l+r. B+r problem yok +se Schedule bölümünde +lk eklenen adım 

sol üstte yer alan Play kısmına tıklanarak başlatılır.  

• C+haz deneye başlamadan önce deney+n nasıl kayıt ed+leceğ+n+ sorar. Masaüstü seç+lerek 

deney adı g+r+l+r. Background ölçümü başlar, deney satırında Test yazar. Ölçüm yaklaşık 

10-15 sn sürer. Tamamlandığında deney satırında Done yazar.  

• Message bölümünden kuyularda b+r problem olup olmadığı kontrol ed+l+r. Problem var +se 

o kuyulara ek+m yapılmadan d+ğer kuyular +le deneye devam ed+l+r. 

• Plate d+kkatl+ b+r şek+lde c+hazdan çıkarılır. Message bölümünden kontrol ed+l+r. 
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• Plate kab+n +ç+ne alınarak kuyulara 100 ul hücre ek+m+ yapılır. (Kuyularda 100 ul med+um 

+ 100 ul hücrel+ med+um = 200 ul. med+um olacaktır.) 

• Hücreler+n oturması +ç+n plate kab+n +çer+s+nde 30 dk beklet+l+r. (Bekleme süres+ tam 30 dk 

olmalıdır!) 

• B+lg+sayarda Schedule bölümünde sağ tıklanır ve Add a Step tıklanarak +k+nc+ adım 

eklen+r. Bu adımda toplam deney süres+ (örn. 120 saat) ve ölçüm aralığı (örn. 15 dk) 

bel+rlen+r ve Apply tıklanır.  

• 30 dk’lık bekleme süres+nden sonra plate d+kkatl+ b+r şek+lde c+haza yerleşt+r+l+r. Message 

bölümü kontrol ed+l+r. 

• Deney Play tuşu tıklanarak başlatılır. Schedule bölümünde deney satırında Test yazmalıdır. 

Message bölümü tekrar kontrol ed+l+r. 

• Plot bölümünde sağda yer alan kuyular seç+l+r ve Add tıklanır bu sayede seç+len kuyuların 

graf+kler+ +zleneb+l+r. 

**Hücre ek+m+ yapıldıktan 24 saat sonra s+totoks+s+te test+ +ç+n +laç uygulaması yapılır. (Hücre 

t+p+ne göre bu saat değ+şeb+l+r, kontrol ed+lmel+d+r. İlaç uygulaması logar+tm+k faz sonunda 

yapılır.) 

 

İlaç uygulama 

• Uygulanacak +laç konsantrasyonları hazırlanır. 

• Programda sol üsttek+ Pause tuşu tıklanarak deney durdurulur. Message bölümü kontrol 

ed+l+r. 

• Plate c+hazdan d+kkatl+ b+r şek+lde çıkarılır ve kab+n +ç+ne alınır. Kuyulardan tabanlarına 

değmeden 100 ul bes+yer+ çek+l+p atılır. Kuyuda kalan 100 ul bes+yer+ üzer+ne 100 ul +laç 

konsantrasyonları eklen+r (kontrol kuyusu +ç+n bes+yer+ eklen+r). Haf+f b+r şek+lde 1-2 

kez p+petaj yapılır.  

• Plate d+kkatl+ b+r şek+lde c+haza yerleşt+r+l+r.  

• Play tuşuna basılarak deney devam ett+r+l+r. Message bölümü kontrol ed+l+r. (Bu aşama 

5 dk +ç+nde tamamlanmalıdır!). 

• Bel+rlenen zaman sonunda deney b+tecek ve otomat+k olarak kayded+lecekt+r. Daha 

erken sonlandırılmak +sten+yorsa Pause tıklanarak deney durdurulur ve mauel olarak 

kayıt yapılab+l+r. Her +k+ durumda da Message bölümü kontrol ed+lmel+d+r. 
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• Deney tamamlandığında plate c+hazdan çıkarılır ve program kapatılır.  

 

VerO analOzO 

• Plot: sekmes+ tıklanır. Kuyular seç+l+r ve Add tuşuna basılarak +stenen kuyuya a+t graf+k 

eklen+r. Bu aşamada bütün graf+kler seç+lerek ortalama (Average) alınır ve STD DEV 

standart sapma tıklanarak standart sapmayı gösteren graf+k elde ed+leb+l+r.  

• Cell Ondex: sekmes+ tıklanır. T+me sekmes+ tıklanır. C+hazın hang+ saatlerde kaç hücre 

saydığını göreb+l+r+z.  

**Hücre prol+ferasyon ölçümü +ç+n en +y+ hücre m+ktarı tay+n ed+l+rken; hücreler+n 24 saate en 

yakın zamanda log fazına geçen m+ktarı baz alınır. Bu bel+rlenen hücre m+ktarı s+totoks+s+te test+ 

+ç+n kuyulara konacak hücre sayısını bel+rler.  

• Layout: Bu sekme tıklanarak hang+ kuyularda ne olduğunu göreb+l+r+z. 

• Data anal+z+ +ç+n Plot bölümünde tekrar kuyuları +k+l+ olarak +ncelen+r ve sapma olup 

olmadığı kontrol ed+l+r. Sapan kuyular çıkarılmalıdır. IC50 hesaplanması +ç+n kontrol 

kuyuları da çıkarılmalıdır (+laç eklenmem+ş).  

• Anal+z+n yapılacağı kuyuların ortalamasını almak +ç+n kuyular seç+l+r ve Average 

tıklanır. 

• Hesaplamadak+ farklılıkları ortadan kaldırmak +ç+n; sağda bulunan y axOs normalOze 

cell Ondex seç+l+r. Graf+kte sol üst köşede yer alan s+yah çubuk sağa doğru çek+lerek +laç 

uygulanan saate get+r+l+r. Böylece graf+ktek+ sapmalar düzelt+l+r. 

• TOme sekmes+ tıklanarak saatl+k ölçüm alınab+l+r. En solda graf+k üzer+nde yer alan 

kırmızı ok, ölçüm +sten+len saate get+r+lerek ölçüm yapılab+l+r.  

• Anal+z +ç+n sol alttan DRC IC50 at a tOme poOnt US COC seç+l+r.  

• Data AnalysOs bölümünde sol üst köşedek+ t+k tıklanır ve seç+len kuyular ve zaman 

aralığı +ç+n IC50 graf+ğ+ ve değer+ elde ed+l+r.  

• Plot bölümünden zaman aralığı değ+şt+r+lerek Data AnalysOs bölümüne yen+ graf+kler 

sol üsttek+ artı ve eks+ tıklanarak ekleneb+l+r. 

• Ölçüm sonucunu almak +ç+n solda bulunan Plate sekmes+ tıklanır. Export Data seç+l+r 

ve +sten+len ölçüm sonuçları alınır.  

 

57





BÖLÜM 5

REKOMBİNANT PROTEİN 

ÜRETİMİ, SAFLAŞTIRILMASI VE 

KARAKTERİZASYONU

Hülya AYAR KAYALI, Elçin ÇAĞATAY, 

Mariam J.M. GHUNAIM

Video için 
QR kodu okutunuz.

Rekombinat Protein 
Üretimi - 1

Rekombinat Protein 
Üretimi - 2



 53 

1. KONU 

Rekomb+nant prote+n üret+m prosedürler+, +stenen gen+n uygun b+r vektöre klonlanması, 

ardından konak hücreye dönüştürülmes+ ve dönüştürülmüş hücre kolon+s+n+n seç+lmes+ 

dah+l olmak üzere b+rden fazla adımı +çer+r (Şek+l 1). Ek olarak, rekomb+nant prote+n+n 

karakter+zasyonu +ç+n western blot anal+z+ kullanılır (Şek+l 2). 

ŞekOl 1. Rekomb+nant prote+n üret+m aşamaları: klonlama ve transformasyon 
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2. AMAÇ 

İlaç araştırma ve gel+şt+rme çalışmalarında rekomb+nant prote+n üret+m yöntemler+ hakında 

detaylı b+lg+ sunmak amaçlanmıştır. 

 

3. UYGULAMA 

REKOMBİNANT PROTEİN ÜRETİM YÖNTEMİ  

Klonlama 

1. Uygun m+ktardak+ gen +lg+l+ restr+ks+yon enz+mler+yle kes+ld+kten sonra boş vektöre 

aktarılır. Kesme reaks+yonunu gerçekleşt+r+rken DNA'ların nanodrop değerler+n+ göz önünde 

bulundurulur. Kesme koşulları kullanılan enz+me bağlı olarak değ+ş+r. Bu nedenle +nkübasyon 

süres+ ve sıcaklık g+b+ parametreler seç+len enz+mlere göre planlanmalıdır. 

2. Kesme reaks+yonu tamamlanmadan yaklaşık yarım saat önce %0,6-1'l+k agaroz jel 

dökülür. 1'l+k agaroz jel +ç+n 1 g agaroz tartılır ve 100 ml TBE tamponunda çözülür. Küçük b+r 

agaroz tankı kullanılıyorsa, %1'l+k b+r jel +ç+n 0,5 g agaroz tartılab+l+r ve 50 ml TBE +ç+nde 

çözüleb+l+r. 

a. 500 ml 5X TBE tamponunun hazırlanması: 27 g Tr+s bazı, 13,75 g bor+k as+t ve 10 ml 

0,5M EDTA'yı (pH 8) 450 ml damıtılmış suda çözülür. Çözündükten sonra 500 ml' ye 

tamamlanır. 

3. Kes+m reaks+yonu tamamlandıktan sonra kes+lmem+ş numune ve kes+lm+ş numunen+n 

tamamı yükleme boyası +le agaroz jele yüklen+r.  

4. Jel İzolasyonu: İlk olarak, +k+ ependorf tüpünün ağırlıklarını tartılır ve kayded+l+r. Jel+, jel 

görüntüleme c+hazına yerleşt+rmeden önce UV trans+llüm+natör üzer+nde kes+l+r. Bu aşamada 

UV maruz+yet+n+ en aza +nd+rmek çok öneml+d+r. Gen+n uzunluğuna karşılık gelen bant gen+n 

yerleşt+r+ld+ğ+ kuyudan, vektörün uzunluğuna karşılık gelen bant +se vektörün yerleşt+r+ld+ğ+ 

kuyudan kes+l+r. Kes+len bantlar daha sonra önceden tartılmış tüplere yerleşt+r+l+r. İsteğe bağlı 

olarak, kes+ld+kten sonra jel+n b+r görüntüsü alınab+l+r. Jel +zolasyon k+t+n+n tal+matları +zlenerek, 

DNA daha sonra kullanılmak üzere jelden +zole ed+l+r. İzole ed+len gen ve boş vektör b+r 

nanodrop kullanılarak ölçülür. 
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5. L+gasyon: L+gasyon reaks+yonu +ç+n gen ve vektör uzunluklarının b+l+nmes+ gerek+r.  

Reaks+yon koşulları enz+m ve gene bağımlı değ+ş+m göster+r. Reaks+yonun 

tamamlanmasından sonra elde ed+len plazm+d+n bakter+ye transformasyonu gerçekleşt+r+l+r ve 

çoğaltılır. 

Transformasyon 

1. Hazırlık aşamasında su banyosu 42°C' ye, +nkübatörler 37°C' ye ayarlanır. 

2. Transformasyon +ç+n hazır olan ve -80°C' de saklanan TOP10 bakter+ler+ çıkarılır ve 

hemen buz üzer+ne yerleşt+r+l+r. 50 µL hücrelere 1 pg +la 100 ng arasında değ+şen 

konsantrasyonlarda DNA eklen+r, homojen b+r ortamın oluştuurlması +ç+n vortekslen+r ve 30 

dak+ka boyunca buz üzer+nde +nkübe ed+l+r. 

3. Tüp 30 san+ye boyunca su banyosunda tutulur, ardından hemen buz üzer+ne yerleşt+r+l+r 

ve 5 dak+ka beklet+l+r. 

4. Tüpe terc+hen SOB veya LB bes+yer+ eklen+r, 250 rpm'de 37°C'de 1 saat boyunca 

çalkalanır. 

5. Hazırlanan LB-Agar ve seleks+yon ant+b+yot+ğ+ +çeren petr+ kaplarına, +steğe bağlı olarak 

1/10 LB +ç+nde seyrelt+lm+ş 50-100 µL bakter+ +noküle ed+l+r. Petr+ kapları gece boyunca 

37°C'de +nkübe ed+l+r ve daha sonra kolon+ler seç+m +şlem+ gerçekleşt+r+l+r. 

KolonO seçOmO 

Not: Negat+f kontrollerde l+gasyon petr+s+nde olduğu kadar çok kolon+ varsa, transformasyonun 

tekrarlanması öner+l+r. Eklenmes+ yapılacak DNA’ nın olmadığı koşullarda, bazen çok az sayıda 

kolon+ ortaya çıkab+l+r. Bu durumda kolon+ seç+m+ne devam ed+leb+l+r. 

1. Seleks+yon ant+b+yot+ğ+ 1:1000 oranın LB Broth'a eklen+r. İzole ed+len tek kolon+lerden 2-3 

kolon+ seç+lerek b+r p+pet ucuyla alınır ve hazırlanan bes+yer+ne eklen+r. 

2. Gece boyunca 37°C ve 225 rpm'de +nkübe ed+l+r (veya duruma bağlı olarak en az 6 saat). 

3. Plazm+dden bel+rlenen sayıda gl+serol stoğu elde ed+ld+kten sonra bakter+ler çöktürülür ve 

DNA m+n+prep k+t+n+n tal+matlarına göre +zole ed+l+r. Saflaştırılan genet+k materyal agaroz jel 

+le kontrol ed+l+r. 
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Agaroz jel kontrolü: Klonlama aşamasında kullanılan kes+m enz+mler+ kullanılarak plazm+d 

+ç+n b+r kes+m reaks+yonu ayarlanır. Kes+len ve kes+lmeyen plazm+dler agaroz jelde sab+t 

voltajda yürütülür. Görüntüleme c+hazından elde ed+len jel görüntüsünde gen+n varlığı tey+t 

ed+l+r. Terc+h ed+len kolon+ +le büyük ölçekl+ DNA üret+m+ne geç+leb+l+r. 

Rekombı̇nant proteı̇n üretı̇mı̇ 

1. Hücre kültürünün hazırlanması: Rekomb+nant plazm+d +çeren E. col# hücreler+ uygun b+r 

kültür ortamında (örneğ+n LB broth) 37°C'de 180-250 rpm'de çalkalanarak büyütülmel+d+r. 

2. Opt+k yoğunluk (OD) 600' dek+ hücre yoğunluğu 0,6 - 0,8'e ulaştığında, +ndüks+yon, konak 

s+stem+n özel gereks+n+mler+ne bağlı olarak 0,1-1 mM n+ha+ konsantrasyonda +zoprop+l β-D-

1-t+yogalaktop+ranos+d (IPTG) g+b+ b+r +ndükley+c+n+n eklenmes+yle başlatılır. 

3. Daha sonra +ndüklenmes+ gerçekleşt+r+len hücreler, prote+n ver+m+n+ en üst düzeye çıkarmak 

+ç+n bel+rl+ b+r süre (18-24 saat), çalkalama (180-250 rpm) ve sıcaklıkta (20 - 37 °C) +nkübe 

ed+l+r. 

ProteOn ekstraksOyonu ve saflaştırma 

Prote+n üret+m+n+n ardından, hücre parçalanması ve prote+n ekstraks+yonu yapılmalıdır.  

1. B+yokütley+ elde etmek +ç+n öncel+kle hücreler toplanır ve oda sıcaklığında 15 dak+ka 

boyunca 3000 x g'de santr+füjlen+r. Santr+füj koşulları, konak hücre t+p+ne ve üret+len prote+n 

türler+ne bağlı olarak opt+m+ze ed+leb+l+r. 

2. Hücreler+ parçalamak ve hücre prote+nler+n+ serbest bırakmak +ç+n son+kasyon, l+zoz+m 

aracılığı +le gerçekleşt+r+len enz+mat+k parçalama veya mekan+k parçalama g+b+ uygun b+r 

parçalama tekn+ğ+ kullanılmalıdır. Örneğ+n, hasat ed+len hücre pelet+ uygun b+r l+z+s 

tamponunda yen+den süspanse ed+l+p, ardından 3-5 tekrar son+kasyon uygulamasına tab+ 

tutulur. Son+kasyon uygulaması, 30 san+yel+k son+kasyonun ardından numunen+n 

soğumasına +z+n vermek +ç+n 30 san+yel+k b+r d+nlenme döngüler+nden oluşmakradır. 

3. Daha sonra, meydana gelen prote+n karışımından +stenen prote+n+n saflaştırılması, af+n+te 

kromatograf+s+, +yon değ+ş+m+ ve boyut dışlama kromatograf+s+ g+b+ kromatograf+ tekn+kler+ 

kullanılarak gerçekleşt+r+leb+l+r. 
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Western blot 

 

ŞekOl 2. Western blot anal+z+ 

HomojenOzasyon 

Ana tüpten 10 µl prote+n alınır ve 40 µl PBS +le seyrelt+l+r. Seyrelt+lm+ş prote+n 50 µl RIPA 

karışımı +le karıştırılır: 

RIPA çözeltOsO 

10 µl PMSF 

10 µl Sodyum Ortovanodat 

10-20µl RIPA hazırlamak +ç+n 1X RIPA L+z+s tamponunun ml's+ başına Proteaz 

İnh+b+törü kokteyl+ eklen+r. 

% 80 ampl+tutte, prote+nler 1 dak+ka açma / kapama döngüsü, toplam 5 döngü +ç+n son+ke ed+l+r 

ve 20 dak+ka buz üzer+nde +nkübe ed+l+r. Homojen+ze ed+len örnek 10.000 g' de 20 dak+ka 

santr+füj ed+l+r. Prote+n m+ktarı BCA kullanılarak ölçülür. 
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SDS-PAGE 

%10 Jel Toplayıcı Jel Yürütme Tamponu (1x) 

%40 Akrilamid 

1.5 M Tris HCl pH 8.8 

%20 SDS 

%10 APS and TEMED 

%40 Akrilamid 

0.5 M Tris HCl pH 8.8 

%20 SDS 

%10 APS and TEMED 

25 mM Tris 

192 mM Glisin 

%0.1 SDS (w/v) çözeltisi 

 

● %10’ luk SDS jel+ hazırlanır.  

● Örnekler 4X yükleme boyası +le karıştırılır, 90oC' de 10 dak+ka +nkübe ed+l+r ve jele 

yüklen+r. 

● Jel, toplayıcı jel+n+ geçene kadar sab+t voltajda elektr+k akımı uygulanır, ardından 

prote+n bantları b+rb+r+nden net b+r şek+lde ayrılana kadar voltaj yükselt+lerek jel+n 

yürütülmes+ne devam ed+l+r. 

 

Transfer 

Transfer Çözeltisi (1L) Porceau S: Stok çözelti Blocking solution 

48 mM Tris-5,8 g 

39 mM glycin -2,92 g 

%20 methanol (w/v)-200 ml 

dH2O-500ml 

Adjust to 1L 

%30 TCA  

%2 Porceau S, %30 

sulfosalisilik asit içerisinde 

çözünür. 

TBST içinde %5 Yağsız 

Süt taze hazırlanmalı, en az 

20 dakika karıştırılmalıdır. 
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● Çalıştırma aşamasından sonra prote+nler PVDF membranlara aktarılır. 

● Prote+n transfer+ +ç+n 1X Transfer Tamponu hazırlanmış ve sandv+ç yöntem+nde kullanılan 

tüm malzemeler transfer tamponu +le etk+leşt+r+l+r.  

● Prote+n transfer+ +ç+n sandv+ç yöntem+ şu şek+lde açıklanab+l+r; transfer +ç+n kaset açılır ve 

kaset+n s+yah yüzey+ alt kısma yerleşt+r+l+r. Transfer tamponu +le etk+leşt+r+lm+ş süngerler 

s+yah yüzey+n üzer+ne ser+lm+ş ve kurutma kağıtları da sünger+n üzer+ne yerleşt+r+l+r. SDS-

PAGE jel+ çalışma tankından alınarak transfer kaset+n+n üzer+ne kurutma kağıtlarının 

üzer+ne yerleşt+r+l+r. Ardından jel+n üzer+ne PVDF membran yerleşt+r+l+r ve daha önce 

bel+rt+ld+ğ+ g+b+ kurutma kağıtları ve sünger sırasıyla yerleşt+r+l+r, kaset kapatılır ve transfer 

tankına yerleşt+r+l+r. Kaset+n s+yah yüzey+ne jel, d+ğer yüzey+ne membran gelecek şek+lde 

yerleşt+rme yapılır. 

Not: Süngerler ve f+ltre membranı transfer tamponuyla, PVDF membran MeOH +le akt+ve 

ed+lmel+d+r. 

● Transfer tamponu +le doldurmuş olan transfer tankı ve tank +4 °C buzdolabındak+ 

manyet+k karıştırıcı üzer+ne yerleşt+r+l+r. Manyet+k balık ve buz aküsü tankın +ç+ne 

yerleşt+r+l+r. S+stem 250 mA'de 2 saat ya da 20V gece boyunca çalıştırılır. 

● Ops+yonel: Ant+korları uygulamadan önce prote+n bantlarını görmek +ç+n membran 

Ponceau S +le boyanab+l+r. 

 

Bloklama – PrOmer – Sekonder antOkor uygulaması 

 

● Membranlar TBST +ç+nde hazırlanan %5 yağsız süt tozu +le 1 saat süreyle oda 

sıcaklığında rotatörde bloke ed+l+r. 

Not: Yağsız süt taze olarak hazırlanmalıdır. 

● Ant+kor uygulamasından önce her b+r kuyunun ç+zg+ler+ d+key olarak kes+l+r. 

● Pr+mer ant+korlarla 1 saat boyunca oda sıcaklığında çalkalayarak +nkübe ed+l+r. Gece 

boyunca +4oC’ de +nkübe ed+l+r. Ant+korlar %5 yağsız süt tozu +ç+nde kullanıma uygun 

konsantrasyonlarda seyrelt+l+r. 

● 1X TBST +le 3 kez yıkama yapılır.  

● İk+nc+l ant+korlar kullanıma uygun konsantrasyonlarda seyrelt+l+r ve membranlara eklen+r 

ve bu ant+korların bağlanması +ç+n membran +le +nkübe ed+l+r.  
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● 1X TBST +le 3 kez yıkanır yapılır. 

● Bantlar Görüntüleme C+hazında görüntülen+r. 
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1. KONU 

Omiklerle ilgili veritabanlarına nasıl erişileceğini ve kullanılacağı uygulamalı olarak 

gösterilecektir. UniProt'tan veri almaya odaklanılacaktır. Bu doküman öğretici, jupyter 

notebook ortamlarında çalıştırılmak üzere tasarlanmıştır ve Python kodunu çalıştırmayı 

içeren alıştırmalar içermektedir. 🐍🐍💻💻 

Not defterinin etkileşimli bulut sürümüne buradan erişebilirsiniz. 

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

_II.i pynb). 

2. AMAÇ 

Omik verinin pratik keşfine ve ilaç geliştirmedeki önemli rolü belirlenecektir. 

OmOk kOmyasallar 🧬🧬🧬🧬 

Omik, biyolojide genomik, proteomik ve metabolomik gibi disiplinleri kapsayan 

bütünleştirici bir çalışma alanıdır. Omiklerin amacı, bir organizmanın yapısı, işlevi ve 

dinamikleri hakkında bütünsel bir görünüm sağlayarak biyolojik molekül havuzlarını toplu 

olarak karakterize etmek ve nicelleştirmektir. 

İlaç geliştirmede 💊💊💊💊 omik 

İlaç geliştirmede, omik teknolojileri hastalıkların moleküler mekanizmalarının anlaşılmasında 

çok önemli bir rol oynamaktadır. Bu moleküler düzeydeki anlayış, potansiyel ilaç hedeflerinin 

belirlenmesine ve etkili terapötik ajanların geliştirilmesine yardımcı olur. 

Omik araştırmalarında 🗃🗃🗃🗃 veritabanları 

Biyoinformatik veri tabanları, omik araştırmalarında temel kaynaklardır. Ensembl veya UniProt  

gibi bu veritabanları ve diğerleri çok sayıda omik veri depolar. Bu verilere erişmek ve analiz 

etmek, ilaç keşfi ve geliştirilmesinde kritik bir adımdır. 

Veritabanlarına programlı erişim 💻💻💻💻 

Büyük ölçekli ve tekrarlanabilir analizler için, bu veritabanlarına programlı erişim genellikle web 

arayüzleri aracılığıyla manuel veri alımından daha verimlidir. Python, popüler bir dil olarak 

başlıca ilaç araştırmalarında kullanılır. Biyoinformatik, bu amaca yardımcı olmak için çeşitli 
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yollar sunar. 🐍🐍 

Eğitimin ilerleyen bölümlerinde, UniProt'a erişmek ve verileri analiz etmek için Python'un nasıl 

kullanılacağını daha derinlemesine inceleyeceğiz.
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3. UYGULAMA 

Bu eğitimin sonraki bölümlerinde, UniProt'a erişmek ve verileri analiz etmek için Python'un nasıl 

kullanılacağını daha derinlemesine inceleyeceğiz. 

 
UniProt web arayüzü 

 

Zarif ve işlevsel bir tasarıma sahip olan UniProt web sitesini ziyaret ederek başlayın. 

"CFTR" için bir arama başlatın ve görünen ilk sonucu seçin. Bu proteinin UniProt ID'sinin P13569 

olduğunu göreceksiniz. 

Sayfayı aşağı kaydırdıkça, protein hakkında birkaç değerli bilgi katmanıyla karşılaşacaksınız. Mevcut 

özellikleri keşfetmek için zaman ayırın. Sayfanın sonuna ulaştığınızda, protein dizisini ve FASTA 

formatında indirmek için bir düğme bulacaksınız. 

FATA, biyoinformatikte diziler için yaygın olarak kullanılan bir formattır ve geniş bir analiz yelpazesine 

hizmet eder. 

 

Python kullanarak UniProt'a erişme 

Protein dizilerini bir web tarayıcısı ve arayüzü aracılığıyla almak zaman alıcı olabilir ve özellikle birden 

fazla proteinle uğraşırken tekrarlanabilirlikten yoksun olabilir. 

Python, BioPython'un SeqIO'su gibi kütüphanelerle birlikte bu süreci kolaylaştırmak için kullanılabilir. 

İlk adımlar, gerekli kitaplıkları kurmayı, bunları komut dosyanıza aktarmayı ve protein dizilerini getirmek 

için bir işlev tanımlamayı içerir. 
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!p+p +nstall b+opython +çe aktarma 
+stekler+ 

B+o +mport SeqIO'dan 

from tempf+le +mport NamedTemporaryF+le +mport os 

Def sequence_for_un+prot_+d(un+prot_+d): 

r = requests.get(f"https://www.un+prot.org/un+prot/{un+prot_+d}.fasta") r.ra+se_for_status() 

NamedTemporaryF+le(suff+x=".fasta", mode="w", delete=False) +le tmp olarak: tmp.wr+te(r.text) 

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

Dönüş sırası 

# Artık Un+Prot ID'ler+ +le herhang+ b+r prote+n l+stes+n+n d+z+s+n+ alab+l+rs+n+z un+prot_+ds = 
["P13569","Q2IBA1","P35071","Q07DX5","Q2IBE4"] 

un+prot_+ds'dak+ un+prot_+d +ç+n: 

sequence = sequence_for_un+prot_+d(un+prot_+d) pr+nt(f"Un+Prot ID: 
{un+prot_+d}") pr+nt(f"Açıklama: {sequence.descr+pt+on}") 
pr+nt(f"Sequence: {sequence.seq}\n") 

 

Vaka bazlı egzersiz: Protein dizisi karşılaştırması 

Bu alıştırmada, iki kistik fibroz hastasının protein dizilerini karşılaştıracaksınız. Bu hastalardan alınan klinik 

örnekler dizilendi ve CFTR proteininin protein dizileri elde edildi. 

Hasta Detayları 

 Hasta 1: 3 yaşında kistik fibrozis tanısı alan 28 yaşında bir erkek. 

>p1_CFTR 

MQRSPLEKASVVSKLFFSWTRPILRKGYRQRLELSDIYQIPSVDSADNLSEKLERKWDRELAS

KKNPKLINALR 

 
 

Hasta 2: Geç ergenlik döneminde kistik fibroz tanısı alan 32 yaşında bir kadın. 
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>p2_CFTR 

MQRSPLEKASVVSKLFFSWTRPILRKGYRQRLELSDIYQIPSVDSADNLSEKLEREWDRELAS

KKNPKLINALR 

 
 

Görev: 

1. CFTR prote+n+n+n (Un+Prot ID P13569) "referans" FASTA d+z+s+n+ alın. 

2. P13569'lu hastalardan alınan CFTR prote+nler+n+n +k+ d+z+s+n+ karşılaştırmak +ç+n +k+l+ h+zalamalar 

yapın. 

3. H+zalama sonuçlarına dayanarak, Ivacaftor'un hang+ hastada CFTR'n+n +şlev+n+ +y+leşt+rme 

olasılığının daha yüksek olup olmadığı konusunda spekülasyon yapın? 

Ivacaftor'un aşağıdaki amino asit ikameleri ile kullanım için onaylandığını düşünün: 

 
E56K G178R S549R K1060T G1244E 

P67L E193K G551D A1067T S1251N 

R74W L206W G551S G1069R S1255P 

D110E R347H D579G R1070Q D1270N 

D110H R352Q S945L R1070W G1349D 

R117C A455E S977F F1074L  

R117H S549N F1052V D1152H  

 

Daha fazla bilgi için buraya tıklayın 

Lütfen kodunuzu aşağıdaki hücreye yazınız. 

Yasal Uyarı: Lütfen bunun yalnızca eğitim amaçlı tasarlanmış bir öğretim alıştırması olduğunu unutmayın. 

Bu alıştırmadan elde edilen sonuçlar ve yorumlar, gerçek dünyadaki klinik karar verme veya tanı için 

kullanılmamalıdır. 

İçe Aktarma İstekler+ 

B+o +mport SeqIO 

tempf+le +mport NamedTemporaryF+le +mportos 

B+o +mport pa+rw+se2 

B+o.pa+rw+se2 +mport format_al+gnment 
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def sequence_for_un+prot_+d(un+prot_+d): 

r = requests.get(f"https://www.un+prot.org/un+prot/{un+prot_+d}.fasta") r.ra+se_for_status() 

NamedTemporaryF+le(suff+x=".fasta", mode="w", delete=False) +le tmp olarak: tmp.wr+te(r.text) 

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

dönüş sırası # 

D+z+ler+ al 

seq0 = sequence_for_un+prot_+d("P13569") 

seq1 =  

"MQRSPLEKASVVSKLFFSWTRPILRKGYRQRLELSDIYQIPSVDSADNLSEKLERKWDRELASKKN
PKLINAL  

seq2 =  

"MQRSPLEKASVVSKLFFSWTRPILRKGYRQRLELSDIYQIPSVDSADNLSEKLEREWDRELASKKN
PKLINAL 

 
# İk+l+ h+zalamalar gerçekleşt+r+n 

h+zalamalar1 = pa+rw+se2.al+gn.globalxx(seq0.seq, seq1) al+gnments2 = 
pa+rw+se2.al+gn.globalxx(seq0.seq, seq2) 

# İlg+len+len am+no as+t poz+syonlarının l+stes+ 

pos+t+ons_of_+nterest = [56, 178, 549, 1060, 1244, 67, 193, 551, 1067, 1251, 74, 

# L+stey+ sıralayın pos+t+ons_of_+nterest.sort() 

# İlg+len+len am+no as+tler+ yazdırma +şlev+ 

def pr+nt_am+no_ac+ds_of_+nterest(h+zalama, pos+t+ons_of_+nterest): for + +n 
range(len(al+gnment[0])): 

pos+t+ons_of_+nterest: 

pr+nt(f"Pos+t+on: {+}, Ref: {al+gnment[0][+]}, Hasta: {al+gnment[1] 
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# Hasta 1'den sekans +ç+n h+zalamada +lg+len+len poz+syonları yazdırın 
pr+nt_am+no_ac+ds_of_+nterest(al+gnments1[0], pos+t+ons_of_+nterest) 

 

# Hasta 2'den sekans +ç+n h+zalamada +lg+len+len poz+syonları yazdırın 
pr+nt_am+no_ac+ds_of_+nterest(al+gnments2[0], pos+t+ons_of_+nterest) 

 

# Hasta 1 h+zalamalarından1 d+z+ +ç+n tüm al+gmentler+ +nceley+n. 

 

Sonuç 

Eğitimi tamamladığınız için tebrikler! 🎉🎉 Python kullanarak UniProt veritabanına nasıl erişeceğinizi 

öğrendiniz. Ayrıca biyoinformatik ve farmakogenomik ile ilgili basit bir aminoasit dizi analizi yaptınız. 

Bu konuları pratik yapmaya ve keşfetmeye devam edin. Keşfedilmeyi bekleyen çok sayıda bilgi var ! 🚀🚀 

 

 🎁🎁  � Ödül 

1. Ivacaftor'un etk+ mekan+zması ve k+st+k f+brozun moleküler temel+ ned+r? 

2. Hasta 2 de Ivacaftor'dan yararlanab+l+r m+? Eğer öyleyse, hang+ koşullar altında? Hastalığının en 

olası genet+k temel+ ne olurdu? 

3. Hastalardan gelen d+z+ler+ araştırmak +ç+n başka hang+ gel+şm+ş h+zalama araçlarını kullanab+l+rs+n+z? 

4. Un+Prot'tan hang+ yararlı b+lg+ler+ alab+l+rs+n+z? 

5. Tanı yaşı her +k+ hastada da hastalığın +lerlemes+n+ ve tedav+s+n+ potans+yel olarak nasıl etk+ler? 

6. Genomik ve genetik mühendisliğindeki gelecekteki gelişmeler nasıl etkileyebilir? 
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1. KONU 

İlaç araştırma gel+şme çalışmalarında yen+l+kç+ yöntemlerden b+r+ olan, Tek hücrel+ kütle 

s+tometr+s+ (CyTOF), CyTOF anal+z+ yapmak +ç+n kullanab+leceğ+m+z protokol konuları 

hakkında b+lg+ ver+lecek olup ImmuneNano-Lab'da CyTOF +le uygulama örneğ+ sunulacaktır. 

2. AMAÇ 

Tek hücrel+ Kütle s+tometr+s+, ant+korların florokromlar yer+ne ağır metal +yon et+ketler+ +le 

et+ketlend+ğ+ b+r akış s+tometr+s+ varyasyonudur. Kütle s+tometr+s+n+n akış s+tometr+s+ne kıyasla 

temel avantajı, her metal +zotopunun ayrı b+r algılama z+rves+ne sah+p olması ve d+ğer metal 

+zotoplarıyla örtüşmemes+ neden+yle neredeyse h+ç arka plan gürültüsü olmamasıdır. Bu gürültü 

eks+kl+ğ+ neden+yle, tek b+r hücreden aynı anda 40'tan fazla +şaretley+c+y+ tesp+t ed+leb+l+r. 

Dahası, 

C+hazda, metal et+ketl+ ant+korlarla boyanan hücreler, tek hücrel+ damlacıklara nebul+ze ed+l+r 

ve kütle spektrometres+nde tam +yon+zasyon +ç+n hazırlanır.  

 

Elde ed+len +yon bulutu, b+r dörtlü kutup kullanılarak ağır metal +yonları +ç+n zeng+nleşt+r+l+r.  

Bunlar daha sonra bir uçuş süresi odasında/spektrometresinde kütle-yük oranlarına göre ayrılır 

ve tespit edilir. 

Her izotop için iyon sayıları, karşılık gelen hedeflerinin ifadesini doğrudan yansıtır. 

Bu kapsamda bu bölüm CyTOF uygulama ve analiz hakkında bilgi sunmayı amaçlamaktadır. 

3. UYGULAMA 

B+r CyTOF deney+n+n t+p+k b+r +ş akışında sek+z temel adım vardır: 

Örnek hazırlama 

İlk adım, numune hazırlamayı +çer+r. İlg+len+len hücreler, dokulardan ve hücre kültürler+nden 

d+kkatl+ce toplanır veya per+fer+k kan mononükleer hücreler+ söz konusu olduğunda per+fer+k 

kandan +zole ed+l+r.  
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Canlı ölü boyama 

Mükemmel b+r tek hücrel+ süspans+yon elde etmek, hücre canlılığını koruduğu ve topaklanmayı 

önled+ğ+ +ç+n çok öneml+d+r. Hücre canlılığını değerlend+rmek +ç+n s+splat+n +le b+r +lk boyama 

adımı kullanılır ve sonrak+ anal+zde canlı ve ölü hücreler arasındak+ ayrımı sağlar. 

 

Barkodlama 

 

B+rden fazla örnek +çeren deneyler +ç+n araştırmacılar barkodlamayı terc+h edeb+l+r. Bu, 

hücreler+n benzers+z metal +zotop komb+nasyonları +le et+ketlenmes+nden oluşur ve aynı anda 

anal+z +ç+n numuneler+n b+r araya get+r+lmes+n+ sağlar. Barkodlama, örneklem değ+şkenl+ğ+n+ 

azaltmak ve deneysel ver+ml+l+ğ+ artırmak +ç+n özell+kle avantajlıdır. 

 Yüzey boyama 

Daha sonra, bu hücreler, her b+r+ bel+rl+ hücre yüzey+n+ veya hücre +ç+ bel+rteçler+ hedeflemek 

+ç+n tasarlanmış +zotop+k olarak saf metal et+ketl+ ant+korlarla et+ketlen+r. Ant+kor 

konsantrasyonlarının ve +nkübasyon süreler+n+n opt+m+zasyonu, sağlam ve spes+f+k bağlanmayı 

garant+ etmek +ç+n çok öneml+d+r. 

FOksasyon ve geçOrgenlOk  

Et+ketlemey+ tak+ben, örneğ+n paraformaldeh+t kullanılarak, hücreler+n doğal durumunu 

koruyarak ve metal et+ketl+ ant+korları harekets+z hale get+rerek f+ksasyon gerçekleşt+r+l+r. 

Uygun b+r deterjan +le sağlanan geç+rgenl+k, metal +zotopların hücre +ç+ bölmelere g+r+ş+n+ 

kolaylaştırır. 

Hücre OçO boyama 

Hücresel d+nam+kler+n kapsamlı b+r şek+lde anlaşılması +ç+n, hücre +ç+ bel+rteçler+n saptanmasını 

sağlamak +ç+n hücreler+n geç+rgenl+ğ+nden sonra hücre +ç+ boyama dah+l ed+leb+l+r. 

DNA Onterkalatör boyama 

B+r DNA +nterkalatör boyama adımının dah+l ed+lmes+, tek tek hücreler+n enkazdan, 

agregalardan ve d+ğer tek hücrel+ olmayan varlıklardan ayırt ed+lmes+nde büyük önem taşır. Öte 

yandan, kütle s+tometr+s+ ver+ anal+z+nde, hücreler+ tanımlamak +ç+n +ler+ saçılma ve yan saçılma 

kullanılır. 
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Yıkama, yenOden süspansOyon ve hücre sayımı 

Çeş+tl+ boyama ve yıkama adımlarından sonra, uygun şek+lde seyrelt+lm+ş b+r süspans+yon elde 

etmek +ç+n hücre sayımı yapılır.  

Numuneler hazırlandıktan sonra CyTOF c+hazı devreye g+rer. Et+ketl+ ve sab+t hücre 

süspans+yonu, +ndükt+f olarak eşleşt+r+lm+ş plazmanın metal et+ketl+ ant+korları +yon+ze ett+ğ+ 

c+haza sokulur. Uçuş süres+ kütle spektrometres+ daha sonra +yonların kütle-yük oranını ölçmek 

+ç+n kullanılır ve tek tek hücreler+n kes+n olarak tanımlanmasını ve n+cel+kler+n+n bel+rlenmes+n+ 

kolaylaştırır. Sonrak+ ver+ toplama aşaması çok öneml+d+r ve her hücre +ç+n yüksek boyutlu 

ver+ler+ yakalar. Metal +zotoplarının yoğunluğu kayded+l+r ve aşağı akış yüksek boyutlu 

anal+zler +ç+n temel oluşturan kapsamlı b+r prof+l oluşturulur. 

CYTOF uygulama örneğO 

Geç+ş metal+ karbürler+, n+trürler ve karbon+trürler, MXenes, b+yomed+kal uygulamalar +ç+n 

umut ver+c+ +k+ boyutlu malzemelerd+r. Bununla b+rl+kte, tek numunelerden yüksek derecede 

b+lg+ araştırırken, tek hücreler ve dokular +ç+ndek+ 2D materyaller+ tesp+t etmek ve görüntülemek 

+ç+n karşılanmamış kr+t+k b+r +ht+yaç vardır.  

Burada, uçuş süres+ne göre tek hücrel+ kütle s+tometr+s+ne (CyTOF) ve uçuş süres+ne göre +yon 

ışını görüntülemeye (MIBI-TOF) dayanan, lebels+z tek hücrel+ b+r tesp+t stratej+s+ olan 

LINKED'+ öner+lmekted+r. 

LINKED'de, tek hücre düzey+nde kütle s+tometr+s+ ve görüntüleme +le doğrudan tanımlanab+len 

spes+f+k geç+ş metaller+ +çeren MXenes tasarlandı. Bu tasarım, malzemeler+n ek k+myasal 

+şlevselleşt+r+lmes+ +ht+yacını ortadan kaldırır ve böylece yaygın görüntüleme yaklaşımlarının 

b+rçok sınırlamasının üstes+nden gelmekted+r. Ayrıca, t+car+ kütle s+tometr+s+ et+ketler+ +ç+n daha 

önce keşfed+lmem+ş yen+ kanallar kullanıldı. 

İlk olarak, MXenes'+ 15 b+r+nc+l +nsan bağışıklık hücres+ alt popülasyonunda aynı anda test 

ed+ld+ ve CyTOF ve görüntüleme kütle s+tometr+s+ +le materyal alımını ve tek hücrel+ 

etk+leş+mler+ başarıyla bel+rlend+. 

Daha sonra, MXene hücre etk+leş+m+ +le hücre canlılığı üzer+ndek+ etk+ arasındak+ olası 

korelasyonu değerlend+r+ld+ ve etk+leş+m+n boyutundan bağımsız olarak materyaller+n yüksek 

+mmün uyumluluğunu ortaya çıkarıldı. 
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MXenes'+n s+tok+n ve kemok+n üret+m+ açısından b+youyumluluğunu ve RNA d+z+lemes+ +le tüm 

genom tüm genom ekspresyonu üzer+ndek+ etk+ler+ doğrulandı. 

Farelerde MXenes karışımı kullanılarak yapılan +n v+vo b+yodağıtım deneyler+, tesp+t 

stratej+m+z+n çok yönlülüğünü doğruladı ve farklı organlarda ve görecel+ bağışıklık hücres+ alt 

t+pler+nde MXene b+r+k+m+n+ ortaya çıkardı. Son olarak, farklı organlardak+ MXenes'+ tesp+t 

etmek +ç+n MIBI-TOF uygulandı. 

Sonuç olarak, b+yotıpta heyecan ver+c+ yen+ fırsatlar sunması beklenen nanomalzeme tesp+t+n+ 

ve çoklu hücre ve doku özell+kler+n+n eşzamanlı ölçümünü sağlayan, akış süres+ne göre tek 

hücrel+ kütle s+tometr+s+ne ve akış süres+ne göre +yon ışını görüntülemeye dayanan yen+ b+r 

et+kets+z tek hücrel+ tesp+t stratej+s+ olan LINKED öner+lmekted+r. 
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