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ONSOZ

Molekiiler mikrobiyoloji, yasam bilimleri i¢inde temel ve hizla
gelisen bir disiplin olup, mikroorganizmalarin genetik, molekiiler ve
hiicresel diizeylerde incelenmesi igin giliclii araglar saglamaktadir.
Molekiiler tekniklerin yaygm olarak benimsenmesi, mikrobiyal yapi,
islev ve patojenik mekanizmalarin daha hassas bir sekilde karakterize
edilmesini saglamis, boylece hem temel arastirmalar1 hem de klinik
uygulamalar1  glclendirmistir. Bu  gelismeler, iyl tasarlanmig
laboratuvar is akislarina, standartlastirilmis metodolojilere ve deneysel
verilerin dogru yorumlanmasina olan ihtiyact artirmistir.

Bu kitap, molekiiler mikrobiyolojide kullanilan temel yontemleri
sistematik ve entegre bir c¢er¢eve icinde sunmak amaciyla
hazirlanmistir. Dokuz bolimden olusan c¢alisma, laboratuvar
organizasyonu ve biyolojik glvenlik, nikleik asit izolasyonu,
amplifikasyon tabanli teknikler, elektroforetik ve sekanslama
yontemleri, protein ve hiicresel analizler ve gelismis deneysel model
sistemlerini ele almaktadir. Sadece teknik prosediirlere degil, ayni
zamanda giivenilir ve tekrarlanabilir sonuglar saglayan temel
prensiplere, kalite kontrol stratejilerine ve pratik hususlara da vurgu
yapilmaktadir.

Bu kitabin, molekiiler mikrobiyoloji alaninda calisan lisans ve
yiiksek lisans dgrencileri, arastirmacilar ve laboratuvar profesyonelleri
icin degerli bir teorik ve pratik referans kaynagi olmasmi umuyoruz. Bu
calismanin hazirlanmasinda yer alan tiim katkida bulunanlara icten

tesekkiirlerimizi sunariz.

Dog. Dr. Demet CELEBI
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GIRIS

Laboratuvarlar, bilimsel bilginin iretildigi, dogrulandigi ve
uygulamaya donistiiriildiigii temel c¢aliyma alanlaridir.  Saghk
bilimlerinden temel bilimlere, miihendislikten cevre arastirmalarina
kadar genis bir yelpazede yiiriitillen deneysel ¢aligmalar, belirli bir
diizen, disiplin ve giivenlik anlayis1 ¢cergevesinde gerceklestirildiginde
anlamli ve siirdiiriilebilir sonuglar ortaya koyabilmektedir. Bu
baglamda laboratuvar organizasyonu, giivenligi ve temel kavramlar,
yalnizca teknik bir gereklilik degil; ayn1 zamanda bilimsel etik, kalite

yonetimi ve arastirma kiiltlirliniin ayrilmaz bir parcgasidir.
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Laboratuvar organizasyonu, fiziksel altyapmin planlanmasindan
insan kaynaginmn yonetimine, cihaz ve ekipmanlarm kullanimindan
belgelendirme siireclerine kadar ¢ok boyutlu bir yapiy1 ifade eder. Etkin
bir organizasyon hem arastirma verimliligini artirmakta hem de hata
oranlarini ve olasi riskleri en aza indirmektedir. Ozellikle biyolojik,
kimyasal ve fiziksel risklerin bulundugu laboratuvar ortamlarinda, 1yi
yapilandirilmig bir organizasyon modeli; ¢alisan sagliginin korunmasi,
deneysel sonuglarin giivenilirligi ve mevzuata uyum acisindan kritik
Ooneme sahiptir. Laboratuvar gilivenligi ise, potansiyel tehlikelerin
tanimlanmasi, risklerin degerlendirilmesi ve bu risklere kars1 onleyici
ve koruyucu Onlemlerin sistematik olarak uygulanmasmi kapsayan
biitlinciil bir yaklagimdir. Kimyasal maddeler, biyolojik etkenler, kesici-
delici aletler, elektrikli cihazlar ve basinglt sistemler gibi pek ¢ok risk
faktorii, laboratuvarlarda es zamanli olarak bulunabilmektedir. Bu
nedenle giivenlik, yalnizca bireysel dikkat ve deneyime birakilmamali;
standart c¢alisgma prosediirleri (SOP), egitim programlari, kisisel
koruyucu donanim kullanimi ve acil durum planlarn ile
desteklenmelidir. Giivenli bir laboratuvar ortami, ¢calisanlarin psikolojik
olarak da kendilerini giivende hissetmelerini saglayarak bilimsel
iiretkenligi olumlu yonde etkilemektedir. Laboratuvarlarda kullanilan
temel kavramlar ve terminoloji, bilimsel iletisimin ortak bir dil
iizerinden yiiriitiilmesini saglar. Numune, reaktif, kontrol, kalibrasyon,
validasyon, kontaminasyon ve kalite kontrol gibi kavramlar, farkli
disiplinlerdeki ~ laboratuvar ~ ¢aligmalarinin  ortak  paydasini
olusturmaktadir. Bu kavramlarin dogru anlasilmasi ve yerinde

kullanilmas1 hem deney tasariminin dogru yapilmasi hem de elde edilen
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sonuglarmn dogru yorumlanmasi agisindan zorunludur. Ozellikle egitim
amagli laboratuvarlarda, temel kavramlarin sistematik bir sekilde
Ogretilmesi, 0grencilerin ilerleyen asamalarda karsilasacaklari daha
karmagsik uygulamalara saglam bir zemin hazirlamaktadir. Gliniimiizde
laboratuvarlar, yalnizca deney yapilan fiziksel mekanlar olmaktan
cikmig; kalite yOnetim sistemleri, akreditasyon siirecleri ve
ulusal/uluslararast  standartlarla  sekillenen kurumsal yapilara
dontigsmiistiir. ISO standartlari, iyi laboratuvar uygulamalar1 (GLP) ve
biyogiivenlik rehberleri, laboratuvarlarin isleyisine yon veren temel
cerceveleri olusturmaktadir. Bu standartlar, deneysel siireglerin
izlenebilirligini, tekrarlanabilirligini ve giivenilirligini artwrarak
bilimsel ¢iktinin kalitesini yiikseltmeyi amaglamaktadir. Dolayisiyla
laboratuvar organizasyonu ve giivenligi, yalnizca giinliik uygulamalarla
smirlt olmayip, stratejik planlama ve siirekli iyilestirme anlayisi ile ele
almmalidir. Akademik ve arastirma laboratuvarlarinda, disiplinler arasi
calismalarin artmasiyla birlikte organizasyon ve giivenlik konularmin
onemi daha da belirgin hale gelmistir. Farkli uzmanlik alanlarindan
arastirmacilarin ayni ortamda calismasi, bilgi paylasimini ve yenilik¢i
yaklagimlar1 tegvik ederken; ayn1 zamanda yeni riskleri ve yonetim
zorluklarin1 da beraberinde getirmektedir. Bu nedenle laboratuvar
yoneticileri ve sorumlular1 hem teknik bilgiye hem de etkili iletisim ve
liderlik becerilerine sahip olmalidir. Egitim, denetim ve geri bildirim
mekanizmalari, sirdiiriilebilir  bir laboratuvar kiiltiiriiniin

olusturulmasinda temel araglar olarak 6ne ¢ikmaktadir.



Bu  bolimde, molekiiller  mikrobiyoloji  laboratuvar
organizasyonu, glivenligi ve temel kavramlar biitlinciil bir bakis agisiyla
ele alinacaktir. Giris boliimiinde sunulan bu cergeve, ilerleyen alt
basliklarda  laboratuvarlarin  yapisal  diizenlenmesi, personel
sorumluluklari, giivenlik ilkeleri, risk yonetimi ve temel terminolojinin
ayrintili olarak incelenmesine zemin hazirlamaktadir. Ama¢ hem
ogrencilere hem de arastirmacilara, giivenli, diizenli ve bilimsel agidan
giicli bir laboratuvar ortami olusturmanin temel prensiplerini
kazandirmaktir. Bu yaklasim, bilimsel ¢alismalarin kalitesini artirmanin
yani sira, etik ve sorumlu arastirma anlayisinin yerlesmesine de katki

saglayacaktir.

1.1.Modern Molekiiler Laboratuvar Tasarim:
Kontaminasyon kontrolii, tek yonlii is akis1 (Pre-PCR ve Post-PCR
alanlan)
1.1.1. Genel Bakis ve Kavramsal Cerceve
Molekiiler mikrobiyoloji ve molekiiler tani laboratuvarlari,
Ozellikle polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ve diger niikleik asit
amplifikasyon tekniklerinin rutin kullanima girmesiyle birlikte, klasik
laboratuvarlardan ¢ok daha kati tasarim ve organizasyon ilkeleri
gerektiren caligma ortamlar1 haline gelmistir. PCR temelli yontemler,
hedef DNA veya RNA molekiillerinin ¢ok diisiik kopya sayilarinda dahi
tespit edilmesine olanak taniyan yiiksek duyarliliga sahiptir; ancak bu
yiksek duyarlilik, ayn1 zamanda en kiiciik miktardaki ¢evresel veya
islem kaynakli kontaminasyonlarin bile amplifiye edilerek yanlis

pozitif sonuglara yol acabilmesi anlamina gelmektedir (Kwok &



Higuchi, 1989; Setia et al., 2026) Bu nedenle PCR tabanli analizlerin
giivenilirligi, yalnizca analitik performansa degil, dogrudan laboratuvar
tasarimma ve kontaminasyon kontrol stratejilerine baglidir. Modern
molekiiler mikrobiyoloji laboratuvar tasarimi; fiziksel alanlarin
planlanmasi, hava akimi ve basing kontrolii, personel ve malzeme
hareketlerinin ~ diizenlenmesi, alanlara 06zgii ekipman ve sarf
malzemelerinin tahsisi ile etkili dekontaminasyon stratejilerinin
biitlinctil bir yaklasimla uygulanmasini gerektirir (B. W. Buchan & N. A.
Ledeboer, 2014; LaCroix, Palsson, & Feist, 2017). Bu ¢ok katmanl yaps,
molekiiler analizlerin yiiksek duyarliligindan kaynaklanan riskleri
azaltmay1 ve laboratuvar verilerinin bilimsel gecerliligini korumay1
amagclar. Bu yaklagimin merkezinde yer alan temel kavramlardan biri
“tek yonli is akis1” (unidirectional workflow) ilkesidir. Tek yonlii is
akisi, niikleik asit amplifikasyonu oncesi (Pre-PCR) ve sonrasi (Post-
PCR) siireclerin hem fiziksel hem de operasyonel olarak kesin sinirlarla
ayrilmasini ve bu alanlar arasinda geri doniisiin engellenmesini esas alir
(Forbes et al.,, 2018). Bu prensip, 6zellikle PCR sirasinda olusan
ampliconlarin temiz alanlara tasinmasini Onleyerek kontaminasyon
riskini belirgin bi¢imde azaltir. Pre-PCR alanlarinin yalnizca reaktif ve
master mix hazirlanmast gibi kontaminasyondan uzak islemler icin
kullanilmasi, numune DNA/RNA’smin ve amplifiye iriinlerin bu
alanlara kesinlikle sokulmamasi gerektigi vurgulanmaktadir. Buna
karsilik Post-PCR alanlari, amplifikasyon ve {iriin analizinin
gerceklestirildigi, kontaminasyon agisindan yiiksek risk tasiyan
bolgeler olarak tanimlanir (Almeria et al., 2025; Espy et al., 2006) . Bu

alanlarin fiziksel izolasyonu ve tek yonli is akist prensibiyle



yonetilmesi, yanlis pozitif sonuglarin 6nlenmesinde temel bir strateji
olarak kabul edilmektedir. Ayrica molekiiler analizlerin dogas1 geregi,
amplifiye {triinlerin aerosolizasyon yoluyla ¢evreye yayilabilme
potansiyeli, laboratuvar tasarimida yalnizca alan ayrimini degil; ayni
zamanda hava filtrasyonu, laminar akis kabinleri, miihendislik
kontrolleri ve personel egitiminin es zamanli olarak uygulanmasini
zorunlu kilmaktadir (Kralik & Ricchi, 2017). Bu biitiinlesik yaklagim,
kontaminasyonun 6nlenmesi, erken tespiti ve molekiiler testlerin tekrar
edilebilirligi ile klinik giivenilirliginin saglanmasi agisindan kritik

oneme sahiptir.

1.1.2. Molekiiler Mikrobiyoloji Laboratuvarlarinda
Kontaminasyonun Onemi

Kontaminasyon, molekiiler mikrobiyoloji ve molekiiler tani
laboratuvarlarinda karsilagilan en kritik kalite ve giivenilirlik
sorunlarindan  biri olarak kabul edilmektedir. Niikleik asit
amplifikasyonuna dayali yOntemlerin son derece yiiksek analitik
duyarlhiligi, hedef dist DNA veya RNA’nin dahi ¢ogaltilabilmesine
neden olabildiginden, kontaminasyon molekiiler testlerin dogrulugunu
dogrudan tehdit eden bir faktor hiline gelmistir (Doern et al., 2019). Bu
nedenle kontaminasyon, yalnmizca teknik bir aksaklik degil; ayni
zamanda bilimsel gecerlilik, klinik gilivenlik ve etik sorumluluk
acisindan ele alinmasi gereken temel bir problem olarak
degerlendirilmektedir. Molekiiler mikrobiyoloji laboratuvarlarinda da
kontaminasyon genel olarak ii¢ ana baslk altinda incelenmektedir:

amplicon kontaminasyonu, numuneler arasi ¢apraz kontaminasyon ve



cevresel kontaminasyon. Bu smiflandirma, kontaminasyonun
kaynagini ve 6nlenmesine yonelik stratejileri dogru sekilde tanimlamak
acisindan onem tasir (Carey et al., 2018; Millar, Xu, & Moore, 2002).
Amplicon kontaminasyonu, daha o6nce PCR veya benzeri
amplifikasyon reaksiyonlar1 sonucunda elde edilmis iirlinlerin, yeni
reaksiyonlara istemsiz olarak tasinmasi sonucu ortaya c¢ikar. PCR
irlinleri, milyonlarca kopya halinde bulunmalar1 ve aerosolize
olabilmeleri nedeniyle en giiclii kontaminasyon kaynaklarindan biri
olarak kabul edilir. Pipetleme sirasinda olusan aerosol damlaciklari,
ylizeylere veya ekipmanlara yerleserek uzun siire ortamda kalabilir ve
daha sonraki analizlerde yanlis pozitif sonuglara yol acabilir (Guan,
Chang, Mok, & Lee, 2023). Bu nedenle amplicon kontaminasyonu, PCR
tabanli analizlerde yanlis pozitif sonuglarin en yaygin nedeni olarak
tanimlanmaktadir (L. Gao et al., 2023). Numuneler arasi c¢apraz
kontaminasyon ise, bir numunedeki niikleik asidin baska bir numuneye
fiziksel temas, pipetleme hatalar1 veya ortak ekipman kullanimi yoluyla
aktarilmas1 sonucu meydana gelir. Ozellikle yiiksek 6rnek hacmiyle
calisilan klinik molekiiler tani laboratuvarlarinda, otomasyonun simnirl
oldugu veya personel is ylikiiniin yiiksek oldugu durumlarda bu risk
daha belirgin hale gelmektedir (Silva, Epstein, & Vega Thurber, 2023).
Capraz kontaminasyon, yalnizca yanlis pozitif sonuclara degil; ayni
zamanda Orneklerin yanlis siniflandirilmasina ve klinik tani hatalarina
da neden olabilmektedir. Cevresel kontaminasyon ise laboratuvar
ortaminda bulunan yiizeyler, hava, su, ekipman ve personel kaynakli
niikleik asitlerin analiz siirecine dahil olmasiyla ortaya c¢ikar.

Laboratuvar yiizeylerinde biriken DNA kalintilari, yetersiz temizlik ve



dekontaminasyon uygulamalar1 sonucunda uzun siire ortamda kalabilir.
Ayrica hava akimi, havalandirma sistemleri ve personel hareketleri de
cevresel kontaminasyonun yayilmasinda rol oynayabilir (Jurasz,
Pawlowski, & Perlejewski, 2021). Bu kontaminasyon tiirlerinin kontrol
altma alinamamasi, yalnizca bireysel test sonuglarmi etkilemekle
kalmaz; laboratuvarin uzun vadeli bilimsel giivenilirligini, yaym
kalitesini ve klinik karar siireglerini de ciddi sekilde zedeler. Klinik
molekiiler mikrobiyoloji tan1 laboratuvarlarinda yanlis pozitif sonuclar,
gereksiz tedavilere, hasta kaygisina ve saglik sisteminde ek maliyetlere
yol agabilirken; arastirma laboratuvarlarinda ise hatali veriler bilimsel
literatiirde yanlis yonlendirmelere neden olabilir (Borst, Box, & Fluit,
2004). Bu nedenlerle modern molekiiler laboratuvar tasariminda temel
hedef, kontaminasyonun yalnizca sonu¢ asamasinda tespit edilmesi
degil; olusmadan 6nce onlenmesi olmalidir. Bu yaklasim, fiziksel alan
ayrimi, tek yonlii is akisi, alanlara 6zgii ekipman kullanimi, etkili
dekontaminasyon protokolleri ve diizenli kalite kontrol uygulamalarini
iceren proaktif bir risk yonetimi stratejisini zorunlu kilar (Borst et al.,
2004; Jia et al., 2022). Kontaminasyonun erken tespiti i¢in kullanilan
negatif kontroller ve bos ekstraksiyon kontrolleri ise bu yapisal

onlemleri tamamlayici unsurlar olarak degerlendirilmektedir.

Sonu¢  olarak,  kontaminasyon  kontroli = molekiiler
laboratuvarlarda yalnizca teknik bir gereklilik degil; dogru tani,
giivenilir aragtirma ve etik sorumluluklarin siirdiiriilebilirligi agisindan

temel bir kalite gostergesi olarak kabul edilmelidir. Bu baglamda



kontaminasyonun onemi, laboratuvar tasariminin merkezinde yer alan

belirleyici bir faktor olarak ele alinmalidir.

1.1.3. Fiziksel Alanlarin Planlanmasi ve Boliimlendirme

Molekiiler mikrobiyoloji laboratuvar tasariminda fiziksel
alanlarm planlanmas1 ve fonksiyonel olarak bdoliimlendirilmesi,
kontaminasyon kontroliiniin  saglanmasinda temel belirleyici
unsurlardan biridir. Ozellikle PCR ve diger niikleik asit amplifikasyon
temelli yontemlerin kullanildig1 laboratuvarlarda, PCR o6ncesi (Pre-
PCR) ve PCR sonrasi (Post-PCR) alanlarin fiziksel olarak ayrilmasi,
uluslararas1 kilavuzlar ve iyi laboratuvar uygulamalar1 tarafindan
zorunlu bir gereklilik olarak tanimlanmaktadir (Mayer, 1995). Ideal bir
molekiiler laboratuvar diizeninde Pre-PCR ve Post-PCR alanlar1
fiziksel olarak ayr1 odalarda konumlandirilmali ve bu alanlar arasinda
dogrudan gecis engellenmelidir. Alanlarin ayr1 odalarda planlanmasmin
miimkiin olmadig1 durumlarda ise, en azindan ayr1 ¢alisma istasyonlari,
alanlara 6zgii ekipman kullanimi ve bagimsiz veya yonlendirilmis hava
akim sistemleri ile fonksiyonel izolasyon saglanmalidir. Bunun temel
amaci, yiksek kopya sayisina sahip amplifiye niikleik asitlerin,
amplifikasyon dncesi temiz alanlara tasinmasimi dnlemektir (Darafarin,
Movahedinia, Darafarin, & Farzami, 2021). Pre-PCR alanlari, niikleik asit
amplifikasyonu Oncesinde gergeklestirilen tiim islemleri kapsayan ve
kontaminasyon agisindan en hassas bolgeler olarak kabul edilen
alanlardir. Bu alanlarda reaktiflerin hazirlanmasi, master mix
olusturulmasi, primer ve prob ¢ozeltilerinin hazirlanmasi ile numune

dis1 6n hazirlik iglemleri gergeklestirilir. Pre-PCR alanlarinin en kritik



ozelligi, amplifiye DNA veya RNA ile kesinlikle temas etmemesi
gerekliligidir. Bu nedenle bu alanlara yalnizca temiz ve tek kullanimlik
sarf malzemeleri sokulmali; pipetler, santrifijler ve diger ekipmanlar
yalnizca bu alana 6zgii olarak tahsis edilmelidir (Carson, Miller, Srougi,
& Witherow, 2019). Pre-PCR alanlarinda ayrica pozitif basinghi hava
sistemi kullanilmasi Onerilmektedir. Pozitif basing, laboratuvar
disindan veya kontamine alanlardan bu bolgeye hava girigini
engelleyerek cevresel kontaminasyon riskini azaltir. Bunun yani sira
UV 151k kaynaklari, DNA pargalayici yiizey dekontaminasyon ajanlari
ve diizenli temizlik protokolleri, Pre-PCR alanlarmin giivenligini
artrran tamamlayict 6nlemler arasinda yer almaktadir (Hardy, 2020).
Post-PCR alanlar1 ise niikleik asit amplifikasyonunun gerceklestirildigi
ve amplifiye TUriinlerin analiz edildigi bolimleri kapsar. PCR
cihazlarinin bulundugu alanlar, jel elektroforezi uygulamalari, real-time
PCR sonuglarinin degerlendirilmesi ve amplifikasyon ({iriinlerinin
dogrulama islemleri bu alanlarda yapilir. Post-PCR alanlari, yiiksek
miktarda amplifiye DNA veya RNA icermeleri nedeniyle
kontaminasyon agisindan “yiliksek riskli bolgeler” olarak kabul
edilmektedir (Blake W Buchan & Nathan A Ledeboer, 2014). Bu alanlarda
gerceklestirilen iglemler sirasinda olusabilecek aerosolize PCR
irlinleri, yiizeylere, ekipmanlara ve laboratuvar havasina
yayilabilmektedir. Bu nedenle Post-PCR alanlarinin negatif basingh
olarak tasarlanmasi, kontamine havanin diger alanlara tagmmasini
onlemek acisindan onemlidir. Ayrica Post-PCR alanlarinda kullanilan
sarf malzemelerinin ve ekipmanlarin Pre-PCR alanlarina geri

sokulmamasi, tek yonli is akis1 ilkesinin temel bir geregidir
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(Boonyaratanakornkit, 2025). Fiziksel alanlarin planlanmasinda yalnizca
Pre-PCR ve Post-PCR ayrimi degil; ayni zamanda numune kabul,
niikleik asit ekstraksiyonu ve amplifikasyon asamalarinin da miimkiin
oldugunca ayr1 alanlarda yiiriitiilmesi onerilmektedir. Bu ¢ok asamali
alan ayrimi, oOzellikle klinik molekiiler tani laboratuvarlarinda
kontaminasyon riskini daha da azaltmakta ve test sonuglarmin

giivenilirligini artirmaktadir (Boonyaratanakornkit, 2025; Graf, 2025).

Sonu¢ olarak, molekiiler laboratuvarlarda fiziksel alanlarin
planlanmas1 ve boliimlendirilmesi, kontaminasyon kontroliine yonelik
pasif bir 6nlem degil; laboratuvarin tiim isleyisini yonlendiren aktif bir
kalite giivence stratejisi olarak degerlendirilmelidir. Pre-PCR ve Post-
PCR alanlarinin etkin sekilde ayrilmasi, tek yonlii is akis1 ve uygun
hava basing sistemleriyle desteklendiginde, molekiiler analizlerin

dogrulugu ve tekrarlanabilirligi 6nemli 6l¢iide artirilmaktadir.

1.1.4. Tek Yonlii Is Akis1 Prensibi

Tek yonlii is akis1 (unidirectional workflow), mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda kontaminasyon kontroliiniin temel yap1 taglarindan
biri olup; personelin, numunelerin, ekipmanlarin ve sarf
malzemelerinin laboratuvar icerisinde yalnizca temiz alandan kirli
alana dogru ilerlemesini esas alan bir organizasyon modelidir. Bu
yaklasimin temel amaci, amplifiye niikleik asitlerin veya potansiyel
olarak kontamine materyallerin, daha temiz ve hassas ¢alisma
alanlarina geri tagmmasmi Onlemektir (Oelkers, 2016). Tek yonlii is
akisinda siiregler genellikle reaktif hazirlama — numune hazirlama —

niikleik asit amplifikasyonu — amplifikasyon f{irlinlerinin analizi
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sirasii izler. Bu akis, Pre-PCR alanlarindan baslayarak Post-PCR
alanlarinda sonlanir ve herhangi bir asamadan 6nceki bir alana geri
doniis kesinlikle Onerilmez (Stoudt, Vasquez, & Martinez, 2021). Bu
kuralin ihlali, 6zellikle PCR f{iriinlerinin aerosolize olarak tasmmasi
sonucu, temiz alanlarda amplicon kontaminasyonuna  yol
acabilmektedir. Personel hareketleri, tek yonli 1is akisinin
uygulanmasinda kritik bir rol oynar. Post-PCR alaninda calismis bir
personelin, aymi giin icerisinde Pre-PCR alanina donmesi,
kontaminasyon agisindan yiiksek risk olusturur. Amplifiye DNA veya
RNA’nin personelin giysileri, eldivenleri veya kisisel esyalari
aracilifiyla tasinabilmesi, yanlis pozitif sonuglarin en 6nemli nedenleri
arasinda yer almaktadir (Chen, Li, & Xu, 2022). Bu nedenle ideal
laboratuvar organizasyonunda, personelin c¢alisma alanlar1 net
kurallarla sinirlandirilmali ve miimkiinse farkli personel gruplari Pre-
PCR ve Post-PCR alanlarinda gorevlendirilmelidir. Tek yonlii is
akisiin siirdiiriilebilirligi agisindan kisisel koruyucu ekipmanlarin
(KKE) alanlara 6zgii olarak kullanilmasi biiyiik 6nem tasir. Laboratuvar
onliikleri, eldivenler, boneler ve ayakkab1 koruyucularinin her alan i¢in
ayrt olmast ve alan degisimlerinde mutlaka degistirilmesi
gerekmektedir. Ozellikle Post-PCR alaninda kullamlan &nliik ve
eldivenlerin Pre-PCR alanina tasmmasi, kontaminasyon riskini belirgin
sekilde artrmaktadir (Stoudt et al., 2021). Bu nedenle KKE degisim
prosediirleri yazili hale getirilmeli ve personel bu konuda diizenli olarak
egitilmelidir. Numune ve malzeme hareketleri de tek yonli is akist
prensibine uygun sekilde planlanmalidir. Reaktifler ve temiz sarf

malzemeleri yalnizca Pre-PCR alanlarinda agilmali ve kullanilmaly;
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Post-PCR alanlarinda kullanilan pipet uglari, tiipler veya diger sarf
malzemeleri kesinlikle temiz alanlara geri sokulmamalidir. Ayni
sekilde, Post-PCR alanlarinda kullanilan ekipmanlarin baska alanlarda
kullanim1 yasaklanmalidir (Nettekoven & Thomas, 2002). Bu alanlara
0zgii renk kodlama veya etiketleme sistemleri, is akisinin dogru sekilde
uygulanmasma katki saglamaktadir. Tek yonlii is akisi prensibi,
yalnizca fiziksel hareketlerin diizenlenmesiyle sinirli olmayip; ayni
zamanda zaman yonetimini de kapsar. Ayni personelin farkli alanlarda
calismasinin zorunlu oldugu durumlarda, Pre-PCR islemlerinin Post-
PCR islemlerinden 6nce tamamlanmasi ve alan degisiminden sonra
kapsamli dekontaminasyon uygulanmasi Onerilmektedir. Ancak bu
uygulama, ideal bir ¢6ziim olarak degil, yalnizca zorunlu durumlarda
basvurulmasi gereken bir istisna olarak degerlendirilmelidir (Eshetu;

Stoudt et al., 2021).

Sonug olarak tek yonlii is akisi, molekiiler laboratuvarlarda
kontaminasyonun Onlenmesine yoOnelik pasif bir kural degil;
laboratuvarin tiim organizasyonunu ve giinliik isleyisini belirleyen aktif
bir kalite giivence yaklasimidir. Personel, numune ve malzeme
hareketlerinin bu prensibe uygun olarak planlanmasi, PCR temelli
analizlerin dogrulugunu artirmakta ve laboratuvar sonug¢larmin bilimsel

ve klinik giivenilirligini giiclendirmektedir.

1.1.5. Hava Akimi, Basin¢ ve Havalandirma Sistemleri
Modern molekiiler laboratuvar tasariminda hava akimi, basing
farklar1 ve havalandirma sistemleri, kontaminasyonun 6nlenmesinde

pasif ancak son derece etkili miihendislik kontrolleri arasinda yer

13



almaktadir. PCR ve benzeri yiiksek duyarliliga sahip niikleik asit
amplifikasyon tekniklerinin kullanildig1 laboratuvarlarda, aerosolize
olabilen niikleik asit parcaciklari ve amplifiye {irlinler, hava yoluyla
cevreye yayilabilmekte ve bu durum laboratuvarin farkli bolimleri
arasinda capraz kontaminasyona neden olabilmektedir. Bu nedenle
hava akimmin yonlendirilmesi ve alanlar arasi basmng farklarmin
bilingli olarak tasarlanmasi, molekiiler analizlerin giivenilirligi
acisindan kritik oneme sahiptir (Kumar Teotia et al., 2024). Pre-PCR
alanlari, niikleik asit amplifikasyonu Oncesinde gergeklestirilen
islemleri kapsamasi ve kontaminasyona en duyarli bolgeler olmasi
nedeniyle, genellikle pozitif hava basinci altinda tasarlanir. Pozitif
basing uygulamasi, bu alan igerisindeki hava basincinin komsu alanlara
gore daha yliksek olmasini saglayarak, kapi agilmasi veya personel
hareketleri sirasinda dis ortamdan veya daha kirli alanlardan bu bélgeye
hava girisini engeller. Boylece ¢evresel kontaminantlarin ve potansiyel
olarak amplifiye niikleik asitlerin Pre-PCR alanma tagima riski 6nemli
Olciide azaltilir (Guo et al., 2025). Pre-PCR alanlarinda kullanilan
havalandirma sistemlerinin, miimkiin oldugunca HEPA filtreleri ile
donatilmas1 ve diizenli bakiminin yapilmasi Onerilmektedir. HEPA
filtreler, havadaki partikiillerin biiylik bir kismini tutarak biyolojik
kontaminasyon riskini azaltwr. Ayrica bu alanlarda hava akiminin
laminar o6zellik gdstermesi, 6zellikle reaktif ve master mix hazirlig:
sirasinda hava kaynakli kontaminasyon olasiligin1 minimize etmektedir
(Tan, Othman, Kek, Lee, & Wong, 2025). Buna karsilik Post-PCR alanlari,
yiksek miktarda amplifiye DNA veya RNA iceren islemlerin

gerceklestirildigi ve kontaminasyon agisindan “yiiksek riskli” olarak

14



tanimlanan bolgelerdir. Bu alanlarda negatif hava basinct uygulanmasi
tercih edilir. Negatif basing, Post-PCR alanindaki havanin g¢evre
alanlara dogru kagmasini engelleyerek, amplifiye iriinlerin diger
laboratuvar boliimlerine yayilmasini dnler. Boylece 6zellikle Pre-PCR
alanlarinin korunmasi saglanmis olur (Liu et al, 2025). Post-PCR
alanlarinda havalandirma sistemlerinin bagimsiz olmasi1 ve miimkiinse
bu alanlardan ¢ikan havanm tekrar sirkiilasyona sokulmadan dogrudan
dis ortama verilmesi Onerilmektedir. Bu yaklasim, amplicon
icerebilecek aerosol partikiillerinin laboratuvar genelinde yayilmasini
engelleyen 6nemli bir 6nlemdir (W. Gao et al., 2025). Ayrica bu alanlarda
diizenli ylizey dekontaminasyonu ile hava sirkiilasyonunun kontrollii
sekilde saglanmasi, kontaminasyon riskinin  yOnetilmesinde
tamamlayic1t bir rol oynamaktadir. Hava akimi ve basing kontrolii
yalnizca Pre-PCR ve Post-PCR alanlariyla sinirli olmayip; numune
kabul, niikleik asit ekstraksiyonu ve analiz alanlarmi da kapsayacak
sekilde laboratuvar genelinde hiyerarsik bir basing zonlamasi
olugturulmasii gerektirir. Bu zonlama, en temiz alanlardan en kirli
alanlara dogru kademeli bir basing diisiisii saglayarak, tek yonlii is akist

prensibini fiziksel olarak destekler (Alsved et al., 2018).

Sonu¢ olarak, hava akimi, basin¢ ve havalandirma sistemleri;
molekiiler laboratuvarlarda kontaminasyonun Onlenmesine yonelik
yalnizca teknik altyap1 unsurlar1 degil, ayn1 zamanda laboratuvar kalite
yonetim sisteminin ayrilmaz bir pargasi olarak degerlendirilmelidir.
Uygun sekilde tasarlanmis ve diizenli olarak izlenen havalandirma

sistemleri, molekiiler testlerin dogrulugunu, tekrarlanabilirligini ve
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klinik gilivenilirligini 6nemli Ol¢lide artirmaktadir. Havalandirma
sistemlerinde HEPA filtrelerin kullanilmasi, havadaki partikiil ve
mikroorganizma yiikiinii azaltarak molekiiler ¢aligmalar i¢in daha
giivenli bir ortam saglar. Ayrica laminar akis kabinleri, 6zellikle reaktif
hazirlama asamalarinda kontaminasyon riskini en aza indirmek ig¢in

yaygin olarak kullanilmaktadir.

1.1.6. Ekipman ve Sarf Malzemelerinin Alan Bazh Tahsisi

Molekiiler laboratuvarlarda kontaminasyonun Onlenmesine
yonelik en etkili organizasyonel onlemlerden biri, ekipman ve sarf
malzemelerinin alan bazli olarak tahsis edilmesidir. PCR ve diger
niikleik asit amplifikasyon tekniklerinde kullanilan ekipmanlarin, farkl
islem basamaklarinda ortak kullanimi; amplifiye niikleik asitlerin temiz
alanlara taginmasina ve yanlig pozitif sonuglara yol acabilmektedir. Bu
nedenle Pre-PCR ve Post-PCR alanlarinda kullanilan tiim ekipman ve
sarf malzemelerinin kesin sinirlarla ayrilmasi, 1iyi laboratuvar
uygulamalarmin temel gereklilikleri arasinda yer almaktadir ("Structure,
function and diversity of the healthy human microbiome," 2012). Pre-PCR
ve Post-PCR alanlarinda kullanilan pipetler, santrifiijler, vortex
cihazlari, 1s1 bloklar1 ve diger yardimei ekipmanlar kesinlikle
paylagilmamalidir. Her bir alan i¢cin ayr1 ekipman setlerinin tahsis
edilmesi, amplifiye DNA veya RNA’nin mekanik temas veya aerosol
yoluyla tagmmasimi engelleyen kritik bir dnlemdir. Ozellikle pipetler,
PCR siireglerinde kontaminasyonun en sik aracilik eden ekipmanlari
arasinda yer almakta olup, alanlar arasi ortak kullanimlar1 ciddi risk

olusturmaktadir (Joynt et al., 2010). Sarf malzemeleri agisindan da
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benzer bir yaklasim benimsenmelidir. Pipet uglari, mikro santrifiij
tiipleri, PCR tiipleri ve plaklar1 gibi tek kullanimlik malzemeler,
alanlara 6zgli olarak depolanmali ve kullanilmalidir. Bu baglamda
aerosol filtreli pipet uc¢larmin kullanimi, pipetleme sirasinda
olusabilecek aerosol partikiillerinin pipet govdesine ve sonraki
orneklere tasinmasini 6nleyerek kontaminasyon riskini 6nemli 6lgiide
azaltmaktadir (Chibwe et al, 2024). Ozellikle diisiik kopya sayili
hedeflerin analiz edildigi molekiiler tan1 uygulamalarinda, filtreli ug
kullanimi standart bir uygulama olarak 6nerilmektedir. Ekipman ve sarf
malzemelerinin alan bazl tahsisinde renk kodlama ve agik etiketleme
sistemleri yaygmn olarak kullanilan pratik yontemlerdir. Ornegin Pre-
PCR alanma ait pipetlerin belirli bir renk ile isaretlenmesi, Post-PCR
ekipmanlarindan gorsel olarak ayirt edilmesini kolaylastirir ve insan
kaynakli hatalarin 6niine gecer. Bu tiir gorsel kontrol mekanizmalari,
yogun 1ig yikii altinda c¢alisan laboratuvarlarda oOzellikle ©nem
kazanmaktadir (Kruse, Wehner, & Wisplinghoff, 2016). Alanlara 6zgii
ekipman tahsisi yalnizca kontaminasyon riskini azaltmakla kalmayip;
ayni1 zamanda laboratuvar i¢i izlenebilirligi ve kalite kontrol siireclerini
de giiclendirmektedir. Belirli bir alana ait ekipmanla iliskilendirilen
olas1 kontaminasyon olaylarmin kaynaginin daha hizli tespit edilmesi,
kok neden analizlerinin etkinligini artirmaktadir. Bu durum, kalite
yonetim sistemleri kapsaminda yiiriitiilen i¢ denetimler ve diizeltici—
Onleyici faaliyetler acisindan Onemli bir avantaj saglamaktadir
(Binnicker, 2013). Ayrica ekipmanlarm alan bazli tahsisi, bakim,
kalibrasyon ve temizlik protokollerinin daha sistematik sekilde

uygulanmasina da olanak tanwr. Her alan i¢in ayri tutulan bakim ve
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kullanom  kayaitlar, ekipman  performansmin  izlenmesini
kolaylastirmakta ve laboratuvarin akreditasyon siireclerinde (6rnegin
ISO 15189) 6nemli bir gerekliligi karsilamaktadir. Boylece molekiiler

analizlerin analitik dogrulugu ve tekrarlanabilirligi desteklenmektedir.

Sonug olarak, ekipman ve sarf malzemelerinin alan bazli tahsisi,
molekiiler laboratuvarlarda kontaminasyon kontroliine yonelik basit bir
onlem olmanin Gtesinde; laboratuvar organizasyonu, kalite giivence
sistemi ve bilimsel giivenilirligin temel bilesenlerinden biri olarak
degerlendirilmelidir. Bu yaklagimin tutarli ve disiplinli bir sekilde
uygulanmasi, PCR temelli analizlerin dogrulugunu artirmakta ve
laboratuvar ~ sonuglarnin  klinkk  ve  akademik  degerini

giiclendirmektedir.

1.1.7. Dekontaminasyon ve Temizlik Prosediirleri

Dekontaminasyon ve temizlik uygulamalari, modern molekiiler
laboratuvar tasarimimin vazgeg¢ilmez bilesenlerinden biri olup; fiziksel
alan ayrimi, tek yonlii is akis1 ve ekipmanlarin alan bazli tahsisi gibi
yapisal 6nlemleri tamamlayici nitelik tasir (Alfy, El Sayed, & El-Shokry,
2022). PCR ve diger niikleik asit amplifikasyon temelli yontemlerde,
cevresel yiizeylerde, ekipmanlarda veya havada bulunan son derece
diisiik miktardaki DNA veya RNA kalintilar1 dahi amplifiye edilerek
yanlis  pozitif sonuglara yol acabilmektedir. Bu nedenle
dekontaminasyon, molekiiler laboratuvarlarda yalnizca rutin bir
temizlik islemi degil; analitik giivenilirligi dogrudan etkileyen kritik bir
kalite giivence siireci olarak degerlendirilmelidir (Widmer & Frei, 2011).

Molekiiler laboratuvarlarda dekontaminasyon stratejileri, hedeflenen
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kontaminantin niteligine gore planlanmalidir. PCR {irlinleri gibi
amplifiye niikleik asitler, kimyasal ve fiziksel yontemlere karsi gorece
diren¢li olabildiginden, klasik temizlik uygulamalari ¢ogu zaman
yetersiz kalmaktadir. Bu baglamda yilizey dekontaminasyonu igin
sodyum hipoklorit (camasir suyu) iceren soliisyonlar, DNA ve RNA’y1
etkili bicimde parcalayabilmeleri nedeniyle yaygin olarak
onerilmektedir. Ozellikle %0,5-1 oraninda hazirlanan hipoklorit
cozeltilerinin calisma yilizeylerinde belirli bir temas siiresiyle
uygulanmasi, amplifiye niikleik asitlerin inaktivasyonunda etkili
bulunmustur (Dancer, 2014). Kimyasal dekontaminasyonun yani sira,
ultraviyole (UV) 1sik kullanim1 da molekiiler laboratuvarlarda sik
basvurulan bir yontemdir. UV 1sinlar, niikleik asitlerde timin dimerleri
olusturarak DNA’nm amplifikasyon yetenegini azaltir. Ozellikle Pre-
PCR alanlarinda laminar akis kabinleri ve ¢alisma tezgahlarinin UV ile
diizenli olarak dekontamine edilmesi, ¢evresel kontaminasyon riskini
azaltan Onemli bir destekleyici uygulamadir. Bununla birlikte UV
dekontaminasyonunun, gélgede kalan yiizeylerde smirli etkiye sahip
oldugu unutulmamali ve bu yontem kimyasal temizlikle birlikte
uygulanmalidir  (Arduino, 2017). Ekipmanlarin dekontaminasyonu,
molekiiler laboratuvarlarda temizlik prosediirlerinin bir diger kritik
boyutunu olusturur. Pipetler, santrifiijler, vortex cihazlar1 ve PCR
cihazlarmn dis yiizeyleri diizenli araliklarla uygun dekontaminasyon
ajanlartyla temizlenmelidir. Ozellikle pipet saftlar1 ve pipet uglarinin
temas edebilecegi ylizeyler, aerosol kaynakli kontaminasyon agisindan
yiiksek risk tagimaktadir. Bu nedenle ekipman temizligi i¢in yazili

prosediirler olusturulmali ve uygulamalar kayit altma almmalidir
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(Wendt, Frei, & Widmer, 2015). Dekontaminasyonun etkinligi yalnizca
kullanilan yontemlere degil; uygulama sikligina ve standardizasyonuna
da baglidir. Giinliik rutin temizlik, islem sonrasi dekontaminasyon ve
periyodik derin temizlik gibi farkli diizeylerde wuygulamalar
tanimlanmali ve bu uygulamalar laboratuvarmn is yiikiine ve risk
diizeyine gdre planlanmalidir. Ozellikle Post-PCR alanlarinda
gerceklestirilen islemler sonrasinda, yiizeylerin ve ekipmanlarin derhal
dekontamine edilmesi 6nerilmektedir (Mizuno et al., 2025). Personelin
dekontaminasyon prosediirlerine uyumu da bu siirecin basarisi
acisindan belirleyici bir faktordiir. Temizlik ve dekontaminasyon
islemlerinin kimler tarafindan, hangi siklikta ve hangi ajanlarla
yapilacagi agik¢a tanimlanmali; personel bu konuda diizenli olarak
egitilmelidir. Ayrica dekontaminasyon uygulamalarinin etkinliginin
periyodik olarak degerlendirilmesi, olas1 kontaminasyon kaynaklarmin
erken agsamada tespit edilmesine katki saglamaktadir (Garvey, Kremer, &

Rowan, 2025).

Sonug¢ olarak dekontaminasyon ve temizlik prosediirleri,
molekiiler laboratuvarlarda kontaminasyonun Onlenmesine yonelik
tamamlayict degil, merkezi bir kontrol mekanizmasi olarak ele
alinmalidir. Fiziksel alan ayrimi ve tek yonlii is akisi ile sistematik ve
standartlastirilmis dekontaminasyon uygulamalari, PCR ve benzeri
yontemlerin analitik dogrulugunu artirmakta ve laboratuvarin bilimsel,

klinik ve akademik giivenilirligini siirdiiriilebilir kilmaktadir.
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1.2. Biyogiivenlik ve Atik Yonetimi: BSL seviyeleri,
kimyasal/biyolojik atiklarin bertarafi

Molekiiler biyoloji ve mikrobiyoloji laboratuvarlarinda
biyogiivenlik uygulamalari, yalnizca laboratuvar personelinin sagligimi
korumay1 degil; ayn1 zamanda cevresel giivenligi, toplum saghgimi ve
deneysel verilerin biitiinliiglinii saglamay1 amaclayan ¢ok boyutlu bir
yaklagimdir (Aksit et al., 2019). Bu baglamda biyogiivenlik; biyolojik
ajanlarin, genetik materyallerin ve potansiyel olarak tehlikeli
kimyasallarin kontrollii kullanimi, saklanmasi ve bertaraf edilmesini
kapsayan sistematik bir ¢erceve sunar. Atik yOnetimi ise
biyogiivenligin tamamlayic1 bir unsuru olarak, laboratuvar kaynakli
biyolojik ve kimyasal atiklarin ¢evreye ve canlilara zarar vermeden
uzaklastirilmasini hedefler. Modern molekiler laboratuvarlarda artan
genetik manipiilasyon teknikleri, rekombinant DNA ¢alismalar1 ve
patojen mikroorganizmalarla yapilan arastirmalar, biyogiivenlik ve atik
yonetimi uygulamalarinin standartlastirilmasmi zorunlu kilmistir
(Guerrero, Agduma, Tanalgo, Abisado-Duque, & Navarro, 2024). Bu
nedenle ulusal ve uluslararasi rehberler dogrultusunda belirlenen
biyogiivenlik seviyeleri (Biosafety Levels, BSL) ve atik bertaraf
prosediirleri, laboratuvar tasariminin ve giinliik isleyisin ayrilmaz bir
pargast haline gelmistir. Biyogiivenlik, biyolojik ajanlarin neden
olabilecegi enfeksiyon, toksisite veya ¢evresel yayilim risklerini en aza
indirmeyi amaglayan uygulamalar bitinudir. Bu kavram, 6zellikle

patojen mikroorganizmalar, hiicre kiltirleri, viral vektorler ve genetigi
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degistirilmis organizmalar (GDO) ile yapilan ¢aligmalarda kritik 6neme
sahiptir (Sharma & Goswami, 2024).

Biyogiivenligin temel ilkeleri su basliklar altinda toplanabilir:

. Risk degerlendirmesi

. Uygun biyoguvenlik seviyesinin belirlenmesi

. Fiziksel ve mihendislik kontrolleri

. Personel egitimi ve kisisel koruyucu ekipman
kullanimi

. Acil durum ve maruziyet protokolleri

Bu ilkeler, biyolojik risklerin kaynaginda kontrol altina
allmmasmi ve olast kazalarin etkilerinin  smirlandirilmasini
amacglamaktadir. Biyogiivenlik seviyeleri, laboratuvarlarda calisilan
biyolojik ajanlarin risk diizeyine gore simiflandirilmistir ve Diinya
Saglik Orgiitii (WHO), ABD Hastalik Kontrol ve Onleme Merkezleri
(CDC) ve Ulusal Saghk Enstitiileri (NIH) tarafindan tanimlanan
standartlara dayanmaktadir (Ismail, Ahmed, Chakma, Chakma, &
Riyaduzzaman; Joseph, Phyu, Se-Thoe, & Chu, 2022).

BSL-1

BSL-1, insan saglig: i¢in minimal risk tasiyan, iyi tanimlanmis
ve patojenik olmayan mikroorganizmalarla yapilan ¢aligmalar1 kapsar.

Bu diizeyde standart mikrobiyoloji laboratuvar uygulamalar1 yeterlidir.
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Ozel havalandirma sistemleri veya biyogiivenlik kabinleri genellikle

zorunlu degildir (Brown & Dunn, 2024).
BSL-2

BSL-2 laboratuvarlar, insanlarda hastalik olusturabilen ancak
genellikle tedavi edilebilir veya 6nlenebilir ajanlarla yapilan ¢calismalari
icerir. Klinik 0Ornekler, patojen bakteriler ve bazi1 virlisler bu
kapsamdadir. Bu diizeyde biyogiivenlik kabinlerinin kullanimi, sinirh
erisim ve biyolojik atiklarin kontrollii bertarafi zorunludur (Brown &

Dunn, 2024).
BSL-3

BSL-3 laboratuvarlar, solunum yoluyla bulasabilen ve ciddi
veya Oliimciil hastaliklara yol agabilen patojenlerle yapilan caligmalari
kapsar. Negatif hava basinci, HEPA filtreli havalandirma sistemleri ve
sik1 erisim kontrolii bu diizeyin temel gereklilikleridir (Brown & Dunn,

2024).
BSL-4

BSL-4, yiksek derecede tehlikeli ve genellikle tedavisi olmayan
ajanlarla yapilan ¢alismalar1 icerir. Tam izolasyon, pozitif basingl
koruyucu giysiler ve bagimsiz hava sistemleri bu laboratuvarlarin
karakteristik 6zellikleridir. Kisisel koruyucu ekipmanlar, biyolojik ve
kimyasal risklere karsi ilk savunma hattmi olusturur. Laboratuvar

onlukleri, eldivenler, gozlikler, yuz siperlikleri ve solunum
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koruyuculari, biyogiivenlik seviyesine ve yapilan islemin niteligine
gore se¢ilmelidir. KKE’nin dogru kullanimi ve uygun sekilde bertaraf
edilmesi, ¢apraz kontaminasyon riskini 6nemli 6lgiide azaltir (Brown &
Dunn, 2024). Biyolojik atiklar, enfeksiydz potansiyeline gore farkli

kategorilerde degerlendirilir:

o Enfeksiyoz atiklar
o Patolojik atiklar
o Kesici-delici atiklar

e Genetik materyal igeren atiklar

Bu atiklarm her biri, farkli toplama ve bertaraf prosediirlerine
tabidir. Biyolojik atiklarm bertarafinda en yaygin kullanilan yontemler
arasinda otoklavlama, kimyasal dezenfeksiyon ve yakma yer
almaktadir (Pastorino, de Lamballerie, & Charrel, 2017). Otoklavlama,
Ozellikle mikroorganizmalarin inaktivasyonunda altin standart olarak
kabul edilir. Kimyasal dezenfektanlar ise sivi atiklarin 6n islemlerinde
tercih edilmektedir. Molekiiler laboratuvarlarda kullanilan fenol,
kloroform, etidyum bromiir ve agir metal iceren ¢ozeltiler, ¢evresel
acidan yiiksek risk tasir. Bu tiir atiklar, biyolojik atiklardan ayri olarak
toplanmali ve lisansli bertaraftesislerine gonderilmelidir. Rekombinant
DNA teknolojileri ile elde edilen organizmalarin atiklari, biyogiivenlik
acisindan 6zel diizenlemelere tabidir (Pavone et al., 2024). Bu atiklarin
bertarafi dncesinde inaktivasyon islemleri zorunludur. Atiklarm uygun
sekilde etiketlenmesi, igeriginin ve risk diizeyinin agik¢a belirtilmesi,
olas1 kazalarm &nlenmesinde kritik 6neme sahiptir. Izlenebilirlik
sistemleri, kalite ybnetim standartlarnin da temel bilesenidir.
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Biyogiivenlik ve atik yonetimi uygulamalarinin etkinligi, personelin bu
konulardaki bilgi ve farkindalik diizeyi ile dogrudan iligkilidir. Diizenli
egitim programlar1 ve tatbikatlar, olasi maruziyet ve dokiilme
durumlarinda hizli ve dogru miidahaleyi miimkiin kilar. Biyogiivenlik,
yalnizca teknik Onlemlerle smirli olmayan; kurumsal kiiltliriin bir
parcasi haline gelmesi gereken dinamik bir siirectir. Siirdiiriilebilir atik
yonetimi yaklasimlari, ¢evresel sorumluluk bilinci ile biitiinlesmelidir

(Aksit et al., 2019; Control & Prevention, 2011).

1.3. Cozelti Hazirlama ve Hesaplamalar: Molarite, diliisyon

formiilleri, pH metre kullanimi ve tampon sistemleri

Molekuler biyoloji ve biyomedikal arastirma laboratuvarlarinda
deneysel giivenilirligin ve tekrarlanabilirligin saglanmasinda ¢ozelti
hazirlama siirecleri temel bir rol oynamaktadir. Kullanilan tamponlarin,
reaktiflerin ve ¢alisma ¢ozeltilerinin dogru konsantrasyonlarda, uygun
pH araliinda ve kimyasal stabilitesi korunacak sekilde hazirlanmasi,
ozellikle nikleik asit temelli tekniklerde (PCR, elektroforez, klonlama,
sekanslama) deney sonug¢larinin dogrulugunu dogrudan etkilemektedir.
Bu nedenle ¢6zelti hazirlama ve buna bagli matematiksel hesaplamalar,
laboratuvar altyapisinin  vazgecilmez bilesenleri arasinda yer

almaktadir (Xue Li, Dorothy Pei Shan, Zhen Xuan, & Bernett, 2023).
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1.3.1. Molarite ve Konsantrasyon Kavramlarn

Molarite (M), bir c¢ozeltide bulunan ¢6ziinen maddenin litre
basina mol cinsinden miktarini ifade eder ve asagidaki formul ile

tanimlanir:
M=Mol sayis1 / Cozelti hacmi (L)

Molarite hesaplamalari, 06zellikle enzimatik reaksiyonlar,
tampon sistemleri ve standart ¢0zelti hazirliklarinda siklikla
kullanilmaktadir. Bir ¢ozeltinin molaritesini belirlemek i¢in oncelikle
¢oziinen maddenin molekiil agirligi (molar kiitle) bilinmelidir. Tartilan
maddenin gram cinsinden miktari, molar kiitleye boliinerek mol sayis1

hesaplanir ve hedeflenen hacme tamamlanir (Steven, 2020).

Ornegin, molekiil agirlig1 58.44 g/mol olan sodyum kloriirden
(NaCl) 1 L hacimde 1 M ¢6zelti hazirlamak igin 58.44 g NaCl tartilmasi
gerekmektedir. Ancak molekiiler biyoloji uygulamalarinda ¢ogunlukla
milimolar (mM) ve mikromolar (uM) konsantrasyonlar tercih

edilmektedir.
1.3.2. Diliisyon (Seyreltme) Hesaplamalan

Laboratuvar uygulamalarinda stok ¢ozeltilerden ¢alisma
cozeltileri hazirlanirken diliisyon hesaplamalar1 kullanilmaktadir. Bu

hesaplamalar genellikle asagidaki temel formiile dayanmaktadir:

C1XV1=C2XV2
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Burada:

. C1: Stok ¢ozeltinin konsantrasyonu
. V1: Stok ¢ozeltiden alinacak hacim
. C2: Hedef ¢Ozeltinin konsantrasyonu
. V2: Nihai ¢ozeltinin hacmi

Bu formiil, 6zellikle enzim stoklari, primer ¢ozeltileri ve boya
dilisyonlarinda yaygin olarak kullanilmaktadir. Diliisyon islemlerinde
kullanilan pipetlerin kalibrasyonunun dogru olmasi, hesaplanan
hacimlerin gercek uygulamayla uyumlu olmasi acisindan kritik neme
sahiptir. Seri diliisyonlar, o6zellikle mikrobiyal saymm, toksisite
analizleri ve standard egri olusturma caligmalarinda tercih edilir. Bu
yontemde her bir diliisyon admmi bir 6Onceki ¢oOzelti Gzerinden
gergeklestirilir ve hata birikimini Onlemek icin dikkatli planlama

gerektirir (Zhang, Huang, Yao, & Xue, 2021).
1.3.3. pH Kavram ve pH Ol¢iimii

pH, bir cozeltideki hidrojen iyonu konsantrasyonunun negatif

logaritmasi olarak tanimlanir:
pH=—log[H"]

Enzim aktivitesi, nikleik asit stabilitesi ve protein
konformasyonu gibi bir¢ok biyokimyasal siire¢ pH’a duyarlidir. Bu
nedenle tampon ¢ozeltilerin hedef pH araliginda hazirlanmasi deneysel

basarinin 6n kosullarindan biridir. pH O&lglimiinde kullanilan pH
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metreler, diizenli olarak kalibre edilmelidir. Kalibrasyon islemi
genellikle pH 4.00, 7.00 ve 10.00 tamponlar1 kullanilarak
gerceklestirilir. Olgiim sirasinda elektrotlarin temizligi, hidrasyonu ve
sicaklik dengesi Ol¢iim dogrulugunu etkileyen onemli faktorlerdir

(Vonau & Guth, 2006).
1.3.4. Tampon Sistemlerinin Temel Prensipleri

Tampon ¢ozeltiler, zayif bir asit ve onun konjuge bazi veya zay1f
bir baz ve onun konjuge asidinden olusur. Tampon Kkapasitesi,
cozeltinin pH degisikliklerine karsi direng gosterebilme yetenegini

ifade eder ve Henderson-Hasselbalch denklemi ile agiklanir:
pH=pKa+log[HA]/[A]

Bu denklem, tampon hazirlama sirasinda asit/baz oranlarmin

ayarlanmasinda temel rehber olarak kullanilir (Po & Senozan, 2001).
1.3.5. Tris-Asetat-EDTA (TAE) Tamponu

TAE (Tris-Asetat-EDTA) tamponu, agaroz jel elektroforezinde
yaygin olarak kullanilan bir tampon sistemidir. DNA’nin go¢ii sirasinda
diisiik iyonik giice sahip olmasi nedeniyle uzun fragmentlerin
ayriminda avantaj saglar. EDTA bileseni, Mg>" iyonlarini selatlayarak
DNaz aktivitesini inhibe eder. TAE tamponu genellikle 50X stok olarak
hazirlanir ve kullanim Oncesinde seyreltilir. Ancak diisiik tampon
kapasitesi nedeniyle uzun siireli elektroforezlerde pH degisimleri

gOzlenebilir (Fabrice et al., 2025).
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1.3.6. Tris-Borat-EDTA (TBE) Tamponu

TBE (Tris-Borat-EDTA) tamponu, daha yuksek tampon
kapasitesine sahip olmasi nedeniyle kiicik DNA fragmentlerinin
ayriminda tercih edilmektedir. Borat iyonlari, elektrik akimina karsi
daha stabil bir ortam saglar. Bununla birlikte boratin baz1 enzimatik
reaksiyonlar1 inhibe edebilecegi goz Oniinde bulundurulmalidir (de

Souza et al., 2025).

1.3.7. PBS (Phosphate Buffered Saline)

Phosphate Buffered Saline (PBS), fizyolojik pH ve
ozmolariteye sahip olmas1 nedeniyle hiicre kiiltiirii, immiinohistokimya
ve protein bazli analizlerde yaygm olarak kullanilmaktadir. Fosfat
tampon sistemi, pH 7.2-7.4 araliginda stabilite saglar. Ancak fosfat
iyonlari, bazi metal iyonlarina bagimli reaksiyonlarda inhibitor etki

gosterebilir (Rodino et al., 2020).
1.3.8. Cozelti Hazirlamada Sterilite ve Saklama Kosullar:

Hazirlanan ¢ozeltilerin sterilizasyonu genellikle otoklavlama
veya membran filtrasyonu ile saglanir. Istya duyarl ¢ozeltiler i¢in 0.22
um filtreler tercih edilir. Saklama kosullari, ¢ozeltinin kimyasal
stabilitesine gore oda sicakligi, +4 °C veya —20 °C olarak

belirlenmelidir (Matheron et al., 2020).
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1.4. Pipetleme ve Ekipman Kalibrasyonu: Pipetleme Hatalan ve
Cihazlarin Bakim

Molekiiler mikrobiyoloji ve molekiiler tani laboratuvarlarinda
elde edilen sonuglarin dogrulugu ve tekrarlanabilirligi, yalnizca
kullanilan yontemlerin analitik duyarliligina degil; aynt zamanda
manuel ve otomatik islemlerin dogrulukla yiiriitiilmesine dogrudan
baghdir (Guan et al., 2023). Bu baglamda pipetleme islemleri ve
laboratuvar ekipmanlarmin diizenli kalibrasyonu, deneysel hatalarin
azaltilmasinda ve kalite glivencesinin saglanmasinda temel unsurlar
arasinda yer almaktadir. Ozellikle PCR ve diger niikleik asit
amplifikasyon temelli yontemlerde, mikrolitre ve hatta nanolitre
diizeyindeki hacim hatalari, sonuglarin giivenilirligini ciddi bigimde
etkileyebilmektedir (Ciupe, Lovasz, Kristof, Sandu, & Sticlaru, 2025).
Pipetleme, molekiiler laboratuvarlarda en sik uygulanan ve aym
zamanda en fazla hata potansiyeli barindiran manuel islemlerden
biridir. Reaktiflerin, niikleik asit orneklerinin ve enzimlerin dogru
hacimlerde aktarilmasi; PCR verimliligi, amplifikasyon kinetigi ve
kantitatif analizlerin dogrulugu agisindan belirleyici rol oynamaktadir.
Ozellikle real-time PCR gibi kantitatif yontemlerde, pipetleme hatalar1
dogrudan Ct degerlerinde sapmalara ve yanlis yorumlara yol
acabilmektedir (Sandu et al., 2025). Disiik hacimli pipetleme
islemlerinde olusabilecek kiigiik hatalar, oransal olarak biiyiik sonug
farkliliklar1 yaratabilmektedir. Bu durum, pipetleme dogrulugunun ve
hassasiyetinin, molekiiler laboratuvarlarda neden temel Kkalite
parametreleri olarak degerlendirildigini acik¢a ortaya koymaktadir.

Pipetleme hatalar1 genel olarak sistematik hatalar ve rastgele hatalar

30



olmak {izere iki ana grupta degerlendirilmektedir. Sistematik hatalar,
pipetin kalibrasyonunun bozulmasi veya yanlis kullanim aliskanliklari
gibi siirekli tekrar eden faktorlerden kaynaklanirken; rastgele hatalar,
operatoriin  deneyimi, el stabilitesi ve ¢evresel kosullar gibi

degiskenlere bagl olarak ortaya ¢ikmaktadir (ISO 8655).
Baslica pipetleme hatasi kaynaklar1 sunlardir:

e Pipetin nominal hacim aralig1 disinda kullanilmasi
e Pipet ucunun tam oturtulmamasi

e Hizli veya diizensiz aspirasyon ve dispansasyon

e Pipetin dik tutulmamas1

e Pipet uclarinin tekrar kullanilmasi

e Uygun olmayan pipet ucu se¢imi

Bu faktorlerin her biri, 6zellikle enzimatik reaksiyonlarin hassas
oldugu molekiiler analizlerde ciddi sonu¢ sapmalarina yol
acabilmektedir (Dettinger et al., 2022). Pipetleme sirasinda olusan
aerosol partikiilleri, yalnizca hacim dogrulugunu degil; ayn1 zamanda
kontaminasyon riskini de artirmaktadir. Ozellikle PCR iiriinleriyle
calisilan ortamlarda, aerosolize olmus niikleik asit pargaciklari, pipet
saftina ve cevresel yiizeylere yayilabilmektedir. Bu durum, amplicon
kontaminasyonunun en yaygin nedenlerinden biri olarak kabul
edilmektedir (Xue Li et al., 2023). Bu riski azaltmak amaciyla molekiiler
laboratuvarlarda aerosol filtreli pipet uglarinin kullanimi standart bir
uygulama haline gelmistir. Filtreli uglar, s1vi ve aerosol gecisini fiziksel

olarak engelleyerek hem pipetin i¢ mekanizmasint hem de sonraki

31



ornekleri korumaktadir (Mona Noor et al., 2021). Pipetleme dogrulugu
iizerinde operatdr deneyimi ve egitimi belirleyici rol oynamaktadir.
Ayn1 pipeti kullanan farkl kisilerin, anlamli derecede farkli hacim
hatalar1  olusturabildigi gosterilmistir. Bu nedenle pipetleme
tekniklerinin standartlastirilmast ve personelin diizenli araliklarla
egitilmesi, kalite yonetim sistemlerinin temel bilesenlerinden biridir
(Xue Li et al., 2023). Egitim programlarida pipetin dogru tutulma agisi,
aspirasyon—dispansasyon hizlari, 6n 1slatma (pre-wetting) teknigi ve
dogru pipet ucu kullanim1 gibi temel prensipler vurgulanmalidir. Pipet
kalibrasyonu, pipetin belirlenen hacmi dogru ve tekrarlanabilir sekilde
verebildiginin dogrulanmasi siirecidir. Uluslararas1 standartlara gore
(ISO 8655), pipetlerin belirli araliklarla kalibre edilmesi ve bu
islemlerin kayit altina alinmas1 gerekmektedir. Kalibrasyon yapilmayan
veya kalibrasyonu bozulmus pipetlerin kullanimi, sistematik hacim
hatalarma ve giivenilmez sonuglara yol agmaktadir (ISO 8655).
Molekiiler laboratuvarlarda pipetlerin kalibrasyon sikligi; kullanim
yogunlugu, c¢alisilan hacim araliklar1 ve laboratuvarin kalite
gereksinimlerine bagli olarak belirlenmelidir. Genel olarak, yogun
kullanilan pipetler i¢in 3—6 ayda bir, daha az kullanilan pipetler i¢in ise
yilda en az bir kez kalibrasyon Onerilmektedir (Park et al., 2018).
Kalibrasyon genellikle gravimetrik yontemle yapilmakta olup, bu
yontemde pipetlenen sivinm agirhig lgiilerek hacim hesaplanmaktadir.
Bu yaklagim, yiiksek dogruluk ve izlenebilirlik saglamasi nedeniyle
yaygm olarak tercih edilmektedir. Molekiiler laboratuvarlarda
pipetlerin yanm1 swra santrifiijler, termal siklirlar, inkiibatorler,

biyogiivenlik kabinleri ve spektrofotometreler gibi cihazlarin da
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diizenli kalibrasyonu gereklidir. Ozellikle PCR cihazlarinda sicaklik
sapmalari, amplifikasyon verimliligini dogrudan etkileyerek yanlis
negatif veya degisken sonuglara yol agabilmektedir (Zhao, Yuan, Lin,
Zheng, & You, 2024). Kalibrasyonun yani sira Onleyici bakim
(preventive maintenance) uygulamalari, ekipman performansinin
strdiiriilebilirligini saglamak acisindan kritik 6neme sahiptir. Cihaz
dreticilerinin Onerdigi bakim araliklarma uyulmasi, ariza riskini
azaltmakta ve cihaz Omriinii uzatmaktadwr. Bakim ve kalibrasyon
kayitlarinin diizenli tutulmasi, akreditasyon siiregleri agisindan da
zorunludur (ISO 15189). Pipetleme dogrulugu ve ekipman
kalibrasyonu, molekiiler laboratuvarlarda uygulanan kalite yOnetim
sistemlerinin ayrilmaz bir pargasidir. ISO 15189 ve benzeri standartlar,
Olciim belirsizliginin kontrol altina alinmasini ve kullanilan tiim 6l¢iim
ekipmanlarmnin izlenebilir olmasmi sart kosmaktadir. Bu baglamda
pipetleme ve kalibrasyon uygulamalari, yalnizca teknik degil; ayni
zamanda yoOnetsel bir sorumluluk alani olarak degerlendirilmelidir

(Jean-Marec et al., 2025).

Sonu¢ olarak pipetleme ve ekipman kalibrasyonu, molekiiler
laboratuvarlarda deneysel dogrulugun ve veri giivenilirliginin temel
belirleyicilerindendir. Pipetleme hatalarinin en aza indirilmesi, diizenli
kalibrasyon ve bakim uygulamalar1 ile desteklendiginde, molekiiler
analizlerin analitik performansi Onemli Olgiide artirilmaktadir. Bu
stireglerin sistematik ve belgelenmis sekilde yiiriitiilmesi hem akademik
aragtirmalarin hem de klinik molekiiler tan1 uygulamalarinin bilimsel

giivenilirligini siirdiiriilebilir kilmaktadir.
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GIRIiS

Niikleik asit izolasyonu, molekiiler biyolojide merkezi bir
adimdir ve amplifikasyon, sekanslama, klonlama ve ekspresyon analizi
gibi analitik ve fonksiyonel uygulamalar i¢in baglangic materyali

saglar.
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Bu boliim, biyokimyasal ve fizikokimyasal prensiplerin farkli
ornek tiplerine ve saflastrma teknolojilerine nasil uygulandigina
odaklanarak, DNA ve RNA izolasyon stratejilerine genel bir bakis
sunmaktadir. Klasik organik ekstraksiyon yontemleri, kat1 faz sistemleri
ve manyetik boncuk tabanl yaklasimlar, 6n analitik hususlar ve kalite
kontrol stratejileriyle paralel olarak ele alinmaktadir. Bu bdliimler
birlikte, niikleik asit izolasyon is akislarmi anlamak, se¢cmek ve

degerlendirmek i¢in kavramsal bir ¢erceve saglamaktadir.

2.1. DNA Izolasyonu Teknikleri: Fenol-Kloroform yontemi, Spin-
kolon sistemleri ve Manyetik boncuk teknolojisi

Genomik DNA izolasyonu, proteinler, lipitler, polisakkaritler ve
enzimatik inhibitorler tarafindan kontaminasyonu en aza indirirken,
biyolojik o6rneklerden yiliksek molekiil agirlikli, kimyasal olarak
bozulmamis DNA'y1 geri kazanmay1 amaglar. Cok sayida ticari kit ve
otomatik platform mevcut olmasina ragmen, cogu DNA izolasyon is
akisi, ¢Ozeltide ve saflastrma swrasinda DNA davranisini belirleyen
smirlt sayida temel biyokimyasal prensibe dayanmaktadir (Buljevi¢ et

al., 2025; Ova et al., 2025).

Klasik fenol-kloroform ekstraksiyonu, niikleik asitlerden
proteinleri ve lipitleri uzaklastirmak i¢in farkli ¢Oziiniirlik ve faz
ayrimma dayanir, ardindan alkol aracili DNA ¢okeltilmesi yapilir. Buna
karsilik, silika spin kolonlar1 ve manyetik boncuk teknolojileri gibi kati
faz saflastirma sistemleri, tanimlanmis iyonik kosullar altinda DNA'nin
yikli  veya islevsellestirilmis  ylizeylere geri  doniigiimlii

baglanmasindan yararlanir. Bu yaklagimlar daha yiiksek hiz, giivenlik
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ve tekrarlanabilirlik sunar, ancak temelde DNA yiik 6zelliklerine ve
hidrasyon dinamiklerine baghdir (Sambrook & Russell, 2006; “Section 1-
Isolation of Nucleic Acids,” 2004).

Organik ekstraksiyon, spin kolon sistemleri ve manyetik
boncuklar arasindaki secim, Ornek tiirii, gerekli DNA safligi, parca
boyutu hususlari, verimlilik ve sonraki uygulama dahil olmak {izere
bircok faktorden etkilenir. Her yontemin altinda yatan molekiiler
mekanizmalar1 anlamak, deneysel optimizasyon yerine rasyonel se¢im
ve sorun giderme olanagi saglar (Byrne et al., 2022; Plouffe et al.,

2014).

2.1.1. Ornek Tiiriine Gore Hazirhk, Numune Kabul/Ret Kriterleri
ve On Islemler

[zole edilmis genomik DNA'nin kalitesi, yalmzca ekstraksiyon
kimyasiyla degil, ayn1 zamanda 6rnek toplama, isleme ve 6n isleme ile
ilgili on analitik degiskenlerle de belirlenir. Yetersiz 6rnek hazirlama,
DNA biitiinliigiinii geri doniistimsiiz olarak tehlikeye atabilir veya
sonraki saflagtirma sirasinda giderilemeyen Kirleticiler igerebilir. Bu
nedenle, DNA izolasyonundan once acgik kabul ve ret kriterleri

uygulanmalidir (Malentacchi et al., 2015; Piskata et al., 2019).

Farkli biyolojik o6rnek tipleri, farkli yapisal, enzimatik ve
kimyasal zorluklar sunar. Hiicre yogunlugu, hiicre dis1 inhibitorlerin
varligi, niikleaz aktivitesi ve saklama kosullar1 gibi faktorler, lizis
verimliligini ve DNA stabilitesini dogrudan etkiler. Buna gore, tutarli
ve tekrarlanabilir DNA geri kazanim1 saglamak i¢in 6rnege 6zgii 6n

isleme stratejileri gereklidir(Rana, 2025; Zhao et al., 2024).
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2.1.1.1. Hiicre Kiiltiirii (Adherent ve Siispansiyon Hiicreler)

Kiiltiirlenmis hiicreler, genomik DNA'nin en kontrolli ve
tekrarlanabilir kaynaklarindan birini temsil eder. Bununla birlikte, DNA
kalitesi hiicre saghigina, islem prosediirlerine ve lizis zamanlamasina
biiyiik 6l¢iide baghdir. Hem yapiskan hem de siispansiyon kiiltiirleri,
kasitl lizis bagslatilana kadar hiicresel biitlinliiglin korunmasini
saglamak i¢in dikkatli bir sekilde ele alinmalidir(Weiskirchen et al.,
2023).

Yapiskan hiicreler icin, ekstraksiyonu engelleyebilecek serum
proteinlerini ve niikleazlar1 ortadan kaldirmak i¢in dnce kiiltiir ortami
uzaklastirilir. Daha sonra hiicreler mekanik kazima veya enzimatik
islem kullanilarak ayrilir ve ardindan kalan ortam bilesenlerini
uzaklastirmak i¢in nazik¢e yikanir(Shimoguchi et al, 2024).
Siispansiyon hiicreleri tipik olarak dogrudan santrifiijleme ile hasat
edilir. Her iki durumda da kromozomal pargalanmaya yol
acabileceginden, asir1 kesme kuvvetlerinden ve uzun iglem siirelerinden

kacmilmalidir (Lai et al., 2022).

Hiicre canlilig1 énemli bir kabul kriteridir. Izolasyondan énce
yaygin apoptoz veya nekroz, endojen niikleaz aktivasyonuna ve kismi
DNA bozulmasina neden olur. Bu nedenle, diisiik canliliga veya uzun
stireli agir1 bilylimeye sahip ornekler genellikle reddedilir veya dikkatli
bir sekilde islenir. Hemen isleme miimkiin olmadiginda, DNA
biitlinliiglinii korumak i¢in hiicre peletleri diisiik sicakliklarda hizla

dondurulabilir (Schulze-Osthoff et al., 1994).
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Sert hiicre duvarlarmin yoklugu nedeniyle, kiiltiirlenmis
hiicreler, proteazlar ve selatlayict maddelerle desteklenmis deterjan
bazli tamponlar kullanilarak dogrudan kimyasal lizise oldukga
uygundur. Bu yaklasim, minimum mekanik bozulma ile genomik
DNA'nin verimli bir sekilde salinmasini saglar ve organik ekstraksiyon
veya kat1 faz yOntemleriyle sonraki saflastirma igin giivenilir bir
baslangi¢ noktasi olusturur (Islam et al., 2017; “Section 1- Isolation of

Nucleic Acids,” 2004).

2.1.1.2. Hayvan Dokular

Hayvan dokulari, kiiltiir hiicrelerine gore daha fazla heterojenlik
ve yapisal karmasiklik gosterir; bu da verimli DNA geri kazanimi
saglamak i¢in 6rnek isleme ve mekanik pargcalanmanin titizlikle kontrol
edilmesini gerektirir. Hiicre yogunlugu, hiicre dis1 matris bilesimi ve
endojen niikleaz  aktivitesindeki dokuya 0Ozgii farkliliklar,
standartlastirilmig kabul kriterleri ve on islem stratejileri gerektirir (J.

Xu et al., 2025).

Dokular, ¢ikarildiktan hemen sonra, hizli sicaklik degisimlerine
ve mekanik strese dayanacak sekilde tasarlanmis uygun kriyotiiplere
aktarilmalidir. Soguk zincirin korunmasi ¢cok dnemlidir, ¢iinkii ¢oziilme
niikleaz aktivasyonuna izin verir ve DNA bozulmasini baslatir.
Tekrarlanan dondurma-¢ézme dongiilerine veya uzun siireli ortam
sicakliklarina maruz kalmaya dair kanit gosteren ornekler, genellikle
yiiksek kaliteli genomik DNA izolasyonu i¢in uygun degildir (Bakhach,
2009).
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Dokularin yogun yapisin1 bozmak ve lizis reaktiflerine maruz
kalan ylizey alanin1 artirmak i¢in mekanik homojenizasyon gereklidir.
Stv1 azot iginde havan ve tokmakla kriyojenik 6giitme, 6zellikle lifli
veya kolajen agisindan zengin dokular i¢in etkilidir, ¢linkii dondurma
dokuyu kirilgan hale getirirken ayn1 zamanda niikleazlar1 etkisiz hale
getirir. Alternatif olarak, rotor-stator homojenizasyonu, sivi lizis
tamponlarmda hizli ve homojen bir parcalanma saglar; ancak DNA
parcalanmasini 6nlemek i¢in asir1 kesme kuvvetlerinden kagmilmalidir

(Goldberg, 2008; Zhang et al., 2019).

Homojenizasyon yoOnteminin se¢imi, doku tipine, Ornek
boyutuna ve DNA uzunlugu ve biitiinliigii i¢in sonraki gereksinimlere
baghdir. Uygun mekanik 6n islem, tam lizis, tekrarlanabilir verim ve
hem organik ekstraksiyon hem de kat1 faz saflastrma yontemleriyle

uyumluluk saglar (Santos et al., 2025; Zhang et al., 2019).

2.1.1.3. Tam Kan Ornekleri

Tam kan, 6zellikle klinik ve popiilasyon bazli ¢aligmalar i¢in
yaygm bir genomik DNA kaynagidir. Bununla birlikte, karmasik
hiicresel ve kimyasal bilesimi, giivenilir DNA izolasyonunu saglamak
icin O0rnek kabul kriterlerine siki bir sekilde uyulmasini gerektirir.
Kanda, genomik DNA neredeyse tamamen ¢ekirdekli lokositlerden elde
edilirken, eritrositler biiyiik miktarda hemoglobin saglar ancak DNA
icermez (Gong & Li, 2014; Research et al., 2016).

Kan Ornekleri, EDTA igeren tiiplerde toplanmalidir, ¢linkii
EDTA iki degerlikli katyonlar1 selat eder ve DNaz aktivitesini inhibe
eder. Buna karsilik, heparin ve sitrat gibi antikoagiilanlar DNA
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izolasyonu i¢in uygun degildir. Heparin, enzimatik sonraki
uygulamalara gilicli bir sekilde miidahale ederken, sitrat yetersiz
niikleaz inhibisyonu saglar ve DNA stabilitesini tehlikeye atabilir. Bu
nedenle, bu tiiplerde toplanan 6rnekler genellikle reddedilir (Barra et

al., 2015).

Hemoliz, kritik bir kalite parametresini temsil eder. Genis ¢apli
eritrosit yirtilmasi, enzimatik reaksiyonlar: inhibe edebilen ve DNA ile
saflastirilabilen hemoglobin ve demir igeren bilesikleri serbest birakir
(Marques-Garcia, 2020). Gozle goriiliir sekilde hemolize olmus
ornekler diglanmali veya ek temizleme adimlarma tabi tutulmalidir.
Standart protokoller, hipotonik tamponlarin 16kositleri korurken kirmizi
kan hiicrelerini parcalayarak DNA igeren fraksiyonu zenginlestirdigi

secici bir eritrosit lizis 6n islemi icerir (Azman et al., 2019).

2.1.1.4. Bakteri Kiiltiirleri

Bakteri kiiltiirleri, genomik DNA'nin yaygim olarak kullanilan
kaynaklaridir; ancak sert hiicre duvarlar1 ve degisken biiylime
durumlari, etkili DNA izolasyonu i¢in 6zel gereksinimler ortaya
koymaktadir. Numune kalitesi ve DNA verimi, biiyiime evresi, hiicre

duvar1 bilesimi ve toplama yonteminden biiyiik 6l¢iide etkilenir.

Kiiltiirler, hiicrelerin metabolik olarak aktif oldugu ve otoliz
veya stres kaynakli DNA bozulmasma daha az egilimli oldugu
logaritmik (iistel) biiylime evresinde ideal olarak hasat edilir. Asiri
biiylimiis veya duragan evredeki kiiltiirler genellikle artmis diizeyde

hiicre dist DNA, bozulmus kromozomal materyal ve inhibitor
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metabolitler igerir; bu da izolasyon verimliligini ve safligini tehlikeye

atabilir (Akerlund et al., 1995).

Bakteri hiicre duvari, lizise karsi ana bariyeri temsil eder. Daha
ince bir peptidoglikan tabakasi ile karakterize edilen Gram-negatif
bakteriler, genellikle deterjan bazli lizise duyarhidir. Buna karsilik,
Gram-pozitif bakteriler, enzimatik 6n islem gerektiren kalin, ytiksek
oranda capraz bagli bir peptidoglikan matrisine sahiptir. Lizozim,
peptidoglikandaki [B-(1,4)-glikozidik baglar1 hidrolize etmek ig¢in
yaygin olarak kullanilir; bu sayede hiicre duvar1 zayiflar ve sonraki

kimyasal lizis kolaylasir (Islam et al., 2017; Zhydzetski et al., 2024).

DNA izolasyonu, sivi1 kiiltiirlerden veya dogrudan tek tek kolonilerden
baslatilabilir. Koloniler kullanildiginda, iyi izole edilmis, taze
yetistirilmis kolonilerin dikkatli secimi kontaminasyonu en aza indirir
ve genetik homojenligi saglar (Sanders, 2012; “Section 1- Isolation of

Nucleic Acids,” 2004).

2.1.1.5. Gaita (Diski) Ornekleri

Disk1 ornekleri, biyolojik karmasikliklar1 ve yiiksek enzimatik
ve kimyasal inhibitor icerikleri nedeniyle genomik DNA izolasyonu
icin en zorlu matrislerden birini temsil eder (Gangadoo et al., 2021).
Diski, konak¢i ve mikrobiyal hiicrelere ek olarak, DNA ile
saflagtirilabilen ve asagi akis enzimatik reaksiyonlarmi gii¢li bir
sekilde inhibe edebilen safra tuzlari, bilirubin, polisakkaritler, lipitler ve

parcalanmis biyomolekiiller igerir (Karu et al., 2018).
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Disk1 6rnekleri i¢in kritik bir kabul kriteri, uygun depolama ve
stabilizasyondur, ¢iinkii mikrobiyal ve konak¢i niikleazlar ortam
sicakliklarinda DNA'y1 hizla pargalar. Bu nedenle 6n iglem stratejileri,
genellikle safra asitlerini, pigmentleri ve diger PCR inhibitorlerini
azaltmak icin tasarlanmis Ozel tamponlar kullanilarak tekrarlanan
yikama adimlart yoluyla, lizis Oncesinde inhibitdr uzaklastirmay1

vurgular (Videnska et al., 2019).

Ozellikle gesitli ve dayanikli hiicre duvarlarina sahip mikrobiyal
popiilasyonlar i¢in etkili hiicre pargalanmasi1 esastir. Boncukla
calkalama kullanilarak yapilan mekanik lizis, tek basina kimyasal lizise
direnebilen bakteri, mantar ve protozoal hiicreleri fiziksel olarak
parcalayan yliksek enerjili kesme kuvvetleri saglar. Boncukla
parcalama, kapsamli niikleik asit salinimini saglamak icin genellikle
deterjanlar ve kaotropik ajanlarla birlestirilir (Karu et al, 2018;

Videnska et al., 2019).

2.1.2. DNA Izolasyon Mekanizmalari ve Prensipleri

Uygun 6rnek hazirligmin ardindan, DNA izolasyonu, genomik
DNA'nin nasil salindigini, korundugunu, ayrildigini ve nihayetinde geri
kazanildigin1 belirleyen, iyi tanimlanmis bir dizi biyokimyasal ve
fiziko-kimyasal mekanizma tarafindan yonetilir. Kullanilan platform ne
olursa olsun—organik ekstraksiyon, spin kolonlar1 veya manyetik
boncuklar—bu mekanizmalar, DNA'nin polianyonik fosfat omurgasi,
suda ¢Oziiniirliigii, molekiiler boyutu ve kimyasal kararliligi da dahil
olmak {izere igsel Ozelliklerinden yararlanir (Ghatak et al., 2013;

“Section 1- Isolation of Nucleic Acids,” 2004).
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Tiim DNA izolasyon ig akislarinin 6zilinde, (i) hiicresel yapilar1
bozan, (ii) proteinleri ve niikleazlar1 etkisiz hale getiren veya
uzaklagtiran ve (iii) DNA'y1 diger biyomolekiillerden segici olarak
ayiran siirecler yer alir. Bu siiregler, dikkatlice kontrol edilen iyonik ve
pH kosullar1 altinda deterjanlarin, enzimlerin, selatlayict maddelerin,
organik ¢Oziiciilerin, alkollerin ve kat1 yiizeylerin koordineli

kullanimiyla gergeklestirilir (Caruccio & Banerjee, 1999; Lim et al., 2016).

2.1.2.1. Hiicre Lizisi ve Membran Parcalanma Mekanizmalan:
Fiziksel Biitiinliigiin Bozulmasi

DNA izolasyonunda ilk ve vazgec¢ilmez adim, genomik DNA'y1
cOzeltiye salmak i¢in hiicrenin fiziksel biitiinliigiiniin bozulmasidir.
Hiicre zarlar1 esas olarak hidrofobik etkilesimlerle stabilize edilmis
fosfolipid ¢ift katmanlarindan olusurken, hiicre duvarlar1 ve sitoskeletal
elemanlar gibi ek yapisal bilesenler mekanik dayaniklilik ve koruma
saglar. Etkili lizis, asir1 DNA parcalanmasina neden olmadan bu

bariyerleri ortadan kaldirmalidir (Ghatak et al., 2013).

Biyokimyasal agidan, zar pargalanmasi, lipid-lipid ve lipid-
protein etkilesimlerinin destabilize edilmesiyle saglanir. Kimyasal lizis
ajanlari, zar lipidlerinin amfipatik dogasmi hedef alarak, ¢ift katman
organizasyonunun kaybina ve gecirgenligin artmasina neden olur
(Arouri & Mouritsen, 2013). Es zamanl olarak, hiicre i¢i boliimlenme
ortadan kaldirilir ve lizis tamponlarinin DNA'nm depolandig1 niikleoid

bdlgelerine erismesine izin verilir.

Ozellikle yapisal olarak saglam drnekler icin, kimyasal lizise ek

olarak mekanik kuvvetler uygulanabilir. Bununla birlikte, genomik
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DNA uzun ve esnek bir polimer oldugundan, asir1 kayma gerilimi geri
doniisiimsiiz kirilmaya yol acabili. Bu nedenle, kimyasal lizis
basladiktan sonra mekanik bozulma genellikle en aza indirilir ve
karigtirma islemi nazikge yapilir (Ghatak et al., 2013; Research et al.,
2016).

2.1.2.2. Deterjanlarin Rolii

Deterjanlar, biyolojik membranlar1 bozma ve hidrofobik
molekiilleri ¢oziiniir hale getirme yetenekleri nedeniyle DNA izolasyon
tamponlarmin temel bilesenleridir. Etkinlikleri, hidrofobik bir kuyruk
ve hidrofilik bir bas grubundan olusan amfipatik yapilarindan
kaynaklanir; bu yapi, lipidler ve sulu ortamlarla ayn1 anda etkilesime

girmelerini saglar(Anandan & Vrielink, 2016; Stetsenko et al., 2017).

Sodyum dodesil siilfat (SDS), hayvan hiicrelerinden, bakterilerden ve
bircok dokudan DNA izolasyonunda yaygin olarak kullanilan anyonik
bir deterjandir. SDS, hidrofobik alkil zincirini lipid ¢ift katmanina
yerlestirirken, negatif yiiklii stilfat basi sulu faza maruz kalir. Bu
etkilesim, membran yapisin1 destabilize ederek ¢ift katmanin
parcalanmasina ve membran proteinlerinin ¢oziiniir hale gelmesine yol
acar. Membran bozulmasina ek olarak, SDS, hidrofobik bolgelerine
baglanarak proteinleri denatiire eder, boylece niikleaz inaktivasyonuna
ve protein uzaklastirilmasina katkida bulunur (Arakawa et al., 2024;

Jafari et al., 2018).

Setiltrimetilamonyum bromiir (CTAB), bitki ve polisakkarit
bakimindan zengin 6rneklerde yaygin olarak kullanilan katyonik bir

deterjandir. SDS'nin aksine, CTAB, bitki dokularinda bol miktarda
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bulunan ve DNA saflastirmasina miidahale edebilen asidik
polisakkaritler ve polifenoller ile ¢6ziinmeyen kompleksler olusturur.
Bu kirleticileri segici olarak ¢oktiirerek, CTAB, membran bozulmasini
kolaylastirirken DNA safligini da artirir (Beri & Gandhi, 2021; Maki et
al., 1991).

SDS ve CTAB arasindaki sec¢im, lizis kimyasindaki temel
farkliliklardan ziyade ornek bilesimindeki farkliliklar1 yansitir. Her iki
durumda da deterjan etkisi, saglam hiicre zarlarimi karigik misellere
dontistiirmek ve DN A'y1 sonraki iglemler i¢in ¢ozeltiye etkili bir sekilde

salmak icin gereklidir (Sharma et al., 2007).

2.1.2.3. Enzimatik Sindirim (Proteinase K)

Membranm bozulmasinin ardindan, genomik DNA, histonlar,
yapisal proteinler ve enzimatik kirleticilerle yogun bir sekilde iliskili
kalir. Bu nedenle, DNA'y1 niikleoprotein komplekslerinden serbest
birakmak ve DNA biitiinliigiinii tehdit eden niikleazlar1 ortadan
kaldirmak i¢in proteolitik sindirim gereklidir. Mevcut proteazlar
arasinda, Proteinaz K bu rol i¢cin en uygun proteazdir (Hauer et al.,

2017).

Proteaz K, denatiire edici kosullar altinda olaganiistii stabilitesi
ve aktivitesi ile karakterize edilen genis spektrumlu bir serin proteazdir.
Bircok  proteazin  aksine, SDS gibi deterjanlar, yiiksek
konsantrasyonlarda iire ve EDTA gibi selatlayici maddelerin varliginda

aktif kalir.
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Mekanistik olarak, Proteinaz K, hidrofobik amino asitlere
bitisik peptit baglarmni keser ve histonlar1 ve diger DNA baglayici
proteinleri etkili bir sekilde parcgalar. Kritik olarak, DNazlar1 ve diger
kirletici enzimleri de sindirerek, serbest birakilan DNA'nin enzimatik
olarak parcalanmasini oOnler. Protein uzaklastrma ve niikleaz
inaktivasyonunun birlesik etkileriy DNA verimini, safligmi ve
stabilitesini onemli Olciide artirr (Hauer et al., 2017; Skowron et al.,

2020).

2.1.2.4. Selatlayic1 Ajanlar (EDTA)

Selatlayic1 maddeler, niikleaz aktivitesini inhibe ederek ve iki
degerlikli metal iyonlarina bagl hiicresel yapilar1 destabilize ederek
DNA izolasyonu sirasinda kritik bir koruyucu rol oynarlar(George &
Brady, 2023). Etilendiamintetraasetik asit (EDTA), o6zellikle
magnezyum (Mg?") ve kalsiyum (Ca?*") olmak iizere iki degerlikli
katyonlara olan yiiksek afinitesi nedeniyle DNA ekstraksiyon
tamponlarimda en yaygin kullanilan selatlayicidir(Heindorff et al.,

1983; Nkuna et al., 2022).

Cogu DNaz, katalitik aktivite i¢in temel bir kofaktor olarak
Mg*"'ye ihtiyag duyar. EDTA, kararli oktahedral koordinasyon
kompleksleri olusturarak bu iyonlar1 baglar ve boylece onlar1 ¢ozeltiden
etkili bir sekilde uzaklastirir. Bu metal iyonu yoksunlugu, DNazlarin
hizli inaktivasyonuna yol agarak genomik DNA'y1 hiicreden salindiktan
hemen sonra enzimatik bozunmadan korur (Dominguez & Ward, 2009;

Sissi & Palumbo, 2009).
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Niikleaz inhibisyonuna ek olarak, EDTA dolayli olarak hiicre
lizisine de katkida bulunur. Iki degerlikli katyonlar, fosfolipidler ve
lipopolisakkaritler gibi negatif yiiklii bilesenleri kopriileyerek membran
yapilarin1 ve hiicre duvarlarini stabilize eder. EDTA, bu iyonlar1
selatlayarak yapisal biitiinliigli zayiflatir ve deterjanlarin ve enzimatik
islemlerin etkinligini artirir (Oyama & Kubota, 1991; Sissi & Palumbo,
2009).

2.1.2.5. Organik Ekstraksiyon: Fenol-Kloroform-izoamil Alkol
(PCI

Fenol-kloroform-izoamil alkol (PCI) kullanilarak yapilan
organik ekstraksiyon, sivi-sivi faz ayrimi ve biyomolekiillerin farkl
¢cOziinlirliigiine dayanan klasik bir DNA saflastirma yontemidir. Rutin
is akislarida biiyiik 6l¢iide kat1 faz sistemleriyle degistirilmis olsa da
PCI, yiiksek saflikta DNA elde etmek ve niikleik asit saflastirmasinin
temel kimyasini anlamak i¢in referans bir teknik olmaya devam

etmektedir(H. Ali et al., 2016).

Sulu bir lizat PCI ile karistirilip santrifiijlendiginde, iki
karigmayan faz olusur: iistte sulu bir faz ve altta organik bir faz, bir ara
faz ile ayrilir. Bu ayrim, "benzer benzeri ¢ozer" ilkesiyle tutarl olarak,
polarite farkliliklarindan kaynaklanir. Yiiksek oranda yiikli ve
hidrofilik fosfat omurgasia sahip DNA, sulu fazda ¢oziiniir kalirken,
lipitler ve hidrofobik molekiiller tercihen organik faza geger (Liu et al.,

2022).

Fenol, protein denatiirasyonunda merkezi bir rol oynar.

Hidrojen baglarmni bozarak ve hidrofobik protein c¢ekirdeklerini agiga
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cikararak, fenol proteinlerin agilmasma ve ¢Oziiniirliklerini
kaybetmesine neden olur. Denatiire olmus proteinler ara yilizeyde
birikerek genellikle goriiniir beyaz bir tabaka olusturur. Kloroform, faz
ayrigsmasini artirir ve sulu fazdan artik fenolii uzaklastirirken, izoamil
alkol kopiirmeyi azaltir ve ara ylizeyi stabilize eder (Ali et al., 2016;
Liu et al., 2022).

2.1.2.6. Alkol Presipitasyonu (Cokeltme) Mantigi

Alkol ¢okeltme, sulu ¢ozeltilerden DNA'y1 konsantre etmek ve
geri kazanmak icin yaygin olarak kullanilan bir yontemdir. Bu siire,
DNA molekiiliiniin kendisinin kimyasal modifikasyonundan ziyade,
¢Oziicii polaritesindeki degisiklikler ve elektrostatik etkilesimler

tarafindan yonetilir (Green & Sambrook, 2016).

Su, yiikksek bir dielektrik sabitine sahiptir; bu da yiikler
arasindaki elektrostatik ¢cekimi azaltarak DNA'nin negatif yiikli fosfat
omurgasi gibi yiiklii tiirleri stabilize eder. Etanol veya izopropanol gibi
alkollerin eklenmesi, ¢oOzeltinin dielektrik sabitini diistirerek yiik
stabilizasyonunu zayiflatir. Sonug olarak, DNA molekiilleri arasindaki

elektrostatik itme azalir ve agregasyon desteklenir (Singh et al., 2021).

Etkin ¢okeltme i¢in tipik olarak sodyum (Na*) gibi tek degerlikli
katyonlarmm varlig1 gereklidir. Bu katyonlar, elektrostatik tarama
yoluyla fosfat gruplarindaki negatif yiikleri notralize ederek DNA
iplikleri arasindaki itmeyi daha da azaltir. Hem ¢6ziicii polaritesini hem
de yiik itmesini azaltarak, alkol ve tuz birlikte, santrifiijleme ile
cokeltilebilen ¢ozlinmeyen bir DNA agregatinin olusumunu tesvik eder

(Cruz-Leon et al., 2022; Tan & Chen, 2005).
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Izopropanol, ¢okelmeyi saglamak icin etanolden daha diisiik
hacim gerektirir ancak tuzlar1 daha kolay birlikte ¢okeltebilir; etanol ise
daha biiyiikk hacimler ve daha uzun santrifiij siireleri pahasina daha
temiz DNA saglar. Bu prensipleri anlamak, verim ve saflig1 dengelemek
icin ¢okelme kosullarmin rasyonel bir sekilde ayarlanmasina olanak

tanir(Green & Sambrook, 2017).

2.1.2.7. Kat1 Faz Ekstraksiyonu: Silika Spin-Kolon Sistemleri
Silika bazli spin kolon sistemleri kullanilarak yapilan kat1 faz
ekstraksiyonu, modern laboratuvarlarda DNA saflagtirmasi i¢in en
yaygin olarak benimsenen yaklasimdir. Bu sistemler, organik
¢oOziiciilerin yerini, tanimlanmis kimyasal kosullar altinda DNA'nin kat1
bir matrise geri doniisiimlii adsorpsiyonuyla degistirerek, gelismis

giivenlik, hiz ve tekrarlanabilirlik sunar (Schmitz et al., 2020).

DNA'nin silikaya baglanmasi, en yaygin olarak guanidinyum
kloriir veya guanidinyum tiyosiyanat olan kaotropik tuzlarin varhiginda
gergeklesir. Kaotropik ajanlar, su molekiillerinin diizenli hidrojen bagi
agm bozarak hem DNA'dan hem de silika yiizeyinden hidrasyon
kabugunu etkili bir sekilde uzaklastirir. Bu dehidrasyon, ¢oziintirligii
azaltr ve DNA ile silika membran arasinda yakin molekiiler temasi

tesvik eder (Vandeventer et al., 2012, 2013).

Katyon kopriisii modeline gore, yiiksek konsantrasyonlarda
pozitif yiiklii iyonlar, DNA'nm negatif yiiklii fosfat omurgas ile silika
yizeyindeki negatif yiiklii silanol gruplar1 arasinda elektrostatik

kopriiler olusturur. Bu yiiksek tuzlu, diisiik su aktiviteli kosullar altinda,
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DNA segici olarak tutulurken, proteinler ve diger kirleticiler alkol

iceren tamponlar kullanilarak yikanir (Yusufaly et al., 2014).

DNA daha sonra eliisyon asamasinda geri kazanilir; bu asamada
su veya Tris-EDTA tamponu gibi diisiik iyonik kuvvete sahip ¢ozeltiler
tuz kopriilerini bozar ve hidrasyonu geri kazandirir. Yeniden hidrasyon,
DNA-silika etkilesimlerini zayiflatir ve DNA'nin ¢6zeltiye ayrismasina
olanak tanwr. Eliisyonun verimliligi, tampon bilesimine, sicakliga ve
eliisyon hacmine baglidir; bunlarin hepsi DNA konsantrasyonunu ve

geri kazanimini etkiler (Vandeventer et al., 2013).

2.2. RNA izolasyonu ve RNase Kontrolii: RNA stabilizasyonu,
Trizol yontemi ve saflik kriterleri

RNA izolasyonu, RNA'nin dogasinda var olan kimyasal
kararsizlik ve riboniikleazlarm (RNazlar) yaygin varhigindan
kaynaklanan farkli biyokimyasal zorluklar sunar. RNA profilleri
dinamik hiicresel durumlar1 yansittigi i¢in, kii¢iik bir bozulma bile
deneysel sonuclar1 onemli 6lgiide degistirebilir. Sonug olarak, RNA
izolasyon stratejileri hizli stabilizasyona, sik1 RNaz kontroliine ve RNA
biitiinliigiiniin ve safliginin dikkatli bir sekilde degerlendirilmesine

onem verir (Frazao et al., 2006).

RNA molekiilleri, 6zellikle alkali kosullar altinda,
kendiliginden hidrolize duyarli hale getiren reaktif bir 2'-hidroksil
grubuna sahiptir. Buna paralel olarak, RNazlar laboratuvar
yiizeylerinde, ciltte ve reaktiflerde kaliciolan ve etkili bir sekilde etkisiz
hale getirilmezlerse RNA'y1 hizla bozabilen son derece kararl

enzimlerdir. Bu faktdrler hem kimyasal olarak koruyucu hem de
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enzimatik olarak engelleyici izolasyon kosullarm1 gerektirir
(Kornienko, Aramova, Tishchenko, Rudoy, & Chikindas, 2024; J. Liu
& Lilley, 2007).

2.2.1. Ornek Tiiriine Gore Hazirhk, Numune Kabul/Red Kriterleri
ve On Islemler

RNA  izolasyonunun  basarisi,  hiicre = homeostazinin
bozulmasiyla birlikte RNA bozunmasmin hemen baslamasi nedeniyle,
on analitik islemlere kritik derecede baglidir. DNA'nin aksine, RNA
biitlinliigii bir kez bozulduktan sonra geri kazanilamaz; bu nedenle,
numune islemenin en erken asamalarinda kat1 kabul ve ret kriterleri

uygulanmalidir (Jahn et al., 2008).

Numune uygunlugunu belirleyen temel faktorler arasinda islem
hizi, sicaklik kontrolii ve RNaz kontaminasyonuna maruz kalma yer
alir. Numune toplama ve stabilizasyon arasindaki gecikmeler, goriiniir
bozunma belirtileri veya uygun olmayan saklama kosullari, RNA
kaybmm ve numune reddinin yaygin nedenleridir. On islem stratejileri,
RNazlar1 hizla etkisiz hale getirmek, dogal RNA profillerini korumak
ve sonraki saflastirma kimyasiyla uyumlulugu saglamak igin

tasarlanmistir (Anvari et al., 2020).

2.2.1.1. Hiicre Kiiltiiri

Kiiltiirlenmis hiicreler, yaygin ve deneysel olarak esnek bir RNA
kaynagidir, ancak ekstrakte edilen RNA'nin biitlinliigli gecikmelere ve
islem kosullarina karst olduk¢a hassastir. Kontrolli  kiiltiir

ortamlarindan ¢ikarildiginda, hiicresel stres tepkileri ve endojen
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RNazlar hizla aktive olur ve bu da acil stabilizasyon veya lizis gerektirir

(Birnboim, 1988).

Yapiskan hiicre kiiltiirleri i¢in, hiicre dis1 RNazlar1 ve serum
kaynakl1 kirleticileri uzaklastirmak i¢in biiylime ortami derhal aspire
edilir. Daha sonra hiicreler, aynm1 anda membranlar1 pargalayan ve
RNazlar1 etkisiz hale getiren guanidinyum bazli lizis tamponlar1 veya
fenol iceren reaktifler kullanilarak dogrudan yerinde lizize edilir.
Enzimatik veya mekanik ayrilma transkripsiyonel degisikliklere ve
RNA bozulmasina neden olabileceginden, lizizden 6nce miimkiin

oldugunca ayrilma adimlarindan kaginilmaldir (P & N, 1987).

Siispansiyon kiiltiirleri, hizli santrifiijleme ile hasat edilir ve
ardindan lizis tamponunda hemen yeniden siispansiyon haline getirilir.
Uzun yikama adimlari, islem siiresini ve RNaz maruziyetini artirdigi
icin  Onerilmez. Numune islemleri boyunca, dis kaynakl
kontaminasyonu Onlemek i¢in eldiven, RNaz icermeyen sarf
malzemeleri ve islenmis c¢oOzeltiler sarttir (P & N, 1987; “Section 1-

Isolation of Nucleic Acids,” 2004).

2.2.1.2. Hayvan Dokulan

Hayvan dokulari, 6tenazi sonrast RNazlarin hizli aktivasyonu ve
devam eden transkripsiyonel degisiklikler nedeniyle RNA izolasyonu
icin 6nemli zorluklar olusturmaktadir. Sonug¢ olarak, 6tenazi ile RNA
stabilizasyonu arasindaki zaman araligi, RNA biitiinligii ve biyolojik
onemi agisindan kritik bir belirleyicidir (Chakkingal Bhaskaran et al.,
2023).
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Dokular miimkiin oldugunca hizli bir sekilde ¢ikarilmali ve
hemen stabilizasyona tabi tutulmalidir. Sivi nitrojen i¢inde hizl
dondurma, enzimatik aktiviteyi hizla durduran ve sicakligi RNaz
fonksiyonu i¢in esik degerin altina diisiirerek RNA'y1 koruyan yaygin
olarak kullanilan bir yontemdir. Dondurulmus dokular genellikle -80
°C'de saklanir ve bozulmay1 en aza indirmek i¢in dondurulmus kosullar

altinda islenir (Xie et al., 2025).

Alternatif olarak, dokular, dokuya niifuz eden ve hemen
dondurmaya gerek kalmadan RNazlar1 kimyasal olarak inhibe eden
RNAlater gibi RNA stabilizasyon c¢ozeltilerine daldirilabilir. Bu
yaklagim, isleme ve tasimayi basitlestirirken, penetrasyon verimliligi
doku boyutuna ve yogunluguna baghdir ve dikkatli bir optimizasyon

gerektirir (Wang et al., 2018).

Gecikmis islem, kismi ¢6ziilme veya yetersiz stabilizasyon
gosteren Ornekler, yliksek RNA bozulma riski nedeniyle genellikle
reddedilir. Bu nedenle, hayvan dokularindan tekrarlanabilir ve yiiksek
kaliteli RNA izolasyonu i¢in toplama hizinin ve stabilizasyon

stratejisinin dogru kontrolii sarttir (Boiling et al., 2009).

2.2.1.3. Tam Kan Ornekleri

Tam kan, hizli RNA bozulmasi ve RNaz agisindan zengin
plazma bilesenlerinin baskinligi nedeniyle RNA izolasyonu i¢in
ozellikle zorlu bir 6rnek tiiriidiir. Dahasi, olgun eritrositlerde ¢ekirdek
ve RNA bulunmadigindan, anlamli transkriptomik bilgiler 6ncelikle
lIokositlerden elde edilir; bu nedenle bu fraksiyonun segici olarak

korunmasi esastir (Wilfinger et al., 2023).
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RNA uygulamalar1 i¢gin kan, kan hiicrelerini aninda pargalamak
ve toplama noktasinda RNazlar1 etkisiz hale getirmek {izere tasarlanmig
ozel reaktifler igeren 6zel RNA stabilizasyon tiiplerine alinmalidir. Bu
sistemler, toplama sonrasi transkripsiyonel degisiklikleri ve RNA
bozulmasmi onleyerek in vivo gen ekspresyon profilini korur.
Geleneksel antikoagiilan tiipler (6rnegin, yalnizca EDTA) RNA
korumas: i¢in yetersizdir ve genellikle transkriptomik analizler i¢in

reddedilir (Duale et al., 2012).

Stabilizasyon tiipleri kullanilmayan is akislarinda, hizli 16kosit
ayrimi gereklidir. Bu, yogunluk gradyanl santrifiijleme veya segici
eritrosit lizisi ve ardindan aninda RNA ekstraksiyonunu igerebilir. Bu
stirecteki herhangi bir gecikme, RNA kayb1 ve yapay gen ekspresyonu
degisiklikleri riskini artirir (Nguyen et al., 2024).

Kan oOrnekleri i¢cin kabul kriterleri arasinda dogru tiip tipi,
pihtilagmanmn  olmamasi ve Onerilen saklama siirelerine ve
sicakliklarina uyulmasi yer alir. Bu nedenle, tam kandan yiiksek kaliteli
RNA elde etmek i¢cin uygun stabilizasyon ve hizli igleme

vazgecilmezdir (Consortium, 2025).

2.2.1.4. Bakteri Kiiltiirleri

Bakteri kiiltiirlerinden RNA izolasyonu, bakteriyel mRNA'nin
son derece kisa yar1 Omrii ve transkripsiyonun cevresel degisikliklere
hizli tepkisi nedeniyle 6zellikle zordur. Islemde kisa siireli gecikmeler
bile transkriptomda 6nemli degisikliklere yol agabilir; bu nedenle hizl

ve kontrollii iglem sarttir (Y. Wang et al., 2012).
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Kiiltiirler, genellikle logaritmik fazda olmak iizere, uygun
biiylime evresinde hasat edilmeli ve hemen islenmelidir. Dogal RNA
profillerini korumak i¢in, transkripsiyonel aktivite genellikle toplama
sirasinda hizli sogutma, RNA stabilizasyon reaktiflerinin eklenmesi
veya guanidinyum bazli tamponlarda dogrudan lizis yoluyla durdurulur.
Hasat ve RNaz inaktivasyonu arasindaki herhangi bir gecikme, RNA
bozulmasini 6nemli 6l¢iide artirir ve gen ekspresyon Olciimlerini bozar

(Barnett et al., 2007; Xie et al., 2025).

Bakteri hiicre duvari, verimli RNA salmimi i¢in onemli bir
fiziksel bariyer olusturur. Peptidoglikan tabakasmi zayiflatmak ve hizh
lizisi kolaylastirmak i¢in en yaygim olarak lizozim ile enzimatik 6n
islem kullanilir. Bu adim, kalin, yiiksek oranda capraz bagli hiicre
duvarlarina sahip Gram-pozitif bakteriler i¢in oOzellikle kritiktir.
Enzimatik sindirimi, RNazin tamamen etkisiz hale getirilmesini
saglamak i¢in genellikle hemen ardindan giiclii denatiire edici kosullar

altinda kimyasal lizis izler (Primo et al., 2018; Zhydzetski et al., 2024).

Bakteriyel RNA'nin kararsizligi goz oniline alindiginda, uzun
islem stireleri, tekrarlanan sicaklik dalgalanmalar1 veya eksik lizis
gosteren Ornekler genellikle transkriptomik analiz i¢in uygun degildir.
Bu nedenle, bakteri kiiltiirlerinden giivenilir RNA izolasyonu i¢in hizli

islem ve etkili hiicre duvar1 pargalanmasi sarttir (Jahn et al., 2008).

2.2.2. RNA izolasyon Mekanizmalari ve Prensipleri
RNA izolasyonu, DNA saflastirmasmi yonetenlerden kritik
noktalarda farklilik gosteren biyokimyasal prensiplere dayanir. Bu

farkliliklar, RNA'nin yapisal 6zelliklerinden, kimyasal reaktivitesinden
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ve riboniikleazlarm her yerde bulunmasindan kaynaklanir. Bu nedenle,
etkili RNA izolasyonu sadece RNA'nin hiicreden salinmasini degil,
ayni zamanda bozulmaya kars1 aninda ve siirekli korumay1 da gerektirir

(N. Aliet al,, 2017; Yu et al., 2020).

Molekiiler diizeyde, RNA davranisi tek zincirli yapis1 ve riboz
sekerinde reaktif bir 2'-hidroksil grubunun varlig1 tarafindan belirlenir.
Bu fonksiyonel grup esneklik ve katalitik potansiyel kazandirir, ancak
ayn1 zamanda RNA'y1 kendiliginden hidrolize kars1 hassas hale getirir.
Buna paralel olarak, RNazlar, cogu proteini etkisiz hale getiren kosullar
altinda aktif kalan son derece kararli enzimlerdir (Paladino & Zangi,

2013; Spitale et al., 2014).

RNA izolasyon stratejileri, hiicreleri es zamanli olarak
parcalamak, proteinleri agmak ve RNazlar1 geri doniisiimsiiz olarak
etkisiz hale getirmek i¢in giliclii denatiire edici ortamlardan yararlanir.
Kaotropik tuzlar, asidik pH kosullar1 ve organik coziiciiler, diger
biyomolekiiller uzaklastirilirken RNA'min ¢6ziiniir ve korunakli
kalmasini saglayan kosullar olusturmak i¢in yaygin olarak birlestirilir

(N. Ali et al., 2017, Stead et al., 2012).

2.2.2.1. RNA'min Kimyasal Kararsizhgi

RNA, molekiiler yapisindaki temel farkliliklar nedeniyle
DNA'ya gore dogasi geregi daha az kararlidir. DNA'nin aksine, RNA
tipik olarak tek zincirlidir ve deoksiriboz yerine riboz sekeri igerir. Bu
yapisal konfigiirasyon, RNA'ya islevsel ¢ok yonliilik saglar ancak
kimyasal bozulmaya kars1 duyarliligini 6nemli l¢iide artirir (Obara et

al., 2024).
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RNA'nin fosfodiester omurgasi, enzimatik kataliz olmadan
molekiil i¢i reaksiyonlarin meydana gelebilecegi hafif alkali kosullar
altinda par¢alanmaya egilimlidir. Sicaklik dalgalanmalari, iki degerlikli
katyonlar ve sulu ortamlara uzun siire maruz kalma, bozulmay1 daha da
hizlandirir. Sonug olarak, numuneler derhal stabilize edilmezse RNA
biitlinliigii hizla bozulabilir (Chheda et al., 2024; Kornienko, Aramova,
Tishchenko, Rudoy, Chikindas, et al., 2024).

Kimyasal hassasiyete ek olarak, RNA'nin tek zincirli yapisi,
omurgay1 hidrolitik saldiridan koruyan kararl ikincil yapilar olusturma
yetenegini sinirlar. Bu hassasiyet, RNA izolasyon prosediirleri boyunca
pH, sicaklik ve iyonik kosullarin sik1 bir sekilde kontrol edilmesini
gerektirir (Kornienko, Aramova, Tishchenko, Rudoy, Chikindas, et al.,
2024; Liet al,, 2015).

2.2.2.2. RNase Enzimlerinin Her Yerde Bulunan Dogasi

RNA, icsel kimyasal kararsizliginin yami swra, RNA'nin
parcalanmasinda uzmanlasmis ¢esitli bir enzim grubu olan
ribontikleazlar (RNazlar) tarafindan pargalanmaya kars1 da oldukga
hassastir. RNazlar, insan derisinde, laboratuvar yiizeylerinde, toz
parcaciklarinda ve c¢ogu biyolojik sivida bulunarak biyolojik ve
laboratuvar ortamlarinda son derece yaygindir (Kornienko, Aramova,

Tishchenko, Rudoy, Chikindas, et al., 2024).

RNazlarin  belirleyici bir 6zelligi, olaganiistii yapisal
kararhliklaridir. Birgcok RNaz, {igiinciil yapilarii koruyan ve 1stya, asir1
pH'a veya kimyasal denatliranlara maruz kaldiktan sonra aktif

kalmalarmi saglayan birden fazla disiilfit bag1 icerir. Sonug olarak,
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DNazlara veya proteazlara karsi etkili olan standart sterilizasyon
yontemleri, RNazlar1 tamamen etkisiz hale getirmek igin genellikle

yetersizdir (Rosenberg, 2008).

RNaz kontaminasyonu, reaktiflerden, plastik malzemelerden,
cam esyalardan veya kullanim prosediirlerinden kaynaklanabilir.
Ozellikle uzun siireli inkiibasyon asamalarinda, eser miktarlar bile
kapsamlt RNA bozulmasina neden olmak i¢in yeterlidir. Bu nedenle,
RNA is akislar1 6zel ekipman, RNaz icermeyen sarf malzemeleri ve titiz

kontaminasyon kontrol uygulamalar1 gerektirir (Treweek et al., 2015).

RNazlarin kimyasal olarak etkisiz hale getirilmesi genellikle
dietil pirokarbonat (DEPC) kullanilarak gerceklestirilir; bu madde,
RNaz katalitik aktivitesi i¢in gerekli olan histidin kalintilarin1 degistirir.
DEPC ile islem gormiis su ve ¢ozeltiler, RNA isleme i¢in kontrollii bir
ortam saglar, ancak DEPC'nin kendisi kullanimdan 6nce otoklavlama
yoluyla uzaklastirilmalidir. Kimyasal islemler ve siki laboratuvar
disiplini birlikte, RNA izolasyonu sirasinda etkili RNaz kontroliiniin
temelini  olusturur(Kornienko, Aramova, Tishchenko, Rudoy,

Chikindas, et al., 2024)

2.2.2.3. Asit Guanidinyum Tiyosiyanat-Fenol-Kloroform (AGPC)
Yontemi

Asit  Guanidinyum Tiyosiyanat-Fenol-Kloroform (AGPC)
yontemi, hiicrelerden ve dokulardan yiiksek kaliteli RNA izole etmek
icin yaygimn olarak kullanilan bir yaklagimdir. TRIzol ve QIAzol gibi

ticari reaktifler bu prensibe dayanmaktadir ve hiicreleri es zamanl
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olarak parcalamak, proteinleri denatiire etmek ve RNA'y1 bozulmadan

korumak i¢in tasarlanmustir.

Yontem, fenol ve guanidinyum tiyosiyanat iceren tek fazli bir
cozeltiye dayanmaktadir. Guanidinyum tiyosiyanat, proteinler ve
niikleik asitler i¢indeki hidrojen bag aglarmni bozan giiclii bir kaotropik
ajan gorevi goriir. Bu, hizli hiicre lizisine ve RNazlarin etkili bir sekilde
inaktivasyonuna yol acarak, RN A'y1 temas aninda hemen stabilize eder

(Chomczynski & Sacchi, 2000).

Fenol, hidrofobik etkilesimleri destabilize ederek ve protein
yapilarini agarak protein denatiirasyonuna katkida bulunur. Kloroform
eklendiginde ve karigim santrifiijlendiginde, sistem ayr1 sulu ve organik
fazlara ayrilir. Bu fazlar arasindaki niikleik asitlerin dagilimi esas olarak
pH ve yiikk ozelliklerine baglidir ve secici RNA geri kazaniminin

temelini olusturur (Yilmaz et al., 2022).

2.2.2.4. pH Bagimh Faz Ayrim

AGPC yonteminin en 6nemli ayirt edici adimi, faz ayrimi
sirasinda  niikleik asitlerin pH'a baghh olarak bdliimlenmesidir.
Kloroform ilavesi ve santrifiij isleminden sonra, karigim iistte sulu bir
faza, ara faza ve altta organik bir faza ayrilir. DNA ve RNA'nin bu fazlar
icindeki lokalizasyonu, oncelikle asidik kosullar altinda iyonlasma

durumlarna baghdir (L. Xu et al., 2019).

Asidik pH'da (yaklasik pH 4-5), DNA'nin fosfat gruplar1 kismen
protonlanir ve molekiiliin genel negatif yiikiinii azaltr. Bu yiik

notrlesmesi, DNA'nin sulu fazdaki ¢oziliniirligiinii azaltarak organik
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faza baglanmasma veya denatiire proteinlerle birlikte ara fazda

birikmesine neden olur (L. Xu et al., 2019).

Buna karsilik, RNA, yapisal ve kimyasal 6zellikleri nedeniyle
asidik pH'da yeterli negatif yiikii korur ve bu da sulu fazda ¢oziiniir
kalmasint saglar. Sonug¢ olarak, RNA, ara faz bozulmasmi en aza
indirirken iist sulu tabakayi1 dikkatlice aktararak secici olarak geri
kazanilabilir (Kornienko, Aramova, Tishchenko, Rudoy, & Chikindas,
2024; “Section 1 - Isolation of Nucleic Acids,” 2004).

2.3. Plazmit DNA lizolasyonu (Miniprep/Maxiprep): Alkali lizis
yontemi ve saflastirma

Plazmid DNA izolasyonu, kiigiik, dairesel plazmid DNA
molekiilleri ile biiylik, kromozomal genomik DNA arasindaki temel
yapisal ve kinetik farkliliklardan yararlanir. Her ikisi de bakteri
sitoplazmasinda birlikte bulunurken, fiziksel Ozellikleri dikkatlice
kontrol edilen kimyasal kosullar altinda secici ayrilmaya olanak tanir

(Stadler et al., 2004).

Baslangicta Birnboim ve Doly tarafindan tanimlanan alkali lizis
yontemi, ¢ogu modern miniprep ve maxiprep protokoliiniin kavramsal
temelini olusturmaktadir. Bu strateji ii¢ ardisik isleme dayanr:
kontrollii hiicre lizizi, makromolekiillerin alkali denatiirasyonu ve
secici renatiirasyon ve c¢okelme. Bu kosullar altinda, plazmid DNA
cozeltide tutulurken, genomik DNA, proteinler ve membran bilesenleri
secici olarak uzaklastirilir (Bimboim & Doly, 1979; Feliciello &
Chinali, 1993).
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Miniprep ve maxiprep is akislari, temel mekanizmadan ziyade
oncelikle 6lgek ve sonraki asama saflik gereksinimlerinde farklilik
gosterir. Kiiciik 6l¢ekli hazirliklar tipik olarak analitik uygulamalar i¢in
optimize edilirken, biiylik 6lgekli hazirliklar, transfeksiyonu veya in
vivo kullanimi engelleyen endotoksinleri ve diger kirleticileri

uzaklastirmak icin ek saflastirma adimlar1 icerir (Mikhail et al., 2022).

2.3.1. Bakteri Kiiltiirii Hazirh@

Plazmid DNA izolasyonu, kimyasal lizizden once bakteri
kiiltliriiniin dikkatli bir sekilde hazirlanmasin1 gerektirir, ¢iinkii kiiltiir
kosullar1 plazmid verimini, safligin1 ve yapisal biitiinliiglinii dogrudan
etkiler. Antibiyotik sec¢imi, biiylime evresi ve hiicre yogunlugu gibi
faktorler, plazmid kopya sayisini ve liziz sirasinda salinan kontamine

hiicresel materyalin miktarini belirler (Zhu et al., 2007).

Kiiltiirler, genetik homojenligi ve tutarli plazmid igerigini
saglamak icin genellikle tek bir bakteri kolonisinden baslatilir.
Plazmidler konak hiicre lizerinde metabolik bir yiik olusturdugundan ve
secim baskis1 yoklugunda secici olarak ortadan kaldirilabildiginden,
plazmid kaybin1 6nlemek icin siirekli antibiyotik se¢imi sarttir (Tsang,

2017).

Asirt biliylimeyi Onlemek i¢in biiyime kosullar1 optimize
edilmelidir. Hiicrelerin orta logaritmik ila erken duragan fazda hasat
edilmesi, plazmid bollugu ve hiicresel biitiinliik arasinda optimal bir
denge saglar. Asir1 hiicre yogunlugu, liziz sirasinda genomik DNA'nin
parcalanma riskini artirir ve endotoksin ve diger kontaminant

seviyelerini yiikseltir (O’Kennedy et al., 2000).
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Lizisten 6nce, bakteri hiicreleri santriflijleme yoluyla toplanarak
kompakt bir pelet olusturulur. Kiiltir ortammin tamamen
uzaklagtirilmasi ¢ok Onemlidir, ¢linkii kalan tuzlar, proteinler ve
metabolitler, sonraki alkali lizis ve saflastirma adimlarina miidahale

edebilir (Islam et al., 2017).

2.3.1.1. Inokiilasyon Stratejileri ve Antibiyotik Seleksiyonu
Plazmid DNA izolasyonu, Kkiiltiiriin klonal homojenligini
saglamak i¢in tek, 1yi izole edilmis bir bakteri kolonisinden asilama ile
baslamalidir. Bu yaklasim, genetik degiskenligi en aza indirir ve tim
hiicrelerin ayn1 plazmid yapisini tagimasini saglar; bu da tekrarlanabilir

plazmid verimi ve sekans biitiinliigii icin kritiktir.

Antibiyotik se¢imi, plazmidin korunmasinda merkezi bir rol
oynar. Plazmidler konak hiicreye metabolik bir yiik bindirdiginden,
secici bask1 yoklugunda plazmidsiz hiicreler, plazmid igeren hiicrelere
kars1 rekabet edebilir. Biiylime ortamina uygun antibiyotigin eklenmesi,
plazmid tasiyan bakteriler i¢in siirekli se¢imi saglar ve Kkiiltiir

geniglemesi sirasinda plazmid kaybini1 6nler (Kachkin et al., 2020).

Antibiyotik se¢imi ve konsantrasyonu, plazmid tarafindan
kodlanan direng belirteciyle eslesmelidir. Optimal olmayan antibiyotik
seviyeleri plazmid kaybina izin verebilirken, asir1 konsantrasyonlar
bakteri bliylimesini engelleyebilir ve genel plazmid verimini azaltabilir.
Bu nedenle, izolasyondan once etkili plazmid korumas: i¢in kiiltiir

boyunca tutarl antibiyotik baskisi sarttir (Gullberg et al., 2014).
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2.3.1.2. Inkiibasyon Kosullar1 ve Biiyiime Fazi

Bakteri kiiltiirlerinin biiyiime evresi, plazmit kopya sayisini ve
lizis swrasinda salinan hiicresel kaltilarin oranimni dogrudan etkiler.
Orta logaritmik evrede (iistel biiylime) hasat edilen kiiltiirler, hiicreler
metabolik olarak aktif oldugundan ve plazmit replikasyonu maksimum
diizeyde oldugundan, genellikle optimum plazmit verimi saglar.
Tersine, ¢ok erken hasat yetersiz plazmit birikimine neden olabilirken,
asir1 biiylimiis duragan evre kiiltiirleri, lizis sirasinda genomik DNA

salmimini ve endotoksin i¢erigini artirabilir (Cheah et al., 1987).

Bakteri yogunlugu genellikle 600 nm'de optik yogunluk (ODsoo)
kullanilarak izlenir. Belirli plazmit tiiri i¢in uygun bir ODsoo
hedeflemek, plazmit kopya sayisi1 ile hiicre saglig1 arasinda bir denge
saglar. Asir1 biiyiime hiicreleri strese sokabilir, plazmit kararsizligini
tetikleyebilir ve parcalanmig genomik DNA gibi hiicre lizis
artefaktlarini artirarak sonraki saflastirmay1 zorlastirabilir (Beal et al.,

2020).

Diizgiin biiylimeyi saglamak i¢in sicaklik, havalandirma ve
calkalama hizi da dahil olmak iizere uygun kulucka kosullar
saglanmalidir. Bu kosullardan sapmalar, degisken plazmit igerigine
sahip heterojen hiicre popiilasyonlarina yol agarak hem verimi hem de

tekrarlanabilirligi azaltabilir (Li et al., 1998).

2.3.1.3. Hiicre Hasad1 (Pellet Olusturma) ve Yikama
Optimal biiylimenin ardindan, bakteri hiicreleri plazmit
izolasyonu i¢in hazirlanmak iizere hasat edilir. Hasat genellikle,

hiicreleri lizise veya mekanik hasara neden olmadan siki bir pelet haline
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getirecek kadar yeterli kuvvette santrifiijleme ile gergeklestirilir. Bu
adim, hiicreleri, daha sonraki alkali lizis islemine miidahale edebilecek
tuzlar, proteinler ve metabolitler icerebilen biiyiime ortamindan ayirir

(Caruccio & Banerjee, 1999; Zhu et al., 2007).

Santrifiijlemeden sonra, siipernatant dikkatlice uzaklastirilir ve
hiicre peleti, kalan ortam bilesenlerini uzaklastirmak i¢in TE (Tris-
EDTA) gibi ndtr bir tamponla yikanabilir. Yikama, inhibitér maddelerin
lizis adimina gegmemesini saglar; bu da plazmit verimini azaltabilir

veya son preparati kirletebilir.

Hiicre peletinin biitiinliigli onemlidir; yeniden siispansiyon
adiminda (Tampon P1) diizgiin bir sekilde yeniden siispansiyona izin
vermek i¢in bozulmamis kalmalidir. Asir1 sert santrifiijleme veya
tekrarlanan islemler hiicrelere zarar vererek erken lizise ve genomik
DNA kontaminasyonunun artmasina yol acabilir. Uygun pelet olusumu
ve dikkatli yikama, verimli ve tekrarlanabilir plazmit geri kazanimi i¢in

temel olusturur (Palmer & Wingfield, 2012).

2.3.2. Alkali Lizis Mekanizmasi

Alkalin lizis yontemi, plazmid DNA izolasyonunun temel
tagidir. Kiiciik, dairesel plazmidler ile biiyiik, kromozomal DNA
arasindaki yapisal ve kinetik farkliliklar1 kullanarak, genomik DNA ve
proteinleri uzaklastirirken plazmid molekiillerini segici olarak geri

kazanir (Bimboim & Doly, 1979).

Islem ii¢ ardisik adimdan olusur:
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e Yeniden Siispansiyon (Tampon P1): Bakteri hiicreleri, Tris (pH
tamponlama), EDTA (niikleazlar1 inhibe etmek icin Mg>"yi
selatlayan) ve glikoz (ozmotik denge) igeren bir c¢ozeltide
yavasca yeniden silispansiyon haline getirili. Plazmid
preparatinin kontaminasyonunu dnlemek i¢in genellikle RNA'y1
parcalamak tizere RNaz A eklenir.

e Lizis ve Alkalin Denatiirasyon (Tampon P2): Sodyum hidroksit
(NaOH) ve SDS karisimi hiicre zarlarini pargalar, proteinleri
denatiire eder ve DNA'y1 ¢6zer. Hem plazmid hem de genomik
DNA, bu alkalin kosullar altinda tek zincirli hale gelir.

e Notralizasyon ve Seg¢ici Yeniden Dogallastirma (Tampon P3):
Potasyum asetat ¢ozeltiyi notralize ederek plazmid DNA'nin
hizla siiper sarmal, ¢ift sarmalli formuna yeniden
dogallastirilmasmi saglar. Buna karsilik, ¢cok daha biiylik
genomik DNA molekiilleri diizgiin bir sekilde yeniden
birlesemez ve proteinler ve SDS ile ¢oziinmeyen kompleksler

halinde ¢okelen agregatlar olusturur.

Santrifiijleme ¢okeltiyi uzaklastirarak plazmid DNA'y1 temizlenmis
lizatta birakir. Bu yontemin basarisi kinetik yeniden dogallastirmaya
dayanir: kiigiik plazmidler, karisik genomik DNA'dan daha hizh
yeniden birleserek ¢ozeltide segici geri kazanimi miimkiin kilar (El-

Ashram et al., 2016).

2.3.3. Saflastirma ve Endotoksin Giderimi
Alkalin lizis ve berraklastirmadan sonra, plazmit iceren

slipernatant,  kalan  proteinleri, tuzlar1 ve  endotoksinler
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(lipopolisakkaritler, LPS) gibi potansiyel olarak toksik kirleticileri
uzaklagtrmak i¢in daha fazla saflastirma gerektirir. Saflastirma,
plazmit DNA'sinin transkripsiyon, sekanslama ve klonlama dahil
olmak iizere hassas sonraki uygulamalar i¢in uygun olmasimi saglar

(Zhu et al., 2007).

Silika membranli spin kolonlari, plazmit yakalama i¢in yaygin
olarak kullanilir. Yiiksek tuzlu, kaotropik kosullar altinda, plazmit DNA
silika matrisine baglanirken, kirleticiler etanol igeren tamponlarla
yikanir. Yikama adimlari, kalan tuzlari ve denatiire proteinleri
uzaklastirir ve diisiik tuzlu tampon veya su ile eliisyon, saflastirilmig

plazmit DNA'smi serbest birakir (Vandeventer et al., 2013).

Gram-negatif bakterilerin dig zarmin bilesenleri olan
endotoksinler, memeli hiicreleri iceren uygulamalar i¢in 6zel bir zorluk
teskil eder. Bagisiklik tepkilerini aktive edebilir ve transkripsiyon
verimliligini azaltabilirler. Ozel endotoksin giderme stratejileri
arasinda, DNA'nin ge¢gmesine izin verirken LPS'yi secici olarak tutan

deterjanlarla ek yikamalar veya anyon degisim kromatografisi yer alir.

Son olarak, saflagtirilmis plazmid DNA uygun bir tamponda
(tipik olarak TE veya niikleaz icermeyen su) eliie edilir ve biitlinliigiini
ve stabilitesini koruyan kosullar altinda saklanir. Uygun saflastirma,
deneysel ve terapotik uygulamalar icin uygun, yiiksek kaliteli, diisiik

kontaminasyonlu plazmid saglar (Heumann & Roger, 2002).
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2.4. Kantitatif ve Kalitatif Analizler: Nanodrop (Spektrofotometre)
ve Qubit (Florometre) kullanim

DNA veya RNA izolasyonundan sonra, sonraki uygulamalar
icin uygunlugu saglamak amaciyla konsantrasyon, saflik ve biitiinliigiin
degerlendirilmesi esastir. Yaygin olarak kullanilan iki arag, her biri
tamamlayic1 avantajlar sunan spektrofotometreler ve florometrelerdir

(Versmessen et al., 2024).

Spektrofotometri, niikleik asit konsantrasyonu ve saflik
oranlarinin hizli ve etiketsiz degerlendirmesini saglarken, florometri
secici floresan boyalar aracilifiyla daha yiiksek hassasiyet ve 6zgiilliik
sunar. Ek olarak, jel elektroforezi niikleik asitlerin fiziksel biitlinliigiini
ve molekiiler boyutunu degerlendirmek i¢in kullanilabilir. Bu
yontemlerin dogru kombinasyonu, aragtirmacilarin PCR, sekanslama
veya transfeksiyon gibi deneyler icin 6rnek uygunlugu konusunda
bilingli kararlar vermelerini saglar (Bruijns et al., 2022; Garcia-Alegria

et al., 2020).

2.4.1. Nanodrop ile Saflik Kontrolii (A260/280, A260/230)
Nanodrop kullanilarak yapilan spektrofotometrik analiz,
niikleik  asitlerin  hem konsantrasyonunu hem de safligmi
degerlendirmek i¢cin hizli ve yaygin olarak kullanilan bir yontemdir.
Cihaz, 6zellikle 260 nm, 280 nm ve 230 nm olmak iizere belirli dalga
boylarinda absorbansi dlger; bunlar sirastyla niikleik asitlere, proteine

ve diger organik kirleticilere karsilik gelir.

Ornek kalitesini degerlendirmek igin yaygin olarak kullanilan iki

temel oran vardir:
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e A260/280 orani: Protein kontaminasyonunu gosterir. Saf
DNA'nin orani tipik olarak 1,8 civarindayken, saf RNA'nin
orani 2,0'ye daha yakindir. Daha diisiik degerler, artik protein
veya fenol varligini gosterir.

e A260/230 orani: Tuzlar, karbonhidratlar veya artik organik
coziicliler tarafindan kontaminasyonu yansitir. 2,0-2,2 degerleri
temiz niikleik asitleri gosterir; daha diisiik oranlar, sonraki
enzimatik reaksiyonlar1 engelleyebilecek safsizliklar1 isaret

eder.

Nanodrop 6l¢timleri hizlidir ve yalnizca kii¢iik bir numune hacmi
(1-2 pL) gerektirir; bu da onlar1 niikleik asit izolasyonundan sonra rutin
kontroller i¢in ideal hale getirir (Bruijns et al., 2022; Garcia-Alegria et
al., 2020).

2.4.1.1. Olciim Prensibi ve Absorbans
Nanodrop, niikleik asit konsantrasyonunu, absorbans (A) ile
¢Ozilinen maddenin konsantrasyonu (c¢) arasindaki iliskiyi veren Beer-

Lambert Yasasi'na dayanarak olger:

A=¢-c-l
Burada:
A = dlgiilen absorbans
& = molar yok olma katsayis1 (molekiile 6zgii)
¢ = niikleik asit konsantrasyonu

[ = 15181 numuneden geg¢is yolu uzunlugu
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Niikleik asitler, aromatik niikleotid bazlar1 nedeniyle 260 nm'de
tepe noktasi olan ultraviyole (UV) 15181 emerler. Aromatik amino asitler
(triptofan ve tirozin) igeren proteinler 280 nm'de, diger organik
kirleticiler ve tuzlar ise 230 nm'de absorbe ederler. Nanodrop, bu dalga
boylarinda absorbansi dlgerek ve Beer-Lambert Yasasmni uygulayarak
yaklagik konsantrasyonu hesaplar ve numunenin saflig1 hakkinda bilgi

saglar (Desjardins & Conklin, 2010; Garcia-Alegria et al., 2020).

2.4.2. Qubit ile Hassas Miktar Tayini

Qubit florometresi, DNA veya RNA'ya secici olarak baglanan
floresan boyalar kullanarak niikleik asitlerin son derece hassas ve 6zgiil
bir sekilde nicelendirilmesini saglar. Toplam absorbansi Glgen
Nanodrop'un aksine, Qubit floresans1 yalnizca hedef molekiile
orantilidir ve proteinlerden, tuzlardan veya serbest niikleotidlerden

kaynaklanan girisimleri en aza indirir.

Qubit analizlerinde kullanilan floresan boyalar, niikleik asitlerin
yoklugunda minimum arka plan floresansi gésterir. DNA veya RNA'ya
baglandiginda, boya konformasyonel bir degisiklige ugrar ve bu da
floresan emisyonunu artirarak pikogram konsantrasyonlarinda bile
hassas tespit saglar. Bu yiiksek 6zgiilliik, Qubit'i 6zellikle diisiik verimli
ornekler, bozulmus RNA veya potansiyel kirleticiler igceren DNA

preparatlari i¢in kullanish hale getirir.

Secici baglanma ve floresan Ol¢limiinii birlestirerek, Qubit,
spektrofotometrik saflik kontrollerini tamamlayan giivenilir bir nicel

degerlendirme sunar ve kiitiiphane hazirlama, qPCR veya transfeksiyon
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gibi sonraki uygulamalarda giiven saglar (Nakayama et al., 2016;

Versmessen et al., 2024).

2.4.2.1. Calisma Prensibi (Se¢ici Baglanma)

Qubit sistemi, niikleik asitlere se¢ici baglanma gdsteren floresan
boyalara dayanmaktadwr. Her boya, capraz reaktiviteyi en aza
indirgeyerek, ¢ift sarmalli DNA, RNA veya tek sarmalli DNA ile

tercihen etkilesime girecek sekilde tasarlanmistir.

Hedef niikleik asidine baglandiginda, boya konformasyonel bir
degisiklige ugrar ve bu da floresan emisyonunu 6nemli dlgiide artirir.
Bu degisiklik, Qubit florometresi tarafindan oOl¢iiliir ve Ornekteki
niikleik asit miktariyla orantili bir sinyal saglar. Baglanmamis boya
minimum floresan gosterir, bu da arka plan giiriiltiisiinii azaltir ve

hassasiyeti artirir (Michel et al., 2020).

Boyanin 6zgiilliigii kritiktir: 6rnegin, ¢ift sarmalli DNA'ya 6zgl
bir boya, RNA varliginda floresan vermez, bu da karigik niikleik asit
iceren Orneklerde bile dogru nicellestirme saglar. Bu 6zellik, Qubit
Ol¢timlerini, yeni nesil sekanslama veya diisiik kopya sayisina sahip
plazmid preparatlar1 gibi hassas niikleik asit konsantrasyonunun gerekli
oldugu uygulamalar i¢cin 6zellikle giivenilir kilar (Nakayama et al.,

2016).

SONUC
Niikleik asit izolasyonu, molekiiler biyolojide veri kalitesinin
kritik bir belirleyicisidir ve sonraki uygulamalarin dogrulugunu ve

tekrarlanabilirligini dogrudan etkiler. Bu boliimde gosterildigi gibi,
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DNA ve RNA izolasyon stratejileri iyi tanimlanmis biyokimyasal
prensiplere dayanir, ancak ornek tipine, molekiiler stabiliteye ve

analitik hedeflere bagli olarak yonteme 6zgii uyarlamalar gerektirir.

Tek bir izolasyon yaklagimi evrensel olarak en uygun degildir;
bunun yerine, etkili niikleik asit geri kazanimi, 6n analitik degiskenlerin
titiz kontroliiyle birlikte, ekstraksiyon kimyast ve saflastirma
platformlarmin bilingli segimine baghdir. Ozellikle, érnek isleme ve
stabilizasyon, izolasyon yonteminin kendisinden daha fazla niikleik asit

biitlinligiinii etkiler; bu, 6zellikle RNA i¢in kritik bir husustur.

Lizis, saflastirma ve geri kazanim sirasinda niikleik asit
davranisiin mekanistik bir anlayisi, rasyonel yontem se¢imini, verimli
sorun gidermeyi ve deneysel tekrarlanabilirligi iyilestirmeyi saglar. Bu
tiir bilgiler, arastirma, tan1 ve uygulamali biyoteknoloji ortamlarinda

giivenilir molekiiler veriler liretmek i¢in hayati dnem tasimaktadir.
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GIRIS
Niikleik asitlerin ve proteinlerin boyut, konformasyon ve net
yiiklerine gore hassas bir sekilde ayristirilmasi, modern mikrobiyolojik
arastirmalarm ve molekiiler taninin temel tasmni olusturur. Analitik bir
stire¢ olan elektroforez; biyomolekiillerin kontrollii bir elektrik alan
altinda, gbézenekli bir matris igerisindeki gd¢ dinamiklerine dayanir
(Green & Sambrook, 2012; Westermeier, 2016). Bu teknik, basit bir
laboratuvar prosediiriinden 6te; mikrobiyal genomun biitiinliigiinii test
etmek, suslar arasmndaki genetik varyasyonlar: haritalamak ve
patojenlerin molekiiler parmak izlerini ¢ikarmak i¢in kullanilan

vazge¢ilmez bir arastirma disiplinidir.
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Mikrobiyolojik perspektifte elektroforez, mikroorganizmalarin
kimligini ve islevini anlamada stratejik bir role sahiptir. Ornegin;
bakteriyel bir genomun belirli bolgesinden kesim yapan restriksiyon
enzimleri ile kesilmesi sonucu olusan makro-fragmanlarin PFGE
(Pulsed-Field Gel Electrophoresis) ile analizi sus tiplemesinde "altin
standart" sunarken, karmasik bir mikrobiyal topluluktaki tiir
cesitliliginin DGGE (Denaturing Gradient Gel Electrophoresis) ile
belirlenmesi mikrobiyal ekolojinin smirlarini genisletmektedir (Muyzer
& Smalla, 1998a; Schwartz & Cantor, 1984). Bu boliimde, temel agaroz
sistemlerinden yiiksek ¢oziniirliiklii poliakrilamid jel elektroforezine
(PAGE) kadar kullanilan farkli metodolojilerin fiziksel prensipleri,
RNA biitiinliik analizleri ve viriilans proteinlerinin karakterizasyonu

gibi mikrobiyal tanidaki kritik pratik uygulamalar ele alinmaktadir.

3.1. Agaroz Jel Elektroforezi: DNA/RNA Fragman Analizi ve Jel
Goriintiileme Sistemleri

Agaroz jel elektroforezi, 6zellikle mikrobiyal DNA izolasyonu
sonrasi kalite kontrol ve PCR ile ¢ogaltilan gen iiriinlerinin analizi i¢in

laboratuvarlarda en yaygin kullanilan yontemdir.

3.1.1. Agaroz Matris Yapisi ve Go¢ Dinamikleri

Agaroz, deniz yosunlarindan elde edilen lineer bir polimerdir.
Jel matrisi igerisindeki gdzenek boyutu, polimer konsantrasyonu ile ters
orantihidir. DNA molekiilleri, negatif yiiklii fosfat gruplar1 sayesinde
anoda dogru hareket ederken matris igerisinde "reptasyon" modeli

olarak tanimlanan bir siirtiinme kuvvetine maruz kalir (Hall, 2019).
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3.1.2. Tampon Sistemleri ve Voltaj Optimizasyonu

Mikrobiyolojik ¢alismalarda TAE (Tris-Asetat-EDTA) ve TBE
(Tris-Borat-EDTA) tamponlari tercih edilir. TBE, yiliksek voltajlarda
termal stabilite sunarak keskin bant olusumunu saglarken; TAE,
mikrobiyal genlerin klonlanmasi amaciyla yapilacak jelden geri
kazanim (gel extraction) islemleri i¢in daha elverislidir (Green &

Sambrook, 2012).

3.1.3. Jel Goriintiileme ve Floresan Isaretleyiciler

Niikleik asitlerin gorsellestirilmesi, DNA baz c¢iftleri arasina
girerek baglanma 6zelligi gosteren interkalasyon ajanlar1 araciligiyla
gerceklestirilir. Geleneksel olarak kullanilan Etidyum Bromiir (EtBr),
cift iplikli DNA'nin istiflenmis bazlar1 arasina yerlesen ve ultraviyole
(UV) 151k altinda uyarildiginda turuncu-kirmizi floresan 1sima veren
aromatik bir molekiildiir (Westermeier, 2016). Ancak, bu interkalasyon
mekanizmasinin DNA replikasyonu ve transkripsiyonu sirasinda
hatalara yol acan yiliksek mutajenik riski nedeniyle, modern
mikrobiyoloji laboratuvarlarinda SYBR Safe veya GelRed gibi daha
giivenli ve c¢evre dostu alternatifler tercih edilmektedir. Dijital
goriintiileme sistemleri, bu boyalarin emisyon sinyallerini hassasiyetle
yakalayarak niikleik asit miktarmin yari-kantitatif analizine olanak tanir

(Hall, 2019).
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3.2. Poliakrilamid Jel FElektroforezi (PAGE): Mikrobiyal
Karakterizasyon ve Kiiciik Fragman Ayrim

Poliakrilamid jeller, agaroz sistemlerine gore ¢ok daha kiiciik
gbzenek yapisina sahiptir ve tek bir niikleotidlik farklari bile ayirt

edebilecek yiiksek ¢oziliniirliik sunar.

3.2.1. Akrilamid ve Bis-akrilamid Polimerizasyonu

PAGE, akrilamid monomerlerinin N, N'-metilen-bis-akrilamid
ile capraz baglanmasi sonucu olusur. Siire¢, APS (Amonyum Persiilfat)
ve TEMED katalizorliigiinde gerceklesen bir serbest radikal
polimerizasyonudur. G6zenek boyutu, mikrobiyal protein veya niikleik
asit boyutuna gore %T ve %C oranlariyla hassas bir sekilde

ayarlanabilir (Chrambach & Rodbard, 1971).

3.2.2. Dikey Elektroforez ve Mikrobiyal Genetik Analiz

Kiiciik DNA fragmanlar1 (5-500 baz c¢ifti) ve protein
komplekslerinin analizi i¢in dikey sistemler kullamlir. Ozellikle
bakteriyel suslar arasindaki genetik varyasyonu belirleyen mikrosatellit
analizi ve transkripsiyonel regiilasyonu anlamamizi saglayan DNA
ayak izi (footprinting) c¢aligmalarinda PAGE vazgegilmezdir. Bu
sistemlerin ayristirma kapasitesi, akrilamid konsantrasyonu ve
polimerizasyon kinetigi ile dogrudan iliskilidir (Gelfi & Righetti,
1981).

3.2.3. Sekanslama Jelleri ve Geleneksel Tam1 Yaklasimlari
Modern kapiler sistemler dncesinde, bakteriyel genom dizileme
reaksiyonlar1 {ire igeren denatiire edici PAGE sistemlerinde

yuriitiilmekteydi. Bu sistemler, niikleik asitlerin ikincil yapilarini
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bozarak fragmanlarin sadece uzunluklarmna gore ayrilmasini garanti

eder (Swerdlow & Gesteland, 1990).

3.2.4. Mikrobiyolojide Spesifik PAGE Uygulamalar

SDS-PAGE (Mikrobiyal Proteomik): Bakteriyel dig membran
proteinlerinin (OMP) profilini ¢ikarmak ve patojenlerin iirettigi
ekzotoksinleri (6rn. S. aureus enterotoksinleri) molekiiler
agirliklarina gore tanimlamak i¢in kullanilir (Laemli, 1970).
Native-PAGE Temelli EMSA (Electrophoretic Mobility
Shift Assay): Denatiiran igermeyen bu sistemde proteinlerin
dogal konformasyonlarmi koruyarak DNA’ya baglanma
yeteneklerinin analiz edilmesine olanak tanir. Bakteriyel
viriilans genlerini diizenleyen proteinlerin (transkripsiyon
faktorleri) hedef DNA'ya baglanma yeteneklerini 6lgmek igin
yaygimn olarak kullanilir (Hellman & Fried, 2007).

DGGE (Denatiire Edici Gradyan Jel Elektroforezi): Ayni
boydaki DNA pargalarin1 dizilim farklarma gore ayirr.
Karmasik mikrobiyal topluluklardaki (6rn. gut mikrobiyotasi)
tiir ¢esitliligini kiiltlir yapmadan izlemek i¢in kullanilan en

giiclii tekniklerden biridir (Muyzer & Smalla, 1998b).

3.3. Pulse-Field Jel Elektroforezi (PFGE): Cok Biiyiikk DNA

Molekiillerinin Analizi

Standart elektroforezde 50 kb tizerindeki DN A molekiilleri jel

icerisinde ayni hizda hareket ederek tek bir bant olusturur. PFGE, bu

smirt agsmak igin gelistirilmis 6zel bir tekniktir. Bu teknikte 50 kb

tizerindeki DNA fragmanlarin1 ayirarak bakteriyel genomlarin sus
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diizeyinde karakterizasyonu icin kullanilan ileri bir teknolojidir

(Schwartz & Cantor, 1984; Tenover et al., 1995).

3.3.1. Degisken Elektrik Alan Mekanizmasi ve Fiziksel Prensibi
PFGE, elektrik alanmn yoniinii periyodik olarak degistiren 6zel
bir sistem kullanir. Biiylik DNA molekiillerinin her yon degisiminde
kendilerini yeniden hizalama siiresi (reorientation time) boyutuyla
orantilidir; bu durum megabaz (Mb) diizeyindeki fragmanlarin hassas

ayrimina olanak tanir (Schwartz & Cantor, 1984).

3.3.2. Mikrobiyal Epidemiyoloji ve "Altin Standart" Tipleme
PFGE, bakteriyel genomun restriksiyon enzimleri (6rn. Smal,
Xbal) ile kesilmesi sonucu olusan biiyilk parcalarin analizinde
kullanilir. Hastane enfeksiyonlarinin takibi ve gida kaynakli salginlarn
kaynagini belirlemede mikrobiyolojik epidemiyolojinin uzun yillar

altin standardi olarak kalmistir (Neoh et al., 2019).

3.3.3. intakt DNA Hazirlama Protokolii (Plug Hazirlama)
PFGE'min basarisi, genomik DNA'nin mekanik olarak

kirilmadan izole edilmesine baghdir. Bakteri hiicreleri diisiik erime

dereceli agaroz bloklar (plugs) icerisine hapsedilir ve lizis bu bloklar

icinde gerceklestirilir (Birren & Lai, 1993).

3.4. Denatiire Edici Jeller: RNA Biitiinliigii ve Transkript Analizi
RNA, vyapis1 geregi hizla ikincil yapilar olusturma

egilimindedir. Bu durum, RNA parcalarinin ger¢ek boyutlarmna gore

ayrilmasmi zorlastirir. Mikrobiyal transkriptom analizlerinde RNA

pargalarinin gergek boyutlarina goére ayrilmasi i¢in denatiirasyon sarttir.
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3.4.1. Denatiirasyon Ajanlan ve Kimyasal Etkilesimler

RNA'nin tek iplikli yapisini korumak i¢in jelin ig¢ine veya
numune yikleme tamponuna formaldehit veya formamid gibi
denatiiranlar kullanilir. Bu ajanlar hidrojen baglarmi1 kopararak

RNA'nim rastgele sarmal yapida kalmasini saglar (Rio, 2011).

3.4.2. Ribozomal Bant Analizi ve RNA Kalitesi

Basarili bir elektroforez sonrasi, bakteriyel RNA 6rneklerinde 23S ve
16S ribozomal RNA bantlarmin netligi ve birbirine orani (idealde
yaklasik 2:1) gdzlemlenmelidir (Okaryotik sistemlerde bu degerler 28S
ve 18S olarak karsilik bulur). Bantlarin jel iizerinde yayilmasi
(smearing) veya diisiik molekiiler agirlikli bolgelere dogru kaymasi,
RNA degradasyonunun ve RNase kontaminasyonunun en giicli

gostergesidir (Aranda et al., 2012; Rio, 2011).

3.5. Kapiler Elektroforez (CE): Otomatize Fragman Analizi

Manuel jellerin aksine, nikleik asitlerin cok ince kapiler tiipler
icerisinde ayristirilmasi prensibine dayanir. Lazer destekli deteksiyon
sistemleri sayesinde tek bir nukleotidlik farklar dijital kromatogramlar
olarak raporlanir. Mikrobiyolojide o6zellikle MLVA gibi yuksek
¢cozUndrltkll tipleme yodntemlerinde ve modern Sanger dizileme
cihazlarinda temel ayirim mekanizmasidir (Swerdlow & Gesteland,
1990).

3.6. iki Boyutlu (2D) Elektroforez

Bakteriyel proteinlerin karakterizasyonunda kullanilan en ileri
elektroforetik yontemdir. Ilk boyutta proteinler izoelektrik odaklama
(IEF) ile yuklerine gore, ikinci boyutta ise SDS-PAGE ile kdtlelerine
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gore ayristirilir. Bu teknik, patojenlerin viriilans faktorlerinin ve stres
yanit proteinlerinin global olarak haritalanmasina olanak tanir (GOrg et

al., 2004).

SONUC

Elektroforetik teknikler, nukleik asitlerin ve proteinlerin analitik
ayriminda mikrobiyoloji laboratuvarlarimin vazgeg¢ilmez temel taslari
olmaya devam etmektedir. Geleneksel agaroz jel sistemleri, niikleik asit
izolasyonlarmin ve PCR amplifikasyonlarinin dogrulanmasi gibi rutin
streclerde pratik ¢ozumler sunarken; PAGE ve PFGE gibi ileri
yontemler, mikroorganizmalarin genetik yapisindaki en kiiciik
degisimlerin  bile saptanmasina olanak taniyarak molekiiler
epidemiyolojiye derinlik kazandirmistir. Elektroforez sadece bir
ayristirma yontemi degil; mikrobiyal diinyanin genetik ve proteomik
sirlarmi aydinlatmada kullanilan en giivenilir analitik kopriilerden
biridir.

Ozellikle RNA biitiinliik analizlerinde kullanilan denattire edici
sistemler, transkriptomik c¢alismalarin veri kalitesini dogrudan
etkileyen kritik bir esik olma 6zelligini korumaktadir. Gliniimiizde bu
teknikler, kapiler elektroforez gibi otomatize sistemlere evrilerek daha
yiiksek hiz ve hassasiyet kazansa da elektroforezin temel fiziksel
prensiplerini  kavramak, deneysel hatalarin yorumlanmasi ve

metodolojik optimizasyon i¢in elzemdir.
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GIRIS

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), in vitro kosullar altinda
belirli DNA dizilerinin iistel ¢ogaltilmasini saglayan temel molekiiler
biyoloji teknigidir. 1983 yilinda gelistirilen bu yontem, denatiirasyon,
primer baglanmasi ve enzimatik polimerizasyonun tekrarlanan
dongiileri yoluyla hiicresel DNA replikasyon mekanizmasini taklit
ederek calisir. Giiniimiizde PCR, enfeksiyon etkenlerinin teshisinden
genotiplendirmeye, mutasyon analizine ve adli bilimlere kadar ytiksek
hassasiyet ve Ozgiilliik gerektiren analizler i¢in altin standarti

olusturmaktadir. Bununla birlikte, bir PCR analizinin basarisi, yalnizca
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termal dongiileyicinin ¢alismasima degil, reaksiyon kinetiginin hassas

yonetimine baghdir.

Bu bolim, primerlerin termodinamik tasarim kriterlerinden
reaksiyon bilesenlerinin (Mg?*, dNTP'ler, Polimeraz) optimizasyonuna,
Gercek Zamanli PCR (qPCR) yoluyla kantitatif veri analizine ve Dijital
PCR'nin (dPCR) mutlak kantifikasyon prensiplerine kadar teknik bir
cerceve iginde cogaltma is akigini incelemektedir. Amag, arastirmaciya
bilgisayar ortaminda tasarimdan veri yorumlamaya kadar tiim siireci

kontrol edebilecek teknik yeterliligi kazandirmaktir.

4.1. Deney Oncesi Stratejik Planlama: Primer Tasarim ve Enzim
Secimi

PCR deneyinin sonucu biiyiik 6l¢ciide laboratuvar ¢alismalarina
baslamadan Once, hesaplama ve kavramsal planlama asamasinda
belirlenir. Primer tasarimindaki hatalar veya uygun olmayan enzim
secimi, sonraki optimizasyon asamalarinda diizeltilemez ve genellikle
basarisiz veya yaniltict amplifikasyona yol agar (Marmiroli & Maestri,

2025).

Stratejik planlama, biyolojik soruyu tanimlamayi, dogru hedef
bolgeyi se¢meyi, uygun termodinamik O&zelliklere sahip primerler
tasarlamay1 ve deneysel hedefle uyumlu bir DNA polimeraz segmeyi
icerir. Bu kararlarin her biri amplifikasyon 6zgiilliiglinii, verimliligini
ve dogrulugunu etkiler. Iyi tasarlanmis bir deney, spesifik olmayan
iriinleri, primer-dimer olusumunu ve amplifikasyon sapmasini en aza
indirerek sonuglarin tekrarlanabilirligini ve yorumlanabilirligini artirir

(Robertson & Walsh-Weller, 1998).
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4.1.1. Primer Tasarim Kriterleri

Primerler, PCR amplifikasyon reaksiyonunun baslangic ve bitis
noktalarmni tanimlayan kisa, tek zincirli tipik olarak 18-25 niikleotid
uzunlugunda DNA oligoniikleotidleridir. DNA polimerazin DNA
sentezini baslatmas1 icin gerekli olan temel 3'-hidroksil (3'-OH)

grubunu saglarlar (Schmalenberger et al., 2001).

Etkili primer tasarimi, dizi 6zgiilliigii, baglanma kararliligi ve
yapisal basitlik arasinda denge kurmayi gerektirir. Primerler, dongii
kosullar1 altinda hedef sablona verimli bir sekilde hibritlesmeli ve
kendileriyle, birbirleriyle veya hedef olmayan dizilerle istenmeyen
etkilesimlerden kaginmalidir. Optimal primer parametrelerinden kiigiik
sapmalar bile verimin azalmasina, spesifik olmayan amplifikasyona
veya reaksiyonun tamamen basarisiz olmasina yol agabilir (Marmiroli

& Maestri, 2025).

4.1.1.1. Hedef Bolge Secimi ve Ozgiinliik

Primer tasarimindaki ilk ve en kritik adim, genom ig¢indeki
uygun hedef bolgenin se¢imidir. Primerler, spesifik amplifikasyonu
saglamak icin yalnizca hedeflenen DNA dizisine baglanmalidir. Hedef
dis1  bolgelere  istenmeyen  herhangi  bir  tamamlayicilik
(komplementerlik), hedef dis1 {iriinlere ve yanlis pozitif sonuglara yol
acabilir (Demiralay & Can, 2025).

Hedef diziler, biyolojik 6neme, dizi korunumuna (tespit testleri
icin) veya degiskenlige (genotipleme ve ayrim i¢in) gore se¢ilmelidir.
Aday primer dizileri tasarlandiktan sonra, in silico 6zgiilliikk analizi

esastir. BLAST (Basic Local Alignment Search Tool- Temel Yerel
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Hizalama Arama Araci) gibi araglar, primer dizilerinin konak
genomlarma veya yakindan iliskili hedef dis1 organizmalara
baglanmadigini dogrulamak igin referans veritabanlarina karsi

taranmasi i¢in kullanilir (Uelze et al., 2020).

Yiiksek ozgiilliik, 6zellikle karmasik arka planlarin ve karigik
DNA popiilasyonlarinin yaygin oldugu tanisal PCR ve mikrobiyolojik
uygulamalarda c¢ok Onemlidir. Tahmin edilen baglanma kosullar
altinda hedef bolgeye benzersiz ve istikrarli baglanma gdsteren primer

dizileri, glivenilir bir PCR analizinin temelini olusturur (Sachse, 2004).

4.1.1.2. Erime Sicakhg1 (Tm) Dengesi

Bir primerin erime sicakligi (Tm), primer-sablon c¢iftinin
%50'sinin tek zincirlere ayristig1 sicaklik olarak tanimlanir. Tm, PCR
sirasinda primer baglanma davranisini belirleyen ve amplifikasyon
verimliligini  ve 06zgilliglini dogrudan etkileyen kritik bir

termodinamik parametredir.

Etkili bir PCR i¢in, ileri (forward) ve geri (reverse) primerlerin Tm
degerleri birbirine ¢ok yakin olmali, ideal olarak 1-2 °C'den fazla
farklilik gostermemelidir. Tm fark: biiylikse, bir primer verimli bir
sekilde baglanirken digeri baglanamayabilir, bu da asimetrik
amplifikasyona veya verim diisiisiine yol acabilir. Dengeli primer Tm
degerleri, her dongiide senkronize baglanmay1 saglar (Naqib et al.,
2019).

Tm, oOncelikle primer uzunlugu, GC igerigi ve niikleotid

bilesiminden etkilenir. GC baz ¢iftleri, ii¢ hidrojen bag1 nedeniyle ¢ift
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zincir stabilitesine daha gii¢lii katkida bulunurken, AT baz ¢iftleri daha
az stabiliteye katkida bulunur. Primer tasarimi sirasinda dogru Tm
tahmini, uygun bir baglanma sicakliginin secilmesine ve spesifik
olmayan baglanmanin en aza indirilmesine olanak tanir (Kayama et al.,

2021).

4.1.1.3. Yapisal Tuzaklar

Yapisal tuzaklar, primerlerin hedef DNA'ya baglanmasini ve
polimeraz uzamasini engelleyen istenmeyen ikincil yapilardir. Bu
yapilar amplifikasyon verimliligini azaltir ve spesifik olmayan triinler

olusturabilir (Fan et al., 2019).

Primer-dimer olusumu, primerlerin 6zellikle 3' ucglarinda
kendilerine (kendiliginden dimer) veya birbirlerine (¢apraz dimer)

baglanmasiyla meydana gelir (S. Bustin & Huggett, 2017).

Sa¢ tokasi benzeri yapilar, bir primerin i¢ sekans
tamamlayiciligr nedeniyle kendi lizerine katlanmasiyla olusur. Bu,
primerin 3' ucunun hedef DNA'ya baglanmasini engeller ve polimeraz

baslatilmasini bloke eder (Bikard et al., 2010).

3'-ug stabilitesi (GC kelepgesi), bir hata degil, kasith bir tasarim
ozelligidir. 3' ucunda bir veya iki G veya C bazmin bulunmasi,
baglanma giiclinii artirir ve kararli polimeraz tutunmasini saglar.
Bununla birlikte, 3' ucunda asir1 GC igeriginden kagmilmalidir, ¢iinkii

bu spesifik olmayan amplifikasyonu tesvik edebilir (Onodera, 2007).
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4.1.1.4. GC I¢erigi Optimizasyonu

Bir primerin GC igerigi, baglanma kararliligin1 ve erime
davranigini dogrudan etkiler. %40-60'lik optimal bir GC igerigi, erime
sicakligin1 asir1 derecede artrmadan kararli baglanma icin yeterli

hidrojen bag1 saglar (Mamedov et al., 2008).

Cok diisiik GC icerigine sahip primerler zayif baglanir ve
baglanma asamasinda ayrisarak  amplifikasyon  verimliligini
diisiirebilir. Buna karsilik, asir1 yiiksek GC igerigi, dupleks kararliligini
artirir ve ikincil yap1 olusumunu tesvik ederek denatiirasyonu zorlastirir

ve spesifik olmayan baglanmay1 artirir (Kumar & Kaur, 2014).

Uzun homopolimerik diziler (6rnegin; AAAAA veya GGGGQG)
ve tekrarlayan motiflerden kaginilmalidir, ¢linki bunlar polimeraz
kaymasina ve yanlis primer baglanmasina yol agabilir. Primer uzunlugu
boyunca dengeli baz bilesimi, diizgiin baglanmay1 ve giivenilir
amplifikasyonu saglar (Brown & Turner, 2021; Ruiz-Villalba et al.,
2017).

4.1.2. DNA Polimeraz Secim Rehberi

DNA polimerazlar biyokimyasal 6zellikleri bakimindan 6nemli
Olciide farklilik gosterir ve uygun enzimin seg¢ilmesi, giivenilir
amplifikasyon, dogru dizi bilgisi ve sonraki uygulamalarla uyumluluk
icin ¢ok Onemlidir. Polimeraz se¢imini etkileyen temel parametreler
arasinda dogruluk, islem hizi, hiz, sicaklik stabilitesi ve inhibitorlere

kars1 direng yer alir (Ishino & Ishino, 2014).
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4.1.2.1. Rutin PCR (Taq Polimeraz)

Taq polimeraz, termofilik bakteri Thermus aquaticus'tan izole
edilir ve DNA denatiirasyonu i¢in gerekli olan yiliksek sicakliklarda
stabil kalir. Yiiksek islem hizina sahiptir ve hizli DNA sentezi
gergeklestirir, bu da onu rutin tan1 ve tarama testleri i¢in ideal kilar.
Bununla birlikte, Taq'm 3'—5' eksoniikleaz diizeltme aktivitesi yoktur,
bu da yaklasik olarak 10%-10° niikleotit bagina 1 hata oranma neden
olur. Ek olarak, Taq, PCR firiinlerinin 3' uglarma tek bir adenozin
kalintis1 ekleyen terminal transferaz aktivitesine sahiptir. Bu 6zellik TA
klonlamay1 kolaylastirirken, kiint uglu {irtinler veya yiiksek dizi
dogrulugu gerektiren uygulamalar i¢in uygun degildir (Ishino & Ishino,

2014).

4.1.2.2. Klonlama ve Sekanslama (High-Fidelity Enzimler)

Pfu, Phusion veya QS5 gibi yiiksek dogruluklu polimerazlar,
arkeal organizmalardan koken alir ve dogal 3'—5' eksoniikleaz
aktivitesi igerir. Bu diizeltme islevi, enzimin uzama sirasinda yanlis
eslesmis niikleotidleri ¢ikarmasina olanak taniyarak, Taq'a kiyasla hata
oranlarini 50-100 kat azaltir. Bu enzimler kiint uclu iirtinler {iretir ve bu
nedenle klonlama, mutasyon ve sekanslama uygulamalar1 i¢in tercih
edilir. Daha yiiksek dogruluklari, daha yavas uzama hizlar1 ve reaksiyon
kosullarma kars1 artan hassasiyet pahasma gelir; bu da tampon
bilesiminin ve annealing sicakliklarmin dikkatli bir sekilde optimize

edilmesini gerektirir (Dorawa & Kaczorowski, 2024; Russell et al., 2009).
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4.1.2.3. Hot-Start Teknolojisi

Yiiksek sicaklikta aktive olan polimerazlar, antikor baglanmasi
veya aktif bdlgenin kimyasal modifikasyonu yoluyla diisiik
sicakliklarda inaktif kalacak sekilde tasarlanmistir. Enzim aktivasyonu,
yalnizca ilk yiiksek sicaklikta inkiibasyon adimindan sonra gergeklesir.
Bu, reaksiyon kurulumu swasinda spesifik olmayan primer
baglanmasini ve uzamasini dnleyerek, primer-dimer olusumunu ve arka
plan amplifikasyonunu 6nemli 6l¢lide azaltir. Yiiksek sicaklikta aktive
olan enzimler, 6zellikle diisiik kopya sayisina sahip hedefler, multipleks
PCR ve karmasik sablonlarla yapilan reaksiyonlar i¢in avantajlidir (Xue

et al., 2021).

4.2. PCR Reaksiyonunun Kurulmasi

Deneysel tasarim asamasi tamamlandiktan sonra, PCR is akisi,
genellikle ana karisim olarak adlandirilan reaksiyon karigiminin
hazirlanmasina geger. Bu asama, enzimatik aktiviteyi desteklerken
Ozgiilliigii korumak i¢in reaksiyon bilesenlerinin dikkatlice optimize
edilmesi gereken biyokimyasal bir denge eylemini temsil eder. PCR,
iyonik kuvvete, kofaktor bulunabilirligine ve sablon kalitesine son
derece duyarli oldugundan, bu asamada uygunsuz denge,
amplifikasyon basarisizligmin sik goriilen bir nedenidir (Kalle et al.,

2014).

4.2.1. Master Mix Hazirhg:
Master Mix (Ana karisim), kalip DNA haric, DNA
amplifikasyonu i¢in gerekli tiim reaktifleri igerir. Tek ve homojen bir

ana karisim hazirlamak, pipetleme hatalarmi en aza indirir ve
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reaksiyonlar arasinda tekrarlanabilirligi artirrr. Her bir bilesen,
tanimlanmis  bir biyokimyasal rol araciligiyla amplifikasyon

verimliligine katkida bulunur (Heininger et al., 2003).

4.2.1.1. Magnezyum Kloriir (MgCl;) Titrasyonu

Magnezyum iyonlar1 (Mg?"), DNA polimeraz aktivitesi i¢in
gerekli  kofaktorlerdir. Enzim-dNTP kompleksinin  olusumunu
kolaylastirir ve primerler ile kalip DNA arasindaki etkilesimleri

stabilize ederler (Takezawa et al., 2016).

Diisiik Mg?* konsantrasyonlarinda, polimeraz aktivitesi azalir ve
bu da zayif amplifikasyona veya {iriiniin tamamen yokluguna neden
olur. Yiiksek Mg*" konsantrasyonlarnda, DNA ¢ift sarmalinin
stabilitesi artar ve uyumsuz baz eslesmesinin devam etmesine izin verir.
Bu azalmis sikilik, spesifik olmayan amplifikasyonu, primer yanlis
baglanmasini ve agaroz jellerde sahte bantlarin veya lekelerin ortaya
¢ikmasimi tesvik eder. Bu nedenle, MgCl: konsantrasyonu her primer-
kalip sistemi i¢in deneysel olarak optimize edilmelidir (Bermek et al.,

2010).

4.2.1.2. ANTP Dengesi

Deoksiriboniikleotid trifosfatlar (dATP, dTTP, dGTP ve dCTP),
yeni sentezlenen DNA zincirlerine dahil edilen substratlardir. ANTP'ler
temel olmakla birlikte, ikincil bir kimyasal etkiye de sahiptirler:
reaksiyon karigimindaki serbest Mg?* iyonlarini selat ederler (Burke &

Luptak, 2018).
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Asiri dNTP konsantrasyonlari, serbest Mg*'nin
bulunabilirligini azaltarak dolayli olarak polimeraz aktivitesini inhibe
eder. Tersine, yetersiz ANTP seviyeleri DNA sentezini sinirlar ve verimi
diisiirii. Bu nedenle, optimum enzim performansint korumak igin
dNTP konsantrasyonu, MgCL seviyeleriyle koordineli olarak
dengelenmelidir (Pai & Kearsey, 2017; Stillman, 2013).

4.2.1.3. Tampon (Buffer) Sistemi
PCR tamponu, kararli bir pH'1 korur ve enzim aktivitesi ve

primer baglanmasi icin gerekli iyonik ortami saglar.

Potasyum kloriir (KCI), iyonik giice katkida bulunarak primer-
sablon hibritlesmesini artirr ve 6zgilligl iyilestirir. Yiiksek GC
icerigine sahip sablonlarda, ikincil yapilar iplik ayrimini engelleyebilir.
Bu gibi durumlarda, hidrojen baglarmi destabilize etmek,
denatiirasyonu kolaylastirmak ve amplifikasyon verimliligini artirmak
icin DMSO veya betain gibi katki maddeleri kullanilir (Mamedov et al.,
2008).

4.2.1.4. Kalip DNA (Template) Miktar

PCR olduk¢a hassas olmasina ragmen, tanimlanmis caligsma
smirlar1 vardir. Yetersiz kalip DNA (genomik DNA i¢in tipik olarak 1
ng'nin altinda) stokastik varyasyonu artirarak tutarsiz veya
tekrarlanamayan amplifikasyona yol agar. Asir1 kalip DNA (yaklagik
500 ng'nin {izerinde) ise ekstraksiyondan taginan tuzlar, proteinler veya
organik bilesikler gibi inhibitorleri ortaya ¢ikararak reaksiyon
inhibisyonuna veya bulanik elektroforetik desenlere neden olabilir

(Golenberg et al., 1996).
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4.3. Termal Dongii Protokolii

Termal dongii protokolii, polimeraz zincir reaksiyonunun (PCR)
temel operasyonel ¢ergevesini olusturur ve hassas bir sekilde kontrol
edilen sicaklik degisimleri yoluyla tanimlanmig bir DNA dizisinin
secici ve Ustel amplifikasyonunu saglar. Dongiideki her sicaklik adima,
polimeraz aktivitesi ve reaksiyon 6zgilliigli i¢in optimum kosullar1
korurken, belirli bir molekiiler olayr (iplik ayrilmasi, primer
hibritlesmesi veya enzimatik DNA sentezi) yonlendirmek iizere
tasarlanmigtir. PCR'in basarisi, yalnizca reaksiyon karigiminin kimyasal
bilesimine degil, ayn1 zamanda dongii siireci boyunca sicaklik ve
zamanlama parametrelerinin dikkatli bir sekilde optimize edilmesine de

baghdir (Ding et al., 2026; Marmiroli & Maestri, 2025).

Protokol, tipik olarak 94°C ila 98°C arasinda degisen
sicakliklarda 2 ila 5 dakika siireyle gerceklestirilen ilk denatiirasyon
adimiyla baslar. Bu adimm, tamamlayic1 bazlar arasindaki hidrojen
baglarin1 bozarak c¢ift sarmalli DNA'min tek sarmallara tamamen
ayrilmasini saglar. Tam denatiirasyon, Ozellikle karmasik genomik
sablonlarla, yliksek molekiiler agirlikli DNA'larla veya yiiksek GC
icerigine sahip bolgelerle calisirken onemlidir. Ek olarak, bu adim,
reaksiyon kurulumu sirasinda spesifik olmayan amplifikasyonu ve
primer-dimer olusumunu Onlemek i¢in diisiikk sicakliklarda kasith
olarak inaktif tutulan Hot-Start DNA polimerazlarmi aktive eder.
Yetersiz baslangi¢ denatiirasyonu, eksik zincir ayrilmasina yol agarak
sonraki dongiilerde diisiik amplifikasyon verimliligine neden olabilir

(Lorenz, 2012; Marmiroli & Maestri, 2025).
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Baslangic denatiirasyonunu takiben, reaksiyon bir dizi dongiisel
sicaklik degisimine girer; her dongli denatiirasyon, anneailing ve
uzatma agamalarindan olugur. Dongiisel denatiirasyon adimi genellikle
94-98°C'de 20-30 saniye siireyle gerceklestirilir. Rolii, her dongiiniin
basinda yeni sentezlenen DNA zincirlerini yeniden ayirmak ve
primerlerin bir sonraki annealing asamasinda tekrar baglanmasina izin
vermektir. GC agisindan zengin bolgeler veya giiclii ikincil yapilar
iceren sablonlar i¢in daha yiiksek sicakliklar veya daha uzun
denatiirasyon siireleri gerekebilir; ancak, yiiksek sicakliklara asiri
maruz kalma, polimeraz aktivitesini azaltabilir ve birden fazla dongi
boyunca enzim stabilitesini tehlikeye atabilir (Delidow et al., 1993;
Lorenz, 2012).

Annealing asamasi, primer baglanmasmin Ozgiilliigiini
dogrudan belirledigi icin PCR dongiisiiniin en kritik ve hassas
asamasidir. Annealing sirasinda, primerlerin tek sarmalli sablon DNA
iizerindeki tamamlayic1 dizilerine hibritlesmesine izin vermek ig¢in
sicaklik digiiriiliir. Tipik olarak, annealing sicakligi, primerlerin erime
sicakliginin yaklasik 3-5°C altinda ayarlanir, ancak bu deger primer
uzunluguna, GC igerigine ve tampon bilesimine bagli olarak degisebilir.
Annealing sicakligi ¢ok diisiikse, primerler kismen tamamlayici dizilere
spesifik olmayan bir sekilde baglanabilir ve bu da hedef dis1
amplifikasyona neden olabilir. Tersine, sicaklik ¢ok yiiksekse, primer
baglanma verimliligi azalir ve bu da verimin azalmasina veya

reaksiyonun tamamen basarisiz olmasina yol agar (Hwang et al., 2003).
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Optimal annealing sicakligi bilinmediginde, optimizasyon
stratejisi olarak genellikle gradyan PCR kullanilir. Gradyan PCR'da, bir
termal dongli blogunun farkli siitunlar1 veya satirlar1 boyunca es
zamanli olarak bir dizi annealing sicakligi (6rnegin, 55°C ila 65°C) test
edilir. Bu yaklasim, en spesifik ve yogun amplifikasyon {iriiniinii
minimum diizeyde spesifik olmayan bantlarla tireten sicakligin hizli bir
sekilde belirlenmesini saglayarak tekrarlanabilirligi ve testin

saglamhigin artirr(Hwang et al., 2003).

Uzatma adimi, annealing isleminden sonra gelir ve tipik olarak
Taq polimeraz gibi termostabil DNA polimerazlar i¢in optimum
calisma sicakligi olan 72°C'de gerceklestirilir. Bu asamada, polimeraz,
sablon ipligine 5' ila 3' yoniinde tamamlayict deoksiriboniikleotidler
ekleyerek annealed primerleri uzatir. Uzatma adiminin siiresi, 6ncelikle
hedef amplikonun uzunluguna ve polimerazin islem hizina baghdir.
Genel bir kural olarak, standart Taq polimeraz i¢in hedef DNA'nin
kilobaz1 basma yaklasik 30-60 saniyelik bir uzatma siiresi yeterlidir,
ancak yliksek dogruluklu veya hizli polimerazlar daha kisa uzatma

stireleri gerektirebilir(Van Pelt-Verkuil et al., 2008).

Bu iic adim—denatiirasyon, annealing ve uzatma—25-40 dongii
boyunca tekrarlanir ve hedef dizinin iistel amplifikasyonuna yol acar.
Dongii sayis1 dikkatlice dengelenmelidir: ¢ok az dongii yetersiz iiriin
verimine yol agarken, ¢ok fazla dongii spesifik olmayan amplifikasyon,
reaktif tilkenmesi ve polimeraz hatalarmin birikmesi riskini

artirir(Delidow et al., 1993; Marmiroli & Maestri, 2025).
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4.4. PCR Sonrast Gelismis Analizz Real-Time PCR (qPCR)
Teknolojileri

Gergek zamanli PCR (kantitatif PCR, qPCR), reaksiyon
ilerledikce amplifikasyonun siirekli olarak izlenmesine olanak
tantyarak geleneksel PCR"in prensiplerini genisletir. Uriinlerin yalnizca
termal dongiliniin tamamlanmasindan sonra tespit edildigi u¢ nokta
PCR'!n aksine, qPCR, her dongli sirasinda floresans tabanli tespit
yoluyla amplifiye edilmis DNA'nin birikimini 6l¢er. Bu ger¢ek zamanli
izleme, PCR'1 tamamen kalitatif bir teknikten kantitatif bir analitik
yonteme doniistiirerek, baslangigtaki sablon bollugunun hassas bir

sekilde dl¢iilmesini saglar (Marmiroli & Maestri, 2025).

gPCR'!m temel avantaji, reaksiyon verimliliginin en yiiksek
oldugu ve iiriin birikiminin baslangi¢ sablon konsantrasyonuyla
dogrudan orantili oldugu {stel fazda amplifikasyonu analiz

edebilmesinde yatmaktadir.

Mekanistik agidan bakildiginda, qPCR, PCR'n temel
biyokimyasal adimlarni degistirmez; denatlirasyon, annealing ve
uzatma degigsmeden kalir. Bunun yerine, DNA sentezini floresan sinyal
iiretimine baglayan optik bir tespit sistemi entegre eder. Bu baglanti,
yalnizca amplifikasyon gerceklestiginde floresans iireten ve sinyal
yogunlugunun spesifik olmayan arka plan yerine {iirlin olusumunu
dogru bir sekilde yansitmasmi saglayan dikkatlice tasarlanmig
kimyasallar gerektirir. gPCR son derece hassas oldugundan, deneysel
tasarim ve reaksiyon kurulumu geleneksel PCR'ye gore daha da kritiktir

(Millington et al, 2019). Primer verimliligindeki, reaksiyon
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bilesimindeki veya termal dongii kosullarindaki kii¢iik varyasyonlar,
kantifikasyon dogrulugunu 6nemli Olciide etkileyebilir. Bu nedenle,
qPCR sadece patojen tespiti ve gen ekspresyon analizi i¢in degil, ayn1
zamanda viral yiik belirleme, kopya sayis1 varyasyon analizi ve yiikksek
verimli dizileme verilerinin dogrulanmasi1 gibi yliksek hassasiyet
gerektiren uygulamalarda da yaygin olarak kullanilmaktadir (Kralik &
Ricchi, 2017; Park et al., 2021).

4.4.1. Tespit Kimyalar

Gercek zamanli PCR, DNA amplifikasyonunu 6lgiilebilir bir
floresan sinyale doniistiiren 6zel algilama kimyalarma dayanir. Bu
kimyalar, floresansin amplifiye edilmis iirin miktariyla dogru orantili
olarak artmasini saglamak iizere tasarlanmistir ve boylece reaksiyonun

nicel yorumlanmasina olanak tanir (Mackay et al., 2004).

4.4.1.1. Interkalasyon Boyalar1 (SYBR Green)

Yaygin olarak kullanilan bir yaklasim, SYBR Green gibi
DNA'ya baglanan floresan boyalara dayanmaktadir. Bu boyalar
¢Ozeltide minimum floresans yayar, ancak c¢ift sarmalli DNA'ya
baglandiklarinda yiiksek oranda floresan hale gelirler. PCR ilerledikce
ve daha fazla ¢ift sarmalli amplikon iiretildikce, floresans yogunlugu da
buna gore artar. Bu sistemin basitligi, hedef spesifik bir prob
gerektirmedigi i¢in maliyet etkinligini ve uygulanmasini kolaylastirir.
Bununla birlikte, baglanan boyalar tiim ¢ift sarmalli DNA'ya ayrim
gozetmeksizin baglandig1 i¢in, istenen amplikon ile primer dimerleri
gibi spesifik olmayan {irlinler arasinda ayrim yapamazlar. Sonug olarak,

tespit edilen sinyalin tek ve spesifik bir iirlinden kaynaklandigini
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dogrulamak i¢in dikkatli primer tasarimi ve amplifikasyon sonrasi

erime egrisi analizi sarttir (Gudnason et al., 2007).
4.4.1.2. Hidroliz Problan (TagMan) ve FRET

Alternatif ve daha spesifik bir strateji, 6zellikle TagMan problar1
gibi hidroliz problar1 olmak {izere, prob tabanli algilama sistemlerini
kullanir. Bu yaklasimda, diziye 6zgi bir oligoniikleotid probu, ileri ve
geri primerler arasindaki hedef bolgeye hibritlesir. Probun bir ucunda
floresan bir raporlayici, diger ucunda ise bir sondiiriicii bulunur ve prob
saglamken floresansi engeller. Uzatma asamasinda, DNA polimerazin
5'—3’ eksoniikleaz aktivitesi, sablona bagli probu keser, raporlayiciy1
sondiiriiciiden fiziksel olarak aymrir ve floresansin yayilmasina izin
verir. Floresans yalnizca prob tam hedef dizisine hibritlestiginde
iiretildiginden, prob tabanli kimyalar iistiin 6zgiilliik saglar ve 6zellikle
coklu testlerde veya tani uygulamalarinda avantajlidir (Mackay et al.,

2004).

Daha gelismis algilama sistemleri, sinyal {retiminin iki
floroforun yakinligina bagli oldugu floresans rezonans enerji transferini
(FRET) veya cift prob tasarimlarini kullanir. Bu sistemler, hedef diziye
birden fazla probun es zamanli baglanmasini gerektirerek 6zgilliigii
daha da artirir. Teknik olarak daha karmasik ve maliyetli olsa da bu
yaklagimlar arka plan girtltisiini  azaltr ve tek niikleotid
polimorfizmleri gibi yakindan iliskili diziler arasinda ayrimi iyilestirir

(Verma et al., 2023).
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4.4.2. qPCR Veri Analizi ve Matematiksel Modeller

Gergek zamanli PCR'in analitik giicii sadece floresans tespitinde
degil, amplifikasyon verilerinin matematiksel yorumlanmasinda da
yatmaktadir. qPCR, ardisik dongliler boyunca DNA sentezinin
kinetigini yansitan karakteristik bir amplifikasyon egrisi olusturur.
Dogru kantifikasyon, u¢ nokta Olgiimlerine giivenmek yerine, bu
egrinin uygun amplifikasyon fazi i¢inde analiz edilmesine baghdir

(Kreitmann et al., 2023).

Tipik bir gPCR amplifikasyon egrisi dort fazdan olusur: temel
faz, iistel (logaritmik dogrusal) faz, dogrusal faz ve plato fazi. Temel
faz sirasinda, floresans tespit seviyesinin altinda kalir ve arka plan
giiriiltiisii baskindir. Amplifikasyon ilerledikge, reaksiyon {listel faza
girer; bu fazda {iriin miktar1 teorik olarak her dongiide iki katina ¢ikar
ve floresans, baslangictaki sablon konsantrasyonuna orantili olarak
artar. Bu faz, reaksiyon verimliliginin en yiiksek oldugu ve reaktif
tikenmesi veya 1Uriin inhibisyonundan en az etkilendigi igin
kantifikasyon agisindan kritiktir. Sonraki dongiilerde, reaktifler
smirlayict hale geldik¢e amplifikasyon verimliligi azalir ve bu da dogru
kantifikasyon i¢in uygun olmayan dogrusal ve plato fazlarma yol acar

(Hsu et al., 2020; Zhang et al., 2021).

qPCR'deki matematiksel modeller, amplifikasyonun {istel
fazindan kantitatif bilgi ¢ikarmak icin tasarlanmistir. Bu faz iginde
tutarl bir floresans esigi tanimlayarak, qPCR yazilim1 her numunenin
tespit edilebilir sinyale ulastig1 dongii sayisini belirler. Bu dongii deger,

mutlak ve goreceli kantifikasyon dahil olmak iizere sonraki kantitatif
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analizler icin temel olusturur. Bu modellerin giivenilirligi, tutarh
reaksiyon verimliligine, uygun temel ¢izgi diizeltmesine ve uygun esik
yerlesimine baglidir; bunlarin tiimii deneysel kurulum ve veri analizi

sirasinda dikkatlice kontrol edilmelidir (Karlen et al., 2007).

4.4.2.1. Temel Metrikler

Kantitatif PCR verilerinin yorumlanmasi, bir floresans esigi
tanimlamaya ve her reaksiyonun bu esigi gectigi dongii sayisini
belirlemeye dayanir. Esik, arka plan giiriiltiisiiniin iizerinde ancak
amplifikasyonun iistel fazi icinde yer alan, keyfi olarak se¢ilmis bir
floresans seviyesidir. Amaci, farkli reaksiyonlar arasinda anlamli
karsilagtirmaya olanak tantyan sabit bir referans noktasi saglamaktir.
Onemli olan, esigin numunenin kendisi tarafindan belirlenmemesi,
analist veya yazilim tarafindan ayarlanmasi ve ayni deney i¢indeki tiim

numunelerde sabit kalmasidir.

Esik dongiisii, genellikle Ct (veya Cq) olarak adlandirilir ve
belirli bir reaksiyonun floresans sinyalinin bu dnceden tanimlanmis
esigi ilk kez astigi dongli sayisidir. Amplifikasyon, erken PCR
dongiilerinde iistel oldugundan, Ct degeri hedef niikleik asidin
baslangic miktartyla ters orantilidir. Daha yliksek baslangic kopya
sayisina sahip numuneler esige daha erken ulasir ve bu nedenle daha
diistik Ct degerlerine sahip olurken, diisiik hedef bolluguna sahip
numuneler esigi gecmek igin daha fazla amplifikasyon dongiisiine

ihtiya¢ duyar.

Esigin dogru yerlestirilmesi, kantitatif dogruluk igin kritik
oneme sahiptir. Esik degeri ¢ok diisiik ayarlanirsa, gercek
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amplifikasyon yerine arka plan dalgalanmalariyla kesisebilir ve yapay
olarak diistik Ct degerlerine yol acabilir. Tersine, esik degeri ¢cok yiiksek
ayarlanirsa, reaksiyon verimliliginin zaten azaldigi ve Ct degerlerinin
artik baslangic sablon miktarin1 dogru bir sekilde yansitmadigi
amplifikasyonun dogrusal fazma diisebilir. Bu nedenle, esik degeri her
zaman amplifikasyon verimliliginin maksimum ve en tutarli oldugu

amplifikasyon egrisinin log-dogrusal (iistel) fazinda konumlandirilir.

Esik degerinin yerlestirilmesine ek olarak, amplifikasyon
verimliligi Ct degerlerinin yorumlanmasinda merkezi bir rol oynar.
Ideal PCR verimliligi, her dongiide iiriiniin ikiye katlanmasma karsilik
gelir, ancak %90 ile %110 arasindaki verimlilikler genellikle kabul
edilebilir. Verimlilikteki varyasyonlar, baslangic sablon
konsantrasyonundan bagimsiz olarak Ct degerlerini degistirebilir ve bu
da optimize edilmis reaksiyon kosullarmin ve uygun kontrollerin
onemini vurgular. Esik tanimi, Ct belirlemesi ve amplifikasyon
verimliligi birlikte, tiim kantitatif qPCR analizlerinin temelini olusturan

Olciitleri olusturur (Ruiz-Villalba et al., 2021).

4.4.2.2. Mutlak Kantitasyon

qPCR'da mutlak kantifikasyon, bilinmeyen bir 6rnekte bulunan
hedef niikleik asidin tam kopya sayisini belirlemeyi amaglar. Bu
yaklasim, bilinmeyen 6rnegin Ct degerinin, bilinen konsantrasyonlara
sahip bir dizi standarttan olusturulan bir standart egriyle
karsilastirilmasina dayanir. Bu standartlar tipik olarak, uygun bir
dinamik araligi kapsayan seri seyreltmeler halinde hazirlanan,

saflagtirilmis PCR iiriinleri, plazmid DNA veya hedef diziyi iceren
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sentetik oligoniikleotidlerden olusur (Brankatschk et al., 2012; McNair
et al., 2025).

Standart egriyi olusturmak i¢in, standartlardan elde edilen Ct
degerleri, bilinen kopya sayilarinin veya konsantrasyonlarinin
logaritmasina karst c¢izilir. Optimal kosullar altinda, bu iligki
dogrusaldir ve seyreltme serisi boyunca tutarli amplifikasyon
verimliligini yansitir. Standart egrinin egimi, amplifikasyon verimliligi
hakkinda bilgi saglarken, y ekseni kesisimi test duyarliligin1 yansitir.
Egri olusturulduktan sonra, bilinmeyen bir 6rnegin Ct degeri, mutlak
hedef miktarin1 hesaplamak icin enterpolasyon edilebilir (S. Bustin &
Huggett, 2017).

Mutlak kantifikasyonun dogrulugu, cesitli kritik faktorlere
baghdir. Standartlarm  dogru bir sekilde nicelendirilmesi ve
seyreltilmesi gerekir, ¢linkii bu asamada ortaya ¢ikan herhangi bir hata
dogrudan hesaplanan kopya sayilarina yansiyacaktir. Ek olarak,
standartlarin ve bilinmeyen Orneklerin amplifikasyon verimliligi
karsilagtirilabilir olmalidir; reaksiyon verimliligindeki farkliliklar
standart egri modelinin gecerliligini zayiflatir. Bu nedenle, standartlar
ve bilinmeyenler genellikle ayni reaksiyon kosullar1 kullanilarak ayni
calistirmada amplifiye edilir. Mutlak nicelendirme, viral yiik belirleme,
mikrobiyal nicelendirme ve kopya sayis1 varyasyon analizi gibi hassas
hedef sayilarin gerekli oldugu uygulamalarda ozellikle degerlidir

(Brankatschk et al., 2012).
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4.4.2.3. Rélatif Kantitasyon (2-22¢* Yontemi)

Goreceli kantifikasyon, gen ekspresyon calismalarinda en
yaygin kullanilan qPCR analiz stratejisidir; ¢iinkii mutlak kopya
sayilarmi belirlemek yerine, deneysel kosullar arasindaki hedef gen
ekspresyonundaki degisiklikleri karsilastiri. Bu yontem, hedef genin
Ct degerini 6lgmeye ve bunu, ekspresyonunun ornekler arasinda sabit
kaldig1 varsayilan, genellikle "housekeeping gen" olarak adlandirilan
dahili bir referans gene gore normallestirmeye dayanir (Livak &

Schmittgen, 2001).

Goreceli kantifikasyonun ilk adimi, ayn1 6rnek i¢indeki hedef
genin Ct degeri ile referans genin Ct degeri arasindaki farki temsil eden
ACt degerinin hesaplanmasidir. Bu normallestirme, baslangic
materyalindeki, RNA  kalitesindeki ve ters transkripsiyon
verimliligindeki varyasyonlar1 diizeltir. Bir sonraki adim, deneysel bir
ornegin ACt degerini bir kontrol veya kalibratér orneginin ACt
degeriyle karsilagtirarak AACt degerini elde etmeyi igerir. Gen
ekspresyonundaki goreceli degisim daha sonra 2 AACt olarak
hesaplanir; bu, hedef genin ekspresyonundaki katlanma degisimini

kontrol kosuluna goére yansitir (Hampton et al., 2025).

2"AACt yonteminin matematiksel mantigi, hem hedef hem de
referans genlerin amplifikasyon verimliliklerinin yaklasik olarak esit ve
%100'e yakin oldugunu varsayar. Bu varsayim ihlal edilirse, hesaplanan
kat degisimleri yanlis olabilir. Bu nedenle, primer verimliliginin
dogrulanmasi, giivenilir goreceli nicellestirme icin temel bir 6n

kosuldur. Ek olarak, uygun bir referans genin dikkatli se¢imi kritik
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oneme sahiptir, ¢linkii referans gen ekspresyonundaki degiskenlik,

normallestirme dogrulugunu dogrudan tehlikeye atar (Rao et al., 2013).

Goreceli nicellestirme, basitligi, verimliligi ve harici
standartlara  ihtiyagc ~ duymamasit nedeniyle yaygmn  olarak
kullanilmaktadir. Ozellikle gen ekspresyon profillemesi, tedaviye yanit
analizi ve fonksiyonel genomik deneyler gibi karsilastirmali calismalar
icin uygundur (Hampton et al., 2025; Livak & Schmittgen, 2001; Rao
et al., 2013).

4.4.3. qPCR'da Standardizasyon ve Tekrarlanabilirlik: MIQE
Cercevesi

Kantitatif gercek zamanli PCR'!n yliksek hassasiyetine ve
analitik giicline ragmen, bilimsel literatiirde qPCR verilerinin en biiyiik
sinirlamalarindan biri, laboratuvarlar arasi diisiik tekrarlanabilirlik
olmustur. Deney tasarimi, ornek isleme, reaksiyon kosullar1 ve veri
analiz stratejilerindeki farkliliklar nedeniyle, ayn1 deneyler genellikle
tutarsiz sonuglar vermektedir. Bu sorunu ele almak i¢in, Bustin ve
meslektaslar1 tarafindan 2009 yilinda Kantitatif Ger¢cek Zamanli PCR
Deneylerinin Yaymlanmasi I¢in Minimum Bilgi (MIQE) kilavuzlar
tanitilmistir. MIQE'nin birincil amaci, teknik kisitlamalar getirmek
degil, qPCR deneylerinin diger arastirmacilar tarafindan bagimsiz
olarak degerlendirilmesine, tekrarlanmasma ve dogrulanmasina olanak

tantyan seffaflik standartlar1 olusturmaktir.

MIQE kilavuzlari, giivenilir qPCR verilerinin, uygun kontrol
gruplar1 ve yeterli biyolojik ve teknik tekrarlama da dahil olmak iizere,

acikca tanimlanmis deneysel tasarimla bagladigini vurgulamaktadir.
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Ozellikle gen ekspresyon c¢alismalarmda, RNA biitiinliigiiniin
bozulmadan kaynaklanan artefaktlari 6nlemek icin dogrulanmasi
gerektigi durumlarda, 6rnek kalitesi dogrulugun kritik bir belirleyicisi
olarak kabul edilir. Bu baglamda, jel elektroforezi veya RNA biitiinliik
numarasi (RIN) degerleri gibi RN A kalite degerlendirme yontemlerinin
belgelendirilmesi esasti. Benzer sekilde, niikleik asit izolasyon
prosediirleri, ekstraksiyon kitleri, protokol degisiklikleri veya genomik
DNA kontaminasyonunu ortadan kaldirmak i¢in kullanilan DNaz
tedavisi nedeniyle ortaya c¢ikan degiskenligi hesaba katacak sekilde

yeterli ayrintida agiklanmalidir.

Primer ve prob 6zelliklerinin dogru bir sekilde raporlanmasi,
MIQE c¢erg¢evesinin bir diger merkezi bilesenidir. Ticari olmayan testler
kullanildiginda, primer dizileri, amplikon uzunlugu ve hedef
Ozgiilliigiine dair kanitlar (genellikle in silico analizle gosterilir)
saglanmalidir. Bu gereklilik, primer tasariminin amplifikasyon
verimliligi ve 6zgiilliigii iizerindeki gliclii etkisini yansitir ve bu da nicel
sonuglar1 dogrudan etkiler. Buna paralel olarak, reaksiyon hacimleri,
enzim sistemleri, dongli parametreleri ve tespit kimyasi dahil olmak
iizere qPCR reaksiyon kosullarinin tam olarak agiklanmasi, deneysel

kosullarin dogru bir sekilde tekrarlanabilmesini saglar.

Son olarak, MIQE kilavuzlari, anlamli nicellestirme i¢in gerekli
olan veri normalizasyonu ve amplifikasyon verimliligine 6zel onem
vermektedir. PCR verimliliginin deneysel olarak, genellikle standart
egri analizi yoluyla dogrulanmasi ve dongililer boyunca orantili

amplifikasyonu saglamak icin kabul edilebilir bir aralikta olmasi
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gerekir. Benzer sekilde, referans genlerin kullanimi deneysel olarak
gerekcelendirilmelidir, ¢linkii kararsiz normalizasyon hedefleri goreceli
ifade Ol¢limlerini bozabilir. Birlikte ele alindiginda, bu raporlama
standartlar1 gPCR'1 kapali kutu tekniginden seffaf bir analitik yonteme
dogru kaydirir (S. A. Bustin et al., 2009; Van Heuverswyn et al., 2016).

4.5. Ozellesmis PCR Teknikleri

Geleneksel PCR ve qPCR bir¢ok deneysel ihtiyact karsilasa da
baz1 uygulamalar belirli biyolojik veya analitik zorluklarm iistesinden
gelmek igin degistirilmis yaklasimlar gerektirir. Ozel PCR teknikleri,
hassasiyeti, Ozgiilliigii veya farkli niikleik asit sablon tiirleriyle
uyumlulugu iyilestirmek i¢cin temel PCR ¢ergevesini uyarlar

(Kaltenboeck & Wang, 2006).

Bu yontemler, hedeflerin diisiik miktarda bulundugu, birden
fazla dizinin ayni1 anda analiz edilmesi gerektigi veya baslangi¢
materyalinin DNA yerine RNA oldugu durumlarda o6zellikle
kullanighidir. Reaksiyon tasarimini, dongii stratejisini veya tespit
mantigin1 ayarlayarak, 6zel PCR teknikleri, PCR''n kapsamini basit
DNA amplifikasyonunun otesine genisletir (Marmiroli & Maestri,

2025).

4.5.1. Reverse Transcription PCR (RT-PCR): RNA Analizi

PCR, dogas1 geregi DNA tabanli bir tekniktir ve bu nedenle
RNA molekiillerini dogrudan ¢ogaltamaz. Ters Transkripsiyon PCR
(RT-PCR), RNA'nin once tamamlayict DNA'ya (cDNA) ters
transkripsiyonunu saglayan enzimatik bir doniisiim adimu ekleyerek bu

smirlamay1 asar. Bu cDNA daha sonra sonraki PCR veya qPCR
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analizleri i¢in kararli ve ¢cogaltilabilir bir sablon gorevi goriir (Mo et al.,

2012).

RT-PCR, mRNA bollugunu tespit edilebilir DNA ¢ogaltmasiyla
iliskilendirerek gen ekspresyonunun incelenmesini saglar. RNA
seviyeleri aktif transkripsiyonu yansittig1 i¢in, RT-PCR gen
regiilasyonunu, hiicresel yanitlar1 ve dokuya 0zgii ekspresyon
modellerini degerlendirmek icin yaygmn olarak kullanilir. Bununla
birlikte, RNA kimyasal olarak DNA'dan daha az kararlidir ve RNazlar
tarafindan parcalanmaya kars1 oldukca hassastir; bu nedenle giivenilir
sonuglar i¢in dikkatli numune isleme ve yiiksek kaliteli RNA
izolasyonu sarttir (Taylor et al., 2019).

4.5.1.1. cDNA Sentez Stratejileri

RNA'dan ¢cDNA sentezi, RT-PCR'da belirleyici bir adimdir ve
sonraki sonuglarin dogrulugunu ve yorumlanabilirligini belirlemede
merkezi bir rol oynar. cDNA sentezi, RNA'y1 sablon olarak kullanarak
tamamlayict bir DNA zinciri olusturan ters transkriptaz enzimleri
tarafindan katalize edilir. Ters transkripsiyon tiim RNA tiirlerinde
tekdiize bir siire¢ olmadigindan, bu reaksiyonu baslatmak i¢in
kullanilan strateji, nihai cDNA havuzunda hangi RNA molekiillerinin

temsil edilecegini biiyiik 6l¢iide etkiler (Mo et al., 2012).
Yaygin olarak {i¢ ana baglatma stratejisi kullanilir.

e Oligo(dT) primerleri, 6karyotik mRNA'nin poli(A) kuyruguna
baglanarak, ribozomal ve transfer RNA'lar1 diglarken olgun

mRNA transkriptlerinin se¢ici doniisiimiinii saglar. Bu yaklagim
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gen ekspresyon ¢aligmalar1 i¢in uygundur, ancak bozulmus veya
kisa poli(A) kuyruklarina sahip transkriptleri eksik temsil
edebilir.

e Tipik olarak kisa hekzamerler olan rastgele primerler, RNA
molekiilleri boyunca birden fazla pozisyona baglanarak, kismen
bozulmus RNA dahil olmak iizere tiim RNA tiirlerinden genis
ve nispeten tekdiize cDNA sentezini miimkiin kilar. Bu strateji,
kapsama alanini artirir ancak mRNA i¢in 6zgilligi azaltir.

e Gene 6zgl primerler, tanimlanmig bir RNA dizisini hedefler ve
yalnizca ilgilenilen transkript icin cDNA iiretir; bu da yiiksek
Ozgiillik saglar ancak cDNA'min daha sonraki asamalarda

yeniden kullanimini smirlar (Rio et al., 2010).

4.5.2. Kiiciik RNA (miRNA, siRNA, piRNA) Amplifikasyon
Stratejileri

MikroRNA (miRNA), kiiciik miidahale edici (small-
interfering) RNA (siRNA) ve Piwi etkilesimli RNA (piRNA) gibi
kiiciik RNA molekiilleri, kisa uzunluklari, dizi benzerlikleri ve sik
kimyasal modifikasyonlari nedeniyle PCR tabanli i akislarinda ayr1 bir
analitik zorluk olusturmaktadir. Haberci RN A'nin aksine, bu molekiiller
geleneksel ters transkripsiyon ve amplifikasyon stratejilerinin altinda
yatan varsayimlara uymamaktadir. Sonug olarak, bunlarin dogru tespiti
ve nicelendirilmesi, biyofiziksel ve termodinamik kisitlamalarini
acikca ele alan oOzel yaklasimlar gerektirmektedir. Bu bolimde
aciklanan yontemler, giivenilir PCR amplifikasyonunu saglamak i¢in

ters transkripsiyon veya primer baglanma adimlarini degistirerek bu
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smirlamalarin iistesinden gelmek iizere tasarlanmigtir (Grimson et al.,

2008; Xiong & Zhang, 2023).

4.5.2.1. Biyofiziksel Zorluk ve Uzatma (Elongation) Prensibi
Kii¢iik RNA'larm ¢ogaltilmasindaki temel engel, tipik olarak 18
ila 30 niikleotit arasinda degisen son derece kisa uzunluklarindan
kaynaklanmaktadir. Standart PCR ¢ogaltmasi, hedef dizinin farkli
bolgelerine baglanacak iki primer (ileri ve geri) gerektirir. Bununla
birlikte, kiiciik RNA'larda, mevcut dizi alani, her iki primeri de ortiigme
olmadan barindirmak i¢in yetersizdir, bu da geleneksel primer
tasarimimi fiziksel olarak imkansiz hale getirir. Bu sinirlama sadece
teknik degil, temel olarak biyofizikseldir, ¢linkii kisa RNA molekiilleri
ayrica diisiik erime sicakliklar1 ve kararsiz primer-sablon etkilesimleri

sergiler (Kalle et al., 2014; Ro et al., 2006).

Bu kisitlamanin iistesinden gelmek i¢in, kiiclik RNA ¢ogaltma
stratejileri, ters transkripsiyon adimi sirasinda hedef molekiiliin etkin
uzunlugunu yapay olarak uzatmaya dayanir. RNA'nin bir veya her iki
ucuna tanimlanmis diziler ekleyerek, bu yaklasimlar, geleneksel PCR
primer baglanmasmi destekleyecek kadar uzun bir tamamlayici DNA
(cDNA) sablonu olusturur. Bu uzantiy1 elde etmek i¢in kullanilan
spesifik mekanizma (yapisal 6n hazirlik, enzimatik kuyruk ekleme veya
adaptdr baglanmasi yoluyla olsun), yontemin farkl kiigiik RNA
smiflar1 i¢in duyarlilhigmni, Ozgilligiini ve uygunlugunu belirler

(Antoszewski et al., 2026; Xiang et al., 2003).
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4.5.2.2. Stem-Loop (Sap-Halka) RT-PCR Yontemi

Stem loop RT-PCR, olgun mikroRNA'larin yiiksek 6zgiilliikte
kantifikasyonu i¢in altin standart olarak kabul edilir. Bu yaklagimda,
ters transkripsiyon, miRNA'nin 3' ucundaki son alt1 ila sekiz niikleotide
tamamlayict olan 6zel olarak tasarlanmis bir stem loop primeri
kullanilarak baslatilir. Primer, kararl bir sa¢ tokasi yapisi olusturmak
i¢cin kendi iizerine katlanir ve ¢ift sarmalli bir kok ve tek sarmalli bir
halka olusturur. Bu benzersiz mimari, cDNA sentezi sirasinda hem

yapisal hem de islevsel amaglara hizmet eder (Kramer, 2011).

Mekanistik agidan, stem loop konfigiirasyonu kat1 baglanma
0zgiilliigii saglar. Primer, yalnizca olgun miRNA molekiillerine verimli
bir sekilde baglanabilirken, daha uzun 6ncii formlar (pre-miRNA) veya
genomik DNA, kararl etkilesim i¢in gerekli olan kesin 3' ucuna sahip
degildir. Termodinamik olarak, sa¢ tokasi yapisi, kisa hedef uzunluguna
ragmen primer erime sicakligmi ve baglanma kararhiligini artirarak,
spesifik olmayan primer baglanmasmi en aza indirir. Ters
transkripsiyon tamamlandiktan sonra, elde edilen cDNA, TagMan
hidroliz problar1 veya SYBR Green tespiti gibi standart qPCR
kimyasallar1 kullanilarak yiiksek hassasiyet ve dzgiilliikkle ¢ogaltilmaya

olanak saglayacak kadar uzamis olur(Kramer, 2011).

4.5.2.3. Poly(A) Kuyruklama Yontemi

Poli(A) kuyruklandirma, ozellikle biiylik gecis tarama veya
ekspresyon panelleri gibi aninda fazla kiiglik RNA'nin ayni anda
profillenmesi kullanilan esnek bir amplifikasyon stratejisidir. Her bir

miRNA i¢in benzersiz bir ters transkripsiyon primeri i¢ceren stem loop
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RT-PCR'n aksine, bu yontem Ornekte tiim kiiciik RNA'lara tek tip bir
degisiklik uygular. Anahtar adim, Escherichia coli poli(A) polimerazi
ile RNA molekiillerinin 3' ucuna bir dizi adenozin birikiminin

enzimatik olarak eklenmesini igerir (Botero et al., 2005).

Bu yapay poliadenilasyon, kiiciik RNA'nin uzunlugunu etkili bir
sekilde uzatarak, bir oligo(dT) primeri ile cDNA sentezini igeren bir
adaptor dizisi miimkiin. Sonraki qPCR adiminda, hedefe 6zgii bir ileri
primer ve adaptor tamamlayici evrensel bir ters primer ile
amplifikasyon devam ediyor. Bu yontem, yiiksek verimlilik ve saglikli
basitlik sunarken, tiim kiigiik RNA'lar -olgunluk veya islevlerden
bagimsiz olarak esit sekilde kuyruklandirildig: i¢in 6zgiinlliigii stem
loop RT-PCR'dan dogal olarak daha diisiiktiir. Sonug¢ olarak, poli(A)
kuyruklandirma, bireysel miRNA tiirlerinin hassas bir sekilde
giizellestirilmesinden tek tek, islemlersel calismalar ve genis kapsamli
ifade profillemesi i¢in daha uygundur (Botero et al., 2005; Kang et al.,
2012).

4.5.2.4. Adaptor Ligasyon (Baglama) Yontemi (siRNA ve piRNA
Icin)

Ozellikle piRNA'lar ve bazi siRNA'lar gibi belirli kiigiik RNA
smiflar1 i¢in, 3' ucundaki kimyasal modifikasyonlar nedeniyle poli(A)
kuyruklama stratejileri optimal degildir. Bu modifikasyonlar, poli(A)
polimeraz aktivitesini etkileyerek verimsiz veya yanli kuyruklamaya
yol agar. Bu gibi durumlarda, adaptor ligasyonuna dayali yaklagimlar
daha saglam ve modifikasyona toleransli bir alternatif sunar(Perumal &

Reddy, 2018).
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Bu yontemde, bilinen dizilere sahip sentetik RNA adaptdrleri,
en yaygmn olarak T4 RNA Ligaz 2 olmak iizere RNA ligazlari
kullanilarak hedef kiicik RNA'min 3' ve daha sonra 5' uglarma
enzimatik olarak baglanir. Baglanan adaptorler, tanimlanmig primer
baglama bdlgeleri olarak islev gorerek kisa RNA'y1 daha uzun, PCR
uyumlu bir sablona doniistiiriir. Molekiiliin her iki ucu da dizi taniml
oldugundan, bu strateji tam uzunlukta analiz saglar ve izomiR'ler ve
terminal modifikasyonlar dahil olmak {izere dizi varyasyonunu korur.
Adaptor baglanmasinin ardindan, adaptore 6zgii bir primer kullanilarak
ters transkripsiyon gercgeklestirilir ve elde edilen cDNA, qPCR ile
cogaltilir veya sonraki sekanslama uygulamalar1i i¢in hazirlanir

(Zhuang et al., 2012).

4.5.2.5. LNA (Locked Nucleic Acid) Teknolojisi

Kiiciik RNA tespitinde temel bir zorluk, kisa niikleik asit
ciftlerinin dogas1 geregi diisiik erime sicakligidir, bu da primer ve prob
baglanma ozgiilliigiinii tehlikeye atar. Kilitli Niikleik Asit (LNA)
teknolojisi, oligoniikleotidlerin kimyasal modifikasyonu yoluyla bu
smirlamayi giderir. LN A bazlarinda, riboz sekeri, 2' oksijen ve 4' karbon
arasinda bir metilen kopriisii ile konformasyonel olarak kisitlanir ve
sekeri, kararli baz eslesmesini destekleyen sert bir yapiya "kilitler"

(Levin et al., 2006).

Bu yapisal kisitlama, baz istifleme etkilesimlerini artirir ve
LNA-RNA veya LNA-DNA ciftlerinin termal kararhiligmi onemli
Olglide artirir. Sonug olarak, LNA kalintilar1 iceren primerler veya

problar, yiiksek tavlama sicakliklarinda bile ¢ok kisa hedeflere yiiksek
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afiniteli baglanma saglayabilir. Bu, yalnizca tek bir niikleotid ile
farklilik gosteren yakindan iligkili diziler arasinda daha iyi ayrim
yapilmasina olanak tanir. Bu nedenle LNA teknolojisi, geleneksel DNA
tabanli oligoniikleotidlerin yeterli ozgiillige sahip olmadigi, kisa
siRNA'larin, miRNA ailesi liyelerinin veya tek niikleotid varyantlarmin
hassas bir sekilde tespit edilmesini gerektiren uygulamalarda 6zellikle

degerlidir (Owczarzy et al., 2011).

4.5.3. Multiplex PCR

Multiplex PCR, iki veya daha fazla farkli hedef dizinin, birden
fazla primer ¢ifti kullanilarak tek bir reaksiyon tiipii icinde es zamanli
olarak c¢ogaltildig1 geleneksel PCR'!n bir uzantisidir. Bu yaklasimin
temel avantaj1 verimliliktir: 6rnek materyalini korur, reaktif tiiketimini
azaltir ve ayn1 reaksiyon kosullar1 altinda birkag genin veya patojenin

paralel olarak tespit edilmesini saglar (Markoulatos et al., 2002).

Multiplex PCR''n  temel zorlugu reaksiyon dengesinde
yatmaktadir. Tim primer ¢iftleri, 6zellikle erime sicakligi ve baglanma
davranis1 agisindan, ayni termal dongii kosullar1 altinda calisacak
sekilde dikkatlice tasarlanmalidir. Farkliliklarliligindeki 6nemli
farkliliklar, digerlerinin pahasina bir hedefin tercihli olarak
cogaltilmasina yol agarak, yanl veya yaniltic1 sonuglara neden olabilir

(Yang et al., 2005).

Ortak reaktifler (DNA polimeraz, dNTP'ler ve magnezyum
iyonlar1) igin rekabet, multiplex reaksiyonlarini daha da karmagsik hale
getirir. Hedef sayis1 arttikca, primer-dimer olusumu ve spesifik

olmayan ¢ogaltma olasiligi da artar. Bu nedenle, multipleks PCR
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genellikle bireysel primer konsantrasyonlariin ayarlanmasi, dikkatli
magnezyum titrasyonu ve artirilmis 6zgiilliige sahip sicak baslangiclt
polimerazlarin kullanim1 da dahil olmak iizere kapsamli optimizasyon

gerektirir (Broude et al., 2001; Yang et al., 2005).

4.5.4. Nested (i¢ ice) PCR

I¢ ice PCR, ozellikle ¢ok diisiik hedef kopya sayilar1 veya
yiliksek diizeyde arka plan DNA's1 iceren drneklerde DNA tespitinin
hem duyarliligin1 hem de 6zgiilliiglinii artirmak i¢in tasarlanmig iki
asamali bir amplifikasyon stratejisidir. Yontem, iki ardisik PCR
reaksiyonu gergeklestirmeyi igerir. Ik turda, dis bir primer ¢ifti, hedef
diziyi igeren nispeten biiyiik bir DNA bolgesini yiikseltir. Bu ilk tur
iirlinliniin kiiclik bir kism1 daha sonra, ilk amplikonun i¢ine baglanan
yeni bir primer seti (i¢ ige primerler olarak adlandirilir) kullanan ikinci

bir PCR i¢in sablon gorevi goriir (Green & Sambrook, 2019).

Ic ice PCR'm temel mantig1 olasiik ve ozgiilliige
dayanmaktadir. Ik amplifikasyon sirasinda iiretilen spesifik olmayan
irlinlerin, ikinci, daha spesifik primer ¢ifti i¢in baglanma bdlgeleri
icermesi son derece diisiik bir olasiliktir. Sonug olarak, bu istenmeyen
irtinler ikinci turda yiikseltilmezken, dogru hedef dizi segici olarak
zenginlestirilir. Bu ardisik filtreleme etkisi, arka plan giiriiltiistini
onemli dlglide azaltir ve hedef tanimlamasina olan giiveni artirir (Brun

et al., 2020).

Ic ice PCR, ozellikle hedef DNA'nmn az veya bozulmus
olabilecegi klinik drneklerde patojen tespiti, antik DNA analizi ve ¢evre

mikrobiyolojisi gibi uygulamalarda olduk¢a degerlidir. Bununla
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birlikte, reaksiyon tiiplerinin birinci ve ikinci turlar arasinda agilmasi
gerektiginden, bu teknik kontaminasyon riskini artirir. Yanlis pozitif
sonuglar1 dnlemek i¢in, PCR Oncesi ve sonrasi alanlarmn fiziksel olarak
ayrilmasi, aerosol direngli uglarin kullanilmasi ve negatif kontrollerin
dahil edilmesi gibi siki laboratuvar uygulamalar1 sarttir (Green &

Sambrook, 2019).

4.5.5. Dijital PCR (dPCR)

Dijital PCR, standart egrilere veya amplifikasyon verimliligi
varsayimlarina dayanmadan niikleik asitlerin mutlak kantifikasyonunu
saglayarak geleneksel ve gercek zamanli PCR yoOntemlerinden
kavramsal bir gegisi temsil eder. dPCR'nin belirleyici 6zelligi 6rnek
boliimlendirmesidir: tek bir PCR reaksiyonu, tipik olarak damlaciklar,
kuyucuklar veya mikro odaciklar seklinde binlerce ila milyonlarca
bireysel mikro reaksiyona boliiniir. Her bolim, hedef DNA

molekiiliiniin sifir, bir veya birka¢ kopyasini igerir.

Amplifikasyondan sonra, boliimler pozitif (floresans tespit
edildi) veya negatif (floresans yok) olarak puanlanir. Her boliim
bagimsiz bir ikili reaksiyon gibi davrandigi i¢in, orijinal drnekteki
hedef molekiil sayisi, birden fazla hedef molekiiliin ayn1 boliime girmis
olma olasiligim1 hesaba katan Poisson istatistikleri kullanilarak
dogrudan hesaplanabilir. Bu istatistiksel cerceve, cok diisiik hedef
konsantrasyonlarinda bile son derece hassas ve tekrarlanabilir

kantifikasyona olanak tanir (Munjakovi¢ et al., 2025; Quan et al., 2018).

Mekanistik olarak, boliimlendirme, hedef ve hedef olmayan

diziler arasindaki rekabeti azaltir ve PCR inhibitorlerinin etkisini en aza
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indirir. Sonug olarak, dPCR, karmagik 6rnek matrislerine karsi iistiin
tolerans ve nadir varyantlarim tespiti icin olaganiistii hassasiyet sergiler.
Bu ozellikler, dPCR"1 6zellikle onkolojide sivi biyopsi analizi, diisiik
frekansli mutasyonlarin tespiti, viral yiikk 6l¢iimii ve kopya sayisi

varyasyon analizi gibi uygulamalar i¢in degerli kilar (Quan et al., 2018).

Avantajlarma ragmen, dPCR'm qPCR'm yerini almasi
amac¢lanmamistir. Teknik, 6zel ekipman gerektirir, biiyliik Olgekli
tarama i¢in daha diisiik verimlilige sahiptir ve genellikle daha
maliyetlidir. Bunun yerine, mutlak nicellestirme veya nadir hedef tespiti

gerektiginde benzersiz dogruluk sunarak tamamlayici bir rol {istlenir.

SONUC

Bu bolim boyunca incelendigi gibi, Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR), basit bir amplifikasyon adimindan ¢ok daha
fazlasidir; modern molekiiler tan1 ve genomik arastirmalarin temel
tasidir. Primer tasariminin in silico termodinamiginden, magnezyum ve
polimeraz dogrulugunun 1slak laboratuvar optimizasyonuna kadar
kritik yolculugu ele aldik ve basarili bir PCR'm, reaksiyon tiipii termal

dongiileyiciye girmeden ¢ok Once tasarlandigini gosterdik.

Teknoloji, basit u¢ nokta analizinden Ger¢ek Zamanli PCR'in
(qPCR) kantitatif hassasiyetine ve Dijital PCR'm (dPCR) mutlak
kantifikasyonuna kadar evrim ge¢irmis olsa da altta yatan biyokimyasal
prensipler sabit kalmistir. Hibritlesme dinamiklerini, enzim isleme
yeteneginin inceliklerini ve inhibisyon risklerini anlamak, giivenilir

veri iiretmek i¢in ¢ok dnemlidir.
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Bugiin, Yeni Nesil Dizileme (NGS) ve izotermal amplifikasyon
teknolojileri 6nem kazanrken bile, PCR, kiitiiphane hazirlama ve
hedefli analizi yonlendiren vazgecilmez motor olmaya devam
etmektedir. Bu boliimde ayrmtili olarak agiklanan stratejiler ve sorun
giderme c¢ergeveleri, yalnizca bu analizleri gerceklestirmek i¢in degil,
ayn1 zamanda molekiiler mikrobiyolojinin hizla genisleyen alaninda
uyum saglamak ve yenilik yapmak icin gerekli temel becerileri de

saglamaktadir.
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GIRIiS

Molekiiler biyolojinin deneysel altyapisi, genetik bilginin
yalnizca tanimlanmasina degil, ayn1 zamanda bu bilginin kontrolli,
ongoriilebilir ve tekrar edilebilir bicimde islenmesine olanak taniyan
araglarin gelistirilmesiyle sekillenmistir. Genetik materyalin yapisinin
anlagilmasi, biyolojik islevlerin ¢dziimlenmesi acisindan temel bir
gereklilik  olmakla  birlikte, bu bilginin deneysel olarak
yonlendirilebilmesi ve yeniden diizenlenebilmesi, molekiiler biyolojide

yeni metodolojik yaklasimlarin ortaya ¢ikmasina zemin hazirlamistir.
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Bu dogrultuda gelistirilen rekombinant DNA teknolojileri, genetik
bilginin pasif bigimde incelenen bir unsur olmaktan ¢ikarilarak, belirli
hedefler dogrultusunda tasarlanabilir ve manipiile edilebilir bir sistem

héline gelmesini mimkiin kilmistir.

Bu doniisiimiin merkezinde, DNA’nin 6zgiil bolgelerinden
kesilmesini ve elde edilen genetik fragmanlarin yeniden fonksiyonel
biitiinlik kazanacak sekilde birlestirilmesini saglayan molekiiler
mekanizmalar yer almaktadir. Restriksiyon enzimleri ve DNA
ligasyonu, bu mekanizmalarin en temel ve en yaygin kullanilan
bilesenleri olarak, modern molekiiler biyoloji uygulamalarmnin
kavramsal omurgasini olusturmaktadir. Bu siiregler, genetik materyalin
rastgele degil, Onceden tanimlanmis dizisel oOzellikler temelinde
islenmesini miimkiin kilarak deneysel miidahalelere yiiksek diizeyde
kontrol kazandirmaktadir. Bu yOniiyle restriksiyon ve ligasyon
basamaklari, yalnizca teknik islemler degil; genetik manipiilasyonun
mantigin1 belirleyen tamamlayic1 ve biitiinciil stiregler olarak ele

almmalidir.

Genetik bilginin islenebilir hale gelmesi, yalnizca DNA’nin
kesilmesi ve yeniden birlestirilmesiyle smirli degildir. Olusturulan
genetik yapilarin hiicresel sistemler i¢inde tasinmasi, korunmasi ve
fonksiyonel olarak ifade edilmesi, rekombinant DNA calismalarinin
ayrilmaz bir pargasint olusturmaktadi. Bu baglamda vektor
sistemlerinin se¢imi, genetik materyalin hiicrelere aktarilmasi ve
hiicresel bariyerlerin asilmasina yonelik yaklasimlar, deneysel

basarinin belirleyici unsurlar1 arasmmda yer almaktadwr. Kullanilan
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vektoriin yapisal ozellikleri, konak hiicre ile uyumu ve gen ifadesi
iizerindeki kontrol diizeyi, elde edilen sonuglarin dogrulugunu ve
yorumlanabilirligini dogrudan etkilemektedir. Benzer bigimde, genetik
materyalin hiicre i¢ine aktarilmasinda tercih edilen transformasyon ve
transfeksiyon yontemleri, yalnizca teknik kolaylik agisindan degil,
biyolojik ¢iktilarin giivenilirligi acisindan da stratejik karar noktalar1

olarak degerlendirilmelidir.

Bu bolimde ele alman yaklasimlar, rekombinant DNA
teknolojilerinin  birbirinden bagimsiz teknik adimlarin toplami
olmadigmi; aksine, deneysel tasarimin biitiinciil bir bakis acisiyla
kurgulanmasmi gerektiren tutarli bir sistem olusturdugunu ortaya
koymaktadir. Restriksiyon enzimlerinin dizi 0zgiilliigiine dayali
etkileri, ligasyon basamaginin molekiiler dinamikleri, vektor
sistemlerinin yapisal ve islevsel Ozellikleri ile genetik materyalin
hiicresel ortama aktarilmasina yonelik stratejiler, deneysel siirecin farkl
asamalarinda birbirini tamamlayan unsurlar olarak degerlendirilmelidir.
Bu ¢er¢evede molekiiler klonlama, rastlantisal sonuglara dayanan bir
uygulama alani olmaktan ziyade; biyolojik 6zgiilliik, yapisal uyum ve
deneysel kontrol ilkeleri lizerine insa edilmis, Ongoriilebilir ve

yonlendirilebilir bir yaklagim olarak ele alinmaktadur.

5.1. Restriksiyon Enzimlerinin Biyolojik Kokeni ve Savunma
Mantig

Restriksiyon enzimlerinin molekiiler biyolojide vazgecilmez
araglar haline gelmesi, bu enzimlerin biyolojik kdkeninin ve iglevsel

mantigmin  anlagilmasiyla  dogrudan  iligkilidir.  Prokaryotik
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organizmalar, Ozellikle bakteriyofaj kaynakli DNA’nin hiicre icine
girisi sirasinda genom biitiinliiglini tehdit eden unsurlara karsi secici
savunma stratejileri gelistirmistir. Bu stratejiler, hiicrenin kendi genetik
materyali ile yabanct DNA arasinda ayrim yapabilmesini saglayan
molekiiler tanima mekanizmalarina dayanmaktadir. Bu savunma
yaklagimi, yalnizca yabanci DNA’nin parcalanmasini degil, ayni
zamanda konak genomunun bu siirecten korunmasini da kapsayan
dengeli bir sistem olarak islev goriir. Restriksiyon—modifikasyon
mekanizmasi olarak adlandirilan bu yapi, restriksiyon endoniikleazlar
ve DNA metilasyonu gibi koruyucu modifikasyon siire¢lerinin
esglidiimlii calismasina dayanir. Bu biitiinciil yap1 sayesinde hiicre,
genom biitlinliigiinii korurken genetik istilalara karsi etkili bir savunma

gelistirebilmektedir (Lodish et al., 2007).

Bu biyolojik mekanizmanmn deneysel ortama uyarlanmasi,
restriksiyon enzimlerinin kontrollii DNA manipiilasyonunda neden bu
denli gilivenilir araglar sundugunu acgiklamaktadir. Dogal baglamda
savunma amaciyla evrimlesmis olan bu enzimatik sistem, laboratuvar
ortaminda hedefe yonelik kesim yapilabilmesini miimkiin kilarak
rekombinant DNA teknolojilerinin temelini olusturmustur. Bu durum,
restriksiyon enzimlerinin yalnizca biyolojik savunma unsurlar1 degil,
ayni zamanda deneysel tasarimmn yonlendirici bilesenleri olarak

degerlendirilmesini gerektirir (Lodish et al., 2007).

Bu perspektif, restriksiyon enzimlerinin molekiler biyolojide

rastlantisal araclar degil, Ongoriilebilir ve planlanabilir genetik
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miidahalelerin  temelini olusturan sistemler oldugunu ortaya

koymaktadir.

5.1.1. Restriksiyon Enzimlerinin Siniflandirilmasi1 ve Deneysel
Islevsellik

Restriksiyon endoniikleazlarin  siniflandirilmasi,  yalnizca
biyokimyasal 6zelliklerin tanimlanmasina yonelik bir ayrim degildir;
ayni zamanda bu enzimlerin deneysel uygulamalarda sundugu kontrol
diizeyinin anlasilmasi acisindan da kritik Oneme sahiptir. Farklh
restriksiyon enzim smiflari, DNA’y1 tanima ve kesme bicimleri
bakimimdan belirgin farklhiliklar gosterir ve bu farkliliklar, klonlama
stratejilerinin tasarimini dogrudan etkiler (Brown, 2016; Watson et al.,

2013).

Tip I ve Tip IIl restriksiyon enzimleri, tanima dizilerine
baglandiktan sonra kesimi bu dizilerden belirli bir mesafede
gerceklestirmeleriyle karakterizedir. Bu enzimlerin ATP gibi ek
kofaktorlere ihtiyag duymasi ve kesim noktalarmin 6ngdriilemez
olmasi, deneysel uygulamalarda yiiksek diizeyde kontrol saglamalarini
giiclestirir. Bu nedenle s6z konusu enzim simiflari, molekiiler klonlama
calismalarinda smirli kullanim alanina sahiptir (Brown, 2016). Buna
karsiik Tip II restriksiyon enzimleri, tanmidiklar1 DNA dizilerinin
iizerinde veya hemen yakininda kesim yapmalariyla yliksek derecede
ongoriilebilir bir davranis sergiler. Kesim noktalarinin bu sekilde net
bi¢imde tanimlanabilir olmasi, elde edilecek DNA fragmanlarmin

boyut ve ug 6zelliklerinin deney dncesinde planlanabilmesini miimkiin
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kilar. Bu 6zellik, klonlama deneylerinde hem hata olasiligini azaltmakta

hem de deneysel tekrar edilebilirligi artirmaktadir (Watson et al., 2013).

Tip II restriksiyon enzimlerinin yaygin tercih edilmesinin bir
diger nedeni, cogunlukla ek enerji kaynaklarina gereksinim duymadan
calisabilmeleridir. Basit tampon sistemleri i¢cinde yiiksek ozgiilliikle
islev gosterebilmeleri, bu enzimleri standart laboratuvar protokolleriyle
uyumlu hale getirir. Bu durum, Tip II restriksiyon enzimlerini deneysel
giivenilirlik ve pratik uygulanabilirlik agisindan rekombinant DNA
teknolojilerinin merkezine yerlestirmektedir (Brown, 2016). Bu
smiflandirma, restriksiyon enzimi se¢iminin yalnizca tanima dizisine
gore degil, deneysel kontrol ihtiyaci ve downstream uygulamalar

dikkate alinarak yapilmasi gerektigini gdstermektedir.

5.1.2. Tanima Dizileri, Palindromik Yapilar ve Molekiiler Ozgiilliik

Restriksiyon enzimlerinin DNA iizerindeki secici etkisi, tanima
dizileri ile enzim yapis1 arasindaki yliksek derecede uyuma
dayanmaktadir. Bu 6zgiilliilk, genom {lizerinde rastlantisal kesimlerin
Onlenmesini saglayarak genetik materyalin kontrollii bigimde
islenmesine olanak tanir. Ozellikle Tip II restriksiyon enzimlerinde
gbzlenen bu hassasiyet, kisa ve tanimli DNA dizilerinin taninmasina
dayanmakta olup, deneysel giivenilirligin temel belirleyicilerinden biri

olarak kabul edilmektedir (Watson et al., 2013).

Tanima dizilerinin 6nemli bir bolimii palindromik 6zellik
tagimaktadir. Palindromik diziler, ¢ift iplikli DNA’nin her iki ipliginde
de 5'ten 3'e dogru okundugunda ayni dizisel diizenin korunmasiyla

karakterizedir. Bu simetrik yapi, restriksiyon enzimlerinin ¢ogunlukla
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dimerik ya da multimerik organizasyon gostermesiyle dogrudan
iligkilidir. Enzim alt birimlerinin DNA’ya es zamanli ve dengeli
bicimde baglanabilmesi, palindromik diziler sayesinde molekiiler
diizeyde optimize edilmis bir etkilesim yiizeyi olugturur (Watson et al.,

2013).

Bu yapisal uyum, restriksiyon enzimlerinin yalnizca tanima
dizisine baglanmasmi degil, ayn1 zamanda kesim noktasinin hassas
bicimde konumlandirilmasini da miimkiin kilar. Tanima dizisinin
uzunlugu ve niikleotid bilesimi, enzimin baglanma kinetigini ve kesim
verimliligini etkileyen parametreler arasinda yer alir. Daha uzun ve
daha 6zgiil dizilerin taninmasi, genom iizerinde yanlhis hedefleme
olasiligmi azaltarak deneysel dogrulugu artirir (Brown, 2016). Bu
ozellik, restriksiyon enzimlerinin deneysel tasarimda neden
“Ongoriilebilirlik” kavramiyla birlikte ele alindigini agiklamaktadir.
Tanima dizisinin yapisal ozellikleri, yalnizca kesim asamasini degil,
downstream klonlama ve dogrulama basamaklarmin giivenilirligini de
dogrudan etkilemektedir. Palindromik tanima dizilerinin sagladigi bir
diger avantaj, DNA fragmanlarinin u¢ yapilarinin 6nceden tahmin
edilebilir olmasidir. Kesim sonrasi olusan uclarin 6zellikleri, ligasyon
ve klonlama stratejilerinin planlanmasinda dogrudan kullanilir. Bu
durum, restriksiyon enzimlerinin yalnizca kesim araglar1 degil, ayni
zamanda deneysel akis1 yOnlendiren tasarim wunsurlari olarak

degerlendirilmesini gerekli kilar.

Bu c¢ercevede tanmma dizileri ve palindromik yapilarin

molekiiler diizeyde anlasilmasi, restriksiyon enzimlerinin sundugu

170



Ozgilliigiin neden bu denli yiliksek oldugunu agiklamaktadir. Bu
Ozgillik,  genetik  materyalin  hedefe  yonelik  bigimde
diizenlenebilmesini miimkiin kilarak modern molekiiler biyoloji
uygulamalarmnin temel dayanaklarindan biri haline gelmistir (Brown,

2016; Watson et al., 2013).

5.1.3. DNA Kesim Tipleri: Yapiskan ve Kiit Uclarin Yapisal ve
Deneysel Sonuclar

Restriksiyon enzimleri tarafindan gergeklestirilen DNA
kesimleri sonucunda ortaya ¢ikan ug¢ yapilary, ligasyon basamaginin
verimliligini ve yOniinii belirleyen temel yapisal unsurlar arasinda yer
almaktadir. Bu baglamda restriksiyon sindirimi iriinleri, tek iplikli
cikintilar iceren yapiskan (kohezif) uclar ve herhangi bir ¢ikinti
icermeyen kiit (blunt) uclar olmak iizere iki ana grupta degerlendirilir.
Bu ayrim, yalnizca yapisal bir smiflandirma degil; klonlama
stratejisinin deneysel basarisini dogrudan etkileyen islevsel bir

parametre olarak ele alinmalidir (Brown, 2016; Watson et al., 2013).

Yapiskan uglar, DNA’nin asimetrik olarak kesilmesi sonucu
kisa tek iplikli ¢ikintilarin olugsmasiyla meydana gelir. Bu ¢ikintilar,
tamamlayic1 baz eslesmelerine izin vererek ligasyon oncesinde DNA
fragmanlar1 arasinda gecici ancak 0zgiil etkilesimlerin kurulmasimi
saglar. Bu 6n hizalanma durumu, ligaz enziminin substratlar1 daha etkin
bigimde bir araya getirmesine olanak tanir ve ligasyon reaksiyonlarmin
kinetik acidan avantajli ilerlemesini destekler (Green & Sambrook,
2012). Bu 0n hizalanma 6zelligi, yapiskan uclarin neden diisiik DNA

konsantrasyonlarinda dahi yiliksek ligasyon verimi saglayabildigini
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aciklamaktadir. Dolayisiyla yapiskan uclar, 6zellikle hassas klonlama

deneylerinde deneysel hatalar1 azaltan stratejik bir avantaj sunar.

Kiit uclar ise DNA’nin her iki ipliginin ayni niikleotid
pozisyonundan kesilmesiyle olusur ve tek iplikli ¢ikint1 icermez. Bu
yapisal 0zellik, DNA fragmanlar1 arasinda baz eslesmesine dayali bir
on etkilesimin gerceklesmesini engeller. Sonug¢ olarak kiit ug
ligasyonlari, yapiskan uglara kiyasla daha diisiik baglanma olasiligina
sahiptir ve reaksiyon kosullarmin daha dikkatli optimize edilmesini
gerektirir (Primrose et al., 2001). Bununla birlikte kiit uclarin sundugu
deneysel esneklik goz ardi edilmemelidir. Farkli restriksiyon
enzimleriyle elde edilmis DNA fragmanlarinin birbiriyle uyumlu
bicimde ligatlanabilmesi, belirli klonlama senaryolarinda kiit uglari
vazgegilmez hale getirebilir. Bu durum, kiit uglarin diisikk verim
dezavantajina ragmen, stratejik kullanim alanlarina sahip oldugunu

gostermektedir (Brown, 2016).

Bu baglamda ug tipi se¢imi, yalnizca ligasyon verimine degil,
deneyin genel tasarim hedeflerine gore degerlendirilmelidir. Yiiksek
verim gerektiren uygulamalar ile esneklik gerektiren deneyler arasinda
yapilan bu tercih, klonlama stratejisinin rasyonel bigimde
planlanmasini saglar. Ug tipleri arasindaki yapisal farkliliklar, klonlama
stratejisinin  yonliiliigiini de dogrudan etkiler. Yapiskan uglar,
tamamlayict dizilerin secici eslesmesi sayesinde yoOnlendirilmis
ligasyon yaklagimlarinda avantaj saglarken; kiit uclar, daha genis
kombinasyonlara izin  vererek alternatif genetik  yapilarin

olusturulmasima olanak tanir. Bu nedenle ug tipi se¢imi, downstream
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uygulamalar ve dogrulama stratejileri dikkate aliarak bilingli bigimde

yapilmalidir.

Bu baglamda DNA kesim tipleri, restriksiyon enzimlerinin
molekiiler etkilerinin ligasyon ve klonlama siireclerine nasil yansidigini
ortaya koymaktadir. Yapigskan ve kiit uclarin yapisal 6zelliklerinin ve
deneysel sonuglarmin birlikte degerlendirilmesi, rekombinant DNA
calismalarinda yiiksek dogruluk ve tekrarlanabilirlik elde edilmesinin
temel kosullarmmdan biri olarak degerlendirilmektedir (Brown, 2016;

Green & Sambrook, 2012).

5.1.4. DNA Ligasyonu: Ligaz Enzimlerinin Mekanizmas1 ve
Reaksiyon Dinamikleri

DNA ligasyonu, restriksiyon sindirimi sonrasinda olusan kopuk
DNA uglarmin yeniden birlestirilmesini saglayan ve rekombinant DNA
teknolojilerinin iglevsel biitiinliiglinii tamamlayan ¢ok basamakli bir
enzimatik stirectir. Bu siirecte DNA ligaz enzimleri, DNA fragmanlari
arasinda yeni fosfodiester baglarmin kurulmasini katalizleyerek genetik
materyalin stirekliligini yeniden tesis eder. Ligasyonun basarisi,
yalnizca DNA uclarinimn fiziksel olarak bir araya gelmesine degil, ligaz
enziminin katalitik ¢evriminin uygun kosullarda gergeklesmesine de

baglidir (Brown, 2016; Lehman, 1974).

ATP bagimli DNA ligazlarin katalitik mekanizmasi, ardigik ve
diizenlenmis reaksiyon basamaklari iizerinden ilerler. Ik asamada ligaz
enzimi, ATP kullanarak kendi iizerinde gegici bir adenilasyon olusturur.
Bunu takiben adenil grubunun DNA’nin 5’ fosfat ucuna aktarilmasi

gerceklesir ve son basamakta 3" hidroksil grubunun niikleofilik saldirisi
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ile fosfodiester bagmnin olusumu tamamlanir. Bu ¢ok asamali
mekanizma, ligasyon reaksiyonlarinin ug tipi ve reaksiyon kosullarina
duyarli olmasinin temel biyokimyasal nedenini olusturur (Lehman,
1974). Bu Kkatalitik cevrim, ligasyon veriminin yalnizca enzim
varligiyla degil, reaksiyon ortammin kinetik ve yapisal uygunluguyla
belirlendigini  gostermektedir. Dolayisiyla ligasyon, pasif bir
“birlestirme” adimi1 degil, hassas bicimde optimize edilmesi gereken

aktif bir kontrol noktasidir.

Ligasyon verimliligi iizerinde DNA uglarmin yapisal 6zellikleri
belirleyici bir rol oynar. Yapigkan uglara sahip DNA fragmanlari,
tamamlayici baz eslesmeleri sayesinde gecici ancak stabil kompleksler
olugturur. Bu 6n hizalanma, ligaz enziminin substratlara erisimini
kolaylastirarak  reaksiyonun daha diisiik enerji bariyerleriyle
ilerlemesini saglar. Buna karsilik kiit uc¢ ligasyonlarinda bu tiir bir
molekiiler 6n hizalanma bulunmadigindan, reaksiyon kinetigi daha
smirlt olup daha yiliksek enzim konsantrasyonlar1 ve optimize edilmis

kosullar gerektirir (Brown, 2016).

Ligasyon siirecinin basaris1 yalnizca enzimatik mekanizmaya
indirgenemez; deneysel tasarimin  biitiiniine entegre edilen
parametrelerin uyumu da kritik 6neme sahiptir. DNA fragmanlarinin
molar oranlari, ligaz miktari, inkiibasyon siiresi ve tampon bilesimi,
reaksiyonun yoniinii ve verimini dogrudan etkileyen faktorler arasinda
yer alir. Bu parametrelerin rasyonel bi¢cimde ayarlanmasi, yanlis
ligasyon {irlinlerinin ve diisiik verimli reaksiyonlarin dniine gecilmesini

saglar (Green & Sambrook, 2012). Bu ¢ok parametreli yapi, ligasyon

174



basamagmin klonlama siirecinde neden sik karsilasilan bir “darbogaz”
oldugunu agiklamaktadir. Ligasyon veriminin diisiikliigli, cogu zaman
restriksiyon  sindiriminden  degil, bu asamadaki deneysel

dengesizliklerden kaynaklanmaktadir.

Bu degerlendirme, DNA ligasyonunun restriksiyon enzimleriyle
baslatilan genetik manipiilasyonun tamamlanmasini saglayan merkezi
bir basamak oldugunu ortaya koymaktadwr. Ligaz enzimlerinin
molekiiler mekanizmasmin ve reaksiyon dinamiklerinin ayrmntili
bicimde anlasilmasi, klonlama stratejilerinin  bilingli  bigimde
planlanmasma ve deneysel sonuglarin gilivenilirliginin artirilmasina

dogrudan katki saglamaktadir.

5.1.5. Klonlama ve Yonlendirilmis Ligasyon Stratejileri

Molekiiler klonlama uygulamalarinda ligasyon basamagi,
yalnizca DNA fragmanlarinin fiziksel olarak birlestirilmesini degil,
ayni zamanda hedef genin vektor i¢erisinde dogru konumlanmasini ve
fonksiyonel olarak ifade edilebilir hale gelmesini de belirler. Bu
nedenle ligasyon stratejileri, teknik bir ayrmtidan ziyade deneysel
tasarimin yoniinii tayin eden kavramsal bir unsur olarak ele alinmalidur.
Klonlama siirecinde kullanilan restriksiyon enzimleri ve olusturulan ug
tipleri, hedef genin vektore hangi dogrulukta ve hangi yonelimle

entegre edilecegini dogrudan etkiler (Green & Sambrook, 2012).

Tek bir restriksiyon enzimi kullanilarak gerceklestirilen
klonlama yaklasimlarinda, insert DNA’nin vektdre her iki yonde
ligatlanabilme olasilig1 bulunmaktadir. Bu durum, o&zellikle gen

ekspresyonu gerektiren ¢aligmalarda fonksiyonel belirsizliklere yol
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acabilir. Yanlis yonelimle entegre edilen genetik diziler, promotdr ve
diizenleyici elementlerle uyumsuz hale gelerek hedef genin
ekspresyonunu engelleyebilir. Bu nedenle tek enzimli klonlama
stratejileri, ek dogrulama basamaklarini zorunlu kilan yaklagimlar
arasinda yer alir (Green & Sambrook, 2012). Bu ¢ok parametreli yap1,
ligasyon basamagimin klonlama siirecinde neden sik karsilasilan bir
“darbogaz” oldugunu agiklamaktadir. Ligasyon veriminin disiikligi,
¢ogu zaman restriksiyon sindiriminden degil, bu asamadaki deneysel

dengesizliklerden kaynaklanmaktadir.

Yonlendirilmis ligasyon stratejileri, bu sorunu ortadan
kaldirmaya yonelik daha kontrollii bir yaklagim sunar. Bu stratejilerde
vektor ve insert DNA, iki farkli restriksiyon enzimi kullanilarak kesilir
ve ug yapilar1 birbirinden aywrt edilebilir hale getirilir. Boylece hedef
DNA’nin vektore yalnizca tek bir yonde ligatlanmasi miimkiin olur. Bu
yaklasim, klonlama dogrulugunu artirirken vektoriin kendi iizerine
ligatlanma olasiligim1 da belirgin bigimde azaltr (Brown, 2016).
Yonlendirilmis ligasyonun sagladigi bir diger avantaj, downstream
analizlerin daha Ongoériilebilir hdle gelmesidir. Dogru yonelimle elde
edilen rekombinant yapilar, ekspresyon analizleri, fonksiyonel
calismalar ve dogrulama deneyleri i¢in giivenilir bir baglangic noktasi
olusturur. Bu durum, deneysel zaman ve kaynak kullaniminin daha
verimli planlanmasma katki saglar. Bu baglamda yOnlendirilmis
ligasyon, yalnizca teknik bir optimizasyon degil, deneysel belirsizligi

azaltan stratejik bir tasarim tercihidir. Ozellikle ok basamakli deneysel
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akiglarda bu tercih, zincirleme hata riskini Onemli dlgiide

distirmektedir.

Bu c¢ercevede klonlama ve ligasyon stratejilerinin segimi,
deneysel tasarimin biitiinciil bagarisini belirleyen kritik bir karar noktast
olarak degerlendirilmektedir. Restriksiyon enzimlerinin
kombinasyonu, ug tipi se¢imi ve ligasyon yaklasimmin bilingli bigimde
planlanmasi, rekombinant DNA caligmalarinda yiiksek dogruluk ve
tekrarlanabilirlik elde edilmesinin temel kosullar1 arasinda yer

almaktadir (Brown, 2016; Green & Sambrook, 2012).

5.1.6. Ligasyon Verimini Etkileyen Faktorler ve Deneysel
Simirhhiklar

Ligasyon reaksiyonlarinin basarisi, yalnizca DNA uglarinin
yapisal ozellikleriyle agiklanamayacak kadar ¢cok boyutlu bir deneysel
cerceveye sahiptir. Restriksiyon sindirimiyle elde edilen DNA
fragmanlarinin ligaz araciligiyla yeniden birlestirilmesi, birden fazla
fizikokimyasal ve enzimatik parametrenin es zamanli olarak uygun
kosullarda saglanmasini gerektirir. Bu nedenle ligasyon verimi, tek bir
degiskene bagli olmayan, deneysel tasarimin biitiinsel kalitesini
yansitan bir performans gostergesi olarak degerlendirilmelidir (Brown,

2016).

Ligasyon reaksiyonlarinda insert ve vektor DNA’nin molar
orani, verim {lizerinde belirleyici bir rol oynar. Uygun olmayan
oranlarda hazirlanan reaksiyon karisimlari, ya diisik ligasyon
etkinligine ya da istenmeyen yan iirlinlerin olugsmasma yol agabilir.

Ozellikle insert DNA’nm fazla oldugu kosullarda c¢oklu ligasyon
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iriinleri ortaya c¢ikabilirken, vektor fazlaligi vektoriin kendi iizerine
ligatlanma olasiligin1 artirir. Bu nedenle molar oranlarin deneysel
hedeflere gore rasyonel bicimde ayarlanmasi gereklidir (Green &
Sambrook, 2012). Bu denge, ligasyon basamaginin neden cogu
klonlama protokoliinde kritik bir optimizasyon noktasi olarak ele
almdigin1 agikga gostermektedir. Molar oranlardaki kiiclik sapmalar
dahi, tiim deneysel akisin verimliligini zincirleme bigimde

etkileyebilmektedir.

Ligaz enziminin konsantrasyonu ve reaksiyon siiresi de ligasyon
etkinligini dogrudan belirleyen faktorler arasinda yer alir. Yetersiz
enzim miktari, tamamlanmamis ligasyon iiriinlerine yol agarken; asir1
ligaz kullanim1 6zgiil olmayan baglanma olaylarinin artmasina neden
olabilir. Benzer sekilde inkiibasyon siiresinin gereginden uzun
tutulmasi, DNA uglarinin yeniden diizenlenmesine veya istenmeyen
yapisal degisikliklerin ortaya c¢ikmasina zemin hazirlayabilir. Bu
parametrelerin dengeli bi¢imde optimize edilmesi, yliksek verimli ve
0zgiil ligasyon tiriinlerinin elde edilmesi agisindan kritik 6neme sahiptir

(Lehman, 1974; Green & Sambrook, 2012).

Ligasyon verimini smirlayan bir diger Onemli unsur,
restriksiyon enzimlerinin optimal olmayan kosullarda gosterebildigi
0zgiil olmayan kesim davranislaridir. Literatiirde “star aktivitesi” olarak
tanimlanan bu durum, tanima dizilerinden sapmalarla sonuglanan
kesimlere yol acabilir ve ligasyon basamagida beklenmeyen DNA
fragmanlarinin olugsmasina neden olabilir. Bu tiir artefaktlar, klonlama

slirecinin sonraki asamalarinda yanlis pozitif sonuclarin elde
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edilmesine zemin hazirlayabilir (Brown, 2016; Watson et al., 2013). Bu
durum, restriksiyon sindirimi ve ligasyon basamaklarinin birbirinden
bagimsiz optimize edilmemesi gerektigini ortaya koymaktadir. Her iki
asamanin da tek bir deneysel biitiinliik i¢inde degerlendirilmesi, hata

kaynaklarinin erken asamada kontrol altina alinmasini saglar.

Bu nedenle ligasyon reaksiyonlarnin verimliligi, DNA
uclarmin yapisi, molar oranlar, enzim konsantrasyonu ve reaksiyon
kosullar1 arasindaki hassas dengeye baghdir. Bu faktorlerin bilingli
bicimde kontrol edilmesi, rekombinant DNA ¢alismalarinda giivenilir

ve tekrarlanabilir sonuglarin elde edilmesini miimkiin kilmaktadir.

5.1.7. Genel Degerlendirme ve Kavramsal Baglantilar

Restriksiyon enzimleri ve DNA ligasyonu, rekombinant DNA
teknolojilerinde yalnizca ardisik iki teknik basamak olarak degil,
birbirini tamamlayan kavramsal bir sistem olarak degerlendirilmelidir.
DNA’nin hedefe yonelik bicimde kesilmesi ve bu fragmanlarin
kontrollii sekilde yeniden birlestirilmesi, genetik materyalin nasil
yonlendirilebilir ve 6ngdriilebilir hale getirildigini agik bicimde ortaya
koymaktadir. Bu biitiinliik, molekiiler klonlamanin rastlantisal bir siire¢

degil, bilingli ve planl bir tasarim yaklagimi oldugunu vurgulamaktadir.

Restriksiyon enzimlerinin tanima dizilerine dayali 6zgilligi,
genetik materyalin yalnizca istenilen bdlgelerden islenmesini miimkiin
kilarken; DNA ligazin katalitik etkinligi, bu fragmanlarin fonksiyonel
bir biitiin haline getirilmesini saglar. Bu iki mekanizmanin uyumu,
deneysel basarmin temelini olusturur. Kesim basamaginda yapilan

stratejik tercihler, ligasyon verimini ve downstream uygulamalarin
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dogrulugunu dogrudan etkiler. Bu nedenle restriksiyon ve ligasyon
stiregleri, bagimsiz optimizasyon alanlari olarak degil, tek bir deneysel
akisin ayrilmaz bilesenleri olarak ele alinmalidir (Brown, 2016; Green

& Sambrook, 2012).

Bu kavramsal biitiinliik, klonlama deneylerinde karsilasilan
bircok sorunun tek bir basamakta degil, kesim-ligasyon
uyumsuzlugundan kaynaklandigin1  gostermektedir.  Dolayisiyla
deneysel basarisizliklarin degerlendirilmesinde siireglerin  birlikte
analiz edilmesi kritik 6nem tasir. Bu yaklagim, yalnizca klasik klonlama
uygulamalariyla sinirli degildir. Restriksiyon enzimleriyle gelistirilen
0zgiil kesim mantig1 ve ligasyon temelli yeniden birlestirme stratejileri,
sentetik biyoloji ve ileri genom diizenleme teknolojilerinin de teorik
altyapismni olusturmaktadir. Genetik pargalarin modiiler bicimde
tasarlanabilmesi ve fonksiyonel yapilar halinde bir araya
getirilebilmesi, bu temel prensiplerin genisletilmis uygulamalarina

dayanmaktadir.

5.2. Vektor Sistemleri: Ekspresyon Vektorleri, Viral Vektorler ve
Kozmidler

Rekombinant DNA teknolojilerinde hedef genetik
materyalin konak hiicrelere aktarilmasi ve fonksiyonel olarak ifade
edilmesi, kullanilan vektdr sistemlerinin yapisal ve islevsel
ozellikleriyle dogrudan iligkilidir. Vektorler, yabanct DNA dizilerinin
hiicre i¢ine tasinmasini ve bu dizilerin hiicresel ortamda stabil bicimde
korunmasini saglayan molekiiler araglar olarak tanimlanir. Ancak bir

vektoriin deneysel basarisi, yalnizca DNA tagima kapasitesine degil;
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ayni1 zamanda konak uyumu, ekspresyon kontrolii ve biyogiivenlik gibi
cok sayida parametrenin birlikte degerlendirilmesine baglhidir (Brown,

2016; Watson et al., 2013; Clark & Pazdernik, 2016; Glick et al., 2010).

Vektor sistemlerinin - gelisimi, genetik miihendisliginde
deneysel kontrol ihtiyacinin artmasiyla paralel olarak ilerlemistir. Erken
donem klonlama ¢alismalarinda temel tasiyicilar olarak kullanilan
plazmid ve kozmidler, zamanla daha karmasik diizenleyici elementler
ve secici marker sistemleriyle donatilmisti. Bu evrimsel siireg,
vektorlerin  yalnizca pasif tasiyicilar olmaktan ¢ikarak, gen
ekspresyonunu yonlendiren aktif diizenleyici platformlar haline
gelmesini saglamistir (Primrose et al., 2001; Old & Primrose, 1994;
Lewin, 2008). Bu doniisiim, vektér seciminin deneysel tasarimda
“yardimci bir ara¢” degil, deneyin sonucunu belirleyen stratejik bir
karar noktas1 oldugunu ortaya koymaktadir. Yanlis secilen bir vektor,
dogru tasarlanmig bir genetik yapinin dahi fonksiyonel olarak ifade

edilememesine yol acabilir (Brown, 2016).

Modern molekiiler biyoloji uygulamalarinda kullanilan
vektor sistemleri, hedef hiicre tipi ve deneysel amaclara gore cesitlilik
gostermektedir. Bakteriyel ekspresyon vektorleri, yiiksek verimli
protein iiretimi i¢in tercih edilirken; wviral vektorler, Okaryotik
hiicrelerde stabil ve etkili gen aktarimi saglama avantaji sunar.
Kozmidler ve tiirevleri ise daha biliyilk DNA fragmanlarmin
taginmasma olanak taniyarak genomik kiitiiphane olusturma gibi 6zel
uygulamalarda 6nemli rol oynar (Green & Sambrook, 2012; Ausubel et
al., 2002; Lodish et al., 2022).
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Vektor sistemlerinin sundugu bu ¢esitlilik, deneysel esneklik
saglamakla birlikte, ayn1 zamanda yontem se¢imini daha karmagik hale
getirmektedir. Her vektor tipi, tasima kapasitesi, ekspresyon kontroli,
hiicresel toksisite ve giivenlik profili acisindan kendine &zgii
smirliliklar barindirir. Bu nedenle vektor se¢imi, yalnizca teknik
uygunluk temelinde degil; deneysel hedefler, downstream analizler ve
uzun vadeli uygulamalar dikkate alinarak biitiinciill bigimde
degerlendirilmelidir (Brown, 2016; Clark & Pazdernik, 2016). Bu
biitiinciil yaklagim, vektor sistemlerinin deneysel tasarimda neden “tek
basina yeterli” ¢oziimler sunmadigini ve her vektoriin belirli
baglamlarda avantaj veya dezavantaj olusturdugunu acgiklamaktadir

(Watson et al., 2013).

Bu c¢ercevede vektor sistemleri, rekombinant DNA
teknolojilerinde genetik bilginin hiicresel ortama aktarilmasini saglayan
temel araglar olmanin 6tesinde, gen ekspresyonunun kontroliinii ve
deneysel sonucglar Ongoriilebilirligini belirleyen stratejik bilesenler
olarak degerlendirilmektedir. Bu boliimde vektor tiplerinin yapisal
ozellikleri, kullanim alanlar1 ve deneysel smirliliklari, molekiiler
biyoloji perspektifinden ayrintili bi¢cimde ele alinmaktadir (Lewin,

2008; Glick et al., 2010).

5.2.1. Vektor Kavram ve Temel Yapisal Bilesenler

Vektor kavrami, molekiiler biyolojide yabanci DNA
dizilerinin konak hiicrelere tasinmasini ve bu dizilerin hiicresel ortamda
cogaltilmasini miimkiin kilan genetik araglar1 ifade etmektedir. Ancak

bir DNA molekiiliiniin vektor olarak islev gorebilmesi, yalnizca tastyici
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bir yap1 olmasmin 6tesinde, belirli yapisal ve fonksiyonel bilesenleri
biinyesinde barindirmasint gerektirir. Bu bilesenler, vektoriin hiicre
icinde stabil bigimde korunmasini, segici olarak ¢ogaltilmasini ve hedef
genin kontrollii bi¢imde ifade edilmesini miimkiin kilar (Brown, 2016;

Watson et al., 2013; Glick et al., 2010; Ausubel et al., 2002).

Bir vektoriin temel yapisal unsurlarindan ilki replikasyon
baslangi¢c noktasidir (origin of replication, ori). Ori dizisi, vektor
DNA’smin konak hiicre icerisinde bagimsiz olarak ¢ogaltilabilmesini
saglar ve kopya sayisini dogrudan etkiler. Yiiksek kopya sayisina sahip
vektorler, genellikle yliksek DNA verimi saglarken; diisiik kopya say1l1
vektorler, biiyilk DNA fragmanlarinin daha stabil bicimde taginmasina
olanak tanir. Bu 6zellik, vektor se¢ciminin deneysel hedeflere gore neden
dikkatle yapilmasi1 gerektigini ortaya koymaktadir (Primrose et al.,
2001; Old & Primrose, 1994).

Replikasyon kontrolii, vektoriin yalnizca ¢ogaltilabilirligini
degil, ayn1 zamanda hiicresel yiikii ve genetik stabiliteyi de belirler. Bu
nedenle ori se¢imi, deneysel verim ile hiicresel tolerans arasinda denge
kurulmasini gerektirir (Clark & Pazdernik, 2016). Vektorlerin bir diger
temel bileseni sec¢ici marker genleridir. Antibiyotik direng¢ genleri gibi
markerlar, yalnizca vektorii tasiyan hiicrelerin secilmesine olanak
taniyarak rekombinant hiicre popiilasyonlarinim tanimlanmasini saglar.
Bu secici basamak, klonlama siirecinde istenmeyen arka plan
hiicrelerinin elimine edilmesi agisindan kritik 6neme sahiptir (Green &

Sambrook, 2012; Ausubel et al., 2002).
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Buna ek olarak ¢oklu klonlama bdlgesi (multiple cloning
site, MCS), vektorlerin deneysel esnekligini belirleyen 6nemli bir
yapisal unsurdur. MCS, birden fazla restriksiyon enzimi i¢in tanima
dizileri i¢eren kisa bir DNA bolgesi olup, hedef genin farkl: stratejilerle
vektore entegre edilmesine olanak tanir. Bu yapi, klonlama tasariminda
yonlendirilmis ligasyon ve alternatif kesim kombinasyonlarinin
uygulanabilmesini miimkiin kilar (Brown, 2016; Clark & Pazdernik,
2016).

MCS’nin sundugu bu esneklik, vektorlerin “tek kullanimlik”
araglar olmaktan c¢ikip, farkli deneysel senaryolara uyarlanabilir
modiiler platformlar haline gelmesini saglamaktadir (Lewin, 2008).
Ekspresyon amagli kullanilan vektorlerde, bu temel bilesenlere ek
olarak promotérler, ribozom baglanma bdlgeleri ve terminator dizileri
gibi diizenleyici elementler yer ali. Bu diziler, hedef genin
transkripsiyonel ve translasyonel kontroliinii saglayarak gen iiriinliniin
miktarimi ve zamanlamasini belirler. Diizenleyici elementlerin se¢imi,
Ozellikle protein ekspresyonu ve fonksiyonel analizlerde deneysel
basarinin kritik belirleyicilerinden biridir (Watson et al., 2013; Lodish
et al., 2022).

Bu baglamda vektor kavrami, yalnizca DNA tasima isleviyle
siirlt olmayan, ¢ok bilesenli ve fonksiyonel bir sistem olarak ele
alimmalidir. Vektoriin yapisal bilesenlerinin bilingli bigimde se¢ilmesi
ve deneysel hedeflerle uyumlu héle getirilmesi, rekombinant DNA

caligmalarinda giivenilir, tekrarlanabilir ve Ongoriilebilir sonuglarin
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elde edilmesini miimkiin kilmaktadir (Brown, 2016; Green &
Sambrook, 2012; Glick et al., 2010).

5.2.2. Ekspresyon Vektorleri ve Gen Ifadesinin Diizenlenmesi
Ekspresyon vektorleri, hedef genetik dizilerin yalnizca
konak hiicreye aktarilmasini degil, ayn1 zamanda bu dizilerin kontrollii
ve Ol¢iilebilir bigimde ifade edilmesini saglayan 6zel olarak tasarlanmig
vektor sistemleridir. Bu vektorler, klasik klonlama vektorlerinden farkl
olarak gen ifadesini yonlendiren diizenleyici elementleri biinyesinde
barindirir ve bu yoniiyle fonksiyonel gen {iriinlerinin elde edilmesinde
merkezi bir rol istlenir. Dolayisiyla ekspresyon vektorleri, DNA
tastyicilart olmaktan ziyade gen regiilasyonunun deneysel olarak
manipiile edildigi platformlar olarak degerlendirilmelidir (Brown,

2016; Watson et al., 2013; Clark & Pazdernik, 2016; Glick et al., 2010).

Ekspresyon vektorlerinin temel belirleyici unsurlarindan biri
promotor dizileridir. Promotdrler, RNA polimerazin baglanmasini ve
transkripsiyonun  baslatilmasin1  saglayarak  gen  ifadesinin
zamanlamasini ve siddetini belirler. Gii¢lii promotorler yliksek diizeyde
gen ekspresyonu saglarken, indiiklenebilir promotdr sistemleri gen
ifadesinin deneysel kosullara bagh olarak kontrol edilmesine olanak
tanir. Bu 6zellik, 6zellikle toksik proteinlerin liretimi veya zamana bagli
ekspresyon analizleri agisindan dnemli bir avantaj sunar (Primrose et
al., 2001; Gossen & Bujard, 1992; Lewin, 2008). Promotdr se¢imi, gen
ifadesinin yalnizca miktarmi degil, hiicresel stres diizeyini ve protein

katlanma verimliligini de etkileyen kritik bir parametredir. Bu nedenle
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yiiksek ekspresyon her zaman deneysel olarak en uygun sonug¢ anlamina

gelmemektedir (Brown, 2016).

Ekspresyon vektorlerinde gen ifadesinin diizenlenmesinde
rol oynayan bir diger 6nemli unsur ribozom baglanma bdlgeleri (RBS)
ve translasyon baglangi¢ sinyalleridir. Bu diziler, mRNA ’nin ribozom
tarafindan ne kadar etkin taninacagini belirleyerek protein sentez hizini
dogrudan etkiler. Transkripsiyonel kontrol ile translasyonel kontroliin
birlikte optimize edilmesi, hedef gen {iriiniiniin fonksiyonel ve ¢6ziiniir
bicimde elde edilmesi agisindan kritik 6neme sahiptir (Watson et al.,

2013; Lodish et al., 2022; Ausubel et al., 2002).

Buna ek olarak terminatér dizileri, transkripsiyonun dogru
noktada  sonlandirilmasmi  saglayarak  istenmeyen  uzamis
transkriptlerin olugsmasii engeller. Terminasyon verimliligi, mRNA
stabilitesi ve downstream genlerin etkilenmemesi agisindan 6nem tasir.
Bu nedenle ekspresyon vektorlerinin tasariminda terminator segimi,
promotor ve RBS kadar dikkatle ele alinmasi gereken bir bilesendir
(Brown, 2016; Clark & Pazdernik, 2016; Glick et al., 2010). Bu
diizenleyici elementlerin birlikte degerlendirilmesi, gen ifadesinin tek
bir kontrol noktasma indirgenemeyecegini gdstermektedir. Bagarili bir
ekspresyon stratejisi, transkripsiyonel ve translasyonel kontrol
mekanizmalarmin dengeli bi¢imde kurgulanmasini gerektirir (Lewin,

2008).

Ekspresyon vektorleri ayrica konak hiicreye 0Ozgii
diizenleyici elementler icerecek sekilde 6zellestirilebilir. Prokaryotik ve

okaryotik sistemler arasinda promotor yapilari, translasyon baslangic
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sinyalleri ve diizenleyici protein etkilesimleri bakimindan Onemli
farkliliklar bulunmaktadir. Bu nedenle ekspresyon vektorlerinin konak
hiicreyle uyumlu bicimde tasarlanmasi, gen ifadesinin verimliligi ve
dogrulugu agisindan belirleyici bir faktordiir (Green & Sambrook,

2012; Lodish et al., 2022; Watson et al., 2013).

Bu degerlendirme, ekspresyon vektorlerinin rekombinant
DNA caligmalarinda yalnizca genetik bilginin aktarilmasimni degil, bu
bilginin nasil, ne zaman ve ne 6l¢iide ifade edileceginin deneysel olarak
kontrol edilmesini miimkiin kildigin1 gostermektedir. Diizenleyici
elementlerin  bilingli bicimde se¢ilmesi ve optimize edilmesi,
fonksiyonel gen {riinlerinin elde edilmesinde giivenilir ve
tekrarlanabilir sonuglarm temelini olusturmaktadir (Brown, 2016;

Primrose et al., 2001; Clark & Pazdernik, 2016).

5.2.3. Viral Vektorler ve Gen Aktariminda Kullanimlarn

Viral vektorler, dogal olarak hiicrelere genetik materyal
aktarma yetenegine sahip viriislerin bu 6zelliklerinden yararlanilarak
gelistirilmis gen aktarim sistemleridir. Molekiiler biyolojide viral
vektorlerin kullanimi, 6zellikle 6karyotik hiicrelerde yiiksek aktarim
verimliligi ve stabil gen ekspresyonu saglama potansiyeli nedeniyle 6n
plana ¢ikmaktadir. Ancak bu sistemler, yalnizca yiiksek etkinlikleriyle
degil; ayn1 zamanda biyogiivenlik, kontrol edilebilirlik ve deneysel
smirliliklartyla birlikte degerlendirilmesi gereken karmasik araglar
olarak ele alinmalidir (Brown, 2016; Watson et al., 2013; Walther &
Stein, 2000).
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Viral vektorlerin temel avantaji, konak hiicre zarlarini asma
ve genetik materyali hiicre i¢ine etkin bigimde iletme kapasiteleridir.
Retroviral, lentiviral, adenoviral ve adeno-iliskili viral (AAV) vektorler,
bu amagla en yaygin kullanilan sistemler arasinda yer almaktadir. Her
bir viral vektor tipi, genom entegrasyonu, ekspresyon siiresi ve konak
hiicre aralig1 agisindan farkli 6zellikler sergiler. Bu ¢esitlilik, viral
vektorlerin farkli deneysel ve terapdtik senaryolara uyarlanabilmesini
miimkiin kilmaktadir (Primrose et al., 2001; Thomas et al., 2003; Kay,
2011). Bu noktada viral vektdr secimi, yalnizca aktarim verimine gore
degil; genetik materyalin gecici mi yoksa kalic1 mi ifade edilmesinin

hedeflendigi dikkate alinarak yapilmalidir.

Retroviral ve lentiviral vektorler, genetik materyalin konak
genomuna entegre olabilmesi sayesinde uzun siireli ve stabil gen
ekspresyonu saglar. Bu 6zellik, 6zellikle hiicre soylarmin olusturulmasi
ve uzun vadeli fonksiyonel ¢calismalar a¢isindan avantaj sunar. Bununla
birlikte genom entegrasyonu, hedef disi mutasyonlar ve genetik
instabilite riskini de beraberinde getirir. Bu nedenle bu vektorlerin
kullanimi, deneysel fayda ile potansiyel riskler arasinda dikkatli bir

denge kurulmasini gerektirir (Brown, 2016; Naldini, 2015).

Adenoviral ve AAV tabanli vektorler ise genellikle konak
genomuna entegre olmadan episomal olarak varlik gosterir. Bu durum,
gecici fakat yiiksek diizeyli gen ekspresyonu saglarken, genom
entegrasyonuna bagli risklerin azaltilmasma olanak tanir. Ancak
ekspresyon siiresinin smnirli  olmast ve bagisiklik yanitlarinin

tetiklenebilmesi, bu sistemlerin deneysel kullannrminda gz Oniinde
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bulundurulmasi gereken 6nemli smirhliklar arasinda yer almaktadir

(Watson et al., 2013; Kay, 2011; Green & Sambrook, 2012).

Bu ozellikler, viral vektorlerin “tek tip” c¢oziimler
sunmadigini; aksine her bir sistemin belirli deneysel baglamlarda
avantaj veya dezavantaj olusturdugunu gostermektedir. Dolayisiyla
viral vektorler, deneysel tasarimin merkezinde yer alan stratejik araglar
olarak degerlendirilmelidir (Clark & Pazdernik, 2016). Viral
vektorlerin gen aktariminda kullanimi, yiiksek verimlilik saglamasima
karsin biyogiivenlik 6nlemlerini zorunlu kilar. Replikasyon yeteneginin
ortadan kaldirilmasi, patojenite riskinin azaltilmas1 ve uygun
laboratuvar giivenlik diizeylerinin saglanmasi, bu sistemlerin sorumlu
kullannominin temel kosullar1 arasinda yer almaktadir (Green &

Sambrook, 2012; Walther & Stein, 2000).

Bu cercevede viral vektorler, gen aktariminda sunduklar1
yiiksek etkinlik nedeniyle molekiiler biyoloji ve genetik miihendisligi
calismalarinda Onemli bir yer tutmaktadir. Bununla birlikte bu
sistemlerin kullanimi, deneysel hedefler, giivenlik gereklilikleri ve uzun
vadeli etkiler dikkate alinarak biitiinciil bi¢imde degerlendirilmelidir.
Bu yaklagim, viral vektorlerin sundugu avantajlarin bilimsel olarak
giivenilir ve kontrollii bigimde kullanilmasmi miimkiin kilmaktadir

(Brown, 2016; Primrose et al., 2001; Thomas et al., 2003).

5.2.4. Kozmidler ve Bilyiik DNA Fragmanlarinin Tasinmasi
Kozmidler, plazmid vektdrlerin replikasyon ve segici marker
ozellikleri ile bakteriyofaj kokenli cos dizilerinin bir araya

getirilmesiyle olusturulmus hibrit vektor sistemleridir. Bu 6zgiin yapa,
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klasik plazmid vektorlerin tagima kapasitesinin Otesine gecilmesini
miimkiin kilarak daha bliyik DNA fragmanlarinin konak hiicrelere
aktarilmasmi saglar. Bu nedenle kozmidler, genomik kiitiiphane
olusturma ve biiyiik genetik bolgelerin klonlanmasi gibi uygulamalarda
onemli bir arag olarak degerlendirilmektedir (Primrose et al., 2001; Old

& Primrose, 1994; Brown, 2016).

Kozmidlerin temel avantaji, yaklastk 35-45 kb
biiytikliiglindeki DNA fragmanlarimi stabil bi¢imde tasiyabilmeleridir.
Bu kapasite, ozellikle gen kiimeleri, diizenleyici bdlgeler ve genis
genomik segmentlerin  biitiinciil olarak incelenmesi gereken
calismalarda 6nemli bir esneklik sunar. Plazmidlere kiyasla daha biiytik
insertlerin klonlanabilmesi, genetik bilginin parcalanmadan analiz
edilmesine olanak tanir ve genom organizasyonunun daha dogru
bicimde degerlendirilmesini saglar (Watson et al., 2013; Lewin, 2008).
Bu tasima kapasitesi, kozmidleri yalnizca “daha biiyiik plazmidler”
olmaktan ¢ikararak, genomik baglamin korunmasmin kritik oldugu

deneysel senaryolar i¢in stratejik vektorler haline getirmektedir.

Kozmidlerin hiicre i¢ine aktarimi genellikle faj paketleme
sistemleri araciligiyla gergeklestirili. Cos dizilerinin  varligy,
rekombinant DNA’nin faj kapsidleri i¢ine paketlenmesine izin vererek
bakteriyel hiicrelere yiiksek verimlilikle aktarilmasini saglar. Bu
mekanizma, biliylk DNA fragmanlarinin hiicre i¢ine girisinde
karsilagilan fiziksel sinirliliklarin asilmasina katkida bulunur. Ancak bu

avantaj, ayn1 zamanda belirli boyut araliklarinin korunmasmi zorunlu
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kilar; ¢ok kiiclik veya ¢ok biiyiilk DNA parcalar1 etkin bigimde
paketlenemez (Green & Sambrook, 2012; Ausubel et al., 2002).

Kozmid sistemlerinin  6nemli  smirliliklarindan  biri,
okaryotik ekspresyon i¢in dogrudan uygun olmamalaridir. Kozmidler,
temel olarak prokaryotik konak sistemlerine yonelik tasarlanmis olup,
gen ifadesinin diizenlenmesi agisindan smirlt diizenleyici elementler
icerir. Bu nedenle kozmidler, fonksiyonel ekspresyon caligmalarindan
ziyade tagima ve klonlama amacli vektorler olarak degerlendirilmelidir
(Brown, 2016; Clark & Pazdernik, 2016). Bu smirlilik, kozmid
kullaniminin deneysel amaca goére net bigimde tanimlanmasi

gerektigini gostermektedir.

Bu dogrultuda kozmidler, biiyiik DNA fragmanlarmin stabil
bicimde tagmnmasmi miimkiin kilan 06zel vektor sistemleri olarak
molekiiler biyolojide 6zgiin bir kullanim alan1 olusturmaktadir. Tasima
kapasitesi, faj temelli aktarim mekanizmas1 ve genomik biitiinligl
koruma avantajlari, kozmidleri 6zellikle genomik analiz ve kiitiiphane
olusturma ¢aligmalarinda 6nemli bir ara¢ haline getirmektedir. Bununla
birlikte bu sistemlerin kullaniminda yapisal sinirliliklarin ve deneysel
hedeflerin dikkatle degerlendirilmesi, giivenilir ve anlamli sonug¢larin
elde edilmesi agisindan kritik 6neme sahiptir (Primrose et al., 2001;

Watson et al., 2013; Glick et al., 2010).

5.2.5. Vektor Sistemlerinin Karsilagtirmah Degerlendirilmesi
Molekiiler biyoloji uygulamalarinda kullanilan vektor
sistemleri, tek tip c¢Oziimler sunmaktan ziyade farkli deneysel

gereksinimlere yanit veren Ozellesmis araclar olarak
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degerlendirilmelidir. Plazmidler, ekspresyon vektorleri, viral vektorler
ve kozmidler; tagima kapasiteleri, gen ifadesi iizerindeki kontrol
diizeyleri, konak hiicre uyumlar1 ve biyogiivenlik profilleri agisindan
belirgin farkliliklar gostermektedir. Bu nedenle vektor sistemlerinin
karsilagtirmali olarak ele alinmasi, deneysel tasarimin rasyonel bigimde
yapilandirilmas1 agisindan temel bir gereklilik olarak ortaya
¢ikmaktadir (Brown, 2016; Watson et al., 2013; Clark & Pazdernik,
2016).

Plazmid ve ekspresyon vektorleri, 6zellikle prokaryotik
sistemlerde yiiksek kopya sayisi ve kolay manipiilasyon avantajlari
nedeniyle yaygin bicimde tercih edilmektedir. Ekspresyon vektorleri,
diizenleyici elementlerle donatilmis yapilar1 sayesinde gen ifadesinin
zamanlamasi ve diizeyi iizerinde yiiksek kontrol sunar. Ancak bu
sistemlerin tasima kapasitesinin smirli olmasi, biiyiik genetik bolgelerin
veya ¢oklu gen kiimelerinin klonlanmasini giiclestirmektedir (Green &

Sambrook, 2012; Ausubel et al., 2002).

Buna karsilik viral vektorler, 6karyotik hiicrelerde yiiksek
gen aktarim verimliligi ve bazi sistemlerde stabil gen ekspresyonu
saglayabilmeleri nedeniyle ©ne ¢ikmaktadir. Ozellikle hiicre igi
bariyerlerin etkin bigimde asilabilmesi, viral vektdrlerin 6nemli bir
avantajidir. Bununla birlikte genom entegrasyonu, immiin yanitlar ve
biyogiivenlik gereklilikleri, bu sistemlerin kullaniminda dikkatle
degerlendirilmesi gereken sinirliliklar arasinda yer almaktadir (Thomas

et al., 2003; Naldini, 2015; Kay, 2011).
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Kozmidler ise biliyik DNA fragmanlarmin taginmasina
olanak tanryarak, genomik biitliinliglin korunmasmnim hedeflendigi
calismalarda Onemli bir alternatif sunar. Ancak gen ifadesinin
diizenlenmesi agisindan smirli olmalari, bu vektorleri daha c¢ok
klonlama ve tasima amag¢li uygulamalarla smirlar. Dolayisiyla
kozmidlerin tercih edilmesi, fonksiyonel analizlerden ziyade genomik
yapilarin korunarak aktarilmasmin hedeflendigi deneysel baglamlarda
anlam kazanmaktadir (Primrose et al., 2001; Old & Primrose, 1994;
Lewin, 2008).

Bu karsilagtirma, vektor seciminde “en gilicli sistem”
arayisinin ¢ogu zaman yaniltict oldugunu gostermektedir. Deneysel
basarinin anahtari, vektoriin teknik kapasitesinden ¢ok, deneysel
amaclarla olan uyumunda yatmaktadir (Brown, 2016; Clark &
Pazdernik, 2016). Vektor sistemlerinin karsilastirmali
degerlendirilmesi, yalnizca teknik parametreler iizerinden degil, ayni
zamanda downstream analizler, zaman ¢izelgesi ve giivenlik
gereklilikleri goz oniinde bulundurularak yapilmalidir. Bir vektoriin
sagladig1 avantaj, farkli bir deneysel baglamda ciddi bir dezavantaja

dontisebilir (Watson et al., 2013; Green & Sambrook, 2012).

Bu yaklasim dogrultusunda vektor sistemleri arasindaki
farkliliklarin bilingli bigimde degerlendirilmesi, rekombinant DNA
calismalarinda giivenilirlik ve tekrarlanabilirlik agisindan belirleyici bir
rol oynamaktadir. Karsilagtirmali bir perspektif, deneysel hedeflere en

uygun vektoriin se¢ilmesini saglayarak hem teknik hatalarin
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azaltilmasma hem de deneysel kaynaklarin daha verimli kullanilmasina

katkida bulunmaktadir (Brown, 2016; Clark & Pazdernik, 2016).

5.3. Transformasyon ve Transfeksiyon: Genetik Materyalin
Hiicrelere Aktarilma Yaklasimlar

Genetik materyalin hiicre i¢ine aktarilmasi, rekombinant
DNA teknolojilerinin islevsel hale gelmesinde kritik bir basamagi
temsil etmektedir. Transformasyon ve transfeksiyon kavramlari, hedef
DNA’nin farkl hiicresel sistemlere kontrollii bigimde tagmmasini ifade
eden iki temel yaklasimi tanimlamaktadir. Bu yontemler, kullanilan
konak hiicre tipi, hiicresel bariyerler ve gen ifadesine yOnelik
beklentiler acisindan birbirinden ayrilmakta; deneysel tasarimin
amacina gore farkli avantaj ve smirliliklar sunmaktadir (Brown, 2016;

Watson et al., 2013; (Bruce et al., 2022) et al., 2022; Lodish et al., 2022).

Transformasyon terimi, genellikle bakteriyel hiicrelerin dis
ortamdan c¢iplak DNA’y1 alabilme yetenegini tanimlamak icin
kullanilmaktadir. Prokaryotik sistemlerde uygulanan bu yaklasim,
yiiksek tekrarlanabilirlik ve teknik sadelik avantaji sunarak klonlama
calismalarinin  temelini olusturur. Buna karsilik transfeksiyon,
okaryotik hiicrelerde genetik materyalin hiicre i¢ine aktarilmasimni ifade
eden daha karmagik bir siireci tanimlar. Hiicre zarinm yapisal 6zellikleri
ve endositoz  mekanizmalari,  transfeksiyon  yOntemlerinin
cesitlenmesine ve optimize edilmesine neden olmustur (Green &
Sambrook, 2012; Ausubel et al., 2002; Freshney, 2016). Bu iki yaklagim
arasindaki temel fark, yalmizca kullanilan hiicre tipinden

kaynaklanmaz; ayn1 zamanda DNA’nin hiicre i¢ine girig mekanizmalar1
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ve hiicre i¢i kaderi acisindan da belirleyicidir. Bakteriyel hiicrelerde
transformasyon ¢ogunlukla gegici membran gegirgenligine dayanirken,
okaryotik hiicrelerde transfeksiyon DNA’nin endozomal sistemlerden
gegmesini ve niikleer bdlgeye ulasmasmi gerektirir. Bu durum,
transfeksiyon verimliliginin transformasyona kiyasla daha degisken
olmasina yol agmaktadir (Watson et al., 2013; (Bruce et al., 2022) et al.,
2022).

Deneysel acidan  bakildiginda, transformasyon ve
transfeksiyon yontemleri yalnizca DNA’nin hiicre i¢ine sokulmasimni
degil, ayn1 zamanda bu DNA’nin hangi siireyle ve hangi diizeyde ifade
edilecegini de belirlemektedir. Bu nedenle yontem se¢imi, kisa siireli
ekspresyon analizleri, stabil hiicre hatt1 olusturma ya da fonksiyonel
protein tiretimi gibi hedeflere gore bilingli bigimde yapilmalidir. Yanlis
secilen bir aktarim yontemi, genetik yapmin dogru tasarlanmis
olmasina ragmen beklenen biyolojik ¢iktinin elde edilememesine neden

olabilir (Primrose et al., 2001; Brown, 2016; Clark & Pazdernik, 2016).

Bu c¢er¢evede transformasyon ve transfeksiyon, genetik
materyalin hiicresel ortama aktarilmasinda kullanilan tamamlayici fakat
baglamsal olarak farkli yaklasimlar sunmaktadir. Bu yontemlerin
molekiiler temellerinin ve deneysel smirlhiliklarinin anlagilmasi,
rekombinant DNA calismalarinda giivenilir sonuglar elde edilmesi
acisindan temel bir gereklilik olarak degerlendirilmektedir (Brown,

2016; Green & Sambrook, 2012; Glick et al., 2010).
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5.3.1. Bakteriyel Transformasyonun Temel Prensipleri

Bakteriyel transformasyon, prokaryotik hiicrelerin ¢evresel
ortamda bulunan ¢iplak DNA’y1 hiicre i¢ine alabilmesine dayanan bir
gen aktarim yontemidir. Bu siireg, bakteriyel hiicre zarmin ve hiicre
duvarmin belirli deneysel kosullar altinda gecici olarak gegirgen hale
getirilmesiyle ~ miimkiin ~ olmaktadir. = Molekiiler ~ biyolojide
transformasyon, teknik sadeligi ve yliksek tekrarlanabilirligi nedeniyle
rekombinant DNA caligmalarinin temel basamaklarindan biri olarak
kabul edilmektedir (Brown, 2016; Watson et al., 2013; (Bruce et al.,
2022) et al., 2022; Lodish et al., 2022).

Dogal kosullar altinda bakterilerin DNA alim kapasitesi
smirli olmakla birlikte, laboratuvar ortaminda uygulanan kimyasal veya
fiziksel islemler bu yetene§i Onemli Ol¢iide artirmaktadir. Hiicre
yiizeyindeki yiikk dagiliminin ve membran biitiinliigiiniin kontrolli
bicimde modifiye edilmesi, negatif yiiklii DNA molekiillerinin hiicre
yiizeyiyle etkilesimini kolaylastirarak hiicre igine girisini miimkiin
kilar. Bu durum, transformasyon verimliliginin biiyiik 6l¢iide hiicresel
bariyerlerin gegici olarak asilmasina bagli oldugunu gostermektedir
(Green & Sambrook, 2012; Ausubel et al., 2002; Glick et al., 2010).
Bakteriyel transformasyonun etkinligi, yalnizca hiicre zarinin
gecirgenligi ile sinirli degildir. Hiicre duvarmim yapisal bilesimi,
ortamm iyonik gilicii ve hiicre-DNA etkilesimlerini yonlendiren
elektrostatik faktorler, transformasyon siirecini dogrudan etkileyen
degiskenler arasinda yer almaktadwr. Bu c¢ok parametreli yapi,

transformasyon protokollerinin neden farkli bakteri tiirleri ve deneysel
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amaclar i¢in 6zel olarak optimize edilmesi gerektigini aciklamaktadir

(Watson et al., 2013; Clark & Pazdernik, 2016).

Deneysel agidan bakildiginda, bakteriyel transformasyon
yalnizca DNA’nin hiicre i¢cine alinmasmi degil, ayni zamanda bu
DNA’nin  hiicre i¢inde hangi stabiliteyle korunacagm da
belirlemektedir. Hiicre icine giren DNA’nin replikasyonu, secici
markerlar araciligiyla transformant hiicrelerin tanimlanmasit ve
rekombinant klonlarin elde edilmesi, transformasyon basamaginin
basarisina dogrudan baghdir. Bu nedenle transformasyon, klonlama
stirecinde teknik bir iglem olmanin Gtesinde, downstream deneysel
ciktilar1 sekillendiren belirleyici bir asama olarak degerlendirilmelidir

(Primrose et al., 2001; Brown, 2016).

Bu dogrultuda bakteriyel transformasyonun temel
prensiplerinin anlasilmasi, genetik materyalin prokaryotik sistemlerde
giivenilir ve kontrollii bigimde aktarilmasini miimkiin kilmaktadir.
Hiicresel bariyerlerin gegici olarak modifiye edilmesine dayanan bu
yaklasim, rekombinant DNA teknolojilerinin deneysel altyapisinda
merkezi bir rol oynamaya devam etmektedir (Green & Sambrook,

2012; (Bruce et al., 2022) et al., 2022; Glick et al., 2010).

5.3.2. Kimyasal Yetkinlik ve Is1 Soku Mekanizmasi

Kimyasal yetkinlik ve 1s1 soku mekanizmasi, bakteriyel
transformasyonun laboratuvar ~ ortaminda etkin  bicimde
gerceklestirilmesini saglayan en yaygin ve klasik yaklasimlar arasinda
yer almaktadir. Bu yontem, bakteriyel hiicrelerin hiicre zar1 ve hiicre

duvar1 6zelliklerinin gegici olarak modifiye edilmesine dayanarak, dig
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ortamda bulunan DNA’nin hiicre i¢ine alinmasini miimkiin kilar.
Uygulama kolaylig1 ve tekrarlanabilirligi nedeniyle kimyasal yetkinlik
protokolleri, rekombinant DNA calismalarinda temel transformasyon
stratejisi olarak kabul edilmektedir (Brown, 2016; Green & Sambrook,
2012; Ausubel et al., 2002).

Kimyasal yetkinlik siirecinde bakteriyel hiicreler genellikle
divalent katyonlar igeren ¢ozeltilerle muamele edilir. Kalsiyum iyonlar1
basta olmak iizere bu katyonlar, negatif yiikli DNA molekiilleri ile
hiicre ylizeyi arasindaki elektrostatik itici kuvvetleri azaltarak DNA’nin
hiicre zartyla yakin temas kurmasini saglar. Bu etkilesim, hiicre zarinin
yapisal biitlinliigii korunurken DNA’nin hiicre yiizeyinde tutulmasina
olanak tanir ve transformasyon i¢in gerekli 6n kosullari olusturur
(Watson et al., 2013; (Bruce et al., 2022) et al., 2022; Lodish et al.,
2022).

Is1 soku basamagi, kimyasal yetkinlik kazandirilmig
hiicrelerde DN A’nin hiicre i¢ine girisini tetikleyen kritik asamay1 temsil
eder. Kisa siireli ve ani sicaklik artisi, hiicre zarinda gegici porlarin
olusmasina ve membran akigkanligmin artmasina neden olur. Bu
fiziksel degisim, hiicre yiizeyinde tutulan DNA’nin sitoplazmaya dogru
yonlendirilmesini miimkiin kilar. Is1 soku siiresinin ve sicakliginin
hassas bi¢cimde ayarlanmasi, transformasyon verimliligini dogrudan
etkileyen temel parametreler arasinda yer almaktadwr (Green &

Sambrook, 2012; Glick et al., 2010).

Kimyasal yetkinlik ve 1s1 soku mekanizmasimin etkinligi,

hiicre fizyolojisi ile yakindan iligkilidir. Hiicrelerin biiyiime faz,
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membran bilesimi ve metabolik durumu, transformasyon siirecine
verilen yaniti belirgin bigimde etkileyebilir. Ozellikle logaritmik
biiylime fazindaki hiicreler, membran dinamiklerinin daha esnek olmasi
nedeniyle bu yonteme daha yiiksek duyarlilik gostermektedir. Bu
durum, transformasyon protokollerinde hiicre hazirlik agamasmin
neden kritik oldugunu agiklamaktadir (Primrose et al., 2001; Clark &
Pazdernik, 2016).

Deneysel acidan degerlendirildiginde, kimyasal yetkinlik ve
181 soku yontemi yiiksek verim saglamakla birlikte belirli sinirliliklar da
barindirmaktadir. Biiyiilk DNA molekiillerinin veya diisiik kopya say1li
vektorlerin transformasyonu, bu yontemle daha diisiik etkinlik
gosterebilir. Bu nedenle kimyasal transformasyon, deneysel hedeflere
gore alternatif fiziksel yontemlerle birlikte degerlendirilmesi gereken

bir yaklagim olarak ele alinmalidir (Brown, 2016; Watson et al., 2013).

Bu baglamda kimyasal yetkinlik ve 1s1 soku mekanizmasi,
bakteriyel transformasyonun molekiiler temellerini yansitan, glivenilir
ve yaygm olarak kullanilan bir gen aktarim ydntemidir. Hiicresel
bariyerlerin gegici olarak modifiye edilmesine dayanan bu yaklagim,
uygun kosullar altinda optimize edildiginde rekombinant DNA
calismalarinda tutarli ve tekrarlanabilir sonuc¢lar elde edilmesini
miimkiin kilmaktadir (Green & Sambrook, 2012; (Bruce et al., 2022) et
al., 2022; Ausubel et al., 2002).

5.3.3. Elektroporasyon ve Fiziksel Gen Aktarimi
Elektroporasyon, hiicre zarmm kisa siireli ve kontrollii

elektrik alanlarma maruz brrakilmasiyla gegirgenliginin artirilmasina
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dayanan fiziksel bir gen aktarim ydntemidir. Bu yaklasim, kimyasal
temelli transformasyon ve transfeksiyon yontemlerinden farkl olarak,
hiicresel bariyerlerin dogrudan fiziksel kuvvetlerle agilmasini hedefler.
Elektroporasyon, hem prokaryotik hem de Okaryotik hiicrelerde
uygulanabilmesi ve genis bir hiicre tipi yelpazesinde kullanilabilmesi
nedeniyle molekiiler biyoloji ¢alismalarinda Onemli bir alternatif
yontem olarak degerlendirilmektedir (Brown, 2016; Watson et al.,

2013; (Bruce et al., 2022) et al., 2022; Lodish et al., 2022).

Elektrik alan1 uygulandiginda hiicre zarinda gegici porlarin
olustugu ve bu porlar aracilifiyla DNA molekiillerinin hiicre igine
girebildigi kabul edilmektedir. Bu porlar kalic1 hasara yol agmadan kisa
siire icinde kapanmakta, boylece hiicresel biitiinliik biiyiikk 6lgiide
korunmaktadir. Elektroporasyonun basarisi, uygulanan voltaj, darbe
stiresi ve darbe sayis1 gibi parametrelerin hiicre tipine 6zgli olarak
optimize edilmesine baghdir. Bu durum, yontemin yiliksek esneklik
sunmakla  birlikte dikkatli deneysel tasarim  gerektirdigini
gostermektedir (Green & Sambrook, 2012; Ausubel et al., 2002; Glick
et al., 2010).

Elektroporasyonun 6nemli avantajlarindan biri, biiyilk DNA
molekiillerinin ve diisiik kopya sayili vektorlerin hiicre igine
aktarbmmda kimyasal yOntemlere kiyasla daha yiiksek verim
saglayabilmesidir. Ayrica hiicre duvari yapist veya yiizey ylikleri gibi
faktorlerden daha az etkilenmesi, bu yontemi transformasyonu zor
hiicre tipleri i¢in cazip héle getirmektedir. Bununla birlikte yiiksek

elektrik alanlarinin hiicre canlilig1 {lizerinde olumsuz etkilere yol
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acabilmesi, elektroporasyon parametrelerinin  hassas  bigimde
ayarlanmasint zorunlu kilmaktadir (Primrose et al., 2001; Clark &

Pazdernik, 2016).

Fiziksel gen aktarim yOntemleri, elektroporasyonla sinirl
degildir. Mikroenjeksiyon, biyolistik gen aktarimi (gen tabancasi) ve
lazer temelli yaklasimlar gibi teknikler, genetik materyalin hiicre i¢ine
dogrudan fiziksel yollarla tasinmasini amaclamaktadir. Bu yontemler,
ozellikle klasik transformasyon veya transfeksiyon yaklasimlarinin
yetersiz kaldig1 6zel deneysel senaryolarda kullanilmaktadir. Ancak
teknik karmasiklik, diisik verim veya smirli hiicre sayisiyla
calisilabilmesi gibi faktorler, bu yOntemlerin kullanim alanlarim

daraltmaktadir (Watson et al., 2013; (Bruce et al., 2022) et al., 2022).

Deneysel acidan degerlendirildiginde, elektroporasyon ve
diger fiziksel gen aktarim yontemleri, yiiksek aktarim potansiyeli
sunmalarma karsin hiicresel stres ve canlilik kaybi riski tagimaktadir.
Bu nedenle bu yaklagimlar, genetik materyalin hiicre i¢ine alinmasinin
zorunlu oldugu durumlarda, elde edilecek biyolojik ¢iktilar ile hiicresel
hasar riski arasinda dikkatli bir denge kurulmasini gerektirir. Yontem
secimi, yalnizca aktarim verimine gore degil, hiicre tipi ve downstream
uygulamalar g6z Onlinde bulundurularak yapilmalidir (Brown, 2016;

Green & Sambrook, 2012).

Bu degerlendirme, elektroporasyon ve fiziksel gen aktarimi
yaklagimlarmin hiicresel bariyerlerin dogrudan asilmasma dayanan
giiclii ve esnek segenekler sundugunu gdstermektedir. Bu yontemlerin

molekiiler temellerinin ve deneysel smirliliklarmin anlagilmasi,
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transformasyon ve transfeksiyon stratejilerinin rasyonel bigimde
planlanmasma katki saglamaktadir (Green & Sambrook, 2012;
Primrose et al., 2001).

5.3.4. Transfeksiyonun Temel ilkeleri ve Hiicresel Bariyerler
Transfeksiyon, oOkaryotik hiicrelere genetik materyalin
kontrollii bicimde aktarilmasini amacglayan gen aktarim yontemlerini
tanimlamaktadir.  Bakteriyel transformasyondan farkli olarak
transfeksiyon, daha karmasik hiicresel yapilara sahip olan 6karyotik
hiicrelerin ¢cok katmanli bariyerlerinin agilmasin gerektirir. Hiicre zari,
endozomal sistemler ve niikleer membran gibi yapilar, DNA’ nin hiicre
icine girisi ve fonksiyonel olarak ifade edilebilmesi agisindan
belirleyici engeller olusturmaktadir. Bu nedenle transfeksiyon, yalnizca
teknik bir aktarim siireci degil, hiicresel bariyerlerle etkilesimi de
kapsayan ¢ok asamali bir mekanizma olarak degerlendirilmelidir

(Brown, 2016; Watson et al., 2013; et al., 2022; Lodish et al., 2022).

Okaryotik hiicrelerde genetik materyalin ilk karsilastig
bariyer hiicre zaridir. Negatif yiikli ve biiylk yapili DNA
molekiillerinin lipit ¢ift tabakadan dogrudan gecisi miimkiin
olmadigindan, transfeksiyon yontemleri bu bariyeri dolayli yollarla
asmay1 hedefler. Kimyasal tasiyicilar, fiziksel kuvvetler veya biyolojik
vektorler araciligiyla DNA’nin hiicre zarindan iceri alinmasi saglanur.
Ancak bu asamada gerceklesen hiicre-DNA etkilesimleri,
transfeksiyon verimliligini belirleyen temel faktorler arasinda yer
almaktadir (Green & Sambrook, 2012; Freshney, 2016; Ausubel et al.,

2002). Hiicre i¢ine alman DNA ig¢in ikinci énemli engel endozomal
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sistemdir. Endositoz yoluyla hiicre i¢ine giren genetik materyal,
endozomlar i¢erisinde parcalanma veya lizozomal yikima ugrama riski
tasir. Bu nedenle bagarili bir transfeksiyon siireci, DNA ’nin endozomal
yapilardan sitoplazmaya kagisini saglayacak mekanizmalarin devreye
girmesini gerektirir. Endozomal kacisin smirli oldugu durumlarda,
hiicre i¢ine alman DNA’nin biiyiikk bir kismi niikleusa ulagamadan
etkisiz hale gelebilir (Watson et al., 2013; (Bruce et al., 2022) et al.,
2022).

Transfeksiyonun bir diger kritik asamasi, DNA nin niikleer
membran1 asarak cekirdek icine girmesidir. Ozellikle bdliinmeyen
hiicrelerde niikleer zarfin biitiinliigii korunmakta oldugundan, DNA ’nin
niikleusa tasinmasi 6nemli bir smirlilik olusturmaktadir. Bu durum,
transfeksiyon verimliliginin hiicre dongiistiyle iliskili olmasina ve bazi
hiicre tiplerinde gecici gen ifadesiyle smirli kalmasma yol
acabilmektedir. Dolayisiyla transfeksiyonun basarisi, yalnizca hiicre
icine girisle degil, genetik materyalin hiicre i¢i kaderiyle de yakindan

iligkilidir (Primrose et al., 2001; Lodish et al., 2022).

Deneysel agidan degerlendirildiginde, transfeksiyonun
temel ilkeleri hiicresel bariyerlerin sistematik bi¢imde asilmasina
dayanmaktadir. Hiicre zari, endozomal sistemler ve niikleer membran
arasindaki gegislerin her biri, transfeksiyon protokollerinin optimize
edilmesini zorunlu kilan ayr1 kontrol noktalar1 olarak ele alinmalidir.
Bu ¢ok katmanli yapi, transfeksiyon yontemlerinin neden hiicre tipine
ve deneysel hedeflere 6zgii olarak secilmesi gerektigini agiklamaktadir

(Brown, 2016; Clark & Pazdernik, 2016).
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Bu cercevede transfeksiyon, Okaryotik hiicrelerde genetik
materyalin fonksiyonel olarak ifade edilebilmesi i¢in asilmasi gereken
bir dizi hiicresel bariyeri iceren karmasik bir siire¢ olarak ele
alimmalidir. Bu  bariyerlerin  molekiiler diizeyde anlasilmasi,
transfeksiyon verimliliginin artirilmasina ve deneysel sonucglarin daha
giivenilir bigimde yorumlanmasina dogrudan katki saglamaktadir

(Green & Sambrook, 2012; Watson et al., 2013).

5.3.5. Lipofeksiyon ve Kimyasal Transfeksiyon Yontemleri

Lipofeksiyon ve diger kimyasal transfeksiyon yontemleri,
genetik materyalin Okaryotik hiicrelere aktarilmasinda en yaygin
kullanilan yaklagimlar arasinda yer almaktadir. Bu yontemler, DNA
veya RN A molekiillerinin hiicre zarmi dogrudan gecememesi sorununu,
kimyasal tastyicilar aracihigiyla asmayr hedefler. Ozellikle katyonik
lipitler ve polimer temelli sistemler, genetik materyalle kompleks
olugturarak hiicre—-DNA etkilesimini kolaylastirmakta ve transfeksiyon
verimliligini artirmaktadir (Brown, 2016; Green & Sambrook, 2012;
(Bruce et al., 2022) et al., 2022; Lodish et al., 2022).

Lipofeksiyon, katyonik lipitlerin negatif yiiklii niikleik
asitlerle elektrostatik etkilesim kurarak lipopleks adi verilen yapilar
olusturmasina dayanir. Bu kompleksler, hiicre zarindaki lipit tabaka ile
etkilesime girerek endositoz yoluyla hiicre i¢ine alinir. Lipofeksiyonun
en Onemli avantaji, genis hiicre tipi yelpazesinde uygulanabilir olmas1
ve nispeten diisiikk hiicresel toksisite gostermesidir. Bu o6zellikler,

yontemi kisa siireli gen ifadesi analizleri ve fonksiyonel ¢caligmalar i¢in
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cazip hale getirmektedir (Felgner et al., 1994; Watson et al., 2013;
Freshney, 2016).

Kimyasal transfeksiyon yontemleri arasinda yer alan
polimer bazli sistemler, niikleik asitlerin pozitif yiiklii polimerlerle
komplekslenmesi prensibine dayanir. Bu kompleksler, hiicre ylizeyiyle
etkilesime girerek hiicre i¢ine alinir ve endozomal kagis mekanizmalari
aracilifiyla sitoplazmaya tasmnir. Polimer sistemler, lipit bazh
yontemlere kiyasla daha yiiksek tasima kapasitesi sunabilmekle
birlikte, hiicresel toksisite ve hiicre canlilig1 lizerinde olumsuz etkiler
olusturma potansiyeline sahiptir. Bu nedenle polimer temelli
transfeksiyon, deneysel kosullara gore dikkatle optimize edilmesi
gereken bir yaklasimdir (Primrose et al.,, 2001; Clark & Pazdernik,
2016; Glick et al., 2010).

Lipofeksiyon ve kimyasal transfeksiyon yontemlerinin
etkinligi, hiicre tipi, hiicre yogunlugu ve kullanilan niikleik asidin
Ozellikleri gibi ¢ok sayida parametreye baglhdir. Hiicre dongisi,
membran kompozisyonu ve endozomal aktivite diizeyi, transfeksiyon
verimliligini dogrudan etkileyen biyolojik faktorler arasinda yer
almaktadir. Bu durum, standart protokollerin her hiicre tipi i¢in ayni
basariyr gostermemesinin temel nedenlerinden biridir (Brown, 2016;

Lodish et al., 2022; (Bruce et al., 2022) et al., 2022).

Deneysel acgidan degerlendirildiginde, lipofeksiyon ve
kimyasal transfeksiyon yontemleri yiiksek esneklik sunmakla birlikte
cogunlukla gecici gen ifadesi ile smirlidir. Genetik materyalin konak

genomuna entegre olmamasi, ekspresyonun zamanla azalmasina yol
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acabilir. Bu nedenle bu yOntemler, stabil gen ekspresyonunun
hedeflendigi ¢alismalardan ziyade, kisa siireli fonksiyonel analizler ve
rapor gen ¢aligmalari i¢in daha uygun kabul edilmektedir (Watson et al.,

2013; Green & Sambrook, 2012).

Bu dogrultuda lipofeksiyon ve kimyasal transfeksiyon
yontemleri, 0karyotik hiicrelerde genetik materyalin etkin bigimde
aktarilmasmi saglayan pratik ve yaygin yaklagimlar sunmaktadir. Bu
yontemlerin molekiiler temellerinin ve sinirliliklarinin anlagilmasi,
transfeksiyon stratejilerinin deneysel hedeflere uygun bigimde
secilmesine ve optimize edilmesine katki saglamaktadir (Primrose et

al., 2001; Freshney, 2016).

5.3.6. Transient ve Stabil Gen Aktarimi

Genetik materyalin hiicrelere aktarilmasinin ardindan, bu
materyalin hangi siireyle ve hangi diizeyde ifade edilecegi, gen aktarim
stratejisinin temel belirleyicilerinden biridir. Bu baglamda gen aktarimu,
ifade siiresine bagl olarak transient (gegici) ve stabil (kalic1) olmak
iizere iki ana kategori altinda degerlendirilmektedir. Bu iki yaklasim
arasindaki fark, yalnizca gen ifadesinin siiresiyle sinirli olmayip,
deneysel hedefler, hiicre hatt1 se¢imi ve downstream analizler agisindan
da belirleyici sonuglar dogurmaktadir (Brown, 2016; Watson et al.,

2013; (Bruce et al., 2022) et al., 2022; Lodish et al., 2022).

Transient gen aktarimu, hiicre i¢ine alinan genetik materyalin
konak genomuna entegre olmaksizin episomal olarak varhigini
stirdiirmesine dayanir. Bu durumda gen ifadesi, genellikle kisa stireli ve

gecici nitelik tagir. Transient transfeksiyon, hizli sonug elde edilmesi,
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protokol kolaylig1 ve diisiik zaman maliyeti gibi avantajlar sunarak
rapor gen analizleri, promotdr aktivitesi calismalar1 ve kisa siireli
fonksiyonel testlerde yaygin bicimde kullanilmaktadir (Green &
Sambrook, 2012; Freshney, 2016; Glick et al., 2010). Buna karsilik
stabil gen aktarimi, hedef genin konak genomuna entegre edilmesini ve
uzun siireli, kalict gen ifadesinin saglanmasini amaglar. Bu yaklagim,
secici markerlar araciligiyla stabil hiicre hatlarinin olusturulmasini
gerektirir ve deneysel siirecin daha uzun ve karmagik olmasima neden
olur. Ancak stabil ekspresyon, 6zellikle gen fonksiyonu analizi, uzun
donem fenotipik caligmalar ve terapotik modelleme gibi uygulamalarda
vazgec¢ilmez bir avantaj sunmaktadir (Primrose et al., 2001; Clark &

Pazdernik, 2016; Naldini, 2015).

Transient ve stabil gen aktarimi arasindaki tercih, deneysel
sorunun niteligiyle dogrudan iligkilidir. Kisa siireli gen ifadesinin
yeterli oldugu durumlarda transient yaklasimlar zaman ve kaynak
acisindan avantaj saglarken, gen iirliniiniin uzun vadeli etkilerinin
incelenmesi gereken caligmalarda stabil sistemler zorunlu hale
gelmektedir. Bu nedenle yontem secimi, yalnizca teknik
uygulanabilirlige gore degil, beklenen biyolojik ¢iktilar dogrultusunda
bilingli bicimde yapilmalidir (Brown, 2016; Watson et al., 2013).

Deneysel agidan degerlendirildiginde, stabil gen aktarimi
genellikle diisiikk entegrasyon verimi ve klonal varyasyon gibi
smirliliklart beraberinde getirir. Farkli klonlar arasinda gen kopya sayisi
ve ekspresyon diizeyi degiskenlik gosterebilir. Bu durum, elde edilen

sonuglarin yorumlanmasinda dikkatli bir klonal analiz ve dogrulama
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stirecini gerekli kilar. Transient gen aktariminda ise ekspresyon
diizeyleri hiicreden hiicreye degiskenlik gosterebilir ve zamanla
azalabilir; bu da deneysel tekrarlarin 6nemini artirmaktadir (Watson et

al., 2013; (Bruce et al., 2022) et al., 2022).

Bu baglamda transient ve stabil gen aktarimi, farkli deneysel
ihtiyaglara yanit veren tamamlayici yaklasimlar sunmaktadir. Bu iki
yontemin avantajlarinin  ve smirliliklarmmm  molekiiler diizeyde
anlasilmasi, gen aktarim stratejilerinin rasyonel bicimde planlanmasina
ve elde edilen verilerin gilivenilir bicimde yorumlanmasma dogrudan

katki saglamaktadir (Green & Sambrook, 2012; Primrose et al., 2001).

5.3.7. Yontemlerin Karsilastirmah Degerlendirilmesi

Genetik materyalin  hiicrelere aktariminda kullanilan
transformasyon ve transfeksiyon yontemleri, tek bir “en iyi” yaklasim
sunmaktan ziyade farkli deneysel gereksinimlere yanit veren
tamamlayic1  stratejiler olarak  degerlendirilmelidir.  Kimyasal
transformasyon, elektroporasyon, lipofeksiyon ve diger fiziksel veya
kimyasal transfeksiyon yontemleri; aktarim verimliligi, hiicresel
canlilik, uygulama kolaylig1 ve gen ifadesinin siiresi agisindan belirgin
farkliliklar gostermektedir. Bu nedenle yontemlerin karsilastirmali
olarak ele alinmasi, deneysel tasarimin rasyonel bigimde
yapilandirilmast agisindan kritik bir gereklilik olarak ortaya
¢cikmaktadir (Brown, 2016; Watson et al., 2013; (Bruce et al., 2022) et
al., 2022; Lodish et al., 2022).

Bakteriyel sistemlerde uygulanan kimyasal transformasyon

yontemleri, diisiik maliyet ve yiiksek tekrarlanabilirlik avantajlariyla
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one c¢ikmaktadir. Ancak bu yontemler, biiyik DNA fragmanlarmin
aktarimi veya transformasyonu zor hiicre tiirleri s6z konusu oldugunda
smirli kalabilmektedir. Elektroporasyon ise genis DNA boyut araliginda
ve farkli hiicre tiplerinde daha yiiksek aktarim potansiyeli sunmakla
birlikte, hiicresel stres ve canlilik kaybi riski tasimaktadir. Bu durum,
elektroporasyonun yliksek verim ile hiicresel biitiinliik arasinda dikkatli
bir denge kurulmasini gerektirdigini gostermektedir (Green &

Sambrook, 2012; Ausubel et al., 2002; Clark & Pazdernik, 2016).

Okaryotik hiicrelerde uygulanan transfeksiyon yontemleri,
genetik materyalin hiicre i¢ine giris mekanizmalar1 ve hiicre i¢i kaderi
acisindan daha karmasik bir tablo sunmaktadir. Lipofeksiyon ve diger
kimyasal transfeksiyon yaklasimlari, uygulama kolayligi ve genis hiicre
tipi uyumlulugu nedeniyle yaygin bi¢cimde tercih edilmektedir. Bununla
birlikte bu yontemler ¢cogunlukla gecici gen ifadesiyle sinirli kalmakta
ve ekspresyon  diizeyi  hiicreden  hiicreye degiskenlik
gosterebilmektedir. Bu 6zellik, kisa siireli fonksiyonel analizler i¢in
avantaj saglarken, uzun vadeli c¢aligmalar a¢isindan sinirlilik
olusturmaktadir (Freshney, 2016; Watson et al., 2013; Primrose et al.,
2001).

Fiziksel transfeksiyon yontemleri ve viral vektorler, yiiksek
aktarim verimliligi ve bazi durumlarda stabil gen ifadesi saglama
potansiyeli sunmaktadir. Ancak bu yaklasimlar, teknik karmasiklik,
biyogiivenlik gereklilikleri ve hiicresel toksisite gibi faktorler nedeniyle
daha sik1 deneysel kontrol gerektirir. Bu durum, yontem se¢iminin

yalnizca aktarim basarisina gore degil, hiicre tipi, deney siiresi ve
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downstream analizler dikkate alinarak yapilmasinin 6nemini ortaya
koymaktadir (Kay, 2011; Naldini, 2015; Thomas et al., 2003; Walther
& Stein, 2000). Gen aktarim yOntemlerinin karsilastirmali
degerlendirilmesi, ayn1 zamanda elde edilecek biyolojik verilerin
yorumlanabilirligi acisindan da belirleyici bir rol oynamaktadir.
Yonteme baglh olarak gen ifadesinin siiresi, diizeytr ve hiicre
popiilasyonu i¢indeki homojenligi degiskenlik gdsterebilir. Bu nedenle
farkli gen aktarim stratejileriyle elde edilen sonuglarin dogrudan
karsilastirilmasi,  yontem  kaynakli  farkliliklar g6z  Oniinde
bulundurulmadan yapildiginda yaniltic1 yorumlara yol agabilir (Brown,

2016; (Bruce et al., 2022) et al., 2022)

Bu c¢ercevede gen aktarim yOntemleri arasindaki
farkliliklarin bilingli bicimde degerlendirilmesi, deneysel hedeflere en
uygun yaklasimin se¢ilmesini miimkiin kilmaktadir. Yontem sec¢imi,
yalnizca teknik uygulanabilirlige degil, biyolojik baglama ve aragtirma
sorusunun niteligine goére yapilmalidir. Bu biitiinciil yaklasim, genetik
mithendisligi ve molekiiler biyoloji ¢alismalarinda giivenilir,
tekrarlanabilir ve anlamli sonuglarin e¢lde edilmesinin temelini

olusturmaktadir (Green & Sambrook, 2012; Primrose et al., 2001).

5.3.8. Hiicresel Bariyerler ve Aktarilan DNA’nin Hiicre I¢i Kaderi

Genetik materyalin hiicre i¢ine aktarilmasindan sonra, bu
materyalin hiicre igindeki yolculugu ve kaderi, gen ifadesinin basarisini
belirleyen temel faktorler arasinda yer almaktadir. Hiicre zarmin
asilmasi, gen aktarim siirecinin yalnizca ilk basamagini olusturur;

aktarllan DNA’nin fonksiyonel olarak ifade edilebilmesi igin
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sitoplazmik ve niikleer diizeyde bir dizi ek bariyerin daha asilmasi
gerekmektedir. Bu ¢ok asamali yapi, gen aktarim verimliliginin neden
hiicre tipine ve kullanilan yonteme bagli olarak degiskenlik gosterdigini
aciklamaktadir (Brown, 2016; Watson et al., 2013; (Bruce et al., 2022)
et al., 2022; Lodish et al., 2022).

Okaryotik hiicrelerde DNA nm hiicre igine girisinden sonra
karsilagilan ilk 6nemli engel, endozomal sistemdir. Endositoz yoluyla
hiicre i¢ine alman genetik materyal, endozomlar icerisinde tutulmakta
ve yeterli ka¢is mekanizmalar1 devreye girmedigi takdirde lizozomal
yikima wugrama riski tasimaktadwr. Bu durum, transfeksiyon
verimliligini smirlayan baslica faktorlerden biri olarak kabul
edilmektedir. Endozomal kacisin etkin bicimde saglanamadigi
kosullarda, hiicre i¢ine alinan DNA’nin biiylik bir kismi niikleer
bolgeye ulasamadan etkisiz hale gelmektedir (Green & Sambrook,

2012; Watson et al., 2013; Freshney, 2016).

Sitoplazmaya ulasan DNA i¢in bir sonraki kritik basamak,
niikleer membranin asilmasidir. Hiicre boliinmesi sirasinda niikleer
zarfin gecici olarak ¢oziinmesi, DNA’nin ¢ekirdek icine girisini
kolaylastirirken; boliinmeyen hiicrelerde bu siire¢ daha sinirlt ve segici
mekanizmalara baghdir. Bu nedenle gen aktariminin etkinligi, hiicre
dongiistiyle yakindan iligkilidir ve bazi hiicre tiplerinde gen ifadesinin
gecici kalmasina neden olabilmektedir (Lodish et al., 2022; (Bruce et
al., 2022) et al., 2022; Watson et al., 2013). Aktarilan DNA’nin hiicre
ici kaderi, yalnizca fiziksel bariyerlerin agilmasiyla belirlenmez; ayni

zamanda DNA’nin hiicre icindeki stabilitesi ve islenme bi¢cimi de bu
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stireci dogrudan etkiler. Sitoplazmada bulunan niikleazlar, yabanci
DNA’nin pargalanmasina yol acabilirken, c¢ekirdek icine ulasan
DNA’nin kromatin yapisiyla etkilesimi gen ifadesinin diizeyini
belirleyen 6nemli bir faktordiir. Bu baglamda DNA’nin epigenetik
diizenleyicilerle etkilesimi, gen ifadesinin siirekliligi ve homojenligi
iizerinde etkili olabilmektedir (Primrose et al., 2001; (Bruce et al.,

2022) et al., 2022).

Deneysel acgidan degerlendirildiginde, aktarilan DNA’nin
hiicre i¢i kaderi gen aktarim yonteminin se¢imiyle dogrudan iligkilidir.
Kimyasal ve fiziksel transfeksiyon yontemleri ¢ogunlukla episomal
DNA varligiyla smirli kalirken, viral vektorler veya genom
entegrasyonunu hedefleyen yaklasimlar daha kalict gen ifadesi
saglayabilmektedir. Bu durum, hiicresel bariyerlerin asilma bi¢iminin
gen ifadesinin siiresi ve stabilitesi lizerinde belirleyici bir rol oynadigini

gostermektedir (Brown, 2016; Naldini, 2015; Kay, 2011)

Bu degerlendirme, hiicresel bariyerler ve aktarilan DNA’nin
hiicre i¢i kaderinin gen aktariminin yalnizca teknik bir siireg
olmadigini, ayn1 zamanda hiicresel fizyolojiyle biitiinlesmis karmagik
bir biyolojik olay oldugunu ortaya koydugunu gostermektedir. Bu
stireclerin molekiiler diizeyde anlagilmasi, gen aktarim stratejilerinin
optimize edilmesine ve elde edilen deneysel sonug¢larin daha dogru
bi¢imde yorumlanmasina katki saglamaktadir (Green & Sambrook,

2012; Watson et al., 2013).
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5.3.9. Yontem Seciminde Deneysel ve Biyolojik Kriterler

Gen aktarim yOnteminin sec¢imi, deneysel basarinin
belirleyici agamalarindan biri olup, yalnizca teknik uygulanabilirlik
iizerinden degil, biyolojik baglam ve arastirma sorusunun niteligi
dikkate almarak yapilmaldir. Transformasyon ve transfeksiyon
yontemleri, farkli hiicre tipleri ve deneysel hedefler icin degisen
avantajlar ve sinirliliklar sunmaktadir. Bu nedenle yontem segimi,
genetik materyalin hiicre icine alinmasinin 6tesinde, gen ifadesinin
stiresi, diizeyi ve homojenligi gibi faktorleri de kapsayan biitiinciil bir
degerlendirme gerektirir (Brown, 2016; Watson et al., 2013; (Bruce et
al., 2022) et al., 2022; Lodish et al., 2022).

Deneysel kriterler arasinda hedef hiicre tipi, aktarilacak
DNA’nm boyutu, gen ifadesinin gegici mi yoksa kalict m1 olmasmin
istendigi ve elde edilecek c¢iktinin zaman Olgegi yer almaktadir.
Bakteriyel sistemlerde hizli ve tekrarlanabilir sonuglar elde edilmesi
hedeflendiginde kimyasal transformasyon yontemleri 6n plana
cikarken, Okaryotik hiicrelerde fonksiyonel gen ifadesi ig¢in
transfeksiyon veya viral vektor temelli yaklagimlar tercih edilmektedir.
Bu baglamda yontem se¢imi, deneysel tasarimin erken asamalarinda
verilmesi gereken stratejik bir karar olarak degerlendirilmelidir (Green
& Sambrook, 2012; Clark & Pazdernik, 2016; Ausubel et al., 2002).
Biyolojik kriterler ise hiicrelerin fizyolojik durumu, boliinme kapasitesi
ve hiicresel stres toleransi gibi parametreleri icermektedir. Ozellikle
hassas veya yavas boliinen hiicre tiplerinde, yiiksek verim saglamak

adina uygulanan agresif gen aktarim yontemleri hiicresel canliligi

213



olumsuz etkileyebilir. Bu durum, ytiksek aktarim veriminin her zaman
deneysel acidan en uygun sonu¢ anlamina gelmedigini ve hiicresel
biitiinliiglin korunmasmin en az verim kadar Onemli oldugunu

gostermektedir (Freshney, 2016; Primrose et al., 2001).

Gen aktarim yoOntemlerinin se¢imi, ayni zamanda
downstream analizlerin giivenilirligi lizerinde de dogrudan etkilidir.
Farkli yontemlerle elde edilen gen ifadesi profilleri, hiicre popiilasyonu
icinde heterojenlik gosterebilir ve bu durum deneysel sonuglarin
yorumlanmasini gii¢lestirebilir. Bu nedenle yontem se¢imi, yalnizca
gen aktarimmim basaris1 iizerinden degil, elde edilecek verilerin
istatistiksel ve biyolojik olarak anlamli bi¢cimde analiz edilebilmesi
acisindan da degerlendirilmelidir (Brown, 2016; (Bruce et al., 2022) et
al., 2022).

Bu dogrultuda gen aktarim yonteminin belirlenmesi, teknik,
biyolojik ve deneysel kriterlerin birlikte ele alindig1 ¢ok boyutlu bir
karar siirecini ifade etmektedir. Uygun yontemin bilingli bigcimde
secilmesi, rekombinant DNA ¢alismalarinda giivenilir, tekrarlanabilir
ve yorumlanabilir sonuglarin elde edilmesini miimkiin kilmaktadir. Bu
yaklagim, molekiiler biyoloji uygulamalarinda yontem se¢iminin neden
deneysel tasarimin merkezinde yer aldigmi agik bicimde ortaya

koymaktadir (Green & Sambrook, 2012; Watson et al., 2013).

5.4. Klon Se¢imi ve Dogrulama: Molekiiler Tarama ve Analitik
Yaklasimlar

Rekombinant DNA teknolojilerinde genetik materyalin
hiicrelere aktarilmasi, deneysel siirecin yalnizca baslangi¢ asamasini
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olusturmaktadir. Aktarim sonrasinda elde edilen hiicre popiilasyonlari,
genetik  olarak homojen yapilardan ziyade, farkli genetik
konfigiirasyonlar igeren karmasik bir dagilim sergiler. Bu nedenle klon
secimi ve dogrulama basamaklari, hedef genetik yapinin dogru bi¢cimde
elde edildiginin gosterilmesi agisindan vazgecilmez bir kontrol siireci
olarak degerlendirilmelidir. Klonlama deneylerinin giivenilirligi, biiytik
Olciide bu asamalarda uygulanan molekiiler tarama ve analitik
yaklagimlarm dogruluguna baglhdir (Green & Sambrook, 2012; Brown,
T. A., 2020; Watson et al., 2013).

Klon se¢imi siireci, yalnizca rekombinant DNA’y1 tastyan
hiicrelerin ayirt edilmesini degil, ayn1 zamanda hedef genin vektor
icerisindeki yapisal biitiinliigiiniin ve yoneliminin dogrulanmasini da
kapsar. Transformasyon veya transfeksiyon sonrasinda elde edilen
koloniler, ylizeysel olarak benzer gériinmelerine karsin genetik diizeyde
onemli farkliliklar gosterebilir. Bu durum, fenotipik gézlemlerin tek
basina yeterli olmadigmi ve molekiiler dogrulama yaklagimlarinin

zorunlu oldugunu ortaya koymaktadir (Watson et al., 2013).

Molekiiler tarama yontemleri, klonlama siirecinde hizli 6n
eleme yapilmasina olanak tanirken, analitik dogrulama yaklasimlari
elde edilen klonlarin genetik yapisina iliskin daha ayrintili bilgi saglar.
Bu iki yaklagim, birbirinin alternatifi degil, tamamlayicis1 olarak
degerlendirilmelidir. Yalnizca tarama yontemlerine dayali secimler,
yanlis pozitif klonlarin gézden kagmasina yol acabilirken; yalnizca ileri
dogrulama tekniklerine odaklanilmasi, deneysel zaman ve kaynak

kullanimini gereksiz bigimde artirabilir. Bu nedenle klon se¢imi siireci,
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asamal1 ve rasyonel bir strateji gercevesinde ele alinmalidir (Primrose

et al., 2001).

Klon dogrulama basamaklarinin 6nemi, 6zellikle ekspresyon
calismalarinda ve fonksiyonel analizlerde daha belirgin hale
gelmektedir. Hedef genin eksik, ters yonlii veya mutasyon iceren
bicimde vektore entegre edilmesi, deneysel sonuglarin yanlis
yorumlanmasina neden olabilir. Bu tiir hatalar, ¢gogu zaman gen aktarim
asamasindan  ziyade,  yetersiz  dogrulama  stratejilerinden
kaynaklanmaktadir. Dolayisiyla klon se¢imi ve dogrulama, deneysel
basarinin gilivence altina alindig1 kritik karar noktalar1 olarak
degerlendirilmelidir (Brown, T. A., 2020). Bu boliimde klon se¢imi ve
dogrulama siireclerinde kullanilan baslica molekiiler tarama
yontemleri, klasik ve giincel analitik yaklasimlar cercevesinde ele
almacaktir. Yontemlerin sagladig1 avantajlar, smirhiliklar ve deneysel
baglam icindeki rolleri, klonlama c¢aligmalarinda gilivenilir ve
tekrarlanabilir sonuglar elde edilmesi perspektifiyle tartisilacaktir

(Goodwin et al., 2016).

5.4.1. Klon Se¢iminin Deneysel Mantig1 ve Giincel Yaklasimlar
Klon se¢imi, rekombinant DNA teknolojilerinde genetik
materyalin hiicrelere aktarilmasini izleyen asamada, hedeflenen genetik
yapmin dogru bi¢cimde elde edildiginin gdsterilmesini amaglayan kritik
bir kontrol basamagni temsil eder. Transformasyon veya transfeksiyon
sonrasi olusan hiicre popiilasyonlari, genetik agidan homojen degildir;
ayni deneysel kosullar altinda elde edilen koloniler dahi, vektor yapist,

insert varlig1 ve yonelimi bakimindan farklilik gosterebilir. Bu durum,
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klon se¢iminin rastlantisal bir eleme siireci degil, deneysel mantikla
yapilandirilmasi gereken sistematik bir degerlendirme oldugunu ortaya
koymaktadir (Green & Sambrook, 2012; Brown, T. A., 2020; Watson et
al., 2013). Deneysel a¢idan klon se¢iminin temel amaci, hedef genetik
yapiy1 dogru konfigiirasyonla tasiyan hiicrelerin erken asamada ayirt
edilmesidir. Bu ama¢ dogrultusunda kullanilan yaklasimlar, hiz ve
dogruluk arasinda bir denge kurmay1 hedefler. Hizli tarama yontemleri,
genis koloni popiilasyonlar1 icerisinden potansiyel adaylarm kisa
stirede belirlenmesini saglarken, bu adaylarin genetik dogrulugunun
kesinlestirilmesi i¢cin daha ayrintili dogrulama basamaklarina ihtiyag
duyulur. Bu iki asamanin birlikte planlanmas1 hem deneysel verimliligi
artirmakta hem de yanlis pozitif klonlarin ilerleyen asamalarda sorun

yaratmasinin oniine gegmektedir (Primrose et al., 2001).

Gilincel klon se¢imi yaklagimlar,, klasik fenotipik
gbdzlemlerden molekiiler temelli tarama yontemlerine dogru evrilmistir.
Antibiyotik se¢imi gibi temel seleksiyon stratejileri, yalnizca vektor
tastyan hiicrelerin ayirt edilmesine olanak tanirken; insertin varligi,
biitiinliigii ve yonelimi hakkinda sinirli bilgi sunar. Bu nedenle modern
klonlama ¢alismalarinda klon se¢imi, ¢cogunlukla molekiiler diizeyde
yapilan analizlerle desteklenmektedir. Bu yaklasim, deneysel
belirsizliklerin erken asamada azaltilmasina katki saglamaktadir (Green
& Sambrook, 2012; Gibson et al., 2009; Engler et al., 2008; de Kok et
al., 2014).

Klon se¢iminin deneysel mantigi, yalnizca “dogru klonu

bulmak™ ile smirlt degildir; ayn1 zamanda downstream uygulamalarin
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giivenilirligini saglamayir da amagclar. Yanlis sec¢ilmis bir klon,
ekspresyon analizleri, fonksiyonel calismalar veya mutasyon taramalari
gibi sonraki asamalarda yaniltict sonuglara yol acabilir. Bu tiir hatalar,
genellikle gen aktarim basamagindan ziyade, yetersiz veya ylizeysel
klon se¢imi stratejilerinden kaynaklanmaktadir. Dolayisiyla klon
secimi, deneysel siirecin dogrulugunu garanti altina alan erken bir kalite
kontrol mekanizmasi olarak degerlendirilmelidir (Brown, T. A., 2020).
Giincel yaklagimlar, klon sec¢imini tek asamali bir karar noktasi
olmaktan cikararak ¢ok basamakli ve dogrulayici bir siire¢ haline
getirmistir. Hizli tarama teknikleriyle elde edilen 6n veriler, daha
ayrintili molekiiler analizlerle desteklenmekte ve boylece deneysel
giivenilirlik  artirilmaktadir. Bu  biitlinciil  yaklasim, klonlama
calismalarinda zaman ve kaynak kullanominin daha etkin
planlanmasina olanak tanirken, deneysel sonuglarin tekrarlanabilirligini

de gii¢lendirmektedir (Primrose et al., 2001; Green & Sambrook, 2012).

Bu cercevede klon se¢iminin deneysel mantigi, genetik
dogrulugun erken asamada giivence altina alinmasina dayanmaktadir.
Giincel yaklagimlar, hiz ve dogruluk arasindaki dengeyi gozeterek,
klonlama siirecinin 1ilerleyen basamaklarinda karsilagilabilecek
sorunlarm minimize edilmesini amaglamaktadir. Bu dogrultuda klon
secimi, rekombinant DNA calismalarinda yalnizca teknik bir adim
degil, deneysel biitiinliigii belirleyen stratejik bir karar alani olarak ele

alinmalidir (Primrose et al., 2001).

218



5.4.2. Mavi-Beyaz Tarama: Giincel Kullanimi ve Simirhihiklar
Mavi-beyaz tarama, rekombinant klonlarin hizli bigimde
ayirt edilmesini saglayan klasik bir 6n eleme yontemi olarak molekiiler
klonlama ¢aligmalarinda uzun stiredir kullanilmaktadir. Bu yaklagim, -
galaktozidaz aktivitesine dayali gorsel bir ayrim sunarak, insert iceren
ve icermeyen klonlarin kisa stirede se¢ilmesine olanak tanir. Uygulama
kolaylig1 ve diisiik maliyeti nedeniyle mavi-beyaz tarama, ozellikle
yiiksek sayida koloni igeren deneysel diizeneklerde pratik bir baslangic
noktas1 olarak degerlendirilmektedir (Green & Sambrook, 2012;
Brown, T. A., 2020). Bu yontemin temel prensibi, hedef genin lacZ
geninin belirli bir bolgesini kesintiye ugratmasi esasina dayanir. Vektor
icerisinde insert bulunmayan klonlarda [-galaktozidaz aktivitesi
korunurken, insert iceren klonlarda bu aktivite bozulur. Uygun
substratlarm varliginda bu durum, kolonilerin renk farkliligiyla ayirt
edilmesini miimkiin kilar. Bu gorsel ayrim, kisa siirede ¢ok sayida
klonun taranabilmesini saglayarak deneysel slirecin erken agamalarinda

zaman kazandirmaktadir (Green & Sambrook, 2012).

Bununla birlikte mavi-beyaz tarama, sagladigi pratiklige
karsin genetik dogruluk acisindan smirli bilgi sunmaktadir. Beyaz
koloni olusumu, insert varligina isaret etse de insertin dogru boyutta,
dogru yonelimde veya mutasyonsuz bi¢cimde vektore entegre edildigini
garanti etmez. Bu nedenle mavi-beyaz tarama, klon se¢imi siirecinde
tek basma yeterli bir dogrulama yontemi olarak degerlendirilmemelidir.
Yanlis pozitif sonuglarin ortaya c¢ikabilmesi, bu yaklagimin temel

siirliliklart arasinda yer almaktadir (Primrose et al.,, 2001). Giincel
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klonlama uygulamalarinda mavi-beyaz tarama, ¢ogunlukla molekiiler
dogrulama yontemleriyle birlikte kullanilan bir 6n tarama basamagi
olarak konumlandirilmaktadir. Koloni PCR, restriksiyon analizi veya
dizileme gibi yontemlerle desteklenmedigi takdirde, yalnizca renk
temelli se¢ime dayanan klonlarin ileri asamalarda beklenmeyen
sonuglara yol agma riski bulunmaktadir. Bu durum, mavi-beyaz
taramanin deneysel mantik i¢inde smirhi fakat islevsel bir rol

ustlendigini gostermektedir (Primrose et al., 2001).

Deneysel acidan  degerlendirildiginde, = mavi-beyaz
taramanin etkinligi vektor tasarimi, konak hiicre oOzellikleri ve
kullanilan substrat kosullar1 gibi faktorlere bagl olarak degiskenlik
gosterebilir. Ayrica arka plan aktivitesi veya kismi enzimatik fonksiyon
kayiplari, kolonilerin yanlig siniflandirilmasma neden olabilir. Bu tiir
teknik belirsizlikler, yontemin dikkatli yorumlanmasini ve mutlaka ek
dogrulama basamaklariyla desteklenmesini gerektirmektedir (Green &

Sambrook, 2012).

Bu baglamda mavi-beyaz tarama, klon se¢imi siirecinde hizli
ve pratik bir 6n eleme araci sunmakla birlikte, genetik dogrulugun kesin
olarak gosterilmesi agisindan smirli bilgi saglar. Giincel molekiiler
biyoloji uygulamalarinda bu yontem, kapsamli dogrulama
stratejilerinin bir parcasi olarak kullanildiginda anlam kazanmaktadir.
Bu yaklasim, deneysel verimlilik ile genetik giivenilirlik arasinda
dengeli bir klon se¢imi siirecinin olusturulmasina katki saglamaktadir

(Primrose et al., 2001).
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5.4.3. Koloni PCR: Hiz, Ozgiillik ve Giincel Optimizasyon
Stratejileri

Koloni PCR, klon se¢imi siirecinde hedef DNA dizisinin
varligmi hizli ve dogrudan bigimde dogrulamaya olanak taniyan
molekiiler bir tarama yaklasimi olarak yaygin bicimde kullanilmaktadir
(Bergkessel & Guthrie, 2013; Giissow & Clackson, 1989). Bu
yontemde, bakteriyel kolonilerden saf DNA izolasyonu yapilmaksizin,
minimal hiicresel materyal dogrudan PCR reaksiyonuna dahil edilir. Bu
ozellik, koloni PCR’yi zaman ve is giicli agisindan avantajli bir 6n

dogrulama araci haline getirmektedir (Green & Sambrook, 2012).

Yontemin temel avantaji, yiiksek sayida klonun kisa siirede
taranabilmesidir. Mavi-beyaz tarama gibi fenotipik yaklasimlarla 6n
elemeden gecirilen koloniler, koloni PCR aracilifiyla molekiiler
diizeyde hizla degerlendirilebilir. Bu sayede insert varligi, yaklagik
boyutu ve belirli bolgelerin amplifikasyonu erken asamada
dogrulanarak, ileri analizlere yalnizca uygun adaylarin tasinmasi
saglanir. Bu yaklasim, deneysel silirecin verimliligini belirgin bigimde
artirmaktadir (Primrose et al., 2001). Bununla birlikte koloni PCR ’nin
basarisi, 0zgiilliik ve reaksiyon kosullarinin dikkatli bigimde optimize
edilmesine baghdir. Hiicresel materyalin dogrudan PCR’a dahil
edilmesi, inhibitor bilesenlerin reaksiyonu etkilemesine yol agabilir.
Ayrica asir1 hiicre yiikii, polimeraz aktivitesini baskilayarak yalanci
negatif sonuclara neden olabilir. Bu nedenle koloni miktarinin smirl

tutulmas1 ve uygun On 1sitma veya hiicre lizisi basamaklarinin
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uygulanmasi, reaksiyon verimliligi acisindan kritik 6neme sahiptir

(Green & Sambrook, 2012; Bustin et al., 2009).

Primer tasarimi, koloni PCR’nin 6zgilliigiinii belirleyen en
onemli unsurlardan biridir. Insert-spesifik primerler, hedef DNA’nin
varligin1 dogrudan ortaya koyarken; vektor—insert smirlarim kapsayan
primer kombinasyonlari, insertin dogru konumlanmasina iliskin ek
bilgi saglayabilir. Bu stratejiler, yalnizca insert varligmin degil, ayni
zamanda klonlama tasarimimna uygunlugun da degerlendirilmesine

olanak tanimaktadir (Bergkessel & Guthrie, 2013).

Giincel uygulamalarda koloni PCR, tek basina nihai bir
dogrulama yontemi olarak degil, cok asamali klon se¢imi stratejisinin
bir pargasi olarak kullanilmaktadir. Elde edilen pozitif amplifikasyon
sonuglari, ¢ogunlukla restriksiyon analizi veya dizileme gibi daha
ayrintili yontemlerle desteklenmektedir. Bu yaklasim, koloni PCR ’nin
sagladigi hiz avantajmi korurken, yanhis pozitif veya eksik

degerlendirme riskini minimize etmektedir (Primrose et al., 2001).

Bu degerlendirme, koloni PCR’nin klon se¢imi siirecinde hiz
ve pratiklik acisindan giiclii bir ara¢ sundugunu gostermektedir. Ancak
yontemin sinirliliklart g6z 6niinde bulundurulmadiginda, elde edilen
sonuglarin yanlis yorumlanmasi miimkiindiir. Bu nedenle koloni PCR,
dikkatli optimizasyon ve tamamlayic1 dogrulama basamaklariyla
birlikte kullanildiginda, klonlama ¢aligmalarinda giivenilir  bir
molekiiler tarama yaklasimi olarak deger kazanmaktadir (Green &

Sambrook, 2012; Bustin et al., 2009).
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5.4.4. Restriksiyon Haritalama: Klasik Yaklasimin Giincel Yorumu

Restriksiyon haritalama, rekombinant DNA’nin yapisal
biitiinliiglinii degerlendirmede uzun yillardir kullanilan, deneysel olarak
giivenilirligi kanitlanmis bir dogrulama yaklagimidir. Bu yontem,
klonlanan DNA’nin belirli restriksiyon enzimleriyle kesilmesi ve
ortaya ¢ikan fragman desenlerinin 6ngoriilen haritayla karsilastirilmasi
esasina dayanir. Glinliimiizde daha ileri dogrulama teknikleri
yayginlasmis olsa da, restriksiyon haritalama halen klonlama
calismalarinda O6nemli bir ara dogrulama basamagi olarak

kullanilmaktadir (Green & Sambrook, 2012; Brown, T. A., 2020).

Restriksiyon haritalamanin temel avantaji, klonlanan
insertin varligma ek olarak yonelimi ve yaklasik boyutu hakkinda bilgi
sunabilmesidir. Uygun enzim kombinasyonlar1 kullanildiginda, vektor—
insert smirlar1 ve insert i¢ci kesim bdlgeleri ayn1 deneysel diizenek
icerisinde degerlendirilebilir. Bu durum, yanlis yonlenmis veya kismi
ligasyon irlinlerinin erken asamada ayirt edilmesine olanak
tanimaktadir (Primrose et al., 2001). Bununla birlikte restriksiyon
haritalamanin yorumlanabilirligi, deneysel tasarimin dogruluguna
dogrudan baghdir. Yanls enzim se¢imi, kismi sindirim veya 6zgiil
olmayan kesim davranislari, elde edilen bant desenlerinin beklenenden
sapmasina yol agabilir. Bu tiir teknik smirliliklar, yontemin dikkatli
optimizasyon gerektirdigini ve tek basma nihai dogrulama araci olarak
kullanilmasimin uygun olmadigini gostermektedir (Green & Sambrook,

2012).
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Giincel klonlama yaklagimlarinda restriksiyon haritalama,
cogunlukla hizli tarama yontemleri ile dizileme temelli dogrulama
arasinda bir ara basamak olarak konumlandiriimaktadir. Koloni PCR
gibi yontemlerle 6n dogrulamadan gecirilen klonlar, restriksiyon
analiziyle yapisal olarak degerlendirilmekte; ardindan secilen adaylar
daha yiiksek ¢oziiniirliiklii dogrulama tekniklerine yonlendirilmektedir.
Bu cok asamali yaklasim, deneysel verimlilik ile genetik dogruluk
arasinda dengeli bir dogrulama siireci olusturulmasina katki
saglamaktadir (Primrose et al, 2001). Restriksiyon haritalamanin
giincel yorumunda, yontemin sagladigi bilginin smirli fakat anlamli
oldugu kabul edilmektedir. Niikleotid diizeyinde dogruluk sunmamakla
birlikte, biiyiik 6l¢ekli yapisal hatalarin tespitinde halen etkili bir aractir.
Bu 06zellik, restriksiyon haritalamay1 o6zellikle zaman ve kaynak
kisitlarinin  bulundugu deneysel diizeneklerde degerli kilmaktadir

(Green & Sambrook, 2012).

Bu ¢ergevede restriksiyon haritalama, klasik bir yontem
olmasina karsin giincel klonlama stratejileri i¢erisinde iglevsel bir yer
tutmaya devam etmektedir. Dogru planlandiginda ve tamamlayici
dogrulama teknikleriyle birlikte kullanildiginda, klon se¢imi siirecinde
giivenilir bir yapisal kontrol basamagi olarak deneysel biitiinliige katki

saglamaktadir (Primrose et al., 2001).

5.4.5. Dizileme Temelli Dogrulama: Sanger ve Yeni Nesil
Yaklasimlar
Dizileme temelli dogrulama yodntemleri, klonlama

caligmalarinda elde edilen genetik yapilarin niikleotid diizeyinde kesin
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olarak degerlendirilmesini saglayan en yiiksek ¢Oziiniirliiklii analitik
yaklagimlar arasinda yer almaktadir. Fenotipik tarama ve molekiiler 6n
dogrulama teknikleri, klon se¢imi siirecinde 6nemli bir eleme saglasa
da, hedef DNA dizisinin biitiinliigii ve dogrulugu ancak dizileme
yontemleriyle giivenilir bicimde ortaya konulabilmektedir. Bu nedenle
dizileme, klon dogrulama siirecinin nihai ve belirleyici basamagi olarak

degerlendirilmektedir (Goodwin et al., 2016).

Sanger dizileme yontemi, uzun yillardir klon dogrulamada
altin standart olarak kabul edilen, yiliksek dogruluk oranima sahip bir
yaklasimdir. Ozellikle tek gen veya sinirli uzunluktaki insertlerin
analizinde sagladig1 giivenilirlik, bu yOntemi rutin laboratuvar
uygulamalarinda yaygin bi¢cimde tercih edilir hale getirmistir. Vektor—
insert sinirlarmin dogrulanmasi, okuma g¢ergevesinin kontrolii ve nokta
mutasyonlarmin tespiti gibi amaclarla Sanger dizileme, klonlama
calismalarinda kritik bilgiler sunmaktadir (Green & Sambrook, 2012).
Bununla birlikte Sanger dizilemenin sinirli okuma uzunlugu ve diisiik
throughput kapasitesi, daha karmasik genetik yapilarin analizinde
kisitlayict olabilmektedir. Biiyiik insertler veya c¢oklu klonlarin es
zamanli degerlendirilmesi gereken durumlarda, bu yontemin zaman ve
maliyet acisindan dezavantajlar1 ortaya c¢ikmaktadir. Bu tiir
senaryolarda dizileme siirecinin asamali olarak planlanmasi veya
tamamlayict yaklagimlarin  kullanilmasi gerekliligi dogmaktadir

(Primrose et al., 2001).

Yeni nesil dizileme (NGS) teknolojileri, yiiksek throughput

ve paralel okuma kapasitesi sayesinde, ¢ok sayida klonun veya genis
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genomik bolgelerin ayni anda analiz edilmesine olanak tanimaktadir.
Bu yontemler, yalnizca hedef insertin dogrulanmasimni degil, ayni
zamanda istenmeyen mutasyonlarin, yeniden diizenlenmelerin veya
klonlar aras1 varyasyonlarin daha kapsamli bigimde degerlendirilmesini
miimkiin kilmaktadir. Bu o6zellik, 6zellikle biiyiik 6lcekli klonlama
projeleri ve ileri genom mihendisligi uygulamalarnda NGS
yaklagimlarmi cazip hale getirmektedir (Goodwin et al., 2016;
Shapland et al., 2015; van Dijk et al., 2014). Ancak NGS temelli
dogrulama stratejileri, veri analizi ve biyoinformatik altyapi
gereksinimleri nedeniyle daha karmasik bir deneysel cerceve
sunmaktadir. Elde edilen yiiksek hacimli verinin dogru bi¢imde
islenmesi ve yorumlanmasi, teknik uzmanlik ve ek analiz basamaklari
gerektirmektedir. Bu durum, NGS’nin klon dogrulamada her kosulda
birincil tercih olmasimi siirlamakta ve yontem se¢iminin deneysel
hedeflere gore yapilmasinin 6nemini ortaya koymaktadir (Currin et al.,

2019).

Giincel klonlama stratejilerinde dizileme temelli dogrulama,
cogunlukla c¢ok asamali bir yaklasimin son basamagi olarak
konumlandirilmaktadir. On tarama ve yapisal analizlerle aday klonlar
daraltildiktan sonra, secilen klonlarin dizileme yoluyla kesin olarak
dogrulanmasi, deneysel giivenilirligi 6nemli l¢lide artirmaktadir. Bu
yaklasim, zaman ve kaynak kullanimini optimize ederken, genetik
dogruluk agisindan yiiksek bir giivence saglamaktadir (Gallegos et al.,

2020; Brown et al., 2023).
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Bu dogrultuda dizileme temelli dogrulama yontemleri,
klonlama ¢alismalarinda elde edilen genetik yapilarin kesin ve ayrintili
bi¢cimde degerlendirilmesini miimkiin kilmaktadir. Sanger ve yeni nesil
dizileme yaklasimlarinin avantajlari1 ve sinirliliklarinin bilingli bigimde
degerlendirilmesi, klon dogrulama stratejilerinin deneysel baglama
uygun sekilde planlanmasina katki saglamaktadir (Primrose et al.,

2001).

5.4.6. Yanhs Pozitif ve Yanhs Negatif Senaryolar

Klon se¢imi ve dogrulama siireclerinde kullanilan tarama ve
analitik yontemler, her ne kadar yiiksek giivenilirlik sunmay1 amaclasa
da, belirli kosullar altinda yanls pozitif veya yanlis negatif sonuglarin
ortaya c¢ikmasmma neden olabilir. Bu tiir senaryolar, klonlama
calismalarinda deneysel hatalarin 6nemli bir kaynagini olusturmakta ve
elde edilen verilerin yorumlanmasini giiclestirmektedir. Yanlis
sonuglarn temel nedenlerinin anlasilmasi, dogrulama stratejilerinin
daha bilingli bicimde yapilandirilmasina katki saglamaktadir (Watson
et al., 2013; Green & Sambrook, 2012).

Yanlis pozitif sonuclar, genellikle hedef genetik yapinin
mevcut olmadigi halde, kullanilan tarama yonteminin pozitif sinyal
iretmesi durumunda ortaya c¢ikar. Mavi-beyaz tarama gibi fenotipik
yaklasimlarda, B-galaktozidaz aktivitesinin kismi baskilanmasi veya
arka plan etkileri, insert icermeyen klonlarin yanliglikla pozitif olarak
smiflandirilmasma yol acabilir. Benzer sekilde koloni PCR
uygulamalarinda, 06zgill olmayan primer baglanmalar1 veya

kontaminasyon, gercekte mevcut olmayan hedef dizilerin
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amplifikasyonuna neden olabilir (Green & Sambrook, 2012; Bergkessel
& Guthrie, 2013). Yanls negatif sonuglar ise hedef genetik yapimnin
gercekten mevcut oldugu halde, kullanilan yOntemin bunu tespit
edememesi durumunda ortaya ¢ikar. Koloni PCR’de hiicresel
inhibitorlerin reaksiyonu baskilamasi, restriksiyon sindiriminde kismi
kesimler veya diisiik verimli ligasyon triinleri, dogru klonlarin gézden
kacmasma neden olabilir. Bu tiir durumlar, 06zellikle tarama
basamaklarinin asir1 kat1 yorumlandigi deneysel diizeneklerde deneysel
kayiplara yol acabilmektedir (Green & Sambrook, 2012; Birnboim &
Doly, 1979).

Bu senaryolarin ortaya ¢ikmasinda yontemlerin teknik
smirliliklar1 kadar, deneysel kosullarin yetersiz optimizasyonu da etkili
olmaktadrr. Primer tasarimindaki hatalar, uygunsuz enzim
konsantrasyonlar1 veya reaksiyon siirelerinin dogru ayarlanmamasi
hem yanlis pozitif hem de yanlis negatif sonucglarin olasiligini
artirmaktadir. Bu nedenle dogrulama yontemlerinin uygulanmasi,
standart protokollerin mekanik olarak izlenmesinden ziyade, deneysel
baglama gore bilin¢li bigimde uyarlanmaldir (Bustin et al., 2009;
Primrose et al., 2001). Giincel klonlama stratejilerinde yanlis sonuglarin
etkisini azaltmak amaciyla, tek bir dogrulama yontemine dayal karar
verme yaklasimindan kaginilmaktadir. Bunun yerine, farkli prensiplere
dayanan birden fazla tarama ve dogrulama basamagmin birlikte
kullanilmas1  Onerilmektedir. Bu ¢oklu dogrulama yaklasimu,

yontemlere 6zgili hatalarin dengelenmesine ve daha giivenilir klon
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seciminin yapilmasina olanak tanimaktadir (Primrose et al., 2001;

Watson et al., 2013).

Bu ¢ergevede yanlis pozitif ve yanlis negatif senaryolar,
klonlama ¢aligmalarinin kaginilmaz bir pargasi olarak degerlendirilmeli
ve deneysel tasarim bu olasiliklar dikkate alinarak yapilandirilmalidir.
Yontemlerin - sinirliliklarmin - farkinda olunmasi  ve dogrulama
basamaklarmin birbirini tamamlayacak bicimde planlanmasi, klon
secimi siirecinde deneysel giivenilirligin artirilmasmna 6nemli katki

saglamaktadir (Green & Sambrook, 2012; Watson et al., 2013).

5.4.7. Cok Asamah Dogrulama Stratejileri

Klonlama c¢aligmalarinda tek bir tarama veya dogrulama
yontemine dayali karar verme yaklasimi, genetik dogrulugun giivence
altina alinmasi agisindan ¢ogu zaman yetersiz kalmaktadir. Her
yontemin kendine 0zgii teknik smirliliklar1 ve hata olasiliklar1
bulunmasi, klon se¢iminin ¢ok asamali ve tamamlayici stratejiler
cercevesinde ele alinmasmi gerekli kilmaktadir. Bu yaklasim, yanlis
pozitif ve yanlis negatif sonuglarin etkisini azaltarak deneysel
giivenilirligi artrmay1 amaclamaktadir (Primrose et al., 2001; Green &
Sambrook, 2012). Cok asamali dogrulama stratejileri, genellikle hizli
ve diisiik maliyetli tarama yontemleriyle baslar. Fenotipik secilim veya
koloni PCR gibi yaklasgimlar, genis klon popiilasyonlar: icerisinden
potansiyel adaylarin erken asamada belirlenmesini saglar. Bu 6n eleme
basamagi, deneysel siirecin verimli bi¢cimde ilerlemesine katk1

saglarken, ayrintili dogrulama gerektiren klon sayisim1 da
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smirlandirmaktadir (Bergkessel & Guthrie, 2013; Giissow & Clackson,
1989).

On taramadan gegen klonlar, yapisal dogrulama basamaklariyla
daha ayrintili bigimde degerlendirilir. Restriksiyon haritalama gibi
yontemler, insertin varhigina ek olarak yonelimi ve yaklasik boyutu
hakkinda bilgi sunarak, klonlama tasarimina uyumsuz yapilarin
elenmesine olanak tanir. Bu agsama, genetik yapinin genel biitlinliigiiniin
kontrol edilmesi acisindan O6nemli bir ara basamak olarak islev

gormektedir (Primrose et al., 2001).

Cok asamali dogrulamanin son basamaginda ise dizileme
temelli yaklagimlar devreye girmektedir. Sanger veya yeni nesil
dizileme yontemleriyle yapilan analizler, hedef DNA dizisinin
niikleotid diizeyinde dogrulanmasini saglayarak, 6énceki basamaklarda
tespit edilemeyen kii¢iik mutasyonlarin veya yeniden diizenlenmelerin
ortaya ¢ikarilmasma olanak tanir. Bu nihai dogrulama, klonlama
stirecinde genetik dogrulugun kesin olarak giivence altma alindigi
asamay1 temsil etmektedir (Goodwin et al., 2016; Shapland et al., 2015;
van Dijk et al., 2014). Bu stratejinin temel avantaji, her bir yontemin
giicli yonlerinden yararlanilirken, smirhiliklarinin diger yontemler
tarafindan dengelenmesidir. Hizli tarama yaklasimlar1 deneysel zaman
kazandirirken, yiiksek ¢Oziiniirlikli dogrulama teknikleri genetik
dogrulugun derinlemesine degerlendirilmesini miimkiin kilar. Boylece
deneysel siire¢, hem verimli hem de giivenilir bir yap1 kazanir (Currin

et al., 2019; Gallegos et al., 2020; Brown et al., 2023).
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Bu baglamda ¢ok asamali dogrulama stratejileri, klonlama
calismalarinda deneysel hatalarin minimize edilmesi ve genetik
dogrulugun giivence altina alinmasi agisindan merkezi bir rol
iistlenmektedir. Farkli prensiplere dayanan yontemlerin bilingli bigimde
bir araya getirilmesi, klon sec¢imi siirecinin rastlantisal olmaktan
cikarak sistematik ve Ongoriilebilir bir yapiya kavusmasmi
saglamaktadir. Bu yaklasim, rekombinant DNA ¢alismalarinda
giivenilir ve tekrarlanabilir sonuclar elde edilmesinin temelini
olusturmaktadir (Primrose et al.,, 2001; Green & Sambrook, 2012;
Gibson et al., 2009; Engler et al., 2008; de Kok et al., 2014)

5.5. Genom Diizenleme Yaklasimlari: CRISPR-Cas Sistemleri ve
Giincel Uygulamalar

CRISPR-Cas9 teknolojisi, genom lizerinde hedefe yonelik ve
programlanabilir degisiklikler yapilmasini miimkiin kilan, modern
genetik miihendisliginin en doniistiiriicii araglarindan biri olarak
degerlendirilmektedir (Doudna & Charpentier, 2014; Hsu et al., 2014).
Bu sistemin 6nemi, yalnizca genetik materyalin kesilmesine olanak
tanimasindan degil, bu kesimlerin hiicresel onarim mekanizmalariyla
birlikte kontrollii genetik degisikliklere doniistiiriilebilmesinden
kaynaklanmaktadir (Jinek et al., 2012; Hsu et al., 2014). Bu yoniiyle
CRISPR-Cas9, klasik rekombinant DNA yaklagimlarinin Gtesine
gecerek genom diizenlemesini daha esnek, daha hizli ve daha erisilebilir
bir diizleme tagimistir (Pickar-Oliver & Gersbach, 2019; (Anzalone et
al., 2020).
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CRISPR-Cas9’un deneysel degerini belirleyen temel unsur,
hedef 6zgiilliigliniin rehber RNA araciligiyla yonlendirilebilmesidir
(Mali et al., 2013; Doench, 2018). Bu yap1, gen diizenleme siirecini
sabit enzim dizilerine bagimli olmaktan ¢ikararak, deneysel tasarimin
arastirma sorusuna gore yeniden sekillendirilebilmesine olanak tanur.
Boylece genetik miidahale, rastlantisal entegrasyonlara dayanan klasik
yontemlerden farkli olarak, dnceden 6ngoriilebilir ve tekrarlanabilir bir
cerceve kazanmistir (Doench, 2018; Pickar-Oliver & Gersbach, 2019).
Bu teknolojinin laboratuvar uygulamalarinda yaygin bigimde
benimsenmesinin bir diger nedeni, farkli hiicre tipleri ve organizma
sistemleriyle uyumlu ¢alisabilmesidir (Hsu et al., 2014). Hiicresel
baglama gore degisen onarmm yanitlari, CRISPR-Cas9’un yalnizca bir
kesme araci olarak degil, ayn1 zamanda hiicresel genetik dinamikleri
anlamaya yonelik bir deneysel platform olarak kullanilmasini miimkiin
kilmaktadir. Bu durum, sistemin fonksiyonel genomik calismalarda
merkezi bir konum kazanmasina katki saglamistir (Anzalone et al.,

2020).

Bununla birlikte CRISPR-Cas9 uygulamalari, mutlak dogruluk
ve sinirsiz kontrol vadeden bir yaklagim olarak degerlendirilmemelidir.
Hedef dis1 etkiler, hiicresel onarim yollariin 6ngoriilemeyen sonuglari
ve deneysel kosullara bagl degiskenlikler, bu teknolojinin dikkatli ve
cok asamal1 dogrulama stratejileriyle kullanilmasini gerekli kilmaktadir
(Zhang, X.-H. et al., 2015; Haeussler et al., 2016; Sledzinski et al.,
2021). Bu baglamda CRISPR-Cas9, yiiksek potansiyele sahip olmakla
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birlikte, metodolojik smirlar1 goz ardi edildiginde yaniltict sonuglar

uretebilecek bir sistem olarak ele alinmalidir.

Bu boliimde CRISPR-Cas9 teknolojisinin biyolojik temelleri,
molekiiler ¢alisma prensipleri ve laboratuvar uygulamalari, deneysel
baglam ve metodolojik smirhiliklar dikkate alinarak ele alinacaktr.
Sistematik bir ¢erceve igerisinde degerlendirilen bu yaklasim, gen
diizenleme calismalarinda giivenilir ve yorumlanabilir sonuglar elde
edilmesi agisindan gerekli olan kavramsal altyapiy1 ortaya koymay1
amaglamaktadir (National Academies of Sciences, Engineering, and

Medicine, 2017).

5.5.1. CRISPR-Cas Sistemlerinin Biyolojik Kokeni ve Molekiiler
Temeli

CRISPR-Cas sistemleri, bakteriler ve arkelerde evrimlesmis,
yabanci genetik materyale karsi Ozgiil ve adaptif bir savunma
mekanizmasi olarak tanimlanmaktadir (Barrangou & Marraftini, 2014;
Koonin et al., 2017). Bu sistemin biyolojik 6nemi, hiicrelerin daha 6nce
karsilagtiklar1 istilac1 niikleik asitlere ait bilgiyi genetik hafiza
biciminde  saklayabilmesinden  kaynaklanmaktadir. Boylece
prokaryotik hiicreler, tekrarlayan enfeksiyonlara karsi daha hizli ve
hedefe yonelik bir yanit gelistirebilmektedir. ~CRISPR-Cas
sistemlerinin bu adaptif niteligi, klasik bagisiklik yaklasimlarindan
ayrilarak onlar1 molekiiler diizeyde benzersiz kilmaktadir. Sistemin
temelinde, genomda diizenli araliklarla yerlesmis kisa tekrar dizileri ile
bu tekrarlar arasina entegre edilen yabanci DNA kdkenli spacer dizileri

bulunmaktadir (Barrangou & Marraffini, 2014). Spacer diziler, 6nceki
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enfeksiyonlardan tiiretilmis genetik izleri temsil ederken, tekrar dizileri
bu yapmin stabilitesini ve islenebilirligini saglamaktadir. Bu
diizenleme, hiicrenin genetik bellegini fonksiyonel bir savunma aracina

doniistiiren temel mimariyi olusturmaktadir.

CRISPR lokusundan transkribe edilen RNA oOnciilleri, hiicre
icerisinde islenerek kisa rehber RNA’lara doniistiiriilii. Bu rehber
RNA’lar, Cas proteinleriyle kompleks olusturarak hedef DNA
dizilerinin taninmasmi miimkiin kilar (Jinek et al., 2012). Hedef
Ozgiilliigiin bu sekilde RNA-DNA eslesmesine dayanmasi, sistemin
biyolojik esnekligini ve programlanabilirligini agiklayan temel
unsurlardan biridir. Bu mekanizma sayesinde hiicre, istilact DNA’y1
yikksek oOzgiilliikle ayirt edebilmekte ve etkili bigimde etkisiz hale

getirebilmektedir.

CRISPR-Cas sistemlerinin molekiiler temeli yalnizca hedef
tanima ile smirh degildir; ayn1 zamanda hedef DNA 'nin par¢alanmasini
saglayan enzimatik aktiviteleri de icermektedir. Cas proteinleri, rehber
RNA tarafindan yonlendirilen hedef bolgede cift iplikli DNA kiriklar1
olusturarak yabanci genetik materyalin iglevini ortadan kaldirir (Hsu et
al.,, 2014). Bu kesim olaylari, savunma mekanizmasmin etkinligini
belirleyen kritik basamaklar arasinda yer almaktadwr. Bu biyolojik
sistemin laboratuvar ortamina uyarlanmasi, dogal bir savunma
mekanizmasinin kontrollii bir gen diizenleme aracina doniistiiriilmesini
miimkiin kilmistir (Doudna & Charpentier, 2014). Ancak bu doniislim,
CRISPR-Cas sistemlerinin  dogrudan ve sorunsuz bi¢imde

uygulanabilecegi anlamina  gelmemektedir. Dogal baglamda
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evrimlesmis olan bu mekanizma, hiicresel onarim siirecleri, hedef dis1
etkilesimler ve baglama 0zgii degiskenlikler nedeniyle deneysel
kullanimlarda dikkatli bir degerlendirme gerektirmektedir (Koonin et

al., 2017; Sledzinski et al., 2021).

Bu ¢ercevede CRISPR-Cas sistemlerinin biyolojik kdkeni, bu
teknolojinin neden yiiksek 6zgiilliikk ve esneklik sundugunu agiklayan
temel bir zemin saglamaktadir (Koonin et al, 2017). Molekiiler
temellerin ayrintili bigimde anlagilmasi, CRISPR-Cas9’un gen
diizenleme uygulamalarinda bilingli ve kontrollii  bigcimde
kullanilmasmin 6n kosulu olarak degerlendirilmektedir. Bu biyolojik
altyap1, sonraki alt basliklarda ele almacak olan mekanistik ve
metodolojik yaklasimlar i¢in kavramsal bir zemin olusturmaktadir

(Barrangou & Marraffini, 2014).

5.5.2. Cas9 Aracih DNA King: ve Hiicresel Onarim Yollan
CRISPR-Cas9 sisteminin genom diizenleme kapasitesi, Cas9
endoniikleazinin hedef DNA iizerinde olusturdugu cift iplikli kiriklar
iizerinden sekillenmektedir (Jinek et al., 2012; Hsu et al., 2014). Bu
kiriklar, genetik materyalin dogrudan degistirilmesini saglamaz; aksine
hiicrenin dogal DNA onarim mekanizmalarin1 devreye sokarak
diizenlemenin ger¢eklesmesine zemin hazirlar. Bu nedenle CRISPR-
Cas9’un deneysel ciktilari, Cas9’un kesim etkinligi kadar, hiicresel
onarim yollarinm nasil ve hangi kosullarda ¢alistigiyla da dogrudan
iligkilidir. Cas9 tarafindan olusturulan ¢ift iplikli DNA kiriklari, hiicre
icin ciddi bir genotoksik stres sinyali olarak algilanir. Hiicre bu hasar1

onarmak amactyla baslica iki temel onarim yolunu aktive eder: ug
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birlestirme temelli hizli onarim mekanizmalar1 ve homolog sablona
dayal1 daha kontrollii onarim siirecleri (Hsu et al., 2014; Zhang, X.-H.
et al., 2015). Bu yollarin hangisinin baskin héle gelecegi, hiicre tipi,
hiicre dongiisiiniin evresi ve deneysel kosullar gibi bircok degiskene

bagli olarak farklilik gosterebilir.

Homolog olmayan u¢ birlestirme (NHEJ) yolu, cift iplikli
kiriklarin hizli bicimde onarilmasini saglayan, ancak ytliksek dogruluk
sunmayan bir mekanizmadir (Zhang, X.-H. et al., 2015). Bu siirecte
kirik ucglar dogrudan birlestirilir ve ¢ogu zaman kiiciik ekleme veya
silinmeler meydana gelir. CRISPR-Cas9 uygulamalarinda bu 6zelligin,
hedef genin fonksiyonunun bozulmasi amaciyla bilingli bigcimde
kullanildig1 goriilmektedir. NHEJ nin hata egilimli yapisi, gen susturma
veya fonksiyon kaybi ¢alismalarinda deneysel avantaj saglamaktadir.
Buna karsilik homolog rekombinasyon temelli onarim (HDR), hiicreye
sunulan homolog bir DNA sablonunun kullanilmasiyla daha kontrollii
genetik degisikliklerin yapilmasina olanak tanir (Anzalone et al., 2020).
Bu yol, belirli niikleotid degisikliklerinin eklenmesi, etiketlenmis
genlerin olusturulmasi veya hassas genom diizenlemeleri i¢in tercih
edilmektedir. Ancak HDR’nin etkinligi, hiicre dongiisiiniin belirli
evreleriyle smirli olmasi nedeniyle genellikle NHEJ ye kiyasla daha
diigiktli. Bu durum, deneysel tasarimda onarim yolunun

yonlendirilmesine yonelik stratejilerin 6nemini artirmaktadir.

Cas9 aracili kiriklarin hiicresel yanitlari, yalnizca hedef bolgede
gerceklesen degisikliklerle sinirli degildir. DNA hasar yaniti (DDR)

yolaklarmin aktivasyonu, hiicre dongiisiinde gegici duraklamalara veya
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baz1 durumlarda apoptoza yol agabilir (Vakulskas et al., 2018). Bu tiir
yan etkiler, Ozellikle hassas hiicre tiplerinde CRISPR-Cas9
uygulamalarmin dikkatli bigimde optimize edilmesini gerekli
kilmaktadir. Bu baglamda gen diizenleme verimliligi ile hiicresel
canlilik arasinda hassas bir denge kurulmasi gerekmektedir (Sledzinski

et al., 2021).

Bu degerlendirme, Cas9 aracili DNA kiriklarinin  genom
diizenlemenin tetikleyici unsuru oldugunu; ancak elde edilen genetik
sonuclarin biiylik dlclide hiicresel onarim yollarmin dogasina bagh
bicimde  sekillendigini = gostermektedi. NHEJ ve  HDR
mekanizmalarinin molekiiler temellerinin anlasilmasi, CRISPR-Cas9
deneylerinin 6ngoriilebilir ve kontrollii bigcimde tasarlanmasimin
temelini olusturmaktadir. Bu bilgi, sonraki alt basliklarda ele alinacak
olan hedef oOzgilligli ve sistematik smirhiliklarmm daha 1yi
yorumlanmasina olanak tanimaktadir (Hsu et al., 2014; (Anzalone et

al., 2020).

5.5.3. gRNA Tasarim ve Hedef Ozgiilliigiin Belirlenmesi
CRISPR-Cas9 sisteminin deneysel basarisi, biiyiik ol¢lide
rehber RNA’nin (gRNA) hedef DNA dizisini ne 6l¢iide dogru ve secici
bicimde yonlendirebildigine baghdir (Doench, 2018). gRNA tasarimi,
yalnizca hedef dizinin tanimlanmasindan ibaret olmayip, ayn1 zamanda
sistemin Ozgilliigiinii ve giivenilirligini belirleyen temel bir karar
asamasini temsil etmektedir. Bu nedenle gRNA tasarimi, CRISPR-Cas9
uygulamalarinda mekanik bir adim degil, deneysel sonuglar1 dogrudan

sekillendiren stratejik bir siire¢ olarak ele alinmalidir.
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gRNA’nin hedef 06zgiilliigli, rehber dizinin hedef DNA ile
kurdugu baz eslesmesinin dogruluguna dayanmaktadir. Bu eslesmenin
ozellikle protospacer bitisik motifi (PAM) komsulugundaki bolgelerde
yiiksek uyum gdstermesi, Cas9’un kesim etkinligini belirleyen kritik bir
unsurdur (Concordet & Haeussler, 2018). Hedef dizideki kiiciik
uyumsuzluklar dahi, kesim verimliligini diistirebilecegi gibi bazi
durumlarda hedef dis1 bolgelerde istenmeyen etkilesimlerin ortaya
¢ikmasma yol acabilmektedir. Bu durum, gRNA tasariminda yalnizca
hedeflenen genin degil, genomun biitiiniinlin dikkate alinmasini gerekli
kilmaktadir. Deneysel agidan gRNA tasarimi, hedef dizinin genom
icerisindeki benzersizliginin degerlendirilmesini de kapsar. Benzer
dizilerin genomun farkli bolgelerinde bulunmasi, Cas9’un hedef dis1
kesimler yapma olasiligin1 artirmaktadir (Haeussler et al., 2016). Bu
nedenle gRNA dizileri belirlenirken, potansiyel eslesme bolgeleri ve
kismi uyumluluk gosteren diziler 6nceden analiz edilmeli ve 6zgilligi
en yuksek adaylar tercih edilmelidir. Bu yaklasim, deneysel sonuglarin
yorumlanabilirligini  artiran  6nemli  bir  giivenlik  katmani

olusturmaktadir.

gRNA tasariminda dikkate alinmasi gereken bir diger unsur,
hedef bolgenin kromatin yapist ve erisilebilirligidir. Yogun bicimde
paketlenmis heterokromatin bdlgeleri, Cas9—gRNA kompleksinin
hedef DNA’ya erigimini sinirlayabilirken, daha agik kromatin bdlgeleri
kesim icin daha elverisli bir ortam sunmaktadir (Doench, 2018). Bu
baglamda hedef 6zgiilliigli, yalnizca dizisel uyumla degil, hiicresel

baglamda DNA’nin fiziksel erisilebilirligiyle de iliskilidir. Giincel
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CRISPR-Cas9 uygulamalarinda gRNA tasarimi, genellikle birden fazla
aday dizinin paralel olarak degerlendirilmesini igeren deneysel
stratejilerle desteklenmektedir (Concordet & Haeussler, 2018). Farkli
gRNA’larin ayn1 hedef gen {lizerinde test edilmesi, hem kesim
verimliliginin hem de hedef dis1 etkilerin karsilastirmali olarak analiz
edilmesine olanak tanwr. Bu yaklasim, tek bir gRNA’ya dayal

sonuclarin yaratabilecegi deneysel belirsizlikleri azaltmaktadir.

Bu baglamda gRNA tasarimi ve hedef 6zgiilliigiin belirlenmesi,
CRISPR-Cas9  sisteminin  giivenilir ve  kontrolli  bigimde
kullanilmasmin temelini olusturmaktadir. Hedef dizinin genomik
baglami, potansiyel hedef dis1 etkilesimler ve kromatin erisilebilirligi
gibi  faktorlerin  birlikte degerlendirilmesi, gen diizenleme
calismalarinda istenmeyen sonuglarin minimize edilmesine katki
saglamaktadir. Bu biitiinciil yaklasim, CRISPR-Cas9 teknolojisinin
deneysel potansiyelinin bilingli bigimde ortaya konulmasimni miimkiin

kilmaktadir (Doench, 2018; Haeussler et al., 2016).

5.5.4. Off-Target Etkiler ve Sistematik Sinirhhklar

CRISPR-Cas9 teknolojisinin deneysel giicli, hedefe yonelik
genom diizenleme kapasitesinden kaynaklanmakla birlikte, bu giiciin
beraberinde getirdigi bazi sistematik smirliliklar da bulunmaktadir. Off-
target etkiler olarak tanimlanan bu durum, Cas9—gRNA kompleksinin
hedeflenen dizinin disinda, genomun farkli bdlgelerinde istenmeyen
kesimler gergeklestirmesiyle ortaya ¢ikmaktadir (Zhang, X.-H. et al.,

2015). Bu tiir etkiler, gen diizenleme sonug¢larinin yorumlanabilirligini
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ve biyolojik giivenilirligini dogrudan etkileyen dnemli bir risk faktori

olarak degerlendirilmektedir.

Off-target kesimlerin temelinde, gRNA ile hedef DNA
arasndaki dizisel benzerlikler yer almaktadir. Ozellikle kisa
uyumsuzluklar iceren bdlgeler, Cas9’un tolerans sinirlar1 icinde
kalabildiginde, hedef dis1 kesimlerin ger¢eklesmesine zemin
hazirlayabilmektedir (Haeussler et al., 2016). Bu durum, gRNA
tasariminda yalnizca ideal hedef dizinin degil, potansiyel benzer
dizilerin de dikkate alinmasini gerekli kilmaktadir. Aksi takdirde elde
edilen fenotipik degisikliklerin, hedef gen diizenlemesinden mi yoksa
istenmeyen genomik miidahalelerden mi kaynaklandigini ayirt etmek

giiclesmektedir.

Sistematik sinirliliklarin bir diger boyutu, hiicresel baglama
O0zgii degiskenliklerden kaynaklanmaktadwr. Farkli hiicre tipleri,
kromatin organizasyonu, DNA onarim kapasitesi ve hiicresel stres
yanitlar1 agisindan 6nemli farkliliklar gostermektedir (Sledzinski et al.,
2021). Bu durum, ayni CRISPR-Cas9 tasariminin farkli hiicresel
ortamlarda farkli sonuclar iiretmesine neden olabilmektedir.
Dolayisiyla gen diizenleme verimliligi ve ozgilligl, yalnizca
molekiiler tasarima degil, hiicresel fizyolojiye de dogrudan baghdir.
Cas9’un olusturdugu cift iplikli DNA kiriklarmin hiicresel onarim
stiregleriyle etkilesimi de sistematik sinirliliklarin 6nemli bir pargasini
olusturmaktadir. Hata egilimli onarim yollarmin baskin oldugu
kosullarda, hedeflenen diizenlemenin Otesinde beklenmeyen

mutasyonlar ortaya ¢ikabilmektedir (Vakulskas et al., 2018). Bu durum,
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Ozellikle hassas genetik degisikliklerin amaglandig1  deneysel
diizeneklerde, elde edilen sonucglarin dikkatli bigimde dogrulanmasimni

zorunlu kilmaktadir.

Off-target etkilerin degerlendirilmesi ve smirlandirilmasi
amaciyla, CRISPR-Cas9 uygulamalarinda ¢ok asamali dogrulama ve
kontrol stratejileri giderek daha fazla 6nem kazanmaktadir. Farkl
gRNA’larin  kargilastirmali  kullanimi, bagimsiz klonlarin analiz
edilmesi ve genetik degisikliklerin ¢coklu yontemlerle dogrulanmasi,
sistematik hatalarin ayiklanmasima katki saglamaktadir (Kleinstiver et
al., 2016). Bu yaklasimlar, gen diizenleme sonuglarmin giivenilirligini

artiran 6nemli deneysel onlemler arasinda yer almaktadir.

Bu c¢ergcevede off-target etkiler ve sistematik smirhiliklar,
CRISPR-Cas9 teknolojisinin mutlak dogruluk sunan bir ara¢ olarak
degil, dikkatli planlama ve kapsamli dogrulama gerektiren gii¢lii bir
deneysel sistem olarak ele almmasmi gerekli kilmaktadwr. Bu
smirliliklarin farkinda olunmasi, gen diizenleme caligmalarinda elde
edilen bulgularm daha saghkli bi¢imde yorumlanmasina ve
metodolojik hatalarin minimize edilmesine katki saglamaktadir (Zhang,

X.-H. et al., 2015; Haeussler et al., 2016).

5.5.5. Laboratuvar Uygulamalarnn ve Deneysel Dogrulama
Stratejileri

CRISPR-Cas9 teknolojisinin laboratuvar ortaminda
uygulanmasi, molekiiler tasarimin Otesinde, deneysel siirecin her
asamasinda dikkatli planlama ve dogrulama gerektiren ¢ok katmanli bir

yaklagimi zorunlu kilmaktadir (Mali et al,, 2013). Gen diizenleme
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deneylerinde elde edilen sonuglarin giivenilirligi, yalnizca Cas9 ve
gRNA bilesenlerinin dogru bicimde tasarlanmasina degil, ayn1 zamanda
bu bilesenlerin hiicresel sistemlere nasil sunulduguna ve diizenleme
sonras1t  degisikliklerin nasil degerlendirildigine de baghdir.
Laboratuvar uygulamalarinda ilk kritik asama, CRISPR-Cas9
bilesenlerinin hiicrelere aktarilmasidir. Plazmid temelli sistemler,
mRNA veya riboniikleoprotein kompleksleri gibi farkli aktarim
formatlari, deneysel hedeflere gore degisen avantajlar sunmaktadir
(Vakulskas et al., 2018). Gegici ekspresyon saglayan yaklasimlar, hedef
dis1 etkilerin smirlandirilmasi agisindan tercih edilirken; daha uzun
stireli ekspresyon gerektiren diizenlemelerde alternatif stratejiler
devreye girmektedir. Bu se¢im, deneysel sonuglarin yorumlanabilirligi

iizerinde dogrudan etkiye sahiptir.

Gen diizenleme sonrasi dogrulama stratejileri, elde edilen
genetik degisikliklerin varligini ve niteligini ortaya koymay1 amaglar.
Ik asamada, PCR temelli analizler veya restriksiyon enzimleri
kullanilarak yapilan taramalar, hedef bolgede bir degisiklik olup
olmadigina dair hizl1 bir 6n degerlendirme saglar (Hsu et al., 2014). Bu
yaklagimlar, yliksek sayida Ornegin kisa siirede analiz edilmesine
olanak taniyarak deneysel verimliligi artirmaktadir. Bununla birlikte bu
Oon tarama yOntemleri, genetik degisikliklerin tam yapis1 hakkinda
siirlt bilgi sunar. Bu nedenle dizileme temelli dogrulama stratejileri,
CRISPR-Cas9 uygulamalarinda merkezi bir rol tistlenmektedir. Hedef
bdlgenin dizilenmesi, istenen mutasyonlarin dogru bi¢gimde olusturulup

olusturulmadigini ve beklenmeyen ek degisikliklerin ortaya c¢ikip
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cikmadigini degerlendirmeyi miimkiin kilar. Bu asama, gen diizenleme
deneylerinin nihai dogrulama basamagi olarak kabul edilmektedir

(Pickar-Oliver & Gersbach, 2019; Anzalone et al., 2020).

Deneysel dogrulamanm bir diger 6nemli boyutu, biyolojik
sonuclarin degerlendirilmesidir. Genetik degisikliklerin fenotipik
yansimalari, hiicresel fonksiyon, gen ekspresyon diizeyi veya protein
aktivitesi gibi parametreler iizerinden analiz edilmelidir (Pickar-Oliver
& Gersbach, 2019). Bu tiir fonksiyonel dogrulamalar, molekiiler
diizeyde tespit edilen degisikliklerin biyolojik anlam tasiyip
tasimadigmi  ortaya koyarak, gen diizenleme ¢alismalariin

yorumlanabilirligini gli¢lendirmektedir.

Bu dogrultuda CRISPR-Cas9’un laboratuvar uygulamalari,
yalnizca genetik miidahalenin gergeklestirilmesiyle siirli degildir; ayni
zamanda bu miidahalenin ¢ok yonlii ve asamali dogrulama
stratejileriyle desteklenmesini gerektirir. Molekiiler, dizisel ve
fonksiyonel analizlerin birlikte kullanilmasi, gen diizenleme
deneylerinde giivenilir ve tekrarlanabilir sonucglarin elde edilmesinin

temelini olusturmaktadir (Mali et al., 2013; Vakulskas et al., 2018).

5.5.6. Etik, Giivenlik ve Metodolojik Sinirlar

CRISPR-Cas9 teknolojisinin sagladig: yiiksek diizeyde kontrol
ve esneklik, gen diizenleme c¢alismalarinda 6nemli firsatlar sunarken,
bu giiciin beraberinde getirdigi etik, giivenlik ve metodolojik smirlarin
da dikkatle degerlendirilmesini zorunlu kilmaktadir. Genom iizerinde
hedefe yonelik miidahalelerin miimkiin hale gelmesi, yalnizca teknik

bir ilerleme degil; ayn1 zamanda biyolojik sistemlere miidahalenin
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smirlar1 konusunda yeni sorumluluk alanlar1 doguran bir gelisme olarak
ele alinmalidir (National Academies of Sciences, Engineering, and

Medicine, 2017).

Etik acidan degerlendirildiginde, CRISPR-Cas9
uygulamalariin sonuglari, deneysel baglamin 6tesine tasabilen etkiler
yaratma potansiyeline sahiptir. Somatik hiicrelerde gerceklestirilen gen
diizenleme caligmalari, temel arastrma ve potansiyel terapdtik
uygulamalar acgisindan genis kabul goriirken; germ hatt1 hiicrelerinde
yapilan miidahaleler, kalitsal degisikliklere yol agma olasilig1 nedeniyle
daha karmasik etik tartigmalar1 beraberinde getirmektedir (Baylis,
2020; National Academies of Sciences, Engineering, and Medicine,
2017). Bu ayrim, gen diizenleme ¢alismalarinda hangi hedeflerin
bilimsel olarak anlamli ve toplumsal olarak kabul edilebilir oldugu
sorusunu merkezi hale getirmektedir. Giivenlik boyutu, CRISPR-Cas9
teknolojisinin deneysel kullanimlarinda en kritik degerlendirme
alanlarindan  biridir.  Off-target etkiler, istenmeyen genomik
degisiklikler ve hiicresel stres yanitlari, gen diizenleme sonuglarmin
ongoriilemez hale gelmesine neden olabilir (Sledzinski et al., 2021). Bu
tiir riskler, Ozellikle klinik veya translasyonel hedefler iceren
calismalarda, kapsamli 6n testlerin ve c¢ok asamali dogrulama
stratejilerinin ~ gerekliligini  ortaya  koymaktadwr.  Giivenlik
degerlendirmeleri, yalnizca hedeflenen genetik degisikligin basarisina

degil, hiicresel ve genomik biitiinliigiin korunmasina da odaklanmalidir.

Metodolojik simirlar ise CRISPR-Cas9’un mutlak dogruluk ve

evrensel uygulanabilirlik sunan bir sistem olmadigini1 géstermektedir.
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Hiicre tipine bagli degiskenlikler, onarim mekanizmalarinin
ongoriilemeyen davraniglart ve deneysel kosullara duyarlilik, elde
edilen sonuglarin baglama 6zgii bicimde yorumlanmasini gerekli
kilmaktadir (Nidhi et al., 2021). Ayn1 gen diizenleme stratejisinin farkl
hiicresel ~ sistemlerde  farkli  c¢iktilar ~ iiretmesi,  yOntemin
standartlastirilmasmin 6niinde 6nemli bir engel olusturmaktadir. Bu
smirliliklarin  farkinda olunmasi, CRISPR-Cas9 teknolojisinin
potansiyelini azaltan bir unsur olarak degil, bilingli ve sorumlu
kullannmin temel bir bileseni olarak degerlendirilmelidir. Etik ve
giivenlik c¢ergevelerinin deneysel tasarima entegre edilmesi, gen
diizenleme c¢alismalarmm hem bilimsel hem de toplumsal acidan
strdiiriilebilirligini  giiglendirmektedir  (Baylis, 2020; National

Academies of Sciences, Engineering, and Medicine, 2017).

Bu baglamda CRISPR-Cas9 teknolojisinin etik, giivenlik ve
metodolojik simirlari, bu sistemin yalnizca ne kadar gii¢lii oldugunu
degil, nasil ve hangi kosullarda kullanilmasinin uygun oldugunu da
tanimlamaktadir. Bu sinirlarm agik bigimde kabul edilmesi ve deneysel
tasarimlara yansitilmasi, gen diizenleme c¢aligmalarinda bilimsel
sorumlulugun temel bir geregi olarak degerlendirilmektedir (Sledzinski

et al., 2021).

SONUC

Rekombinant DNA teknolojilerinin deneysel basarisi, yalnizca
genetik materyalin kesilmesi, taginmasi veya hiicrelere aktarilmasiyla
aciklanamayacak kadar ¢ok asamali ve birbirine baglh bir siireg

mantigina dayanmaktadir. Bu bolim boyunca ele alinan restriksiyon

245



enzimleri ve DNA ligasyonu, vektor sistemleri, transformasyon ve
transfeksiyon yaklasimlari ile klon se¢imi ve dogrulama stratejileri;
genetik manipiilasyonun her basamaginda dogruluk, tekrarlanabilirlik
ve Ongoriilebilirlik hedeflerinin nasil kuruldugunu ortaya koymaktadir.
Kesim 6zgiilliigii, ug tipi secimi ve ligasyon dinamikleri gibi erken
asama parametreler, downstream klonlama verimini ve dogrulama
gereksinimini dogrudan sekillendirirken; vektoriin yapisal bilesenleri
ve konak uyumu, genetik bilginin hiicresel ortamda stabil bicimde
korunmas1 ve ifade edilebilir hile gelmesi acisindan belirleyici rol

ustlenmektedir.

Gen aktarimmin transformasyon ve transfeksiyon ekseninde
degerlendirilmesi, yontem se¢iminin teknik bir tercih olmanin 6tesinde,
hiicresel bariyerler ve aktarilan DNAnin hiicre i¢i kaderiyle dogrudan
iligkili bir stratejik karar oldugunu gostermektedir. Bu asamada elde
edilen hiicre popiilasyonlarinin genetik agidan heterojen dogasi ise,
klon se¢imi ve dogrulama basamaklarni deneysel tasarimin
vazgegilmez bir kalite kontrol mekanizmasina doniistiirmektedir.
Fenotipik on eleme yaklagimlari, koloni PCR, restriksiyon analizi ve
dizileme temelli dogrulamalar; hiz, maliyet ve ¢Oziiniirliik arasinda
rasyonel bir denge kurularak bir arada kullanildiginda, yanls pozitif ve
yanlis negatif risklerini minimize eden sistematik bir dogrulama

cercevesi olusturmaktadir.

Boliimiin son kisminda ele alinan CRISPR-Cas temelli genom
diizenleme yaklagimlari, rekombinant DNA teknolojilerinin klasik

klonlama g¢ercevesini asarak hedefe yonelik ve programlanabilir
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miidahalelerle genisledigini gostermektedir. Bununla birlikte bu
genisleme, mutlak dogruluk ve smirsiz kontrol anlamina gelmemekte;
onarim yollarinin dogasi, hedef 6zgiilliigii, off-target etkiler ve hiicresel
baglama 6zgli degiskenlikler nedeniyle ¢ok asamali dogrulama ve
sorumlu kullanim gerekliligini daha da belirgin hale getirmektedir. Bu
nedenle rekombinant DNA ve genom diizenleme uygulamalarinda
giivenilir sonuglara ulagsmanin temel kosulu, her basamagm kendi
smirlar1 ve kontrol noktalariyla birlikte planlandig: biitiinciil bir deney

tasarimini stirdiirmektir.

Bu cercevede Boliim 5, genetik miihendisligi uygulamalarinda
“tek bir giiclii yontem” yaklasimindan ziyade, birbirini tamamlayan
tekniklerin ardisik ve dogrulayici bicimde kurgulanmasi gerektigini
ortaya koymaktadir. Kesim-ligasyon mantigindan vektor se¢imine, gen
aktarimindan klon dogrulamaya ve CRISPR tabanli miidahalelere
uzanan bu hat; deneysel basariy1 belirleyen asil unsurun, yontemlerin
tek tek performansindan ¢ok, aralarindaki uyum ve dogrulama

disiplininin giicii oldugunu géstermektedir.
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GIRIiS

Genomik bilginin giivenilir bi¢imde elde edilmesi ve
anlamlandirilmasi, yalnizca dizileme teknolojilerindeki teknik
ilerlemelerle agiklanabilecek bir siire¢ degildir. Dizileme yontemlerinin
irettigi ham veri, biyolojik ya da klinik agidan dogrudan yorumlanabilir
bir ¢ikt1 olmaktan ziyade, ¢cok asamali degerlendirme siireglerinden
gecirilmesi gereken karmagik bir bilgi kaynagini temsil etmektedir. Bu
nedenle modern genomik c¢alismalar, dizileme teknolojilerini tekil

araglar olarak ele almak yerine, deneysel siiregler ile analitik
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degerlendirmelerin birlikte kurgulandig biitiinciil bir yaklagimi gerekli

kilmaktadir.

DNA dizileme teknolojileri tarihsel olarak incelendiginde,
yiikksek dogruluk gerektiren hedefli analizlerden, genis Olgekli ve
yiiksek verimli veri iretimini miimkiin kilan platformlara dogru
belirgin bir evrim siireci gozlenmektedir. Bu evrim, genomik
arastirmalarin yalnizca hizim1 ve kapsamini artirmakla kalmamis; ayni
zamanda sorulabilen biyolojik sorularmn niteligini ve analitik derinligini
de doniistiirmiistiir. Ancak artan veri iiretim kapasitesi, beraberinde veri
giivenilirligi, yorumlanabilirlik ve standardizasyon gibi yeni

metodolojik gereksinimleri de glindeme tagimistur.

Bu boliim, genomik dizileme teknolojilerinin s6z konusu
doniisiimiinii ii¢ tamamlayic1 diizlem iizerinden ele almaktadwr. ilk
olarak Sanger dizileme, baz diizeyinde sundugu yiiksek dogruluk ve
gorsel olarak denetlenebilir ¢ikt1 yapis1 ile genomik analizlerin
metodolojik temelini olusturan bir yaklagim olarak degerlendirilmistir.
Ardindan yeni nesil dizileme teknolojileri, paralel veri liretimi ve genis
kapsama alan1 sayesinde genomik analizlerin dlgegini ve uygulama
alanlarmi genisleten cagdas platformlar baglaminda ele alinmistir. Son
olarak biyoinformatik veri analizi, dizileme teknolojilerinin iirettigi
biiyiik 6lgekli verinin biyolojik ve klinik agidan anlamli bilgiye
doniistiiriilmesini saglayan vazgecilmez bir analitik bilesen olarak

incelenmistir.

Bu ¢ bilesenin birlikte ele alinmasi, genomik dizilemenin

yalnizca teknik bir veri iiretim siireci olmadigin1 agik bi¢gimde ortaya
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koymaktadir. Dizileme teknolojilerinin sundugu dogruluk, hiz ve
verimlilik, ancak bu verilerin sistematik, seffaf ve tekrarlanabilir analiz
is akiglariyla degerlendirilmesi durumunda bilimsel ve klinik degere
dontistiiriilebilmektedir. Bu baglamda biyoinformatik analiz, dizileme
stirecinin tamamlayici bir unsuru olmaktan ziyade, genomik bilginin
giivenilir bicimde yorumlanmasini saglayan merkezi bir yapi tagi olarak

konumlanmaktadir.

Boliim boyunca ele alinan dizileme yaklasimlar1 ve analitik
stratejiler, birbirini diglayan alternatifler olarak degil, genomik bilginin
iretilmesi, dogrulanmasi ve yorumlanmasi silirecinde farkli
gereksinimlere  yanit veren tamamlayict  bilesenler  olarak
degerlendirilmistir. Bu yaklasim, genomik teknolojilerin etkin
kullaniminin teknik kapasitenin 6tesinde metodolojik biling ve analitik
sorumluluk gerektirdigini ortaya koymakta; ayn1 zamanda elde edilen
bulgularin giivenilir ve anlaml1 sonuglara doniistiiriilmesi i¢in biitlinciil

bir perspektifin gerekliligini vurgulamaktadir.

6.1. Zincir Sonlandirma (Chain-Termination) Prensibi

Genomik dizilerin baz diizeyinde giivenilir bi¢imde
coziimlenebilmesi, elde edilen verinin biyolojik ve klinik baglamda
anlam kazanmasmin 6n kosuludur. Bu gereksinim, dizileme siirecinde
iiretilen sinyallerin yalnizca nicel olarak degil, ayn1 zamanda konumsal
dogruluk agisindan da degerlendirilebilmesini zorunlu kilar. Sanger
dizileme yaklasimi, bu dogruluk ihtiyacina yanit veren ve DNA
sentezinin ilerleyisini dogrudan kontrol altina alan bir reaksiyon

mantigima dayanarak gelistirilmistir. Yontemin temelinde, uzama
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stirecinin belirli noktalarda bilingli bicimde kesintiye ugratiimasi yer
almakta; bu sayede sentezlenen iiriinlerin yapisal 6zellikleri tizerinden

dizinin yeniden kurulmasi miimkiin hale gelmektedir.

Bu mekanizma, DNA polimeraz araciligiyla yiiriitiilen primer
uzatma reaksiyonuna, dogal niikleotitlerle birlikte uzamay1 durdurma
kapasitesine sahip analoglarin dahil edilmesiyle islerlik kazanmaktadir.
Uzatma sirasinda zincire katilan bu analoglarm yapisal 6zellikleri, yeni
bir bag olusumunu engelleyerek sentezin o noktada sonlanmasina
neden olur. Boylece her bir uzama olayi, belirli bir baz konumunda
tamamlanmis kisa DNA fragmanlar1 ile sonuglanir. Ortaya ¢ikan bu
fragmanlar, sentez siirecinin rastlantisal degil, dngdriilebilir bir kontrol
mekanizmasi altinda yiiriitiildiiglinii géstermekte ve yontemin analitik
temelini olusturmaktadir (Heather & Chain, 2016; Green & Sambrook,
2012).

Reaksiyon ortaminda uzamayi sonlandiran analoglarin simirh
oranlarda bulunmasi, zincir sonlanmasinin belirli bir diizen igerisinde
dagilmasii saglar. Bu dagilim, aym1 baslangi¢ noktasindan hareket
eden DNA zincirlerinin farkli uzunluklarda tamamlanmasina yol
acarak, dizinin her bir bazma karsilik gelen fragmanlarin es zamanh
olarak {iiretilmesine imkan tanir. Elde edilen bu fragman cesitliligi,
dizinin dogrudan okunmasindan ziyade, fragman uzunluklar1
arasindaki iliskiler {izerinden yeniden insa edilmesini miimkiin kilan
analitik bir ¢er¢ceve sunar. Bu yaklasim, dizileme dogrulugunu artiran

temel unsurlardan biri olarak degerlendirilmektedir.
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Teknolojik gelismelerle birlikte zincir sonlandirma prensibi,
floresan sinyal iiretimine dayali sistemlerle entegre edilerek daha
islevsel bir hale getirilmisti. Her bir baz tiirliniin farkli floresan
isaretlerle ayirt edilmesi, reaksiyonun tek bir tiip igerisinde
yiriitiilmesine olanak tanimis; bu durum hem deneysel karmagiklig1
azaltmis hem de veri liretim siirecinin standardizasyonunu saglamastir.
Otomatik okuma sistemleriyle desteklenen bu yapi, baz ¢agrimmin
insan yorumuna bagimliligin1 azaltarak tekrarlanabilirlik ve wveri

tutarlilig1 acisindan 6nemli bir kazanim sunmustur (Al-Shuhaib, 2023).

Zincir sonlandirmaya dayali bu kontrollii sentez yaklagimi,
dizileme  siirecinde  dogrulugun nasil  sistematik  bigimde
saglanabilecegini ortaya koyan temel bir model sunmaktadir. Ozellikle
kisa hedef bolgelerde gilivenilir baz c¢agrimina olanak tanimasi,
yontemin daha karmasik dizileme platformlariyla elde edilen bulgularin
degerlendirilmesinde referans bir c¢er¢eve olarak kullanilmasini
miimkiin kilmaktadir. Bu yoniiyle zincir sonlandirma prensibi, tarihsel
bir teknikten ziyade, gilincel genomik is akislarinda belirli analiz
gereksinimlerine yanit veren islevsel bir yaklasim olarak

konumlanmaktadir (Green & Sambrook, 2012).

6.1.1. Kapiler Elektroforez ve Kromatogram Tabanh Okuma
Zincir sonlandirma reaksiyonu sonucunda ortaya ¢ikan DNA
fragmanlarinin ayurt edilebilir hale getirilmesi, Sanger dizilemenin
giivenilirligini belirleyen en kritik asamalardan biridir. Bu asamada elde
edilen tirtinlerin yalnizca varligi degil, uzunluk farklarma dayali olarak

diizenli bicimde ayristirilabilmesi de biiyiik onem tasimaktadir. Kapiler
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elektroforez, bu gereksinimi kargilamak iizere gelistirilen ve fiziksel
ayrim prensiplerini yliksek hassasiyetle uygulayan bir sistem olarak

Sanger dizileme is akiginin merkezinde yer almaktadir.

Kapiler elektroforez siirecinde DNA fragmanlari, dar caplh
kapiler tiipler icerisinde elektrik alan etkisi altinda hareket etmeye
zorlanir. Molekiiler uzunluk ile hareket hiz1 arasindaki ters iliski, kisa
fragmanlarin daha hizli, uzun fragmanlarin ise daha yavas ilerlemesine
neden olur. Bu kontrollii farklilagsma, zincir sonlandirma mekanizmasi
ile {iretilmis olan fragmanlarin uzunluklarma gore siralanmasimni
miimkiin kilar. Bodylece dizinin dogrudan okunmasi yerine,
fragmanlarin fiziksel davraniglari iizerinden baz diziliminin yeniden

yapilandirilmasina dayali bir analiz yaklagimi ortaya ¢ikar.

Kapiler sistemlerin sagladigi dar ve homojen ortam, klasik jel
tabanli ayrim yontemlerine kiyasla daha yiiksek ¢6ziiniirliik sunar. Bu
Ozellik, ardisik bazlar arasinda olusan ¢ok kiiciik uzunluk farklarmin
dahi giivenilir bi¢imde ayirt edilmesini saglar. Ayn1 zamanda kapiler
elektroforezin otomasyona uygun yapisi, analiz siiresinin kisalmasina
ve deneysel degiskenligin azalmasina katkida bulunur. Bu yoniiyle
yontem, yalnizca teknik bir ayrim araci degil, ayn1 zamanda dizileme
verisinin standardizasyonunu destekleyen bir kontrol mekanizmasi

olarak degerlendirilmektedir (Green & Sambrook, 2012).

Elektroforetik ayrimin  ardindan DNA  fragmanlarmin
algilanmasi, floresan sinyal iiretimine dayali sistemler araciligiyla
gerceklestirilir. Zincir sonlandirma asamasinda isaretlenmis olan

bazlara 6zgli floresan sinyaller, lazer uyarmmi ile aciga c¢ikarilir ve
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dedektorler tarafindan zaman sirali olarak kaydedilir. Bu sinyallerin
dijital ortama aktarilmastyla olusan kromatogramlar, dizileme ¢iktisinin
yalnizca nicel degil, ayn1 zamanda nitel olarak da degerlendirilmesine
imkan tanir. Her bir pik, belirli bir bazin konumsal temsilini sunarken,
sinyal yogunlugu ve pik ayrimi veri kalitesi hakkinda dogrudan bilgi

saglar.

Kromatogram tabanli okuma, dizileme siirecine gorsel bir
denetim katmani ekleyerek hatalarin erken asamada fark edilmesini
miimkiin kilar. Piklerin {ist {iste binmesi, diizensiz sinyal profilleri veya
artan arka plan giriiltiisti, teknik smirliliklara ya da 6rnek kaynakli
sorunlara isaret edebilmektedir. Bu tiir gorsel ipuclary, ozellikle
heterozigot varyantlarin aymt edilmesi ve smirda kaliteye sahip
bolgelerin degerlendirilmesi agisindan kritik bir yorumlama avantaji

sunmaktadir (Al-Shuhaib, 2023; Koboldt, 2020).

Kapiler elektroforez ve kromatogram tabanli okuma sistemleri,
Sanger dizilemenin yalnizca kimyasal reaksiyonlara dayali bir siireg
olmadigmi; fiziksel ayristrma ve gorsel denetim mekanizmalariyla
desteklenen biitiinciil bir analiz yaklasimi sundugunu gostermektedir.
Bu yapi, dizileme c¢iktilarinin kalite agisindan degerlendirilmesine
olanak taniyarak, baz ¢agrimmin giivenilirligini artiran ek bir kontrol
katmani olusturur. Bu sayede Sanger dizileme, otomatik analizlere ac¢ik
olmakla birlikte analitik yorumlamaya da imkén taniyan dengeli bir

sistem olarak 6ne ¢ikmaktadir.
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6.1.2. Sanger Dizilemenin Dogruluk Profili ve Simirhhiklarn

Sanger dizilemenin uzun siire genomik analizlerde referans bir
teknik olarak kabul edilmesi, yontemden elde edilen verinin dogruluk
diizeyiyle dogrudan iliskilidir. Zincir sonlandirmaya dayali kontrol
mekanizmasi, baz ¢agrim siirecinin izlenebilir ve denetlenebilir
bicimde ilerlemesini saglayarak, dizileme ¢iktilarmin giivenilirligini
artirir. Bu yapi, 6zellikle kisa hedef bolgelerde sinyal biitlinliigliniin
korunmasina katki sunar ve yOntemden elde edilen sonuclarin

yorumlanabilirligini gili¢lendirir.

Yontemin yiiksek dogruluk profili, reaksiyonun sinirli sayida
fragman iizerinden ylriitilmesi ve her bir fragmanin konumsal
bilgisinin dolayli olarak dogrulanabilmesi ile desteklenir. Kapiler
elektroforez ve floresan tabanli okuma sistemlerinin birlikte kullanima,
sinyal—giiriiltii dengesini iyilestirerek baz ayrimmi daha belirgin hale
getirir. Bu durum, yanlis baz ¢agrimi olasiligini disiiriirken, tek
niikleotid diizeyindeki farkliliklarin giivenilir bicimde saptanmasina

olanak tanir (Goodwin et al., 2016; Metzker, 2010).

Bununla birlikte, Sanger dizilemenin dogruluk avantaji belirli
baglamsal smirliliklarla birlikte degerlendirilmelidir. Yontemin diisiik
paralellik kapasitesi, genis Olgekli genomik taramalarda verimliligi
siirlar ve ayn1 anda analiz edilebilecek hedef sayisini kisitlar. Ayrica
homopolimer uzunluklari, sekonder yap1 olusumuna yatkin diziler ve
sablon kalitesindeki dalgalanmalar, sinyal ¢Oziiniirliglinii olumsuz

etkileyerek veri kalitesinde yerel diisiislere yol agabilir (Metzker, 2010).

261



Operasyonel agidan bakildiginda zaman ve maliyet unsurlar1 da
yontemin kullanim alanlarini belirleyen etmenler arasinda yer alir. Her
bir hedef bolgenin ayri reaksiyonlar halinde ele alinmasi, 6zellikle
biiylik oOrnek setlerinde analiz siiresini uzatir ve is akiginin
Olgceklenebilirligini smirlar. Bu durum, yiiksek verimlilik gerektiren
genomik calismalarda yeni nesil dizileme platformlarinin tercih
edilmesini aciklayan temel nedenlerden biri olarak

degerlendirilmektedir (Goodwin et al., 2016).

Ancak bu smirhiliklar, Sanger dizilemenin analitik degerini
ortadan kaldirmaz. Aksine yontem, belirli senaryolarda tamamlayici ve
dogrulayici bir rol iistlenerek stratejik bir konumda yer alir. Yeni nesil
dizileme platformlarindan elde edilen varyantlarin dogrulanmasi,
mozaiklik siiphesi tasiyan Orneklerin degerlendirilmesi ve diisiik
frekansli genetik degisimlerin analizi gibi durumlarda, Sanger
dizilemenin sundugu yiliksek dogruluk belirleyici bir avantaj saglar

(Beck et al., 2016; Mu et al., 2016).

Sanger dizilemenin dogruluk profili ve operasyonel smirliliklar1
birlikte ele alindiginda, yOntemin genomik analizlerde hangi
baglamlarda anlam kazandigi daha net bicimde ortaya ¢ikmaktadir.
Yiiksek dogruluk gerektiren hedefli uygulamalarda giiglii bir arag
olarak Oone ¢ikan bu yaklasim, genis Olgekli analiz gereksinimlerinin
arttigt  durumlarda yerini daha yiikksek verimli teknolojilere
birakmaktadir. Bu durum, Sanger dizilemenin kullanim alanlarini

tanimlayan yapisal bir dengeyi yansitmaktadir.
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6.1.3. Yeni Nesil Dizileme Sonras1 Dogrulamada Sanger
Dizilemenin Rolii

Yeni nesil dizileme teknolojilerinin sagladig1 yiiksek veri tiretim
kapasitesi, genomik analizlerin 6lgegini genisletirken, elde edilen
bulgularin glivenilirliginin nasil degerlendirilecegi sorusunu da
beraberinde getirmistir. Yiiksek paralellik ve kapsama derinligi, ¢cok
sayida varyantin kisa siirede raporlanmasina olanak tanisa da, dizileme
platformlarma 6zgii hata profilleri ve hesaplamali analiz
basamaklarinda ortaya c¢ikabilen belirsizlikler, sonuglarin ek bir
dogrulama silizgecinden gecirilmesini  gerektirebilmektedir. Bu
baglamda Sanger dizileme, NGS ¢iktilarmin dogruluk diizeyini
destekleyen  tamamlayici  bir  degerlendirme arac1  olarak

konumlanmaktadir.

Klinik genomik uygulamalarda, 6zellikle tanisal degeri yiiksek
oldugu diisliniilen varyantlarin raporlanmasi 6ncesinde dogrulama
ihtiyac1 daha belirgin hale gelmektedir. Sanger dizilemenin sundugu
diisiik hata oran1 ve kromatogram tabanli gorsel ¢ikti, varyant ¢agrim
sonuclarinin yalnizca sayisal esiklere dayanarak degil, ayn1 zamanda
sinyal kalitesi lizerinden de degerlendirilmesine olanak tanir. Bu
yaklagim, yanlis pozitif sonuclarin elenmesine katki saglarken, klinik
karar siireclerinde giivenilirligin artirilmasima hizmet etmektedir (Rehm

et al., 2015b; Richards et al., 2015).

Bununla birlikte NGS teknolojilerinin olgunlagsmas: ve
biyoinformatik analiz araclarinin gelismesi, dogrulama stratejilerinin

yeniden degerlendirilmesini gerekli kilmistir. Yiiksek kapsama derinligi
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ile desteklenen ve siki kalite filtrelerinden gegirilen varyantlarin
tamami icin rutin Sanger dogrulamasinin her zaman ek bir bilgi
saglamadig1 durumlar raporlanmaktadir. Ozellikle iyi karakterize
edilmis genomik bolgelerde ve yiiksek giiven skorlariyla tanimlanan
varyantlarda, dogrulama gereksinimi analiz baglamima gore daha segici

bicimde ele alinabilmektedir (Koboldt, 2020).

Buna karsin belirli analiz senaryolari, Sanger dizilemenin
dogrulama araci olarak onemini korudugunu gostermektedir. Diistik
frekansli varyantlarin degerlendirilmesi, mozaiklik olasilig1 tasiyan
ornekler ve karmasik genomik bolgelerde elde edilen NGS sonuglari,
ek dogrulama ihtiyacini artiran durumlar arasinda yer almaktadir. Bu
tir baglamlarda Sanger dizileme, smirli kapsama alanina ragmen
sundugu yiiksek dogruluk sayesinde klinik yorumlamada giiven artirici

bir rol iistlenmektedir (Beck et al., 2016; Mu et al., 2016).

Yeni nesil dizileme sonrasi dogrulama siireclerinde Sanger
dizilemenin konumu, sabit bir gereklilikten ¢ok, analiz hedeflerine ve
klinik baglama gore sekillenen stratejik bir tercih olarak
degerlendirilmektedir. Ozellikle belirsizlik tastyan ya da klinik agidan
kritik varyantlarin degerlendirilmesinde sundugu yiiksek dogruluk,
yontemin gilincel genomik 1is akislarindaki tamamlayic1 roliinii

tanimlamaktadir.

6.1.4. Klinik ve Molekiiler Biyoloji Uygulamalarinda Sanger
Dizileme
Genomik teknolojilerdeki hizli ilerlemeye ragmen Sanger dizilemenin

klinik ve molekiiler biyoloji uygulamalarinda belirli kullanim alanlarmni
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korumasi, yontemin sundugu veri tiriiniin niteligi ile dogrudan
iligkilidir. Genis 6lgekli taramalardan ziyade sinirli hedeflere yonelik
analizlerde, elde edilen sonucun dogrulugu ve yorumlanabilirligi klinik
karar siirecleri agisindan belirleyici bir 6neme sahiptir. Bu baglamda
Sanger dizileme, kapsam genisliginden ¢ok sonug¢ giivenilirliginin
onceliklendirildigi uygulamalarda tercih edilen bir yaklasim olarak

degerlendirilmektedir.

Klinik genetik analizlerde, 6zellikle daha once tanimlanmis ya
da giiclii aday olarak degerlendirilen varyantlarin incelenmesinde,
dizileme c¢iktilarmin dogrudan gorsel olarak degerlendirilebilmesi
Oonemli bir avantaj sunar. Kromatogram temelli okuma, yalnizca baz
dizisinin belirlenmesini degil, ayn1 zamanda sinyal kalitesinin ve olas1
teknik sapmalarin es zamanh olarak gozlemlenmesini miimkiin kilar.
Bu durum, belirsiz ya da smirda nitelik tagiyan varyantlarin daha
temkinli bigimde yorumlanmasina olanak taniyarak klinik raporlamada

giivenilirligin artirilmasina katki saglar (Rehm et al., 2015b).

Molekiiler biyoloji arastirmalarinda ise Sanger dizileme,
deneysel siireclerin dogrulanmasina yonelik bir kontrol katmani islevi
gérmektedir. Rekombinant DNA calismalari, hedefe yonelik mutagenez
uygulamalar1 ve klonlama temelli deneylerde elde edilen niikleik asit
dizilerinin beklenen yapiyla uyumlu olup olmadigmin teyidi, deneysel
biitlinliiglin korunmas1 agisindan temel bir gereklilik olarak kabul
edilmektedir. Bu tiir uygulamalarda yontem, yiiksek verimlilikten
ziyade diisiik hata oran1 ve hizli geri bildirim saglamasi nedeniyle tercih

edilmektedir (Green & Sambrook, 2012).
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Egitim ve temel arastirma laboratuvarlarinda Sanger
dizilemenin kullanimi, yontemin yalnizca analitik bir ara¢ olmadigini,
aynt zamanda Ogretici bir model sundugunu gostermektedir. Zincir
sonlandirma prensibine dayali dizileme ¢iktilarmin  dogrudan
gozlemlenebilir  olmasi, dizileme teknolojilerinin  kavramsal
temellerinin anlasilmasmi kolaylastirmakta ve genomik analizlerin
metodolojik altyapisina yonelik 6grenme siirecini desteklemektedir. Bu
yoniiyle yontem, genomik diisiince biciminin aktarilmasinda islevsel

bir rol iistlenmektedir (Heather & Chain, 2016).

Genel bir degerlendirme yapildiginda Sanger dizileme, klinik ve
molekiiler biyoloji uygulamalarinda genis Olcekli analizlerin temel
omurgasini olusturmaktan ziyade, belirli sorulara yiiksek dogrulukla
yanit veren segici bir teknik olarak konumlanmaktadir. Bu segici
kullanim alanlari, yontemin yeni nesil dizileme teknolojileriyle
dogrudan rekabet etmek yerine, onlari tamamlayan ve elde edilen
sonuglarm gilivenilirligini pekistiren bir referans yaklasim olarak
modern genomik i akiglar1 igerisindeki yerini korumasini

saglamaktadir.

6.2. Yeni Nesil Dizileme (Next-Generation Sequencing)

Genomik analizlerde veri liretim kapasitesinin artmasi, dizileme
teknolojilerinin yalnizca daha hizli degil, ayn1 zamanda daha
Olceklenebilir bigimde kurgulanmasini gerekli kilmistir. Bu gereksinim,
klasik dizileme yaklasimlarmin sundugu dogruluk avantajlarini
korurken, ayni anda ¢ok sayida niikleik asit fragmanmnin analiz

edilebilmesini miimkiin kilan yeni metodolojik ¢ercevelerin
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gelistirilmesine zemin hazirlamistir. Yeni nesil dizileme teknolojileri,
bu doniislimiin bir sonucu olarak ortaya c¢ikmis ve genomik
arastirmalarin kapsamini niteliksel olarak farkli bir diizleme tagimigtir

(Metzker, 2010; Goodwin et al., 2016).

NGS yaklagimlarinin ayirt edici 6zelligi, dizileme siirecinin
paralel olarak yiiriitiilmesine olanak tantyan mimari yapilaridir. Bu yap1
sayesinde, tek bir deneysel ¢calismada milyonlarca kisa DNA fragmani
es zamanl olarak analiz edilebilmekte ve elde edilen veriler biitiinciil
bir genomik temsil olusturacak sekilde bir araya getirilebilmektedir.
Boylece dizileme, tekil hedeflerin analizinden ¢ikip, genomun
tamamima ya da genis genomik bolgelerin sistematik bigcimde
taranmasina uzanan bir uygulama alan1 kazanmistir (Goodwin et al.,

2016).

Bu yiiksek paralellik kapasitesi, yalnizca veri miktarini
artirmakla kalmamis, ayn1 zamanda genomik sorularm niteligini de
dontistiirmiistiir. Nadir varyantlarin tespiti, heterojen 6rneklerin analizi
ve karmasik genetik desenlerin ortaya konmasi gibi daha 6nce smirh
Olgekte ele alinabilen konular, NGS teknolojileri sayesinde erisilebilir
hale gelmistir. Bu baglamda yeni nesil dizileme, genomik analizlerde
nicel bir genislemeden ziyade, analitik derinligin artmasma olanak
taniyan yapisal bir doniisiim olarak degerlendirilmektedir (Koboldt,

2020).

Bununla birlikte NGS teknolojilerinin sundugu bu genisleme,
beraberinde yeni teknik ve analitik zorluklar da getirmistir. Kisa okuma

uzunluklari, platforma 6zgli hata profilleri ve biiylik veri setlerinin
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islenmesine yonelik hesaplamali gereksinimler, dizileme siirecinin
yalnizca deneysel asamalarla sinirli olmadigini gostermektedir. Bu
nedenle NGS, dizileme reaksiyonunun 0&tesinde, veri isleme ve
yorumlama basamaklarini da kapsayan biitiinciil bir is akisi olarak ele

almmalidir (Metzker, 2010; Koboldt, 2020).

Yeni nesil dizileme teknolojilerinin genomik calismalarda
yayginlagmasi, dizileme verisinin klinik ve arastirma baglaminda nasil
degerlendirilecegi sorusunu da giindeme tagimistir. Yiiksek hacimli veri
iretimi, sonuglarm giivenilirligi ve klinik uygulanabilirligi acisindan
daha titiz kalite kontrol ve dogrulama stratejilerinin gelistirilmesini
zorunlu kilmaktadir (Rehm et al, 2015b). Bu durum, NGS
teknolojilerinin sundugu avantajlarin, dikkatle tasarlanmig analitik

yaklasimlar ile desteklenmesi gerektigini ortaya koymaktadir.

6.2.1. Kiitiiphane Hazirlama (Library Preparation)

Yeni nesil dizileme calismalarinda elde edilen verinin niteligi,
dizileme reaksiyonunun kendisinden Once ylriitiilen kiitiiphane
hazirlama stiregleriyle dogrudan iliskilidir. Bu asama, genomik
materyalin dizileme platformlar1 tarafindan algilanabilir ve analiz
edilebilir bir forma doniistiiriilmesini amacglayan ¢ok basamakli bir
doniisiim siirecini ifade etmektedir. Dolayisiyla kiitiiphane hazirlama,
yalnizca teknik bir 6n islem degil, dizileme ¢iktilarinm dogrulugunu,
temsil giiclinii ve analitik gilivenilirligini belirleyen temel bir yap1 tasi

olarak degerlendirilmelidir (Head et al., 2014; Goodwin et al., 2016).

Kiitiiphane hazirlama siireci, niikleik asit 6rneklerinin kontrollii

bicimde fragmente edilmesiyle baglar. Fragman boyutlarmin
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homojenligi, dizileme sirasinda elde edilecek okuma dagiliminin
dengeli olmasin1 saglayarak kapsama derinligi {izerinde belirleyici bir
etki yaratir. Bu asamada uygulanan fragmentasyon stratejileri, ornek
tiirline ve hedeflenen analiz kapsamina gore farklilik gdsterebilmekte;
mekanik, enzimatik ya da kimyasal yaklasimlar arasindan uygun olani
tercth edilmektedir. Secilen yontemin Ozellikleri, elde edilen
kiitliphanenin temsil dogrulugunu dogrudan etkilemektedir (Head et al.,

2014).

Fragmente edilen DNA ya da RNA molekiillerinin dizileme
stirecine entegre edilebilmesi i¢in platforma 6zgii adaptor dizileri ile
isaretlenmesi gerekmektedir. Bu adaptorler, dizileme reaksiyonunun
baslatilmasini miimkiin kilmanin yan1 sira, 6rneklerin ¢ogaltilmasi ve
tanimlanmas1 agisindan da islevsel roller iistlenmektedir. Adaptor
ligasyonu sirasinda olusabilecek verim kayiplar1 ya da yanliliklar,
kiitliphane ¢esitliligini sinirlayarak dizileme verisinin analitik giiclinii
azaltabileceginden, bu basamak yiiksek dikkat gerektiren kritik bir
stire¢ olarak ele alinmaktadir (Quail et al., 2012; Head et al., 2014).

Kiitliphane  hazirlamanin  bir diger O6nemli  boyutu,
amplifikasyon adimlarinin dengeli bigimde yliriitiilmesidir. Cogaltma
stirecleri, yeterli sinyal iiretimi agisindan gerekli olmakla birlikte, asir1
amplifikasyon durumlarinda belirli fragmanlarin orantisiz bigimde
temsil edilmesine yol acabilmektedir. Bu durum, dizileme verisinde
yanlit kapsama profillerinin olusmasina neden olarak biyoinformatik

analizlerde yorum giicliikleri yaratabilir. Bu nedenle amplifikasyon
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kosullari, ornek tiirii ve analiz hedefleri dogrultusunda optimize

edilmelidir (Aird et al., 2011; Head et al., 2014).

Kiitliiphane hazirlama siirecinde gergeklestirilen kalite kontrol
adimlari, dizileme Oncesinde olast sorunlarin erken asamada tespit
edilmesini mimkiin kilar. Fragman boyut dagilimi, kiitliphane
konsantrasyonu ve adaptor ligasyon verimliligi gibi parametrelerin
degerlendirilmesi, dizileme asamasina gegilmeden dnce kiitiiphanenin
uygunlugunu ortaya koymaktadir. Bu kontroller, basarisiz dizileme
kosularmin ve veri kayiplarinin 6nlenmesi a¢isindan kritik bir giivence

mekanizmasi olarak islev gormektedir (Quail et al., 2012).

Kiitiiphane hazirlama asamasinda yapilan metodolojik tercihler,
dizileme siirecinin ilerleyen basamaklarinda elde edilecek verinin
temsil giici ve glivenilirligi lizerinde dogrudan etkili olmaktadir.
Fragmantasyon, adaptor ligasyonu ve amplifikasyon stratejilerinin
dengeli bi¢cimde yiiriitiilmesi, dizileme ¢iktilarmin biyolojik olarak
anlamlandirilabilirligini destekleyen temel unsurlar arasinda yer

almaktadir (Goodwin et al., 2016).

6.2.2. Illumina Platformlan ve Bridge Amplification Mekanizmasi

[llumina platformlari, yeni nesil dizileme teknolojileri arasinda
genis Olcekte benimsenmis olmalarini, dizileme siirecini yiiksek
dogrulukla ve dlgeklenebilir bigimde yiiriitebilen 6zgiin bir ¢ogaltma ve
okuma mimarisine bor¢ludur. Bu mimarinin merkezinde yer alan bridge
amplification mekanizmasi, dizileme Oncesinde sinyal yogunlugunu
artirmaya yonelik bir ¢ogaltma stratejisi sunarken, ayni zamanda

dizileme sirasinda elde edilecek verinin mekansal olarak diizenli ve
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izlenebilir olmasini miimkiin kilmaktadir. Bu yoOniiyle bridge
amplification, Illumina tabanl dizilemenin yalnizca hazirlik asamasina
ait bir islem degil, tiim dizileme ¢iktisinin niteligini sekillendiren temel
bir yap1 olarak degerlendirilmektedir (Bentley et al., 2008; Quail et al.,
2012).

Bridge amplification siireci, kiitiiphane hazirlama asamasinda
adaptor dizileri ile isaretlenmis DNA fragmanlariin, akis hiicresi
ylizeyine immobilize edilmis tamamlayicit dizilere baglanmasiyla
baglar. Bu baglanma, fragmanlarin ylizey iizerinde sabitlenmesini
saglarken, ¢ogaltma siirecinin kontrollii bir ortamda ger¢eklesmesine
olanak tanir. Yiizeye tutunan DNA molekiilleri, biikiilerek komsu
tamamlayic1 dizilerle etkilesime girer ve bdylece “koprii” benzeri
yapilar olusturur. Bu fiziksel diizenleme, ¢ogaltma isleminin ylizeyle
smirlt ve mekansal olarak organize bigimde ilerlemesini saglayan ayirt

edici bir 6zelliktir (Bentley et al., 2008).

Bu mekanizma sayesinde tekil DNA fragmanlari, ardisik
cogaltma dongiileri sonucunda kiimeler halinde ¢ogaltilir. Olusan bu
kiimeler, dizileme sirasinda yeterli sinyal yogunlugu saglayarak tekil
molekiillerden kaynaklanabilecek zayif sinyallerin Oniine gecer.
Boylece dizileme reaksiyonu, bireysel DNA fragmanlarinin
okunmasma dayansa da, pratikte kiimeler iizerinden yliriitiilen bir
sinyal algilama siirecine doniisiir. Bu yaklasim, yiiksek dogruluk ve
tekrarlanabilirlik agisindan Illumina platformlarinin  6ne ¢ikan
avantajlarindan biri olarak degerlendirilmektedir (Metzker, 2010;

Goodwin et al., 2016).
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Bridge amplification mekanizmasinin bir diger 6nemli boyutu,
cogaltma siirecinin mekansal kontrol altinda tutulmasidir. Her bir DNA
kiimesinin akig hiicresi tizerinde belirli bir konuma karsilik gelmesi,
dizileme sirasinda elde edilen sinyallerin karigmasini engelleyerek baz
cagrim dogrulugunu artirir. Ancak bu mekénsal diizenin
saglanabilmesi, kiitliphane yogunlugunun ve baglanma kosullarinin
dikkatle optimize edilmesini gerektirir. Asir1 yogunluk durumlarinda
kiimeler aras1 6rtiisme meydana gelebilirken, diisiik yogunlukta ise veri

ciktisinda verim kayb1 gézlenebilmektedir (Quail et al., 2012).

[llumina platformlarinda bridge amplification ile elde edilen bu
cogaltma mimarisi, dizileme-by-synthesis yaklagimiyla dogrudan
iligkilidir. Cogaltilmis DNA kiimeleri iizerinde ylriitiilen ardisik
niikleotid ekleme dongiileri, her baz eklenmesini floresan sinyaller
aracilifiyla izlenebilir hale getirir. Bu entegrasyon, ¢ogaltma ve okuma
siireclerinin  birbirini tamamlayan bir biitiin olarak islemesini
saglayarak dizileme verisinin tutarlilimmi ve analiz edilebilirligini

artirmaktadir (Bentley et al., 2008; Metzker, 2010).

[llumina platformlarinda kullanilan bridge amplification
mekanizmasi, dizileme siirecinin mekansal olarak diizenli ve izlenebilir
bicimde yliriitiilmesini miimkiin kilmaktadir. Bu ¢ogaltma mimarisi,
sinyal yogunlugunu artirirken ayni zamanda baz ¢agrim dogrulugunu
destekleyerek, dizileme verisinin tutarliligimi belirleyen temel

bilesenlerden biri olarak one ¢ikmaktadir.
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6.2.3. Oxford Nanopore Teknolojisi ve Tek Molekiil Dizileme
Oxford Nanopore teknolojisi, yeni nesil dizileme yaklagimlar1
arasinda tek molekiil diizeyinde dogrudan 6l¢iim yapilmasina olanak
tantyan 6zglin bir ¢aligma mantig1 sunmaktadir. Bu teknoloji, dizileme
stirecini ¢ogaltma basamaklarindan bagimsiz hale getirerek, niikleik
asit molekiillerinin dogal yapilariyla analiz edilebilmesini hedefler.
Boylece dizileme, kimyasal cogaltma dongiilerine dayali sinyal iiretimi
yerine, fiziksel etkilesimlerin dogrudan Gl¢limiine dayanan farkli bir

analitik cerceveye tasinmaktadir (Branton et al., 2008; Jain et al., 2016).

Nanopore tabanli dizileme sistemlerinde temel prensip,
nanometre Olcegindeki gozeneklerden gecirilen tekil niikleik asit
molekiillerinin olusturdugu iyon akimi degisimlerinin izlenmesine
dayanir. DNA ya da RNA molekiilii gozenekten gecerken, baz dizisine
bagl olarak akimda meydana gelen anlik degisimler kaydedilir ve bu
sinyaller  hesaplamali algoritmalar araciligiyla baz dizisine
dontstiiriiliir. Bu siirecte her bir molekiiliin ayr1 ayr1 analiz edilmesi, tek
molekiil dizilemenin ayirt edici 6zelligini olusturmaktadir (Branton et

al., 2008; Jain et al., 2016).

Oxford Nanopore teknolojisinin 6ne ¢ikan yonlerinden biri,
okuma wuzunluklar1 agisindan sundugu esnekliktir. Molekiiler
fragmanlarin uzunluguna bagh kalmaksizin dizileme yapilabilmesi,
uzun genomik bolgelerin kesintisiz bicimde analiz edilmesine olanak
tanir. Bu 6zellik, yapisal varyantlarin belirlenmesi, tekrar bolgelerinin
¢oziilmesi ve kompleks genomik diizenlemelerin anlagilmasi agisindan

onemli bir avantaj saglamaktadir (Jain et al., 2018). Boylece Nanopore
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dizileme, kisa okuma uzunluklariyla sinirl yaklagimlarin 6tesine gegen

bir analiz perspektifi sunmaktadir.

Tek molekiil dizileme yaklasimi, veri liretim siirecinde belirli
zorluklar1 da beraberinde getirmektedir. Nanopore sistemlerinde
Olgiilen sinyallerin giiriiltii diizeyi ve platforma 6zgii hata profilleri, elde
edilen verinin yorumlanmasinda dikkatli kalite kontrol ve hesaplamali
diizeltme adimlarin1 gerekli kilmaktadir. Bu nedenle Nanopore
dizileme, deneysel asamalarin 6tesinde, giiclii biyoinformatik analiz
stratejileriyle  desteklenmesi  gereken  bir  teknoloji  olarak
degerlendirilmektedir (Loman et al., 2015; Jain et al., 2018). Ancak bu
zorluklar, teknolojinin sundugu esneklik ve uzun okuma avantajlar1 géz
oniinde bulunduruldugunda, baglama bagli olarak kabul edilebilir

smirliliklar olarak ele alinmaktadur.

Oxford Nanopore teknolojisinin bir diger dnemli yonii, dizileme
stirecinin ger¢ek zamanli olarak izlenebilmesidir. Veri iiretiminin es
zamanl gerceklesmesi, analizlerin anlik olarak ydnlendirilmesine ve
deneysel siirecin dinamik bi¢cimde kontrol edilmesine imkan tanir. Bu
ozellik, ozellikle saha ¢alismalari, hizli tan1 gerektiren uygulamalar ve
zaman kisitli analizler agisindan Nanopore dizilemeyi farklilastiran bir

unsur olarak 6ne ¢ikmaktadir (Quick et al., 2016).

Oxford Nanopore teknolojisinin sundugu tek molekiil dizileme
yaklasimi, dizileme siirecini ¢gogaltma basamaklarindan bagimsiz hale
getirerek farkli bir analitik perspektif sunmaktadir. Bu yaklasim, uzun

okuma uzunluklar1 ve gercek zamanli veri iiretimi gibi 6zellikleriyle,
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belirli genomik yapilarin ¢dziimiinde tamamlayict bir rol

istlenmektedir (Jain et al., 2018; Koboldt, 2020).

6.2.4. Platformlar Arasi1 Karsilastirmah Degerlendirme

Yeni nesil dizileme platformlarmin karsilastirmali olarak
degerlendirilmesi, teknolojilerin mutlak tstiinliikleri {izerinden degil,
belirli analiz hedeflerine ne 6l¢iide yanit verebildikleri lizerinden anlam
kazanmaktadwr. Farkli dizileme yaklasimlarinin sundugu okuma
uzunluklari,, hata profilleri, veri iiretim hizlar1 ve operasyonel
gereksinimler, her platformun belirli uygulama alanlarinda One
citkmasma neden olmaktadi. Bu nedenle platformlar arasi
karsilagtirma, teknik ozelliklerin swralanmasindan ziyade, kullanim
baglamina dayali bir degerlendirme cercevesi icerisinde ele alinmalidir

(Metzker, 2010; Goodwin et al., 2016).

Kisa okuma uzunluklarina dayali platformlar, yiiksek dogruluk
ve homojen kapsama profilleri sunmalar1 nedeniyle varyant tespiti ve
nicel analizlerde avantaj saglamaktadir. Bu sistemler, Ozellikle tek
niikleotid diizeyindeki degisimlerin giivenilir bicimde saptanmasinda
ve yiiksek O6rnek sayilarinin es zamanli olarak analiz edilmesinde tercih
edilmektedir. Ancak okuma uzunluklarmm smrli olmasi, tekrar
bolgeleri ve karmasik genomik yapilar s6z konusu oldugunda analitik

kisitlar yaratabilmektedir (Goodwin et al., 2016; Koboldt, 2020).

Uzun okuma teknolojileri ise genomik yapmin daha biitiinciil
bicimde ele alinmasina olanak tanimaktadir. Tek molekiil diizeyinde
gerceklestirilen dizileme yaklagimlari, yapisal varyantlarin belirlenmesi

ve uzun tekrar bdlgelerinin ¢oziilmesi gibi alanlarda belirgin avantajlar
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sunmaktadir. Buna karsin bu platformlarda gozlenen daha yiiksek hata
oranlari, elde edilen verinin yorumlanmasinda kapsamli biyoinformatik
diizeltme ve kalite kontrol adimlarin1 gerekli kilmaktadir. Bu durum,
uzun okuma teknolojilerinin analitik giiciinii, hesaplamali altyap: ile

dogrudan iliskilendirmektedir (Jain et al., 2018; Koboldt, 2020).

Platformlar arasi karsilastirmada dikkate alinmasi gereken bir diger
unsur, dizileme siirecinin deneysel ve operasyonel boyutlaridir. Ornek
hazirlama karmasikligi, ¢alisma siiresi, maliyet yapisi ve altyap1
gereksinimleri, teknolojik  tercihler {izerinde belirleyici rol
oynamaktadir. Yiiksek verimlilik sunan sistemler, biiyiik olcekli
projelerde avantaj saglarken, esnek ve tasmabilir platformlar belirli
saha uygulamalarinda 6n plana ¢ikabilmektedir. Bu ¢esitlilik, tek bir
platformun tiim analiz gereksinimlerine evrensel bir ¢6ziim

sunmadigini ortaya koymaktadir (Goodwin et al., 2016).

Karsilastirmali degerlendirmede veri yorumlama siirecleri de
merkezi bir konuma sahiptir. Platforma 6zgii hata profilleri ve sinyal
Ozellikleri, biyoinformatik analiz stratejilerinin platforma gore
uyarlanmasint gerekli kilmaktadir. Bu baglamda dizileme verisinin
giivenilirligi, yalnizca deneysel asamalara degil, veri isleme ve analiz
basamaklarinin  biitiinclil bicimde tasarlanmasina da baghdur.
Dolayisiyla platform se¢imi, biyoinformatik kapasite ve analiz

hedefleri ile ele alinmalidir (Koboldt, 2020).

Yeni  nesil dizileme  platformlarinin  karsilagtirmali
degerlendirilmesi, teknolojilerin mutlak stiinliikleri {izerinden degil,

belirli analiz hedeflerine ne dl¢lide yanit verebildikleri lizerinden anlam
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kazanmaktadir. Kisa ve wuzun okuma yaklasimlarmin birlikte
degerlendirilmesi, genomik analizlerde kapsam ve dogruluk arasinda
dengeli bir strateji olusturulmasina olanak tamimaktadir (Metzker,

2010; Goodwin et al., 2016).

6.3. Biyoinformatik Veri Analizi

Yeni nesil dizileme teknolojileri ile elde edilen biiyiik 6lgekli
genomik verinin biyolojik ve klinik olarak anlamlandirilabilmesi,
deneysel siirecin basarismin  Otesinde, sistematik ve gilivenilir
biyoinformatik analiz yaklasimlarinin uygulanmasini gerektirmektedir.
Ham dizileme verisi, dogrudan yorumlanabilir bir bilgi kaynagi
olmaktan ziyade, ¢ok asamali bir isleme siirecinden gegirilmesi gereken
karmasgik bir veri yapisini temsil etmektedir. Bu nedenle biyoinformatik
analiz, dizileme teknolojilerinin sundugu potansiyelin pratik ¢iktilara
dontistiiriilebilmesinde merkezi bir rol iistlenmektedir (Metzker, 2010;

Koboldt, 2020).

Biyoinformatik veri analizi, dizileme siirecinin tamamlayici bir
unsuru degil, genomik c¢alismanm ayrilmaz bir bileseni olarak ele
alimmalidir. Ham verinin kalite degerlendirmesinden baslayarak
hizalama, varyant ¢agrimi, anotasyon ve sonuglarin biyolojik baglamda
yorumlanmasina uzanan bu siireg, elde edilen verinin giivenilirligini ve
tekrarlanabilirligini dogrudan belirlemektedir. Analiz basamaklar1
arasinda kurulacak tutarli ve izlenebilir bir is akisi, hem teknik hatalarin
azaltilmasim1  hem de sonuglarin farkli ¢alismalar arasinda
karsilagtirilabilir olmasini miimkiin kilmaktadir (Rehm et al., 2015a ;
Koboldt, 2020).
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Yeni nesil dizileme verisinin biyoinformatik analizi, biiytlik veri
hacimleri ve karmasik hata profilleri nedeniyle klasik veri isleme
yaklagimlarindan ayrilmaktadir. Kisa okuma uzunluklari, platforma
0zgli yanliliklar ve O6rnek kaynakli varyasyonlar, analiz siirecinde
dikkatle ele alinmasi1 gereken faktorler arasinda yer almaktadir. Bu
baglamda biyoinformatik analiz, yalnizca algoritmik bir islem zinciri
degil, ayn1 zamanda veri kalitesine ve biyolojik baglama duyarli bir
degerlendirme siireci olarak ele alimmalidir (Goodwin et al., 2016;

Koboldt, 2020).

Biyoinformatik is akislarmin giivenilirligi, kullanilan yazilim
araglarmin yami swra, bu araclarin hangi parametrelerle ve hangi
varsayimlar altinda ¢alistirildigi ile de yakindan iligkilidir. Farkli analiz
stratejileri, ayn1 dizileme verisi {izerinde farkli sonuglara yol
acabilmekte; bu durum, biyoinformatik analizlerde standardizasyon ve
seffafligin  6nemini ortaya koymaktadir. Analiz siirecinin her
asamasinda yapilan tercihler, nihai sonuglarin biyolojik ve klinik

yorumlanabilirligini dogrudan etkilemektedir (Rehm et al., 2015a).

Klinik genomik uygulamalarda biyoinformatik analiz, yalnizca
varyantlarin teknik olarak tanimmlanmasmi degil, aynt zamanda bu
varyantlarm klinik anlamlarinin dogru bicimde degerlendirilmesini de
kapsayan ¢ok katmanli bir siirectir. Yanlis pozitif ya da yanlhs negatif
sonuglarin klinik kararlar tizerindeki potansiyel etkileri géz Oniinde
bulunduruldugunda, biyoinformatik analizlerin titizlikle tasarlanmasi
ve dogrulanmasi biiylik 6nem tagimaktadir. Bu nedenle klinik baglamda

kullanilan biyoinformatik is akiglari, arastirma amagl analizlerden daha
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kat1 kalite kontrol ve dogrulama kriterleri ile desteklenmektedir

(Richards et al., 2015; Rehm et al., 2015a).

Bu bolimde biyoinformatik veri analizinin temel asamalari,
dizileme verisinin ham formdan biyolojik ve klinik olarak anlamli
bilgiye doniistiiriilme siireci g6z oniinde bulundurularak ele alinacaktir.
Boylece biyoinformatik analiz, teknik bir zorunluluk olmanin 6tesinde,
genomik verinin giivenilir ve etkili bicimde yorumlanmasini saglayan

stratejik bir bilesen olarak degerlendirilecektir (Koboldt, 2020).

6.3.1. Ham Veri Isleme ve Kalite Kontrol

Yeni nesil dizileme platformlarindan elde edilen ham dizileme
verileri, genellikle FASTQ formatinda sunulmakta ve baz cagrimi ile
kalite skorlarin1 igcermektedir. Bu veriler, dogrudan biyolojik
yorumlamaya uygun olmamakla birlikte, izleyen analiz basamaklarmin
giivenilirligini belirleyen temel girdiyi olusturmaktadir. Bu nedenle
ham veri igleme asamasi, biyoinformatik analiz is akislarinin en kritik
basamaklarindan biri olarak degerlendirilmektedir (Cock et al., 2010;

Koboldt, 2020).

Ham dizileme verilerinin kalite degerlendirmesi, dizileme
stirecinde olusabilecek teknik hatalarin ve platforma 6zgii yanlhiliklarin
erken asamada tespit edilmesini amaglamaktadir. Baz kalite skorlarmin
dagilimi, okuma uzunluklar1 boyunca kalite degisimleri ve adaptor
kontaminasyonu gibi parametreler, veri kalitesinin biitiinciil bigimde
degerlendirilmesine olanak tanir. Bu degerlendirmeler, ilerleyen analiz

basamaklarinda yanlis hizalama ve hatali varyant ¢agrim risklerinin
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azaltilmas1 agisindan biiyiik 6nem tagimaktadir (Andrews, 2010; Bolger

et al., 2014).

Kalite kontrol siirecinde elde edilen bulgular dogrultusunda,
diistik kaliteli bazlarin ve adaptor dizilerinin temizlenmesi yaygin
olarak uygulanan bir adimdir. Bu tiir 6n islemler, dizileme verisinin
giirliltii diizeyini azaltarak hizalama dogrulugunu artirir ve analiz
sonuclarinin daha giivenilir hale gelmesine katki saglar. Ancak asir1
filtreleme uygulanmasi, veri kaybma ve kapsama derinliginde
istenmeyen diisiislere yol acabileceginden, kalite esiklerinin dikkatle

belirlenmesi gerekmektedir (Bolger et al., 2014; Koboldt, 2020).

Ham veri isleme siirecinde dikkate alinmas1 gereken bir diger
onemli unsur, ornekler arasi tutarliligin korunmasidir. Farkli 6rnekler
arasinda kalite parametrelerinde gézlenen belirgin farkliliklar, deneysel
asamalarda olusabilecek sorunlara isaret edebilmektedir. Bu nedenle
kalite kontrol sonuc¢larmin Ornekler arasi karsilastirmali bi¢imde
degerlendirilmesi, sistematik hatalarim aywrt edilmesine yardimci

olmaktadir (Head et al., 2014).

Ham veri isleme ve kalite kontrol adimlari, biyoinformatik
analiz siirecinin ilerleyen asamalarinda karsilagilabilecek hatalarin
onlenmesi agisindan belirleyici bir rol iistlenmektedir. Okuma kalitesi,
adaptdr kontaminasyonu ve oOrnekler arasi tutarlilifin bu asamada
degerlendirilmesi, hizalama ve varyant analizi gibi basamaklarin
giivenilirligini dogrudan etkilemektedir. Bu nedenle kalite kontrol

stireci, analiz i akisinin teknik bir baslangicindan ¢ok, biitiin siirecin
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saglamligin1 belirleyen temel bir degerlendirme noktasi olarak ele

alimmalidir (Koboldt, 2020).

6.3.2. Dizi Hizalama (Alignment) ve Referans Genom Kullanim

Dizi hizalama asamasi, ham dizileme verilerinin biyolojik
olarak anlamlandirilabilmesi i¢in referans genom ile iliskilendirilmesini
amagclayan temel bir biyoinformatik adimdir. Kisa okuma uzunluklarina
sahip dizileme verilerinin dogrudan yorumlanmasi miimkiin
olmadigindan, bu okumalarin uygun bir referans genom iizerinde
konumlandirilmas1 gerekmektedir. Bu siire¢, dizileme verisinin
genomik baglam igerisine yerlestirilmesini saglayarak izleyen analiz
basamaklarmin temelini olusturmaktadir (Li & Durbin, 2009; Koboldt,
2020).

Hizalama algoritmalari, dizileme okumalari ile referans genom
arasindaki benzerlikleri tespit etmeye yoOnelik olarak tasarlanmis
hesaplamal1 yaklagimlara dayanmaktadir. Bu algoritmalar, okuma
uzunlugu, hata profilleri ve genomik tekrar bolgeleri gibi faktorleri
dikkate alarak en olas1 hizalama konumlarmi belirlemeyi amaglar. Bu
baglamda hizalama siireci, yalnizca teknik bir eslestirme islemi degil,
dizileme verisinin biyolojik dogrulugunu etkileyen kritik bir
degerlendirme asamasi olarak ele alinmalidir (Li & Durbin, 2009;

Langmead & Salzberg, 2012).

Referans genom se¢imi, hizalama dogrulugu iizerinde
belirleyici bir etkiye sahiptir. Kullanilan referansin kalite diizeyi,
giincelligi ve analiz edilen 6rnekle olan uyumu, hizalama sonuglarmin

giivenilirligini dogrudan etkilemektedir. Referans genom ile Ornek
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arasindaki yapisal farklhiliklar ya da eksik bolgeler, yanlis hizalamalara
ve izleyen analizlerde hatali varyant ¢cagrimlaria yol agabilmektedir.
Bu nedenle referans genom se¢imi, biyoinformatik analiz siirecinde
stratejik bir karar noktasi olarak degerlendirilmelidir (Church et al.,

2011; Koboldt, 2020).

Dizi hizalama siirecinde karsilagilan bir diger 6nemli zorluk,
genomik tekrar bolgeleri ve diislik kompleksiteli dizilerdir. Bu bolgeler,
birden fazla potansiyel hizalama konumu olusturabilmekte ve okuma
yerlestirmesinde  belirsizliklere yol agabilmektedir. Hizalama
algoritmalari, bu tiir durumlarda kalite skorlar1 ve istatistiksel esikler
kullanarak en olas1 konumlar1 belirlemeye caligsa da, belirli genomik
baglamlarda bu belirsizliklerin tamamen ortadan kaldirilmasi miimkiin

olmayabilmektedir (Langmead & Salzberg, 2012).

Dizi hizalama siireci, dizileme verisinin genomik baglam
icerisine dogru bicimde yerlestirilebilmesi agisindan merkezi bir Gneme
sahiptir. Kullanilan algoritmalarin 6zellikleri ve referans genomun
uygunlugu, izleyen varyant c¢agrimi ve anotasyon asamalarinin
dogrulugunu dogrudan belirlemektedir. Bu baglamda hizalama,
yalnizca hesaplamali bir eslestirme islemi degil, genomik verinin
biyolojik anlamini sekillendiren kritik bir analiz basamagi olarak

degerlendirilmektedir (Koboldt, 2020).

6.3.3. Varyant Analizi ve VCF Formati
Varyant analizi, dizi hizalama asamasinin ardindan genomik
veride referans genomdan sapmalarin  sistematik  bigimde

tanimlanmasini amaglayan temel bir biyoinformatik siirectir. Bu analiz,
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tek niikleotid degisimleri, kiiciik ekleme ve silinmeler ile daha karmagsik
varyasyonlarin tespit edilmesini kapsayarak, dizileme verisinin
biyolojik ve klinik olarak anlamlandirilmasinda merkezi bir rol
istlenmektedir. Bu nedenle varyant analizi, ham dizileme verisinin
islenmesinden elde edilen ¢iktilar arasinda en kritik degerlendirme
basamaklarindan biri olarak kabul edilmektedir (Koboldt, 2020;
Nielsen et al., 2011).

Varyant cagrimi stirecinde kullanilan algoritmalar, hizalanmig
okuma verileri tlizerinde gozlenen baz farkliliklarimi istatistiksel
modeller araciligiyla degerlendirerek ger¢ek varyantlar1 teknik
hatalardan ayirt etmeyi amaclamaktadir. Okuma derinligi, baz kalite
skorlar1 ve hizalama giivenilirligi gibi parametreler, varyant ¢agriminin
dogrulugunu belirleyen temel Olciitler arasinda yer almaktadir. Bu
baglamda varyant analizi, yalnizca bir tespit stireci degil, veri kalitesine
duyarli bir karar mekanizmasi olarak ele alinmalidir (DePristo et al.,

2011; Koboldt, 2020).

Varyant analizinin ¢iktilari, genellikle Variant Call Format
(VCF) dosyalar1 igerisinde yapilandirilmis bicimde sunulmaktadir.
VCF formati, tanimlanan varyantlarin genomik konumlari, referans ve
alternatif aleller, kalite metrikleri ve 6rnek bazli genotip bilgilerini
standart bir cercevede bir araya getirmektedir. Bu yapilandirilmis
format, varyant verilerinin farkli analiz araclar1 arasinda
tagmabilirligini  ve yeniden islenebilirligini miimkiin kilarak
biyoinformatik is akislarinda yaygin bicimde kullanilmaktadir
(Danecek et al., 2011).
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VCF dosyalari, yalnizca varyant bilgisini degil, ayn1 zamanda
bu bilginin giivenilirligine iliskin ¢ok sayida ek parametreyi de
icermektedir. Filtreleme bayraklari, kalite skorlar1 ve agiklayici alanlar,
varyantlarin analitik baglamda degerlendirilmesine olanak tanir. Bu
ozellikler, biyoinformatik analizlerde dislik gilivenilirlie sahip
varyantlarm elenmesini ve izleyen anotasyon asamalarina daha saglam
bir veri setinin aktarimasmi miimkiin kilmaktadir (Danecek et al.,

2011; Koboldt, 2020).

Varyant analizi siirecinde karsilasilan zorluklar arasinda,
platforma 6zgili hata profilleri, diisikk kapsama derinligi ve heterojen
ornek yapilar1 yer almaktadir. Bu faktorler, yanlis pozitif ya da yanlis
negatif varyant ¢agrimi riskini artirabilmekte ve analiz sonuglarmin
yorumlanmasini gli¢lestirebilmektedir. Bu nedenle varyant analizi,
standartlastirilmis is akislar1 ve dikkatle belirlenmis filtreleme kriterleri
ile desteklenmesi gereken ¢ok katmanl bir siire¢ olarak ele alinmalidir

(Nielsen et al., 2011; Koboldt, 2020).

Varyant analizi, dizileme verisinde tanimlanan genomik
sapmalarin  sistematik bicimde degerlendirilmesini saglayarak,
biyolojik ve klinik yorumlamanim temelini olusturmaktadir. Bu siirecin
ciktis1 olan VCF dosyalari, varyant bilgilerini kalite metrikleriyle
birlikte yapilandirilmis bir formatta sunarak izleyen analiz asamalarina
giivenilir bir veri tabani saglar. Bu yoOniiyle varyant analizi, ham
dizileme verisi ile klinik ve biyolojik ¢ikarimlar arasinda islevsel bir ara

katman olusturmaktadir (DePristo et al., 2011; Danecek et al., 2011).
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6.3.4. Varyant Anotasyonu ve Genom Veri Tabanlan

Varyant anotasyonu, varyant ¢agrimi asamasinda tanimlanan
genomik degisimlerin  biyolojik  ve klinik  baglamda
anlamlandirilmasini amaglayan kritik bir biyoinformatik siirectir. Bu
asama, ham varyant listesinin Otesine gecilerek, her bir varyantin gen
fonksiyonu, protein yapist ve olast fenotipik etkileri acisindan
degerlendirilmesini miimkiin kilmaktadwr. Bu nedenle varyant
anotasyonu, genomik verinin yorumlanabilir bilgiye
dontistiiriilmesinde merkezi bir rol iistlenmektedir (McLaren et al.,

2016; Koboldt, 2020).

Varyant anotasyonu siirecinde genom veri tabanlari, tanimlanan
varyantlara iliskin mevcut biyolojik bilgilerin sistematik bigcimde
eslestirilmesini saglamaktadir. Genomik koordinatlar, gen modelleri ve
fonksiyonel bolgeler gibi temel bilgiler, anotasyon araglar1 araciligiyla
referans veri tabanlarindan elde edilmektedir. Bu entegrasyon,
varyantlarm genom iizerindeki konumlarmma bagli olarak olas1
fonksiyonel sonuglarmin degerlendirilmesine olanak tanimaktadir

(Aken et al., 2016; McLaren et al., 2016).

Genom veri tabanlar1 yalnizca yapisal bilgileri degil, ayni
zamanda varyantlari popiilasyon sikliklar1 ve bilinen hastalik iligkileri
gibi klinik agidan kritik verileri de icermektedir. Popiilasyon temelli
veri tabanlari, nadir ve yaygin varyantlarin ayrt edilmesini miimkiin
kilarak yanlis pozitif klinik yorumlarm Onlenmesine katki

saglamaktadir. Bu tiir bilgiler, 6zellikle klinik genomik analizlerde
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varyantlarin 6nceliklendirilmesi agisindan onemli bir referans noktasi

olusturmaktadir (Karczewski et al., 2020; Landrum et al., 2018).

Varyant anotasyonu siirecinde karsilasilan temel zorluklardan
biri, farkli veri tabanlar1 arasinda yer alan bilgi tutarsizliklar1 ve
giincellik farkliliklaridir. Ayni varyant i¢in farkli kaynaklarda bildirilen
etkiler, yorumlama siirecinde belirsizliklere yol acabilmektedir. Bu
nedenle anotasyon siireci, tek bir veri tabanina dayali olarak degil,
coklu kaynaklardan elde edilen bilgilerin biitiinciil bigcimde
degerlendirilmesi yoluyla yiiriitiilmelidir (Richards et al., 2015;
Koboldt, 2020).

Anotasyon araglar1 ve genom veri tabanlarinin etkin kullanima,
varyantlarm klinik ve biyolojik Oneminin dogru bicimde
yorumlanabilmesi agisindan kritik Oneme sahiptir. Kullanilan
yazilimlarm siiriimleri, referans veri tabanlarmin giincelligi ve analiz
parametreleri, anotasyon ¢iktilarinin giivenilirligini dogrudan etkileyen
faktorler arasinda yer almaktadir. Bu baglamda varyant anotasyonu,
teknik bir eslestirme isleminin 6tesinde, dikkatli metodolojik tercihler
gerektiren ¢cok katmanli bir degerlendirme siireci olarak ele alinmalidir

(McLaren et al., 2016; Richards et al., 2015).

Varyant anotasyonu siireci, tanimlanan genomik degisimlerin
fonksiyonel ve klinik baglam icerisinde degerlendirilmesini miimkiin
kilmaktadir. Genom veri tabanlariyla kurulan bu iliski, varyantlarin
yalnizca genom Tlzerindeki konumlariyla degil, olasi biyolojik
etkileriyle birlikte ele alinmasina olanak tanir. Bu nedenle anotasyon

asamasi, varyant c¢agrimmin Otesine gecerek genomik bilginin
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anlamlandirilmasinda  belirleyici  bir analiz  katmani  olarak

degerlendirilmektedir (McLaren et al., 2016; Koboldt, 2020).

6.3.5. Klinik ve Arastirma Amach Yorumlama Stratejileri

Genomik varyantlarin yorumlanmasi, biyoinformatik analiz
stirecinin teknik basamaklariin 6tesine gegerek, elde edilen bulgularin
klinik ve arastirma baglaminda nasil degerlendirilecegini belirleyen ¢ok
katmanl1 bir siirectir. Klinik ve arastirma amagli yorumlama stratejileri,
benzer analiz adimlarin1 paylagsmakla birlikte, hedeflenen ¢iktilar ve
karar mekanizmalar1 agisindan farkli onceliklere sahiptir. Bu nedenle
varyant yorumlama siireci, analiz amacina gore sekillenen esnek ve
baglama duyarh yaklagimlar gerektirmektedir (Richards et al., 2015;
Rehm et al., 2015a).

Klinik amacli yorumlama stratejileri, varyantlarin hastalikla
iligkili olma olasiliginin sistematik bi¢cimde degerlendirilmesini ve
klinik karar stlireglerine rehberlik edecek giivenilir sonuglarin
iiretilmesini hedeflemektedir. Bu baglamda varyantlarin patojenite
smiflandirmasi, klinik genomik uygulamalarin temel bilesenlerinden
biri olarak 6ne ¢ikmaktadir. Klinik yorumlama siirecinde kullanilan
kriterler, literatiir kanitlari, popiilasyon sikliklar1 ve fonksiyonel etki
ongoriileri gibi ¢ok sayida veri kaynagmin biitiinciil bigimde
degerlendirilmesini  gerektirmektedir (Richards et al, 2015;
Karczewski et al., 2020).

Arastirma amagli yorumlama stratejileri ise daha kesif odakli bir
yaklasimi benimsemekte ve genellikle yeni gen—fenotip iliskilerinin

ortaya konmasini hedeflemektedir. Bu baglamda nadir ya da daha dnce
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tanimlanmamig varyantlar, biyolojik anlam ve fonksiyonel etki
acisindan daha genis bir gercevede ele alinabilmektedir. Arastirma
ortamlarinda yorumlama siireci, hipotez Tliretimine ve deneysel
dogrulama caligmalarina zemin hazirlayan esnek bir degerlendirme

alan1 sunmaktadir (MacArthur et al., 2014; Rehm et al., 2015a).

Klinik ve arastirma amagli yorumlama stratejileri arasindaki
temel farklardan biri, belirsizlige yaklasim bi¢imidir. Klinik
uygulamalarda belirsizlik, hasta giivenligi ve klinik kararlar tizerindeki
potansiyel etkiler nedeniyle dikkatle smirlandirilirken, arastirma
ortamlarinda belirsizlik ¢cogu zaman yeni bilgi liretiminin dogal bir
parcast olarak kabul edilmektedir. Bu durum, varyantlarin
smiflandirilmasi ve raporlanmasinda kullanilan esiklerin ve kriterlerin

baglama gore uyarlanmasini gerekli kilmaktadir (Richards et al., 2015).

Varyant yorumlama siirecinde c¢ok disiplinli yaklagimlar da
giderek daha fazla 6nem kazanmaktadr. Klinik genetik, molekiiler
biyoloji, biyoinformatik ve ilgili uzmanlhk alanlarmin birlikte
degerlendirme yapmasi, yorumlama siirecinin glvenilirligini ve
kapsamii artirmaktadir. Bu tiir is birlikleri, 6zellikle karmasik ya da
nadir varyantlarin degerlendirilmesinde daha dengeli ve biitiinciil

kararlarin alinmasina katki saglamaktadir (Rehm et al., 2015a).

Klinik genomik uygulamalarda biyoinformatik analiz,
varyantlarin teknik olarak tanimlanmasmin o6tesinde, klinik baglam
icerisinde dogru bi¢gimde yorumlanmasmi gerektirmektedir. Yanlis
pozitif ve yanlis negatif sonuglarin klinik kararlar tizerindeki olasi

etkileri g6z Onilinde bulunduruldugunda, analiz is akislarinin
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standardizasyonu ve dogrulanabilirligi kritik bir 6nem kazanmaktadir.
Bu durum, biyoinformatik analizlerin klinik uygulamalarda neden daha
kat1 kalite kriterleriyle ele alindigin1 agiklamaktadir (Richards et al.,
2015; Rehm et al., 2015a).

SONUC

Bu boliimde ele alinan dizileme teknolojileri ve biyoinformatik
analiz yaklagimlari, genomik bilginin iiretilmesi ve yorumlanmasinin
tekil yontemlerle degil, birbirine bagli ve tamamlayici siireclerle
miimkiin oldugunu agik bicimde ortaya koymaktadir. Sanger dizileme,
baz diizeyinde sundugu yiiksek dogruluk ve gorsel olarak denetlenebilir
cikt1 yapisiyla genomik analizlerin metodolojik temelini temsil
ederken; yeni nesil dizileme teknolojileri, paralel veri {iretimi ve genis
kapsama alani sayesinde genomik arastirmalarin 6lgegini ve kapsamini
belirgin bigimde genisletmistir. Bu iki yaklasim, farkli teknik
Ozelliklere sahip olmalarina karsin, genomik analizlerde dogruluk ve
kapsam gereksinimlerinin nasil dengelendigini gdsteren tamamlayici

Ornekler sunmaktadir.

Yeni nesil dizileme teknolojilerinin sagladigi yiiksek veri tiretim
kapasitesi, genomik sorularin daha karmasik ve ¢ok katmanli bigimde
ele alabilmesini miimkiin kilmistir. Bununla birlikte, biiyiik 6l¢ekli
dizileme verisinin tek basma biyolojik ya da klinik anlam tasimasi
miimkiin degildir. Bu noktada biyoinformatik veri analizi, ham dizileme
ciktilarmimn kalite kontrol, hizalama, varyant ¢agrimi, anotasyon ve
yorumlama basamaklar1 araciligiyla gilivenilir bilgiye doniistiiriilmesini

saglayan merkezi bir rol {lstlenmektedir. Biyoinformatik analiz,
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dizileme siirecinin tamamlayic1 bir unsuru olmaktan ziyade, genomik
calismanin analitik omurgasini olusturan vazgecilmez bir bilesen olarak

konumlanmaktadir.

Sanger dizileme, yeni nesil dizileme ve biyoinformatik analiz
stiregleri birlikte degerlendirildiginde, genomik analizlerde mutlak bir
teknoloji {istilinliiglinden s6z etmek yerine, yontemlerin kullanim
baglamina gore anlam kazandigi goriilmektedir. Yiiksek dogruluk
gerektiren hedefli analizlerde ve dogrulama siireclerinde Sanger
dizileme One ¢ikarken; genis Olgekli taramalar ve karmasik genomik
desenlerin incelenmesinde yeni nesil dizileme platformlar1 belirleyici
bir avantaj sunmaktadir. Bu teknolojilerin iirettigi verinin giivenilir
bicimde yorumlanabilmesi ise, standardize edilmis ve seffaf

biyoinformatik ig akiglarinin uygulanmasina baghdir.

Bu baglamda genomik dizileme, yalnizca deneysel bir teknoloji
secimi olarak degil, deneysel tasarim, platform tercihi ve analitik
stratejilerin  birlikte ele alindig1 biitlinciil bir yaklasim olarak
degerlendirilmelidir. Dizileme teknolojilerinin  sundugu teknik
kapasitenin etkin bigimde kullanilabilmesi, veri iiretimi ile veri analizi
arasindaki iliskinin dogru kurulmasina ve sonuglarm biyolojik ile klinik
baglamda temkinli bicimde yorumlanmasina baghdir. Bu biitiinciil
perspektif, genomik  c¢aligmalarin  giivenilirligini  artwrmakla
kalmamakta; ayn1 zamanda elde edilen bulgularmn bilimsel ve klinik

degere doniistiiriilmesini de miimkiin kilmaktadir.
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Mikrobiyolojide proteomik analizler, genomik verilerin étesine

gecerek hiicrenin anlik fizyolojik durumunu, ¢evresel stres faktorlerine

verdigi yanitlar1 ve patogenez siireclerini anlamamizi saglayan en

dinamik araglardir (Vogel & Marcotte, 2012). Genomik bilgi, bir

mikroorganizmanin biyolojik potansiyelini belirlerken; proteomik, bu

potansiyelin fonksiyonel olarak nasil hayata geg¢irildigini ve fenotipik
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yansimasini gosterir (Aslam et al., 2017). Bakteriyel bir hucrede ifade
edilen proteinlerin toplami (proteom), sadece gen dizilimiyle degil, ayn1
zamanda transkripsiyonel diizenlemeler, translasyonel verimlilik ve
karmasik post-translasyonel modifikasyonlar (PTM) gibi ¢ok katmanli
stireglerle sekillenir (Vogel & Marcotte, 2012).

Son yillarda kiitle spektrometrisi ve yiksek ¢ozundrlikli
immiinoblotlama tekniklerindeki teknolojik sicramalar, mikrobiyal
proteinlerin sadece tanimlanmasini degil, ayn1 zamanda protein-protein
etkilesim aglarmin (interaktom) haritalanmasin1 da miimkiin kilmistir
(Sauer & Kliem, 2010a). Bu durum, Ozellikle antibiyotik direng
mekanizmalarmm desifre edilmesi, yeni nesil as1 adaylarmin
belirlenmesi ve patojen-konak etkilesimlerinin molekiiler diizeyde
aydinlatilmasi noktasinda merkezi bir 6neme sahiptir (Singhal et al.,
2015a). Bu bolimde, ham mikrobiyal lizatlardan protein eldesinden
baslayarak, bu proteinlerin kantitatif ve kalitatif analiz yontemleri ile
modern klinik tanidaki rollerini kapsayan kapsamli bir metodolojik

perspektif sunulmaktadir.

7.1. Protein Ekstraksiyonu ve Solubilizasyon

Mikrobiyal protein analizinin basarisi, hedeflenen proteinin
biyolojik aktivitesini ve yapisal biitiinliigiinii koruyarak hiicre disma
cikarilmasma baglidir. Bu asamada temel zorluk, mikroorganizmalarin

yapisal ¢esitliligi ve 6zellikle hiicre duvari direncidir.

299



7.1.1. Mikrobiyal Spesifikasyon ve Hiicre Parcalama Stratejileri

uyar"

Protein izolasyonunda "tek bir yontem her mikroorganizmaya

yaklagimi, mikrobiyal cesitlilik nedeniyle gegersizdir.

Ekstraksiyonun verimliligi, hedeflenen mikroorganizmanin hiicre

duvar1 yapisma uygun pargalama yOonteminin se¢ilmesine dogrudan

baghdir (Hankins et al., 2013).

Bakteriyel Hiicre Duvan Farkhliklar: Escherichia coli gibi
Gram-negatif bakterilerde, ince bir peptidoglikan tabakas1 ve bir
dis membran bulunur; bu yap1 standart ozmotik sok veya hafif
deterjan uygulamalariyla (6rn. Triton X-100) kolayca asilabilir
(Linke, 2009). Ancak Gram-pozitif bakterilerde (6rn.
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis), hiicreyi ¢evreleyen ve
yiiksek derecede ¢apraz bagli olan kalin peptidoglikan tabakasi,
proteinlerin salimimi 6niinde ciddi bir fiziksel engel teskil eder

(Vollmer et al., 2008).

Mekanik Parcalama Yontemleri: Hiicrelerin par¢alanmasinda
mekanik ve kimyasal yaklagimlar genellikle kombine edilerek
kullanilir.  Sonikasyon, yiiksek frekansh ses dalgalarinin
olusturdugu kavitasyon enerjisiyle hiicreleri parcalamada
yaygin bir yontemdir; ancak bu islem sirasinda aciga ¢ikan
yiiksek termal enerji protein denatiirasyonuna yol agabilecegi
icin numunenin mutlaka buz banyosunda tutulmasi ve islemin

kisa periyotlarla (pulse) yapilmasi zorunludur (Kédmpfer, 1995).

Bead Beating (Bilyah Par¢alama): Ozellikle hiicre duvari

direngli olan Gram-pozitif bakteriler, mayalar ve sporlu formlar
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icin Bead Beating yontemi tercih edilir. Bu yontemde cam,
seramik veya zirkonyum boncuklar araciligiyla olusturulan
yiiksek hizli ¢arpigma enerjisi, en direngli hiicre duvarlarmi bile

yiiksek verimle parcalayabilmektedir (Vandeventer et al., 2011).

e Enzimatik Parcalama Yontemleri: Mekanik yontemlerin
verimini artirmak ve proteinlerin yapisal biitlinliigiinii korumak
amaciyla, mikrobiyal hiicre duvarina spesifik enzimler siklikla
sirece  dahil edilir. Lizozim (Muramidaz) enzimi
peptidoglikan tabakasindaki N-asetilmuramik asit (NAM) ve N-
asetilglukozamin (NAG) birimleri arasindaki [B-1,4-glikozid
baglarin1 hidrolize eder (Salton & Kim, 1996). Lizostafin enzimi
ise basta Staphylococcus tiirleri olmak iizere, peptidoglikan
capraz baglarinda bulunan pentaglisin (Gly5) kopriilerini
spesifik olarak hidrolize eden bir endopeptidazdir (Schindler &
Schuhardt, 1964). Lizozime direngli olan stafilokok hiicre
duvarlarinin  par¢alanmasinda  kullanilir ve  proteomik
calismalarda hiicre i¢i proteinlerin yiiksek verimle geri
kazanilmasmi saglar (Bastos et al., 2010). Mutanolizin ise
Lizozime direncli olan Streptococcus ve Lactococcus gibi
tiirlerin  hiicre duvarim1 par¢alamada kullanilan bir N-

asetilmuramidazdir (Yokogawa et al., 1974).

7.1.2. Proteaz Inhibitorleri ve Stabilizasyon
Hiicre pargalandig1 anda, sitoplazmadan serbest kalan endojen

proteazlar hedef proteinleri hizla degrade etmeye baslar. Bu bozulmay1
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engellemek igin ekstraksiyon tamponuna mutlaka proteaz inhibitor
kokteylleri (PMSF, EDTA, Leupeptin, Aprotinin) eklenmelidir.

Parcalama sonrasi, 6zellikle hidrofobik yapida olan porinler ve
dis membran proteinlerinin (OMP) ¢oziiniir hale getirilmesi
(solubilizasyon) gerekir. Geleneksel deterjanlar (SDS) proteinleri
denatiire ederken, CHAPS (zwitteriyonik) ve ASB-14 (amfofilik) gibi
0zel deterjanlar, protein-protein ve protein-lipid etkilesimlerini bozarak
membran proteinlerini miseller i¢inde stabilize eder. Bu bilesikler,
Ozellikle iki boyutlu (2D) elektroforez ve kutle spektrometrisi
oncesinde proteinlerin ¢okelmesini 6nlemek icin vazgegilmezdir
(Rabilloud & Lelong, 2011).

7.2. SDS-PAGE ve Western Blotting

Proteinlerin molekiiler agirliklarmma gore ayrilmasi ve spesifik
proteinlerin imminolojik olarak tespiti, mikrobiyal patogenez
calismalarinda (6rnegin toksin tespiti veya yiizey proteinlerinin analizi)

merkezi bir rol oynar.

7.2.1. SDS-PAGE ve Proteinlerin Ayrilmasi

Sodyum dodesil sulfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-
PAGE), proteinlerin dogal yapilarin1 (ikincil ve tiglinciil) bozarak onlar1
dogrusal bir forma sokar. SDS, proteinlerin amino asit zinciri boyunca
baglanarak (yaklasik her iki amino asit i¢in bir SDS molekiilii) proteine
kiitlesiyle orantili, giiclii bir negatif yiik kazandirr. Bu sayede
proteinlerin jel icindeki go¢ hizi, yapisal formlarindan bagimsiz hale

gelir ve sadece molekiiler agirliklarma bagli olarak ayrisirlar.
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Bakteriyel lizat gibi karmasik Orneklerde, protein bantlarinin netligi
icin "stacking" (y1gma) ve "resolving" (ayirma) jellerinin pH farkindan

(pH: 6.8 vs pH: 8.8) yararlanilir (Brunelle & Green, 2014).

7.2.2. Protein Transferi (Blotting) ve Membran Secimi

Jelde yiirtitiilen proteinlerin antikorlarla etkilesime girebilmesi
icin jelden kat1 bir destek yiizeyine (membran) aktarilmasi gerekir.
Mikrobiyal proteinlerin fizikokimyasal 06zellikleri (hidrofobisite,
molekiiler agirlik, pI degeri) kullanilacak membranm tiiriinii dogrudan
belirler. Literatiirde en yaygin kullanilan iki destek yiizeyi Nitroseliiloz

ve PVDF (Poliviniliden floriir) membranlardir.

7.2.2.1 Nitroseliilloz Membranlar

Western Blotting icin geleneksel ve ekonomik bir secenektir.
Proteinleri elektrostatik ve hidrofobik etkilesimler yoluyla baglar. En
biliylik avantaji, arka plan giiriiltiisiiniin (background noise) diisiik
olmas1 ve yiiksek sinyal olusturmasidir. Ozellikle orta ve yiiksek
molekiiler agirlikli (20 kDa - 150 kDa) proteinlerin tespiti icin idealdir.
Ancak, nitroseliiloz membranlar PVDF'ye gore daha kirilgandir ve "re-
probing" (membranin yikanip tekrar baska bir antikorla muamele
edilmesi) islemleri i¢in uygun degildir. Gozenek boyutu segimi
kritiktir; 0.45 pm standart proteinler i¢in kullanilirken, 20 kDa altindaki
kicik mikrobiyal proteinler icin proteinin membrandan gecip gitmesini
(blow-through) o6nlemek amaciyla 0.2 pm gozenek boyutu tercih
edilmelidir (Kurien & Scofield, 2015).
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7.2.2.2 PVDF Membranlar

Nitroseliiloz menmbrana gore cok daha yuksek bir protein
baglama kapasitesine (yaklasik 150-200 pg/cm?) sahiptir ve mekanik
olarak olduk¢a dayaniklidir. Bu dayaniklilik, PVDF'yi "stripping"
(antikorlar1 s6kme) ve yeniden baglama islemleri igin vazgegilmez
kilar. Ozellikle bakteriyel dis membran proteinleri (OMP) gibi yiiksek
oranda hidrofobik yapidaki proteinler PVDF'ye cok daha giicli
baglanir. Ayrica, diisik molekiiler agrrhkhi (<20 kDa) kiigiik
proteinlerin tutulmasinda nitroselilloza goére stiinlik saglar.
Dezavantaji ise, kullanim 6ncesinde membranin mutlaka metanol ile
aktive edilme zorunlulugu ve hidrofobik dogas1 nedeniyle arka plan
gurultisune (non-spesifik baglanma) daha yatkin olmasidir. Mikrobiyal
patogenez caligsmalarinda, nadir ifade edilen veya miktar1 ¢ok diistik
olan efektor proteinlerin tespitinde yliksek hassasiyeti nedeniyle PVDF
tercih edilmelidir (Mahmood & Yang, 2012; Towbin et al., 1979).

7.2.3. Membran Bloklama (Blocking) Stratejileri

Membranlar segilip transfer islemi tamamlandiktan sonra,
membranin proteine baglanmayan bos bdlgeleri bulunmaktadir ve
antikorlarm bu bolgelere non-spesifik olarak baglanma riski oldukca
yiksektir. Bloklama islemi, bu bos alanlarin inert proteinler veya
deterjanlar kullanilarak kapatilmasi ve boylece arka plan giiriiltiisiiniin
(background noise) minimize edilerek sinyal-giiriiltii  oraninin

maksimize edilmesi esasina dayanir (Kurien & Scofield, 2015).

e Yagsiz Siit Tozu (Non-Fat Dried Milk - NFDM):

Laboratuvarlarda en yaygin kullanilan, ekonomik ve yiiksek
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verimli ~ bloklama ajamidir. Igerdigi kazein proteini,
membrandaki bosluklara yiiksek afinite ile hizla tutunur ve
giiclii bir maskeleme saglar (Johnson et al., 1984). Ancak,
mikrobiyolojik ve molekuler caligmalarda siit tozunun
kullanimi1 2 temel teknik kisitlamaya sahiptir: 1- Siit, dogal bir
fosfoprotein olan kazeini icerir. Bu durum, fosfo-spesifik
antikorlarla yapilan sinyal iletimi calismalarinda antikorun
kazeine capraz reaksiyon vermesine ve yiksek arka plan
kirliligine neden olur (Mahmood & Yang, 2012). 2- Siit icinde
bulunan serbest biyotin molekulleri, streptavidin-biyotin bazli
tespit sistemlerinde etkilesime girerek sinyal olusumunu inhibe
edebilir veya yanlis sonuglara yol agabilir (Mahmood & Yang,
2012).

Bovin  Serum  Albumin (BSA): Genellikle %1-5
konsantrasyonunda tercih edilen BSA, siit tozuna kiyasla daha
"homojen" ve "temiz" bir bloklama ylizeyi olusturur. Molekiiler
yapisiin sadeligi sayesinde, o6zellikle bakteriyel proteinlerin
fosforilasyon durumlari incelenirken veya siit tozunun karmasik
protein yapisinin maskeleyebilecegi eser miktardaki mikrobiyal
antijenlerin hassas tespitinde kullanilir (Xiao & Isaacs, 2012).
Ayrica, BSA igeren bloklama ¢ozeltileri, antikorlarin hedef
epitopa erisimini kisitlamadan daha spesifik baglanma verileri

elde edilmesine olanak tanir (Towbin et al., 1979) .
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7.2.4. Antikor Secimi ve Immiinobloklama Stratejileri

Bloklama islemi tamamlandiktan sonra, hedef mikrobiyal
proteine Ozgli antikorlarin (immiinoglobulinlerin) uygulanmasina
gecilir. Western Blotting’in basarisi, karmasik bir mikrobiyal proteom
icinden sadece hedef proteinin (antijen) hatasiz bir sekilde se¢ilmesine
baghdwr. Bu se¢imde kullanilan antikorlarin iiretim kaynagi,
isaretlenme bi¢imi ve uygulama stratejisi deneyin hassasiyetini belirler

(Kurien & Scofield, 2015).

7.2.4.1 Poliklonal ve Monoklonal Antikor Secimi

Laboratuvar pratiginde, 0Ozellikle mikrobiyal proteinlerin
tespitinde poliklonal antikorlar siklikla tercih edilir. Poliklonal
antikorlar, hedef proteinin (zerindeki birden fazla farkli epitopu
tanidiklar1 i¢in daha giiclii bir sinyal saglarlar. Bu durum, proteinin
denatiire oldugu (SDS-PAGE sonrasi) ve bazi epitoplarin bozuldugu
kosullarda biiyiik avantaj saglar (Lipman et al., 2005). Ote yandan,
monoklonal antikorlar tek bir epitopa baglanarak ¢ok yiiksek 6zgiilliik
sunar; ancak hedeflenen epitopun saklanmasi veya modifiye olmasi

durumunda sinyal kaybina yol agabilirler (Lipman et al., 2005).

Antikorlarin raporlayicit enzimlerle (genellikle Horseradish
Peroxidase- HRP) isaretli olup olmamasi, deneyin basamak sayisini,
hassasiyetini ve sinyal giiciinii dogrudan degistirir (Lequin, 2005). Bu
secim, hedeflenen mikrobiyal proteinin konsantrasyonuna ve beklenen

ozgiilliik diizeyine gore yapilmalidir.
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e HRP-Bagh Primer Antikorlar (Dogrudan Yontem): Hedef
mikrobiyal antikoru taniyan primer antikorun dogrudan HRP
enzimi ile konjuge edildigi sistemdir. Bu antikorlar, hedef
protein miktarinin ¢ok yiiksek oldugu (6rn. asir1 ifade edilen
rekombinant proteinler) veya sekonder antikorun capraz
reaksiyon verme riskinin yiiksek oldugu durumlarda
secilmelidir. Sekonder antikor uygulama basamagi olmadigi
icin deney sliresini kisaltir ve non-spesifik baglanmalar1
minimize eder (Zubair & Launico, 2025). Ancak bu yontem
sinyal amplifikasyonu yapamaz, dolayisiyla eser miktardaki
proteinlerde saptama smir1 diistiktiir.

e HRP-Bagh Sekonder Antikorlar (Dolayh Yontem): Primer
antikorun isaretlenmemis oldugu, onu taniyan ikinci bir
antikorun HRP tasidigi sistemdir. Standart mikrobiyolojik
aragtirmalarda, Ozellikle disiik konsantrasyonlu virtilans
faktorlerinin tespitinde tercih edilmelidir. Bir primer antikora
birden fazla sekonder antikor baglanabildigi i¢in sinyal siddeti
dramatik sekilde artar (amplifikasyon) (Mahmood & Yang,
2012). Dolayli yontemde sekonder antikorun, primer antikorun
iiretildigi tiiri (Host) tanimas1 zorunludur (6rn. primer tavsanda
uretildiyse, sekonder "Anti-Rabbit IgG" olmalidir) (Burnette,
1981).

Mikrobiyolojiye 0zgii en biiylik risk, bazi bakterilerin
antikorlar1 dogal olarak baglama yetenegidir. Ornegin, Staphylococcus

aureus'un iirettigi Protein A ve Streptococcus tiirlerinin lirettigi Protein
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G, antikorun degisken bolgesi (Fab) yerine sabit bdlgesine (Fc)
baglanir. Bu durum, primer antikor ortada olmasa bile sekonder
antikorun bakteriyel yilizeye yapismasina ve "yalanci pozitif' bantlar
olusmasina neden olur. Bu riski bertaraf etmek icin blocking
soliisyonlarinda normal serum kullanimi veya spesifik Fc-blokaj1 yapan

ajanlarin eklenmesi kritiktir (Kronvall et al., 1970; Surolia et al., 1982).

7.2.5. Kemiliiminesans Goriintiilleme Mekanizmasi

Modern laboratuvarlarda sinyal tespiti ¢ogunlukla Geligsmis
Kemiliiminesans (ECL) yOntemiyle yapilir. Bu siirecte, sekonder
antikora bagh olan HRP (Horseradish Peroxidase) enzimi katalizor
gorevi gorir. Membran Uzerine hidrojen peroksit (H202) ve liminol
iceren bir substrat c¢ozeltisi eklenir. HRP enzimi, hidrojen peroksiti
parcalayarak liiminolii oksitler. Oksitlenen liiminol, uyarilmig bir ara
basamaga gecer ve kararl hale donerken mavi 151k (yaklasik 425 nm)
yayar (Whitehead et al., 1983). Bu 1sik enerjisi, dijital goriintiileme
sistemleri (CCD kameralar) veya rontgen filmleri tarafindan
yakalanarak bant yogunlugu (dansitometri) olarak analiz edilir
(Alegria-Schaffer et al., 2009). Bu yontem, kolorimetrik yontemlere
gore 10-100 kat daha hassas olup, pikogram seviyesindeki proteinleri
bile tespit edebilir (Mruk & Cheng, 2011).

7.3. Protein Miktar Tayini

Ekstraksiyon sonrasi elde edilen protein konsantrasyonunun
bilinmesi, downstream (akis asagi) uygulamalarda jel yiikleme
miktarlarmimn standardize edilmesi i¢in zorunludur. Mikrobiyal protein

ornekleri genellikle deterjan, selatlayici ajanlar veya indirgeyici
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maddeler icerdiginden, yontem se¢imi bu kontaminantlarin toleransina

gore yapilmalidir.

7.3.1. Bradford Metodu

Coomassie Brilliant Blue G-250 boyasinin proteinlerin bazik ve
aromatik amino asit kalmtilarma baglanmasi prensibine dayanir.
Boyanin asidik ortamdaki kirmizimsi-kahverengi formu, proteine
baglandiginda maviye doniisiir ve 595 nm'de absorbans verir. Bradford
yontemi, hizli olmasi ve bir¢ok selatlayict ajana tolerans gostermesi
nedeniyle avantajlidir; ancak deterjanlara (6rnegin SDS) kars1 olduk¢a
hassastir ve bu maddelerin varliginda hatali sonuclar verebilir

(Bradford, 1976).

7.3.2. BCA (Bisinsoninic Asit) ve Lowry Metotlar

Lowry metodu, proteinlerin bakir iyonlarmi indirgemesi ve
ardindan Folin-Ciocalteu reaktifinin indirgenerek mavi renk
olusturmasi esasia dayanir (LOWRY et al., 1951). BCA yontemi ise
Lowry'nin modern bir modifikasyonudur; burada indirgenen bakir
iyonlar1 BCA ile stabil bir mor kompleks olusturur (562 nm). BCA'nin
en biiyiikk avantaji, %5'e kadar olan deterjan konsantrasyonlarindan
etkilenmemesidir, bu da onu mikrobiyal lizat analizlerinde Bradford'a
gore daha giivenilir kilar (Smith et al., 1985).

7.4. ELISA ve Protein-Protein Etkilesimleri
Mikroorganizmalarin konak hiicrelerle etkilesimi, hiicre ici

sinyal yolaklarinin manipiilasyonu veya patojenlerin salgiladigi
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ekzotoksinlerin tespiti, proteinlerin spesifik baglanma afinitelerinin

incelenmesini gerektirir.

7.4.1. ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) ve
Mikrobiyal Uygulamalar

ELISA, mikrobiyal antijenlerin veya bu antijenlere karsi
konakg1 tarafindan gelistirilen antikorlarin kantitatif tayini icin altin
standart kabul edilir (Engvall & Perlmann, 1971). Bu y6ntemin
mikrobiyolojideki  basarisi, c¢ok diisiik  konsantrasyonlardaki
(pikogram/nanogram seviyesi) patojen bilesenlerini karmasik biyolojik
matrisler (serum, digki, gida 6rnegi vb.) i¢cinden yliksek Ozgiilliikle

saptayabilmesinden kaynaklanmaktadir (Lequin, 2005).

o Sandvi¢ ELISA: Ozellikle bakteriyel toksinlerin (6rn. C.
botulinum  toksini) veya viralproteinlerin  tespiti igin
kullanilir. Kuyucuklara 6nceden kaplanmis olan "yakalayic1"
(capture) antikor, 6rnegin i¢indeki hedef proteini spesifik olarak
tutar. Yikama islemlerinin ardindan, proteinin farkli bir
epitopuna baglanan enzim isaretli bir "tespit antikoru" eklenerek
antijen-antikor kompleksi bir sandvi¢ gibi tamamlanir. Hedef
proteinin iki farkli antikor tarafindan tanmmasi, yontemin
ozgiilliiglinii ve sinyal-giiriiltii oranini klasik dolayli yontemlere

gore anlamli 6lgiide artirir (Lequin, 2005).

e Dolayh (Indirect) ELISA: Serolojik taramalarda, hastanin
serumunda patojene 6zgii antikor (IgM/IgG) olup olmadigini

belirlemek igin kullanilir. Bu yontemin mikrobiyolojideki en
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biiyiikk avantaji, ¢ok diisiik konsantrasyonlardaki (nanogram
seviyesi)  patojen  bilesenlerini  yiiksek  Ozgiillikle

saptayabilmesidir (Engvall & Perlmann, 1971).

7.4.2. immiinopresipitasyon (IP) ve Co-IP

Protein-protein etkilesimlerini (PPI) belirlemek amaciyla
kullanilan IP yonteminde, hedef proteine kars: gelistirilen spesifik bir
antikor, hedef proteinin i¢inde bulundugu kompleksi ¢ozeltiden
"cokerterek" izole eder. Bu siire¢ genellikle antikorun protein A/G kaph
manyetik boncuklara veya agaroz kiireciklerine baglanmasiyla

gerceklestirilir (Bonifacino et al., 2016).

Mikrobiyolojide Co-IP (Co-Immunoprecipitation)
uygulamalari, bir bakteriyel efektor proteinin (viriilans faktorii) konak
hiicredeki hangi proteinle etkilesime girdigi ve bu etkilesimin
fonksiyonel sonuglarmi kanitlamak i¢in kullanilan temel yontemdir. Bu
teknik, patojenin konak hiicrenin sinyal yolaklarini, hiicre iskeletini
veya Dbagisiklik yanitlarini  nasil manipiile ederek savunma

mekanizmalarini bozdugunu molekiiler diizeyde anlamamizi saglar

(Phizicky & Fields, 1995).

7.4.3. Mayada Iki-Hibrit (Y2H) Sistemi ve Viriilans Haritalama

In vivo bir yaklagim olan Y2H sistemi, etkilesimi bir raportor
genin aktivasyonu uzerinden takip eder. Sistemde bir "yem" (bait - 6rn.
bakteriyel protein) ve bir "av" (prey - 6rn. konak hiicre proteini)
bulunur. Bu iki protein etkilesime girdiginde, bir transkripsiyon

faktoriinlin DNA baglayic1 ve aktivasyon bolgeleri bir araya gelerek
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gen ifadesini (0rn. lacZ) baslatir genis kapsamli mikrobiyal interaktom
haritalarinin ¢ikarilmasina olanak tanir (Fields & Song, 1989; Uetz et
al., 2000).

7.4.4. MALDI-TOF MS ile Protein Parmak izi

Giliniimiizde kiitle spektrometrisi, mikrobiyal proteomun hizl
bir sekilde analiz edilmesini saglayarak tiir ve alt tir dizeyinde
tanimlama yapmak amaciyla klinik mikrobiyolojide temel bir standart
haline gelmistir (Sauer & Kliem, 2010b). Bu teknoloji, proteinlerin
kiitle/ylik oranlarini temel alan "protein parmak izi" (protein

fingerprinting) yontemini kullanarak geleneksel fenotipik tani

stirelerini 6nemli 6l¢tide kisaltmustir (Bizzini & Greub, 2010).

7.4.4.1 Cahsma Prensibi ve iyonizasyon

Yontem, izole edilmis mikroorganizma kolonisinin veya
dogrudan klinik 6rnegin, diisiik molekiiler agirhikli ve UV 1s181m1
emebilen bir matriks ¢6zeltisi ile karistirilmasi esasina dayanir (Singhal
et al., 2015b). Matriks i¢indeki proteinlerin lazer atislari ile
desorpsiyonu ve iyonizasyonu saglanarak bir vakum tiipli i¢inde
hizlandirilmasi siireci MALDI mekanizmasini olusturur (Fenselau &
Demirev, 2001). Protein iyonlarinin dedektore ulasma siireleri (Time of
Flight- TOF), dogrudan molekiiler agirliklariyla iliskili olup, her
mikroorganizma i¢in 0zgiin bir kiitle spektrumu {iretilmesini saglar

(Patel, 2015).
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7.4.4.2 Klinik Mikrobiyolojideki Yeri ve Tanisal Avantajlar:

e« Ribozomal Protein Odakhhk: MALDI-TOF MS analizi,
hicre icinde bol miktarda bulunan ve evrimsel olarak yuksek

derecede korunmus olan ribozomal proteinleri temel aldig1 i¢in

taksonomik tanmimlamada yiiksek dogruluk sunar (Sauer &

Kliem, 2010b).

« Tam Hiz ve Is Akisi: Geleneksel biyokimyasal ve morfolojik

testlerin 24 ile 48 saatlik inkiibasyon gereksinimine karsilik; bu

sistem, protein spektrumlarin1  saniyeler iginde

veritabanlariyla kiyaslayarak dakikalar bazinda sonug firetir

(Cherkaoui et al., 2010).

o Sepsis ve Acil Vakalar: Ozellikle pozitif kan kiltlrlerinden

(bottled blood culture) dogrudan protein analizi yapilabilmesi,

sepsis gibi hayati tablolarda dogru antibiyotik tedavisinin

(ampirikten hedefe yonelik tedaviye gec¢is) cok daha erken

asamada baslamasina olanak tanir (Moussaoui et al., 2010;

Sauer & Kliem, 2010b).

SONUC

Protein analizi ve proteomik yaklasimlar, modern

mikrobiyolojinin betimsel bir bilimden 6ngorisel ve fonksiyonel bir

disipline doniismesinde katalizor gorevi gormiistiir. Bu boliimde

detaylandirilan hiicre parcalama stratejilerinden baslayarak, modern

kitle spektrometrisi yontemlerine kadar uzanan teknik zincir,
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mikroorganizmalarin yasam dongiisiinii protein diizeyinde anlamamiza

olanak tanimaktadir.

Western Blotting ve ELISA gibi klasik yontemlerin, yuksek
hassasiyetli gorintileme sistemleri ve 0zgln antikor stratejileriyle
entegre edilmesi, eser miktardaki virulans faktorlerinin bile ylksek
Ozgiilliikle tespitini miimkiin kilmistir. Bununla birlikte, protein-protein
etkilesimlerini inceleyen molekiiler sistemler, patojenlerin konak
savunmasint nasil manipiile ettigini aydinlatarak yeni terapotik
hedeflerin yolunu a¢gmustir. Ozellikle MALDI-TOF MS teknolojisinin
klinik laboratuvarlara girisi, tan1 hizin1 saniyeler bazina indirerek
protein analizinin halk saglig1 ve enfeksiyon kontroliindeki hayati
onemini pekistirmistir. Boylelikle mikrobiyal proteomun derinlemesine
analizi; klinik tanida hizin, as1 teknolojisinde etkinligin ve enfeksiyon

kontroliinde basarinin temel anahtar1 haline gelmistir.
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Akis sitometrisi, bir hiicrenin siispansiyon halinde bir 6l¢lim

cthazindan akarken boyut ve graniiler yapisi gibi birden fazla fiziksel

ozelligini es zamanli olarak Olcen gelismis bir cihazdir. Calisma

prensibi, incelenen hiicrelerin 151k sacilma 6zelliklerine dayanir; bu

ozellikler, hiicre ylizeyinde bulunan hiicre dis1 molekiilleri veya hiicre

icindeki hiicre i¢i molekiilleri hedefleyen boyalar veya monoklonal

antikorlardan elde edilebilir.
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Tipik olarak florofor konjugeli antikorlar aracilifiyla
gerceklestirilen hedef molekiil tanimlamasi; hematopoetik hiicrelerden
mikroorganizmalara, bitki hiicrelerinden ayristirilmig dokulara kadar
cesitlilik gosteren pek c¢ok biyolojik sistemde uygulama alani
bulmaktadir. Akis sitometrisi, hiicre zarlari, sitoplazmik ve niikleer
antijenlerin tespiti temelinde c¢esitli uygulamalarda kullanilmaktadir.
Ayrica, tam hiicreler ve organeller, c¢ekirdekler, DNA, RNA,
kromozomlar, sitokinler, hormonlar ve protein igerigi gibi hiicresel
bilesenler de akis sitometrisi ile arastirilabilir. Hiicre proliferasyonu ve
hiicre dongiisii analizi ile kalsiyum akisi ve membran potansiyeli
Olciimleri, akis sitometrisi i¢in gelistirilen ve yaygin olarak basvurulan
metodolojik uygulamalarin baslica ornekleridir. (Adan et al., 2017,

Cossarizza et al., 2017)

Bu bolimde; modern biyoteknolojinin en giicli analitik
araclarindan biri olan akis sitometrisi teknolojisinin temel calisma
prensipleri ve ¢ok yonlii uygulama alanlar1 kapsamli bir sekilde ele

alinmustir.

8.1. Flow Sitometrinin Temel Prensipleri

Gelistirilen ilk akig sitometrisi, yalnizca hiicrelerin boyutunu
tespit eden tek parametreli bir cihazdir. Gilinlimiizde, 14 parametreyi
ayni anda tespit etme kapasitesine sahip donanimli cihazlar
gelistirilmistir (Wilkerson, 2012). Akis sitometrisi, tek bir hiicrenin
veya mikroorganizmalar, c¢ekirdekler ve kromozom hazirliklar1 gibi
diger pargaciklarin optik ve floresan 6zelliklerini dlgme yetenegine

sahiptir; bu dl¢lim, parcaciklarm bir 151k kaynagindan (genellikle bir
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lazer 151n1) gectigi sivi akisi icinde gergeklesir (Macey, 2010). Hiicre
boyutu ve graniilarite gibi fiziksel 6zelliklerin yani sira, antikor ya da
kimyasal problardan tiiretilen floresan sinyalleri, hiicrelerin
multiparametrik karakterizasyonunda ve farkli fenotiplerin birbirinden
ayirt edilmesinde kritik rol oynamaktadir (Wilkerson, 2012). Akis
sitometreleri, ¢cok sayida hiicresel 6zelligi tanimlamak i¢in bir arada
kullanilan ii¢ ana sistemden olusur: s1vi dinamigi, optik ve elektronigi.
Akiskanlar sistemi, partikiilleri iceren siispansiyonun odaklanmis 11k
kaynagma hassas bir sekilde yonlendirilmesinden sorumludur.
Eksitasyon (uyarma) optigi, 151k kaynagmi hiicreler veya partikiiller
iizerine odaklarken; toplama optigi, partikiilden kaynaklanan 11k
sacilimin1 veya floresan emisyonunu islenmek iizere elektronik aga
iletmektedir. Elektronik ag, sinyali algilar ve sinyalleri 151k
yogunluguna orantil1 dijital verilere doniistiiriir; ayrica verilerin analiz
edilmesi icin bir bilgisayara da ihtiya¢ duyulmaktadir. (Tzanoudaki &
Konsta., 2023)

8.1.1 Sivi Dinamigi Sistemi

Akigkanlar sisteminin temel amaci; hiicrelerin sivi bir akis
icerisinde algilama bolgesinden gecisini koordine etmek ve her bir
hiicrenin lazer kaynagindan esit miktarda 1s18a maruz kalmasmi
saglamaktir. Hiicrelerin optik 6zelliklerinin hassasiyetle dlgiilebilmesi
icin, hiicrelerin odaklanmis lazer 1smlarinin tam merkezinden ge¢gmesi
kritik 6neme sahiptir. Isik toplama optigi, hiicrelerin lazer 1smnlariyla

kesistigi noktaya odaklanarak sagilan 151k ve floresan sinyallerini toplar.
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'Algilama bolgesi' (sensing zone) olarak tanimlanan bu alan, hiicresel

parametrelerin ol¢iildiigii temel merkezdir. (Adan et al., 2017)

Stvi1 sistemi, sheath akis1 ve basingli hatlar ile hiicreleri bir ¢ozelti
icerisinden alarak verileri elde etmek icin cihaz iizerinden tasir. Kilif
(sheath) sivisi, genellikle fosfat tamponlu salin (PBS) igeren bir
seyrelticidir ve basingli hatlar vasitasiyla cihazin merkezinde
konumlanan akis hiicresine (flow cell) iletilir. Es zamanli olarak,
basigli bir hava hatti, numune tiipii i¢erisinde siispansiyon halindeki
hiicreleri akis liimenine enjekte ederek sisteme dahil eder. Ornek akis1,
sheath akismin ortasinda bir merkezi ¢ekirdek haline gelir ve bu yap1,
sheath akis1 ile 6rnek akisi arasindaki basing farkina dayanan koaksiyal
akis olarak adlandirilir (Macey, 2010; Wilkerson, 2012). Ornek
akisindaki basing her zaman sheath akismmin basincindan daha
yiiksektir, bu da hiicrelerin lazer 1sin1 {izerinden tek sira halinde
hizalanmasmi saglar. Bu olay, "hidrodinamik odaklama" olarak
adlandirilir. Hidrodinamik odaklamanm ardindan, hiicreler bir liimen
iizerinden akar ve burada bir veya daha fazla lazerin kesigimi
gerceklesir. Her lazer, ultravioletten infrared'e kadar olan belirli bir
frekansta tek bir dalga boyu 151k tliretir. Hiicreler akis kabinini gegerken,
lazer 151811 sacarlar; bu 1sik, bir dizi dikroik ayna ve filtreler
araciligiyla fotomultiplator tiipleri (PMT'ler) yonlendirilerek tespit
edilir. Ayn1 zamanda, hiicrelere bagli olan herhangi bir florokrom
etiketli antikor da floresan yayarak Olciilebilir bir sinyal iretir

(Tzanoudaki & Konsta., 2023, Cossarizza et al., 2017).
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Hiicrelerin lazer 1smina enjeksiyon hizi, analitik hedeflere bagh
olarak kullanici tarafindan optimize edilebilmektedir. Ornegin; memeli
hiicrelerinin immiinofenotiplendirilmesi gibi nitel dlgiimlerde yiiksek
akis hizlari tercih edilirken, DNA icerigi analizi gibi yiiksek ¢oziiniirlik
gerektiren uygulamalarda diisiik akis hizlar1 daha uygundur. Diistik akis
hizi, numune c¢ekirdeginin c¢apini daraltarak  aydinlatmanmn
homojenligini ve Slglimiin dogrulugunu artirmaktadir (Macey, 2010;
Shapiro, 2004; Wilkerson, 2012). Partikiiller ile lazer 1sm1 arasinda
ideal bir kesisme saglanmasi, akigskanlar sistemi bilesenlerinin stabil
calismasina baglidir. Bu baglamda operasyon sirasinda sistemin hava
kabarcig1 ve kalintilardan armndirilmig olmasi ve siirekli olarak uygun

basingta tutulmasi kritik 6neme sahiptir. (Adan et al., 2017)

8.1.2 Optik Sistem

Bir akis sitometrisi, lazer, lensler ve sabit pozisyonlardaki
toplama optiklerini igeren bir optik sistem bulundurur. Lensler
ilgilenilen hiicreden yayilan 15181 toplamak ve toplanan 15181 paralel hale
getirerek optik tezgah boyunca dedektorlere yonlendirmek igin
kullanilirlar. Bu stirecte lazer, yiiksek voltajli elektrik enerjisi
araciligiyla elektronlar1 daha yiiksek enerji orbitallerine uyararak 151k
dretimi gergeklestirir. Uyarillan bu elektronlar, daha diisiik enerji
seviyelerine geri dondiiklerinde foton (1s1k partikiilleri) salmnimi
yaparlar (Wilkerson, 2012). Lazer 1sm1 hiicrelere ¢arptiginda, 15181n
hiicre kenarlar1 etrafinda sapmasiyla 'isik sa¢ilimi' (light scattering)
olay1 meydana gelir. Bu etkilesim sonucunda ileri sa¢ilim (FSC) ve yan

sagilim (SSC) olmak iizere iki temel sagilim tiirii olusur. Lazer 1smina
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yaklasik 2-20°'lik bir agiyla dl¢iilen FSC, hiicrenin yiizey alan1 veya
goreceli boyutuyla orantilidir; bu durum FSC'yi, belirli bir boyutun
iizerindeki partikiillerin tespiti ve immiinofenotiplendirme ¢aligmalari
icin en yaygin kullanilan parametre haline getirmektedir SSC ise hiicre
graniilaritesi ile iligkilidir ve lazer hattina 90°'lik bir agiyla dl¢iiliir. FSC
gibi, her hiicreye 6zeldir ve diger dlctimlerle birlikte kullanilir. FSC ve
SSC kullanarak, kan gibi heterojen dagilimli bir 6rnekte ana alt
poptilasyonlar tanimlanabilir. Bu tir bir analiz Sekil 1'de

gosterilmektedir.
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Sekil.1. Saghkh bir buzagiya ait kan numunesinin akis
sitometrisi ile analizi. (Gorsel Power Point programi kullanilarak

hazirlanmistir.)

328



Isik toplama optigi, parcacik-lazer 111 etkilesimi sonucu yayilan
15181 toplamak i¢in bir dizi lens ve toplanan 15181n belirli dalga boylarini
ayirmak ve yonlendirmek i¢in bir dizi optik ayna ve filtre sistemini

icerir (Reggeti & Bienzle, 2011).

Optik fitreler uzun gegisli filtreler, kisa gecisli filtreler ve bant
gecisli filtreler olarak incelenebilir. Uzun gegisli filtreler, LP harfleri ve
belirli bir say1 ile gosterilir, 6rnegin LP 750. Bu durum, 750 nm ve
iizerindeki dalga boyuna sahip 15181n filtreden gegisine izin verilirken,
bu degerin altindaki tiim dalga boylarmin engellendigi anlamina
gelmektedir. Kisa gecisli (short-pass) filtreler de benzer bir
isimlendirme mantigma sahiptir; 6drnegin SP 500 filtresi, 500 nm'den
kisa dalga boylarin1 gecirirken daha uzun olanlar1 bloke eder. Bu
durumda, 500 nm ve daha kisa dalga boylarina sahip 151k gegebilirken,
geri kalan 151k engellenir. Bant ge¢isli filtreler, belirli bir dalga boyu
araligindaki 15181 ge¢mesine izin verir. Bant gecisli filtreler, BP
harflerinin ardindan iki say1 ile gosterilir. I1k say1, dalga boyu araliginin
orta noktasmi temsil eder. Ikinci say1, gegebilecek dalga boyu araligini

nm cinsinden belirtir.

Dikroik aynalar esasen filtrelerle benzer islevlere sahip olmakla
birlikte, yerlesim geometrisi agisindan farklilik gosterirler. Filtreler 1g1k
yoluna dik (90°) olarak konumlandirilirken, dikroik aynalar 151k yoluna
45°'lik bir agryla yerlestirilirler. Bu yapilandirma sayesinde, dikroik
aynadan gecemeyen (transmite edilemeyen) 151k, 90°'lik bir agiyla

saptirilarak bir sonraki 151k dedektdriine dogru yonlendirilir.
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Fotomultiplikator tiipler (PMT'ler), spesifik floresan emisyon
kanallarin1 monitorize eden hassas fotodedektorlerdir. Bu bilesenler,
partikiil iizerindeki floroforlardan kaynaklanan zayif 1s1k sinyallerini
kaskat etkisiyle yiikselterek analog bir elektrik akimina doniistiiriir.
Amplifikasyon diizeyi, PMT'ye uygulanan gerilim (gain) ile kontrol
edilir; yliksek voltaj girisleri, sinyal siddetini artirarak Ortalama
Floresan Yogunlugu (MFI) verilerini yukar1 ¢eker. PMT c¢ikisinda
olusan elektrik akimi, elektronik aglar vasitasiyla bir gerilim darbesi
olarak kodlanarak dijital veri isleme siirecine hazirlanir (Cossarizza et

al., 2017).

8.1.3 Elektronik Sistem

Akis sitometrisinin elektronik sistemi; lazer etkilesimi sonucu
olusan ve fotomultiplikator tiipler (PMT) veya fotodiyotlar tarafindan
toplanan fotonlari, 151k siddetiyle orantili analog elektrik akimlarma
dontstiirii.  Elde edilen bu analog sinyaller, analog-dijital
dontstiiriiciilerin ~ (ADC)  bit  derinligi  kapasitesine  gore
sayisallastirilarak bilgisayar arayiiziine aktarilir. Her bir hiicrenin lazer
demeti i¢inden gegisi esnasinda olusan voltaj darbesi (pulse), 'darbe
isleme' (pulse processing) teknikleri araciligiyla ii¢ temel parametre
izerinden karakterize edilir: Sinyalin ulastigi maksimum yogunlugu
Yiikseklik (Height - H), hiicrenin lazer odagindaki kalis siiresini
yansitan ve hiicre boyutuyla korelasyon gostergesini Genislik (Width -
W) ve toplam floresan miktarmnin integral degerini Alan (Area — A)
ifade eder. Bu parametrik degerlendirmeler, 6zellikle hiicre dongiisii

analizlerinde iki diploid hiicrenin (dublet) tek bir tetraploid hiicreden
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ayirt edilmesinde ve veri hassasiyetinin korunmasinda biiyilk 6nem

arzetmektedir (McKinnon, K. M., 2018).

Akis sitometresinin ¢aligma mekanizmasi Sekil.2. de

Ozetlenmistir.

Akis Sitometrisinin Caligma Mekanizmasi

Akis sitometrisi cihazinin, tekil hiicreleri analiz etmek ve ayirmak igin temel adimlan nasil isledigini gorsel olarak 6zetlemek.

Ahe sitometrisi, siispansiyon halindeki tekil hilcrelerin veya partikilerin i”‘
bir lazer isini Sniinden gecerken fiziksel (Fizil bzelllklev]
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ve Sinyal Olugturma ~ Sinyal Tespm ve Dlmallesme Popiilasyonlarinin (FACS lslege Bagh Adim)
Kande odail e e ' v e Aemagilk (b ﬂ:g 4
Kelnde odaeyrek it azerden tme syl et my:- ..... popil '%n damiacikla ok vt
A NotebookLM
. . o .
Sekil.2. Akis Sitometresinin calisma

mekanizmasi.(NotebookLM, Akis sitometresinin  Calsma

Mekanizmasi)

8.2. Florokromlar ve Floresan Etiketleme

Hiicrede halihazirda bulunan ve floresan ozellik gdsteren
bilesiklerin sayis1 ve etkinliginin smirli olmasi nedeni ile hiicreler,
florokrom adi verilen floresan problarla boyanarak goriiniir hale
getirilir. Floresan problar, hiicre ayirma, immunfenotipleme, niikleik
asit iceriginin belirlenmesi, enzim aktivitesi, apoptik hiicre

popiilasyonlarmin ~ Slglilmesi  ve hiicre ylizey reseptorlerinin
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tanimlanmasi gibi ¢esitli uygulamalarda kullanilir. (Baumgarth, N., &

Roederer, M., 2000)

Florokromlar, spesifik bir dalga boyunda enerjinin absorbe
edildigi bir eksitasyon spektrumu ile emilen bu enerjinin 151k formunda
salindigr bir emisyon spektrumuna sahiptir. Bir florokromun
verimliligini ve ayirt edilebilirligini belirleyen temel parametrelerden
biri olan Stokes Kaymasi, absorbsiyon ve emisyon dalga boylarmin
maksimum zirveleri arasindaki farki ifade etmektedir. Enerji kaybi
prensibi geregi, florokromun emisyon dalga boyu her zaman
absorbsiyon dalga boyundan daha uzun olmalidir. Ornegin; 400-550 nm
araliginda 15181 absorbe eden ve 490 nm civarinda maksimum
eksitasyona ulasan FITC molekiiliinlin emisyon dalga boyu, bu

degerlerin iizerinde bir spektrumda gerceklesir.

Eksitasyon ve emisyon 1siklarmin farkli dalga boylarinda olmasi,
bu sinyallerin optik filtreler araciligiyla birbirinden efektif bir sekilde
ayrilmasmna olanak tanir. Akis sitometresinin es zamanli analiz
edebilecegi floresan renk sayist ve spektral araligi, cihazin
konfigiirasyonundaki lazer sayisma baghdir. Geleneksel sistemlerde
yaygin olarak kullanilan 488 nm (mavi), 405 nm (violet), 561 nm (sar1-
yesil) ve 640 nm (kirmizi) gibi lazerler, florokromlar1 uyararak
karakteristik 1gimalar liretmelerini saglar. Bu emisyonlar, dedektorler
tarafindan yakalanip Olgtilerek dijital verilere doniistiiriilmektedir.

(McKinnon, K. M., 2018).
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8.2.1 Florokromlarin Simiflandirmasi

Akig sitometrisinde kullanilan florokromlar; kimyasal yapilari,
molekiiler agirliklar1 ve uyarilma (eksitasyon) kaynaklarina gore
spesifik kategorilere ayrilmaktadir. Bu siiflandirma, panel tasarimi ve

veri dogrulugu acisindan kritik 6neme sahiptir.
8.2.1.1. Kimyasal Yapilarina Gore Simiflandirma

Kiigiik Organik Molekiiller: Antikor konjugasyonunda yaygin
olarak tercih edilen Florosein (389 Da), Texas Red (325 Da) ve Cy5
(762 Da) gibi diisiik molekiiler agirlikli bilesiklerdir. Bu molekiiller,
yaklagik 50-100 nm araliginda dar bir Stokes Kaymasi sergileyen,
kararli ve tutarli emisyon spektrumlarma sahip yapilardir. Ozellikle
Alexa Fluor (Thermo Fisher) serisi boyalar, yiiksek fotostabilite
degerleri ve fotobeyazlamaya (photobleaching) kars1 direngleri
sayesinde hem akis sitometrisi hem de mikroskopik goriintiileme igin

ideal reaktiflerdir (McKinnon, K. M., 2018).

Fikobiliproteinler: Siyanobakteri ve alglerden tiiretilen, yiiksek
molekiiler agirlikli (6rnegin PE; 240.000 Da) biiyiikk protein
kompleksleridir. PE, APC ve PerCP gibi 6rnekleri iceren bu grup, 75-
200 nm araligindaki genis Stokes kaymalar1 ve yiiksek parlaklik
degerleri ile 6ne ¢ikmaktadir. Ancak bu proteinlerin fotobeyazlamaya
kars1 hassas olmalari, uzun siireli veya tekrarlanan uyarim gerektiren
uygulamalarda kullanimini smirlandirmaktadir (McKinnon, K. M.,

2018).
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Polimer Boyalar: Isik sinyallerini toplamak iizere "ayarlanabilen"
polimer zincirlerinden olusan bu grup (BV, BUV ve BB serileri),
fikobiliproteinlere benzer kuantum verimliligi sunarken cok daha
yiiksek bir fotostabilite sergiler. Polimer boyalar, belirli dalga
boylarinda spesifik olarak uyarilabilecek sekilde miithendislik iiriinii
olarak gelistirildikleri i¢in, ¢ok parametreli deneylerde karsilasilan
"¢oklu lazer uyarimi" sorunlarini minimize ederler (McKinnon, K. M.,

2018).

Tandem Boyalar (FRET Ciftleri): Bir dondr (genellikle bir
fikobiliprotein veya polimer) ile bir akseptor (kiiciik organik molekiil)
arasindaki Floresans Rezonans Enerji Transferi (FRET) mekanizmasina
dayanir. Ornegin, PE-Texas Red tandeminde, PE'den yayilan enerji
FRET araciligiyla Texas Red'i uyararak tek bir lazer kaynagiyla (488
nm veya 532 nm) daha uzak dalga boylarinda isima yapilmasini saglar.
150-300 nm gibi oldukca genis Stokes kaymalarina sahip olan bu
boyalar, diisiik yogunluklu antijenlerin tespiti i¢in son derece parlak
secenekler sunar. Ancak, enerji transfer verimliliginin lot bazh
degisebilmesi ve dondr-akseptor baginin kararsizligi (decoupling),
kompanzasyon siirecinde hassasiyet gerektirmektedir (McKinnon, K.

M., 2018).

8.2.1.2. Eksitasyon Kaynagina (Lazer) Gore Siniflandirma
Cihaz  konfigiirasyonundaki  lazerlerin  dalga  boylar,

kullanilabilecek florokrom spektrumunu dogrudan belirler:
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Violet Lazer (405 nm): Ozellikle BV serisi polimer boyalarmn
gelistirilmesiyle ¢ok parametreli analizlerin merkezine yerlesmistir.

Pacific Blue, BV421 ve V500 bu spektrumda uyarilir.

Blue Lazer (488 nm): Akis sitometrisinin standart eksitasyon
kaynagidir; FITC, PerCP ve PerCP-Cy5.5 gibi klasik boyalarin

uyarilmasini saglar.

Yellow-Green Lazer (561 nm): Fikobiliproteinler i¢cin optimize
edilmistir; PE ve PE-Cy7, PE-Texas Red gibi tandem tiirevlerinin en

verimli sekilde okundugu kanaldur.

Red Lazer (633/640 nm): APC, Alexa Fluor 647 ve APC-Cy7 gibi

uzun dalga boylu florokromlari uyarilmasmdan sorumludur.

8.3. Numune Hazirlama Teknikleri

Akis sitometrik analizlerde, numunelerin 6l¢iime uygun hale
getirilmesi i¢in standart bir is akisi izlenmelidir. Bu protokoliin
asamalar1 sirasiyla sunlardir: 6rnek hazirligi, tek hiicre siispansiyonu
olusturma, fiksasyon ve permeabilizasyon, bloklama, immiin boyama

ve yikama.

8.3.1. On Hazirhk

Akis sitometrisinde elde edeceginiz verinin kalitesi, dogrudan
ornegi cihaza vermeden once nasil hazirladigmiza baghdir. Giivenilir
veri eldesi i¢in numunedeki hiicre yogunlugunun optimize edilmesi
sarttir. Hiicre sayismin fazla olmasi, cihazin analiz hassasiyetini
etkileyerek hatali sonuglara neden olurken; az olmasi veri toplama

sliresini uzatir. Buna ek olarak, 6li hiicrelerin antikorlara spesifik
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olmayan baglanmasi sonucu olusan 'yalanci pozitif' sinyallerin ontine
gecilmelidir. Bu amacla, FSC/SSC grafikleri izerinden eleme yapilmali
ya da canlilik boyasi (viability dye) kullanilmalidir. Nadir hiicre
popiilasyonlarinin (6rn. dolagimdaki tiimor hiicreleri, hematopoetik kok
hiicreler) analizi s6z konusu oldugunda ise, immiinomanyetik
yontemlerle 6n zenginlestirme yapilmasi dnerilmektedir (Cossarizza et

al., 2017.

8.3.2. Tek Hiicre Siispansiyonu

Akis sitometrisi, hiicrelerin hidrodinamik odaklama ile lazer
hattindan tekil olarak (single file) ge¢cmesi prensibine dayanir. Bu
gereklilik nedeniyle, kati dokularin disosiye edilerek tek hiicre
siispansiyonu elde edilmesi zorunludur. Islemin temel amaci; hiicre
biitiinliigiini. ve canlih@mi koruyarak izolasyonu saglamak,
agregasyonu (topaklanmayt) engellemek ve numuneyi
immiinofenotipleme veya boyama islemi i¢in optimize etmektir.
(Cossarizza., 2017). Bu baglamda, sadece silispansiyon kiiltiirlerden
degil, ayn1 zamanda yapisan (adherent) hiicre kiiltiirlerinden ve kati
dokulardan da veri elde edebilmek biiyiik onem tasir. Ozellikle tiimor
arastrmalarinda doku disosiyasyonu, sonuclar1 dogrudan etkileyen
kritik bir adimdir. Mevcut standart protokollere ve otomatik ayristirma
sistemlerine ragmen, en dogru veriyi elde etmek i¢in ayristirma siireci
her doku tipine 6zgii olarak optimize edilmelidir. Bu amagla kullanilan
yontemler, temel olarak mekanik ve enzimatik ayristirma olmak tizere

iki ana prensibe dayanir .
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8.3.2.1. Mekanik Ayristirma

Doku biitiinliigiiniin, proteolitik enzimler kullanilmadan,
tamamen fiziksel kuvvet uygulanarak bozulmas islemidir. Ik asamada
doku Ornekleri, bisturi veya makas yardimiyla kiyilarak kiiciik
parcalara ayrilir. Ardindan bu parcalar, mekanik olarak ezilip uygun
gozenek capina sahip filtrelerden gegirilerek tek hiicre slispansiyonu

elde edilir (Cossarizza et al., 2017).

8.3.2.2.Enzimatik Ayristirma

Genellikle mekanik parcalama islemini takiben veya bu islemle
es zamanl (kombine) olarak uygulanir. Temel amag, hiicre canlilifina
ve bitlinliigline zarar vermeden, ekstraseliiler matris yapisint ve
hiicreler aras1 baglantilar1 enzimler araciligryla hidrolize etmektir. Bu
stiregte en sik tercih edilen ajanlar Tripsin ve Tip II Kollajenaz'dur.
Literatiirde yaygin olarak kullanilan diger enzimler arasinda ise Papain,

Elastaz, Pronaz, Hiyaliironidaz ve Dispase yer almaktadir.

8.3.3. Fiksasyon ve Permeabilizasyon

Fiksasyon ve Permeabilizasyon: Akis sitometrisinde, hiicre
yiizeyinde bulunmayan intraselliiler —molekiillerin  (sitokinler,
transkripsiyon faktorleri, fosfo-proteinler, niikleer DNA vb.) analizi

icin uygulanan iki temel kimyasal islemdir .

eFiksasyon (Sabitleme): Temel amaci, hiicresel yapilari
korumak, morfolojik biitiinliigli saglamak ve proteinlerin
konumlarini stabilize ederek "anlik metabolik durumlarini”

dondurmaktir. Bu islem icin genellikle ¢apraz baglayicilar
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(Formaldehit/Paraformaldehit) veya alkoller (Metanol/Etanol)

kullantlr.

e Permeabilizasyon (Gegirgenlestirme): Antikorlarin hiicre ve

cekirdek zarindan gecerek hedef molekiillere ulasabilmesi igin

lipid membranin ¢oziilerek gecirgenliginin artirilmasi islemidir.

Bu amacla hafif deterjanlar (Saponin), giiclii deterjanlar (Triton

X-100) veya alkoller tercih edilir.

Fiksasyon ve permeabilizasyon islemleri hiicre canliligmi
sonlandirir ve membran biitlinliiglini bozar. Bu nedenle, analiz
sirasinda 6lii hiicreleri artefaktlardan ayirt etmek i¢in kullanilan "Fikse
Edilebilir Canlilik Boyalar1" (Fixable Viability Dyes), mutlak suretle
bu kimyasal islemlerden 6nce uygulanmalidir (Krutzik, P. O., Nolan, G.
P., 2003).

8.3.4. Bloklama

Akis sitometrik analizlerde, spesifik olmayan antikor
baglanmasindan kaynaklanan yalanci pozitif sinyalleri Onlemek
amaciyla numunelere bloklama (blocking) islemi uygulanmalidir.
Immiin boyamadan hemen nce yapilmali ve tipik olarak hem spesifik
olmayan antikor baglanma etkilesimlerini hem de antikorlarin immiin
hiicrelerdeki Fc reseptorlerine baglanmasmi ele almalidir. Spesifik
olmayan baglanmanin bloklanmasi, numunenin sigir serum albiimini
(BSA), protein igermeyen bir bloklayic1 veya normal bir hayvan serumu
gibi bir protein ¢ozeltisiyle inkiibe edilmesiyle bloke edilir. Fc reseptor
blokaji, yalnizca antijene 6zgii baglanmanin gzlemlenmesini saglar ve

hedef spesifik antikor eklenmeden 6nce numunenin 6zel bir FcR bloke
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edici ajanla (6rnegin, Saflastirilmis Insan IgG-Fc Fragmenti, normal
serum) inkiibe edilmesini igerir (Andersen et al., 2016, Jamur, M. C., &

Oliver, C. (2009))

8.3.5. Boyama

Immiinofenotipleme analizlerinin temelini olusturan
immiinboyama metodolojisi, belirli epitoplara 6zgli monoklonal
antikorlarm florokromlar veya kiitle sitometrisi uygulamalari i¢in agir
metal izotoplar1 ile konjuge edilmesine dayanmaktadir. Isaretli
antikorun hedef antijene baglanmasmi takiben, hiicrenin lazer
odagidan gecisi sirasinda meydana gelen floresan emisyonu veya kiitle
spektrometresi tabanli metal tespiti, ilgili antijenin varligmi ve
miktarim1 kantitatif olarak ortaya koymaktadir. Bu siirecte boyama
stratejileri, hedef antijenin hiicresel lokalizasyonuna gore iki ana grupta
smiflandirilir: Hiicre yiizey boyamasi, plazma membraninin dis
yiizeyinde bulunan CD3, CD4 veya CDI19 gibi reseptorlerin canli
hiicreler iizerinden dogrudan karakterizasyonuna olanak tanirken; hiicre
ici boyama, sitoplazma veya cekirdek igerisinde yer alan sitokinler ve
transkripsiyon faktorlerinin (6rnegin IFN-y veya FoxP3) analizi i¢in
hiicrelerin fiksasyon ve permeabilizasyon islemlerinden gecirilmesini

gerektirmektedir (Adan et al., 2017).

8.3.6. Yikama

Akis sitometrisi protokollerinde, analiz giivenilirligini saglamak
amaciyla stratejik yikama adimlar1 uygulanir. Bu islemin temel amaci;
hiicresel artiklar1 ve besiyeri bilesenlerini uzaklagtirmanin yani sira,

baglanmamis (serbest) antikorlar1 ortamdan elimine etmektir. Boylece,
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spesifik olmayan baglanmadan kaynaklanabilecek arka plan sinyalleri

ve yaniltict sonuglar minimize edilir (Cossarizza et al., 2017)

8.4. Multicolor Flow Sitometri ve Veri Analizi

Cok renkli akis sitometrisi; spesifik hiicresel alt popiilasyonlarin
tanimlanmas1 ve karakterizasyonu amaciyla birden fazla floresan
isaretleyicinin kullanildigi, hizla gelisen bir teknolojidir. Bu teknoloji,
saniyede on binlerce hiicrenin analiz edilmesine ve ileri deneyler i¢in
hiicre aymrma (sorting) yoluyla saf, canli popiilasyonlarin izole

edilmesine olanak tanimaktadir (Maciorowski et al., 2017).

Bununla birlikte, geleneksel veri analizi; tipik olarak iki boyutlu
sacilim (dot plot) veya kontur grafikleri {izerinden, parametrelerin 'sirali
manuel portlama' (sequential gating) yontemiyle degerlendirilmesine
dayanir. Bu yaklasim, 3-4 renkli panellerin analizinde uygulanabilir
olsa da; incelenen belirte¢ sayis1 arttikca slireg Onemli Olgiide
karmagiklasmaktadir. Yiksek boyutlu verilerdeki bu karmasiklik,
operator kaynakli varyasyonun artmasima (subjektivite) ve verilerin
tekrarlanabilirliginin azalmasina neden olmaktadir (O'Neill et al.,

2013,).

Sonug olarak; veri boyutlulugundaki bu hizli artis, yiizlerce
ornegi otomatik olarak isleyebilen yiiksek verimli robotik platformlarin
gelisimiyle birlestiginde; geleneksel yoOntemlerin Gtesine gegen,
gelismis hesaplamali analiz yontemlerine duyulan ihtiyact zorunlu

kilmistir (O'Neill et al., 2013,).
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Akis sitometri veri analizini karakterize eden adimlar

(Bashashati., Brinkman., 2009)

1. Veri 6n igleme (Konpansasyon, doniisiim, kalite kontrol ve

normalizasyon)

2. Hiicre popiilasyonunun tanimlanmast
3. Ornekler aras1 karsilastirma

4. Yorumlama (kesif veya teshis)

8.4.1. Veri On Isleme

Akis sitometrisi verileri, cihazdan alinan ham dijital sinyallerden
biyolojik anlam ifade eden sonuglara doniistiiriilene kadar kapsamli bir
on isleme siirecinden ge¢cmelidir. Bu asama, verideki teknik artefakt
temizlenmesi, cihazlar arasi varyasyonun giderilmesi ve verinin
istatistiksel analizlere uygun hale getirilmesi i¢in kritik olan dort ana
adimu igerir: kompansasyon, kalite degerlendirmesi, normalizasyon ve

dontistim. (O'Neill et al., 2013,)

8.4.1.1. Kompansasyon

Floresan tabanli akis sitometrisinde, her florokromun emisyon
spektrumu belirli bir dedektdr icin optimize edilmis olsa da; yayilan 151k
genellikle komsu dedektdrlerin filtre araliklarina da girer. 'Spektral
ortiisme' veya 'spektral sizint' olarak adlandirilan bu fenomen, bir
hiicrenin gergekte negatif oldugu bir belirte¢ i¢in yanlis pozitif sinyal

iretmesine neden olabilir (Roederer, 2002).
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Kompansasyon, bu hatali sinyalleri matematiksel yontemlerle
diizeltme iglemidir. Geleneksel yontemlerde, her bir florokromun tiim
kanallardaki sizint1 oranlarini tanimlayan bir 'S1zint1 Matrisi' (Spillover
Matrix) olusturulur. Lineer cebir kurallar1 ¢ergevesinde, ham veri
matrisi bu sizint1 matrisinin tersi (inverse) ile ¢arpilarak, her kanal i¢in

diizeltilmis 'saf' sinyal elde edilir (Hahne et al., 2009).

Modern spektral sitometrelerde ise bu siire¢ daha gelismis bir
yaklagimla ele alinir. Sinyaller, tam spektrumun referans kontroller
kullanilarak matematiksel olarak ayristirildigr 'Unmixing' (spektral
ayristirma) algoritmalar1 ile islenir. Bu ydntem, emisyon profilleri
birbirine ¢ok yakin olan florokromlarin dahi yiliksek ¢6ziiniirlikle ayirt
edilmesine olanak tanir. Hesaplamali analizlerde (6rnegin R
ortaminda), kompansasyon islemi genellikle flowCore ve flowUtils gibi
Ozellesmis paketler araciligiyla uygulanmaktadir (Hahne et al., 2009,
Spidlen et al., 2008).

8.4.1.2. Kalite Kontrol

Veri toplama siirecinde tikanikliklar, akis hizi dalgalanmalari
veya lazer istikrarsizligi gibi teknik sorunlar veride yapay
popiilasyonlarin olusmasmna neden olabilir. Bu artefakt verilerin
analizden ¢ikarilmasi, sonug¢larin dogrulugu i¢in sarttir (Le Meur et al.,
2008). Akis sitometrisi verilerindeki teknik hatalarin giderilmesi icin
gelistirilmis ¢esitli hesaplamali araglar mevcuttur. Bunlardan ilki olan
QUALIFIER paketi; FlowJo gibi platformlarda olusturulan manuel

portlama (gating) sablonlarini temel alir ve bu sablonlardaki tanimli
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popiilasyonlar lizerinde kalite kontrol analizleri gerceklestirir (Finak et

al., 2012).

Olay diizeyindeki anormalliklerin otomatik tespiti ve veri
setinden temizlenmesi i¢in ise literatiirde 6ne ¢ikan iki temel algoritma

bulunmaktadir:

s flowAl: Veri Kkalitesini ¢ kritik parametre iizerinden
degerlendirir: akis hizi kararliligi, sinyal alim kalitesi ve dinamik

aralik limitleri (Monaco et al., 2016).

* flowClean: Veri toplama (alim) siiresi boyunca Ornek
icerisindeki floresan yogunluk dalgalanmalarmi izler ve zaman
ekseninde meydana gelen istatistiksel sapmalari tespit ederek temizler

(Fletez-Brant et al., 2016).

8.4.1.3. Normalizasyon

Coklu ornek setlerinde, biyolojik farkliliklardan ziyade cihaz
performans1 veya pipetleme hatalar1 gibi teknik varyasyonlardan
kaynaklanan sapmalar1 elimine etmek amaciyla uygulanan kritik bir 6n
isleme admmidwr. Bu prosediir, veri setindeki ‘'teknik artefakt'
baskilayarak, analizin yalnizca ornekler arasindaki ger¢ek ve anlamli

biyolojik varyasyonlara odaklanmasini saglar (O'Neill et al., 2013,).

8.4.1.4. Doniisiim

Akis sitometrisi (FCM) verilerinin dogru analizi; asimetrik
dagilimlar, ortiisen popiilasyonlar, sik goriilen aykir1 degerler ve
varyansin floresan yogunluguna bagli olarak arttif1 veri yapisi

nedeniyle olduk¢a karmasiktir. Bu faktorler, hem manuel hem de
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otomatik kapilama (gating) slireglerinin dogrulugunu ve sonraki

analizlerin giivenilirligini olumsuz etkiler (Finak et al., 2012).

Optimal bir doniisiim siireci; hiicre popiilasyonlarinin veri
araligmin tamaminda yliksek ¢oziiniirliikle ayristirilmasini saglayan,
gorsellestirmeyi tyilestiren ve drnekler arasi karsilastirmayi standardize

eden matematiksel bir algoritmadir (Finak et al., 2012).

Akis sitometrisi (FCM) verilerinin analizi i¢in literatiirde
tanimlanmis bircok doniisiim algoritmas1t mevcuttur. Geleneksel
logaritmik  doniisiim, yiiksek floresan yogunluguna sahip
popiilasyonlarin  varyansini1 stabilize etmede basarilidir; ancak
kompansasyon sonrasi ortaya ¢ikabilen negatif veri degerlerini
matematiksel olarak tanimlayamaz. Bu kisitlilik, verilerin eksenler
iizerinde sikigmasina ve diisik yogunluklu veya negatif
popiilasyonlarin ¢oziiniirliigiiniin bozulmasina neden olur. Bu problemi
asmak i¢in; sifir noktasi etrafinda lineer, yiliksek degerlerde ise
logaritmik davranis sergileyen alternatif yontemler gelistirilmistir.
Bunlar arasinda Dogrusal-Logaritmik (LinLog), Cift Ustel (Logicle),
Genellestirilmis Arcsinh ve Box-Cox doniistimleri yer almaktadir.
Bahsi gecen tliim bu gelismis algoritmalar, R tabanli BioConductor

flowCore paketi i¢erisinde uygulanabilmektedir (Finak et al., 2012).

8.4.2. Hiicre Popiilasyonlarinin Tanimlanmasi

Akis sitometrik verilerinin analizinde kritik bir adim, daha ileri
analiz i¢in islevsel ve fenotipik olarak homojen hiicre gruplar1 iceren
cok boyutlu bdlgelerin tanimlanmasidir. Bu isleme “kapilama

(gating/portlama)” denir (Montante., Brinkman., 2019) . Kapilama
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yontemleri iki ana kategoriye ayrilabilir: sirali (Manuel) kapilama ve

otomatik kapilama

8.4.2.1. Siralh (Manuel) Kapilama

Sirali kapilama temelli analiz, manuel olarak ger¢eklestirilir ve
bir veya iki boyutlu grafiklerin gorsel incelemesine dayanir. Yiiksek
boyutlu veri setlerini ¢6ziimleyebilmek i¢in, hiyerarsik bir diizen iginde
'ardisik portlama' stratejisi uygulanmalidir. Arastirma gruplari, siral
kapilama analizleri i¢in geleneksel olarak ticari yazilim paketlerini
kullanmaktadir. Bu araglar, kullanicilarin eksen ciftlerini (iki belirteg)
strastyla se¢ip, hiicre popiilasyonlar1 etrafina manuel smirlar (kapilar)
¢izdigi ve analizi kademeli olarak daralttig1, yar1 otomatik bir kapilama
yontemine olanak tanir. Bu siliregte kullanici, bir sonraki
gorsellestirmeyi  yalmizca  secilen  kapi  i¢indeki  hiicrelerle
smirlandirarak, yinelemeli bir model olusturur(Meehan et al., 2014,

Montante., Brinkman., 2019) .

8.4.2.2. Otomatik Kapilama

Otomatik kapilama; hiicre popiilasyonlarmin floresan yogunluk
dagilimlarinin matematiksel olarak modellenmesi prensibine dayanir.
Bu alanda gelistirilen algoritmalarin performanslarini objektif olarak
karsilastirmak amaciyla, FlowCAP (Flow Cytometry: Critical
Assessment of Population Identification Methods) projesi kapsaminda
cesitli standart kiyaslama testleri yiiriitiilmektedir (Aghaeepour et al.,
2013). Otomatik kapilama yOntemleri, temel olarak iki farkh
hesaplamali yaklagim ile gerceklestirilir: Denetimsiz (Unsupervised) ve

Denetimli (Supervised).
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8.4.2.2.1. Denetimli Hiicre Popiilasyonunun Tanimlanmasi
Denetimli (gbzetimli) analiz yontemlerinde; algoritmanin egitimi
icin operatoriin, iki temel bileseni igeren bir veri setine gereksinimi

vardir:

Belirte¢ Olgiimleri: Her bir olay (hiicre) i¢in kaydedilen floresan
sinyal degerleridir. Bu Olgiimler, matematiksel modelin girdisini

olusturan bagimsiz degiskenler olarak kabul edilir.

Hiicre Tipi Etiketi: Her bir olayla iliskili olan ve olayin ait oldugu
smifi gosteren tanimlayicidir. Ayni etiketi tasiyan tiim hiicreler, tek bir
homojen popiilasyonu temsil eder. Hiicre tipi, matematiksel modelin

bagiml degiskenini olusturur (Bashashati., Brinkman., 2009).

OpenCyto: Manuel gating mantigin1 otomatize eden bir
framework’tiir. Kullanic1 bir kap1 hiyerarsisi tanimlar ve algoritma bu

hiyerarsiyi tiim 6rneklere otomatik olarak uygular (Finak et al., 2012).

8.4.2.2.2. Denetimsiz Hiicre Popiilasyonunun Tanimlanmasi
Denetimsiz yaklasimlarda, operatoriin herhangi bir etikete veya
referans olarak dnceden tanimlanmis bir sinifa ihtiyaci yoktur. Bagka

bir deyisle, bagimli degisken yoktur.

Model tabanli ve model tabanli olmayan yaklasimlar1 iceren,
denetimsiz algoritmalar kullanan bazi1 otomatik kapilama yontemleri

sunlardir:

flowMeans:  K-means  algoritmasin1  modifiye  ederek

Mahalanobis mesafesi temelli bir birlestirme siireci kullanir. Bu,
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kiiresel olmayan (elipsoid veya konkav) popiilasyonlarin daha dogru

tanimlanmasini saglar (Montante., Brinkman., 2019).

FlowSOM, yiiksek boyutlu sitometri verilerini analiz etmek i¢in
kullanilan en hizli ve popiler algoritmalardan biridir. Algoritma,
hiicreleri bir 1zgara lizerindeki "diiglimlere" (nodes) atayarak veriyi

temsil eden bir harita olusturur (Montante., Brinkman., 2019).

SPADE (Spanning-tree Progression Analysis of Density-
normalized Events) algoritmasi, akis sitometri verilerinin, verilerdeki
tiim boyutlar1 yansitan hiyerarsik olarak diizenlenmis bir¢ok kiimeye
boliinmesine olanak tanir. Kullanici, minimum yayilma agaci
gorsellestirmesinden yararlanarak bilinen ve yeni hiicre tiplerini

tanimlayabilir ve etiketleyebilir (Montante., Brinkman., 2019)

8.4.3. Ornekler Arasi Karsilastirma

Bireysel orneklerde hiicre popiilasyonlar1 tanimlandiktan sonra,
bir sonraki adim, hiicre popiilasyonu Ozelliklerinin tiim 06rnek
kiimesiyle karsilastirilabilmesi i¢in  Ornekler arasinda hiicre
popiilasyonlarin1  eslestirmektir. Bu, "popiilasyon eslestirme"

algoritmalar1 ile gerceklestirilir (Montante., Brinkman., 2019).

flowMatch, meta-kiimeler ve sablon yapilarin1 kullanarak
ornekler arasi popiilasyon eslestirmesi yapan bir aragtir. Flowmap-RF
ise ornekler aras1 popiilasyon eslestirmesi yapan baska bir aragtir, ancak
hiicre popiilasyonlarn1  dogrudan Friedman-Rafsky (FR) test
istatistigini kullanarak karsilastirir (Hsiao et al., 2016).
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8.4.4. Yorumlama

Veri analizi sonuglarinin biyolojik veya klinik bir sonuca
baglanmasi, yorumlama asamasini olusturur. Bu siirecte ya bilinen
hastalik modelleriyle karsilastirma yapilir (Teshis) ya da yeni hiicre alt
gruplar1 aranir (Kesif) (O'Neill et al., 2013,).

flowType Algoritmasi: Yiiksek boyutlu verilerdeki tiim olasi
fenotipleri (hiicre alt kiimelerini) otomatik olarak tarayarak, yalnizca
klinik sonuclarla istatistiksel olarak anlamli iligkiye sahip
popiilasyonlar1 belirler. Algoritma, biyolojik sonu¢ iizerindeki etkisi
zayif olan belirtecleri sistematik olarak eleyerek; orijinal karmasik veri
setini, en kritik ve sade belirtec kombinasyonlarini igeren optimize

edilmis bir modele indirger (Montante., Brinkman., 2019).

8.5 Immiinfenotipleme (Immunophenotyping)
Immiinofenotiplendirme (hiicresel fenotipik karakterizasyon);
periferik kan, kemik iligi veya doku silispansiyonlar1 gibi heterojen
popiilasyonlardaki hiicre tiirlerinin, florokrom konjugeli monoklonal
antikorlar araciligiyla tanimlanmasi siirecidir. Bu siiregte hiicreler,
uluslararas1 standartlara sahip "Cluster of Differentiation" (CD)
isimlendirme sistemiyle kodlanan spesifik ylizey veya hiicre igi
antijenlerine gore smiflandirilmaktadir. Patolojik veya atipik bir hiicre
toplulugu saptandiginda, ilgili popiilasyonun immiinofenotipik
profilinin ¢ikarilmasi tanisal bir zorunluluktur. Bu profil, antijen tagiyan
hiicrelerin yiizdesi (%) ve antijen yogunlugunu yansitan Ortalama

Floresan Siddeti (MFI) verileriyle ifade edilir. MFI degerleri, hiicre
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iizerindeki mutlak antijen sayisinin yan sira kullanilan florokromun

kuantum verimliligiyle de dogrudan iliskilidir (Kalina., 2019)

Akis sitometrisi ile yapilan immiinofenotiplemenin sundugu

temel avantajlar sunlardir:

1. Hiicrelerin morfolojik 6zelliklerine (biiytikliik - FSC ve

graniilarite - SSC) gore fiziksel siiflandirma yapilabilmesi.

2. Olii hiicrelerin ve debrislerin analiz dis1 tutularak veri

safliginin artirilmasi.

3. Zay1f eksprese edilen (low-density) ylizey antijenlerinin

yiiksek hassasiyetle tespiti.

4. Cok renkli (multiparametrik) analizler sayesinde

hiicrelerin ontogenetik gelisim evrelerinin net bir sekilde

belirlenmesi.

5. Ayn1 Ornekte bulunabilen birden fazla hematolojik

malignitenin veya bifenotipik hiicre popiilasyonlarinin es zamanli

teshisi. (BD Biosciences, t.y.)

Klinik onkolojide, 16semi ve lenfoma tanis1 igin WHO (Diinya
Saglk Orgiitii) kriterlerine dayal1 spesifik paneller kullanilir. Ornegin,
B-hiicreli kronik lenfositik 16semi (B-CLL) tanis1 i¢in lenfositlerin
CD5, CD19, CD23 pozitif ve CD20, slg zayif pozitif olmasi
karakteristiktir (Kala, P. S., Zubair, M., 2024).

Akis  sitometrisi  ile  immiinofenotipik  karakterizasyon,
standardize edilmis bir operasyonel is akisini takip ederek biyolojik

orneklerden yiiksek ¢oziiniirliiklii dijital verilere ulagilmasini saglar.
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Bu siire¢ temel olarak bes ana basamaktan olusmaktadir:

e isaretleme (Staining) ve Inkiibasyon: Numuneye, hedef
antijenlere (CD4, CDS8, CD45 vb.) ozgii florokrom bagl
monoklonal antikorlar eklenir.  Spesifik antijen-antikor
baglanmasinin gergeklesmesi i¢cin numune, 151k almayan ortamda
kontrollii bir inkiibe islemine tabi tutulur.

e Lizis ve Yikama: Tam kan Orneklerinde analitik hassasiyeti
artrmak adma eritrositler lizis sollisyonlar1 ile parcalanir;
ardindan baglanmamis serbest antikorlar yikama (santrifiij)
basamaklar1 ile ortamdan uzaklagtirilir.

e Veri Edinimi (Acquisition): Hazirlanan hiicre silispansiyonu
cihazdan gegirilerek her bir hiicrenin lazerle etkilesimi sonucu
yayilan sinyaller dijital veri formunda kaydedilir.

e Kapilama (Gating): Analiz asamasinda, elde edilen ham veriler
iizerinden spesifik hiicre popiilasyonlar1 grafiksel olarak izole

edilir (BD Biosciences, t.y.).

Immiinofenotiplendirme, hem arastrma hem de klinik tani
alaninda "altin standart" bir metodoloji olarak kabul edilmektedir.

Baslica uygulama alanlar1 sunlardir:

e Hematolojik Malignitelerin Tanisi: Losemi ve lenfoma alt
tiplerinin kesin teshisinde ve smiflandirilmasinda birincil

yontemdir.
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e Bagisiklik Yetmezligi izlemi: HIV/AIDS gibi immiin yetmezlik
olgularinda CD4+ T lenfosit mutlak sayimui ile hastalik evrelemesi
ve tedavi takibi gergeklestirilir.

e Minimal Kalint1 Hastalik (MRD) Analizi: Tedavi sonrasi
remisyonda olan hastalarda, niiks riskini 6ngoérmek amaciyla
viicutta kalan ¢ok diisiik yogunluktaki malign hiicrelerin tespiti
saglanir.

e Hiicre Alt Popiilasyon Analizi: Immiin yanit siireclerinde
regiilator T hiicreleri veya bellek B hiicreleri gibi spesifik alt
gruplarin oran ve aktivasyon durumlarinin belirlenmesinde kritik

rol oynar.

8.5.1 Lenfosit Alt Gruplarn ve Tanisal Markorler

Hiicre soylarmi belirlemek i¢in "lineage markers" adi verilen ana

markorler kullanilir.  Bu markoérlerin - kombinasyonu, kompleks

numunelerdeki hiicrelerin kimligini ortaya koyar.

Hiicre Tipi Pozitif Markorler Fonksiyonel Onem
T Lenfosit . .
(Genel) CD3+ TCR sinyal kompleksi
T Helper . o
(Yardimer) CD3+, CD4+ MHC-II ile etkilesim
Sitotoksik T | CD3+, CD8+ MHC-Ile etkilesim, hiicre
6ldlirme
B Lenfosit CD19+, CD20+ Antikor tiretimi, antijen
sunumu
. + ..
NK Hiicreleri CD56Cb§P 16+, Dogal oldiiriicii aktivite
Myeloid CD13+, CD33+, Monosit/Makrofaj/Graniilosit
Hiicreler CD14+ soyu
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Hematopoetik progenitor

Kok Hiucreler ..
hiicreler

CD34+, CD45 dim

Tablo 1. Hematopoetik Hiicre Popiilasyonlarinin
Tamimlanmasinda Kullanilan Temel immiinofenotipik Belirtecler

ve Fonksiyonel Ozellikleri (Cossarizza et al., 2017)

8.6. Flow Sitometrinin Mikrobiyoloji ve Molekiiler Biyolojide
Kullanim Alanlan

Akis sitometrisi, 1960'larda  gelistirilmesinden bu yana
immiinoloji, hiicre biyolojisi, onkoloji, tibbi mikrobiyoloji, ¢evre
mikrobiyolojisi ve gida endiistrisi gibi ¢esitli bilimsel alanlarda 6nemli

atilimlar saglayan giiclii, kantitatif, tek hiicreli bir teknolojidir.

8.6.1 Mikrobiyolojide Flow Sitometri

Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda, bakteri ya da mantarlarin
izolasyonu, identifikasyonu, antimikrobiyal tedavi segeneklerinin
sunulmasi ve bu islemlerin raporlanmasi diger klinik laboratuvarlara
kiyasla nispeten yavas olmaktadir. Hiicre kiiltlirlerinde viriis izolasyonu
ve spesifik antikorlarm tespiti, viral enfeksiyonlarin teshisinde yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu yontemler hassas ve spesifiktir, ancak yine
de virlis izolasyonu icin gereken siire olduk¢a uzundur. Bunlarin
yaninda kan serumundan yapilan serolojik testlerin akut enfeksiyonlar1
belirlemede yetersiz olmasi, acil antimikrobiyal tedavi gerektiren
enfeksiyonlarda tedaviye baglama siiresinin kisalmasmm saglanmasi
acisindan hizli ve dogru tam testlerine ihtiya¢ duyulur. Bu baglamda
kiiltiir gerektirmeyen ve antijenlerin varligimi veya konak¢inin spesifik

bagisiklik yanitini tespit eden prosediirler, tani siiresinin kisalmasi i¢in
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gereklidir. Akig sitometrisi, klinik Orneklerde tek veya coklu
mikroorganizmalarin kolay, giivenilir ve hizli bir sekilde tespit
edilmesini saglamaktadir. Mikroorganizmalar, kendine 6zgii hiicresel
parametrelerine veya spesifik antikorlara veya oligoniikleotidlere bagh
olarak kullanilabilen belirli florokromlar araciligiyla identifiye
edilebilir. Ayrica akis sitometrisi, antimikrobiyal duyarhiligi ve ilag
sitotoksisitesini hizli ve dogru bir sekilde degerlendirmek i¢in nicel
prosediirlerin gelistirilmesine olanak saglamustir (Alvarez-Barrientos.,

2000)

8.6.1.1 Bakteriyel Analiz ve VBNC Tespiti

Bu teknoloji, 6zellikle standart agar plaklarinda lireme yetenegini
kaybetmis ancak enfeksiyon potansiyelini koruyan 'Canli Ama Kiiltiire
Edilemeyen' (VBNC - Viable But Non-Culturable) bakterilerin
saptanmasinda, su kalitesi kontrolii ve gida giivenligi a¢isindan hayati
bir rol oynamaktadwr. Literatiirde, NADPH ve flavin kaynakli
otofloresans verileri ilizerinden metabolik durum tayini (Thorell) ile
DNA, protein ve hiicre i¢ci pH analizleri gibi c¢ok parametreli
yaklagimlarin etkinligi gosterilmistir. Ayrica, Mason ve ark. (Mason et
al., 1998) tarafindan tanimlanan cift florokromlu boyama protokolleri
sayesinde Gram-pozitif ve Gram-negatif bakterilerin ayrimi
yapilabilmekte; etidyum bromiir gibi florokromlar araciligiyla kanda
mikrobiyal saptama gergeklestirilebilmektedir. Bu metodolojik
cesitlilik, mikroorganizmalarin hem yapisal hem de fonksiyonel
heterojenliginin tek hiicre diizeyinde karakterize edilmesini

saglamaktadir (Alvarez-Barrientos., 2000)
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8.6.1.2 Antimikrobiyal fla¢c Duyarhliginin Olciilmesi

Akig sitometrisi (FCM), yavas lireyen mikroorganizmalarin,
ozellikle de Mycobacterium tuberculosis kompleksinin ila¢ duyarlilik
testlerinde (DST) geleneksel kiiltiir yontemlerine kiyasla devrim
niteliginde bir hiz ve dogruluk sunmaktadir. Bu metodolojinin temelini,
sitoplazmik esteraz aktivitesiyle hidrolize edilerek floresan 6zellik
kazanan Floresan Diasetat (FDA) boyamasi olusturmaktadir. FDA
tabanli FCM analizleri, mikobakteriyel proliferasyonun beklenmesine
gerek kalmaksizin, ilaca maruz birakilan hiicrelerdeki metabolik
degisimleri 6 ila 24 saat gibi kisa siirelerde saptayabilmektedir. Yapilan
calismalar; izoniazid, rifampin, etambutol ve siprofloksasin gibi temel
antitiiberkiiloz ajanlara kars1 duyarliligin klinik izolatlarda bir glinden
kisa siirede belirlenebildigini kanitlamistir. Ayrica, biyogiivenlik
risklerini minimize etmek amaciyla gelistirilen paraformaldehit
fiksasyon protokolleri, sonug¢ alma siiresini (72 saate kadar) bir miktar
uzatsa da, laboratuvar giivenligi ile diagnostik hizi optimize eden

efektif bir modifikasyon olarak literatiirdeki yerini almistir

8.6.1.3. Paraziter Analizler

Akis sitometrisinin parazitoloji alanindaki ilk uygulamalari,
Physarum polycephalum myxamoebae'nin hiicre dongiisii ile DNA
iceriklerinin analizi ve Leishmania membran antijenlerine 6zgii
monoklonal antikorlarin karakterizasyonu iizerine yogunlagmistir. Son
yillarda ise, 6zellikle Plasmodium gibi hiicre i¢i parazitlerin tespiti i¢in
eritrositlerin  ¢ekirdeksiz yapisindan (DNA igermemelerinden)

faydalanan 6zgilin metodolojiler gelistirilmistir. Bu yaklagima gore,
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konakg1 eritrosit igerisinde konumlanan parazitin DNA's1, niikleik
asitlere spesifik florokromlar ile isaretlenmekte; boylece enfekte
hiicreler akis sitometrisi araciligiyla yiiksek hassasiyetle ayirt
edilebilmektedir. Bu teknik, parazitemi diizeyinin kantitatif takibinde
ve hiicre i¢i patojenlerin biyolojik siire¢lerinin incelenmesinde efektif

bir ¢dziim sunmaktadir (Turner., 1981)

8.6.1.4 Viral Analizler

Akis sitometrisi, virlis-hiicre etkilesimlerinin molekiiler diizeyde
incelenmesinde ve viral patogenezin karakterizasyonunda yaygin
olarak kullanilan bir metodolojidir. Bu teknik, klinik 6rneklerde enfekte
hiicrelerin dogrudan tespit edilmesinin yani sira, in vitro hiicre
kiiltlirlerinde viral inokiilasyon sonrasi viral yiikiin kantitatif olarak
belirlenmesine olanak tanir. Viral antijenlerin tespiti ve nicelendirilmesi
stirecinde FCM, spesifik monoklonal antikorlar araciligiyla hiicre
yiizeyindeki veya—fiksasyon ve permeabilizasyon protokolleri
uygulanmak kaydiyla—hiicre i¢cindeki viral proteinleri yiiksek hizda
analiz edebilmektedir. Ayrica, PCR ve RT-PCR gibi amplifikasyon
tekniklerinin akig sitometrisi siireglerine entegrasyonu (Flow-FISH gibi
yontemlerle), enfekte hiicrelerdeki spesifik viral niikleik asitlerin (DNA
veya RNA) son derece hassas bir sekilde tespit edilmesini saglamistir.
Bu hibrid yaklagimlar, oOzellikle nadir goriilen viral sekanslarin
saptanmasinda ve viral genomlarin tek  hiicre diizeyinde
karakterizasyonunda mevcut en duyarli yontemler arasinda yer

almaktadir (Laffin, J., Lehman, J. M. 1994)
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8.6.2. Serolojik Tani

Akis sitometrisi tabanli mikrosfer immiin testleri (bead-based
assays), patojenlerin ve onlara 0zgii antikorlarin tanimlanmasinda;
monoklonal antikorlarin 6zgiilligiini, akis sitomertisinin yliksek analiz
hizit ve multiparametrik Ol¢iim kapasitesiyle birlestirmektedir. Bu
metodoloji, mikroorganizmalarin dogrudan tespitinden ziyade,
ozellikle hasta serumlarindaki spesifik antikor yanitlarmm (IgM, 1gG
vb.) belirlenmesinde iistiin bir analitik performans sergilemektedir. Her
biri farkl bir floresan yogunluguna veya spektral imza koduna sahip
olan mikrosferlerin kullanilmasi, tek bir reaksiyon kuyucugunda ¢ok
sayida farkli antijene karsi gelisen antikorlarin es zamanli olarak
(multiplexing) taranmasina olanak tanir. Bu durum, geleneksel ELISA
yontemlerine kiyasla hem 6rnek miktarindan tasarruf saglamakta hem
de tam siirecini standardize ederek klinik laboratuvar verimliligini

artirmaktadir (Alvarez-Barrientos., 2000,).

8.6.3. Hiicre Canlhihg: ve Apoptoz Analizleri

Apoptotik hiicrelerin tanimlanmas1 ve apoptoz ile nekroz arasinda
ayrim yapilmasi i¢in, hiicre morfolojisindeki degisiklikleri, hiicre
yiizeyinde fosfatidilserin varligini, mitokondriyal transmembran
potansiyelinin  ¢dkmesini, DNA parg¢alanmasim1 ve kaspaz
aktivasyonunu degerlendirmek amaciyla akis sitometrisi teknikleri
uygulanmaktadir. Apoptoz sirasinda hiicre igerisinde meydana gelen
morfolojik ve kromatin yogunlasmaindaki degisiklikler lazer 1sin
sacilimi ile analiz edilebilir. Apoptozun erken safhalarinda meydana

gelen mitokondriyal transmembran potansiyelinin dagilmasi, bu
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organel i¢indeki elektrokimyasal potansiyele duyarli florokromlar
kullanilarak dlgiilebilir. Analiz edilen hiicrelerin canli olup olmadigmin
belirlenmesi, veri kalitesini dogrudan etkiler. Apoptoz siirecinin erken
evrelerinden bir digeri olan kaspaz aktivasyonu iki farkl: sekilde tespit
edilebilir. Aktif kaspazi karakterize eden epitopun immunositokimyasal
tespiti yoluyla dogrudan olarak tespit edilebilir. Dolayli olarak ise
kaspaz-3 parcalama {riinii olan poli(ADP-riboz) polimerazin p85
fragmaninin immunositokimyasal tespiti yoluyla 6l¢iilebilir. Plazma
zarmin dis yiizeyinde fosfatidilserin acia ¢ikmasi bir diger apoptoz
belirtisidir. Bu durum floresan isaretli anneksin V (anneksin V-FITC )
baglanmas1 ile tespit edilebilir. Apoptozun bir diger belirteci de,
Transglutaminazin  (TGase)  aktivasyonudur.  Transglutaminaz
proteinleri c¢apraz baglayarak onlarm immunojenik 6d6zelliklerini
azaltan bir enzimdir (Darzynkiewicz et al., 2001, Pozarowski et al.,

2003).

8.6.4. Hiicre Ayirma (FACS — Fluorescence-Activated Cell Sorting)

Akis sitometrisinin en ileri fonksiyonlarindan biri olan hiicre
ayirma (cell sorting), tanimlanan spesifik hiicre popiilasyonlarmin
heterojen Orneklerden fiziksel olarak izole edilmesine olanak tanir.
Manyetik boncuk temelli saflagtrma yontemlerinden farkli olarak
hiicre ayiricilar, akig sitometrisinin sundugu multiparametrik ve
karmagsik fenotipik verilere dayanarak her tiirlii alt popiilasyonu yiiksek
hassasiyetle ayirabilme kapasitesine sahiptir. Bu metodoloji; kok
hiicreler veya antijene 6zgii T hiicreleri gibi nadir popiilasyonlarin

fonksiyonel ¢aligmalar, hiicre kiiltiirii veya tek hiicre RNA dizileme
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(RNA-seq) analizleri i¢in saflagtirilmasinda kritik bir rol oynamaktadir
(Ibrahim, S.F, van den Engh, G., 2007). Giinlimiizde yaygin olarak
kullanilan elektrostatik hiicre ayiricilar, piezoelektrik tahrikli damlacik
iretimi prensibiyle caligmaktadir. Bu sistemde, 70-130 pum
genisligindeki nozullardan gecen hiicreler lazer tarafindan
sorgulandiktan sonra, akis yiiksek frekansli titresimlerle diizenli
damlaciklara boliintir. Hedef hiicrenin lazer kesisim noktasindan
ayrilma ani1 hassasiyetle hesaplanarak, ilgili damlaciga pozitif veya
negatif bir elektriksel yiik verilir. Yiiklenen bu damlaciklar, yiiksek
voltajli elektrostatik sapma plakalar1 arasindan gecerken yiiklerine gore
yonlendirilerek toplama tiiplerine veya plakalarina yliksek saflikta

aktarilir (Telford, W. G., 2023)

8.6.5 Hiicre Dongiisii ve DNA Icerigi Analizi

Akis sitometrisinde hiicre dongiisii analizi, hiicresel DNA
iceriginin kantitatif olarak saptanmasi ve hiicre popiilasyonlarinin
replikasyon fazlarma (G0/G1, S ve G2/M) gore karakterize edilmesi
prensibine dayanmaktadir. Bu metodolojinin basarisi; Propidyum
Iyodiir (PI), DAPI veya Hoechst gibi florokromlarm DNA’ya
"stokiyometrik" olarak baglanmasina, yani yayilan floresan sinyal
siddetinin hiicredeki toplam niikleik asit miktar1 ile tam bir dogru oranti

sergilemesine baghdir (Rieger, A.M., 2022).

Elde edilen DNA histogramlarinda, diploid (2n) DNA igerigine
sahip GO/G1 fazindaki hiicreler ilk ana tepeyi (1X yogunluk)
olustururken; DNA replikasyonunu tamamlamis tetraploid (4n)

yapidaki G2/M fazi hiicreleri, bu sinyalin tam iki kat1 yogunlukta (2X)
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ikinci bir tepe meydana getirir. Sentez (S) fazindaki hiicreler ise DNA
replikasyonunun devam etmesi nedeniyle bu iki tepe arasinda ara bir
dagilim sergiler. Verilerin hassas analizi i¢in Watson Pragmatic veya
Dean-Jett-Fox gibi matematiksel algoritmalar kullanilarak ortiisen faz

ylizdeleri hesaplanmaktadir (Darzynkiewicz et al., 2001).

Analiz kalitesini belirleyen en kritik parametrelerden biri, G1
tepesinin Varyasyon Katsayis1 (CV) degeridir; ideal bir 6l¢iimde bu
degerin %2-5 araliginda olmasi beklenir. Ayrica, iki diploid hiicrenin
lazerden es zamanl gecerek tek bir tetraploid hiicre gibi algilanmasiyla
olusan "doublet" hatasin1 6nlemek amaciyla, sinyal alaninin (Area)
genisligine (Width) veya yiiksekligine (Height) oranlandig1 "Doublet
Discrimination" protokoliiniin uygulanmasi zorunludur. Hiicre
dongiisiiniin sik1 denetim mekanizmalar1 ve kontrol noktalar1 (G1/S ve
G2/M), DNA hasarma tespit ederek hiicreyi ya onarima ya da apoptoza
yonlendirir; akis sitometrisi ise bu dinamik siireglerin tek hiicre
diizeyinde yiiksek dogrulukla izlenmesine olanak tanir (Darzynkiewicz

et al., 2001).

8.6.6. Hiicre I¢i Kalsiyum Tespiti

Memeli hiicrelerinde en yaygin ikincil haberci sistemlerinden biri
olan hiicre i¢i serbest kalsiyum konsantrasyonu, akis sitometrisi (FC)
araciligiyla kinetik diizeyde analiz edilebilmektedir. Bu amacla
kullanilan florometrik gostergeler arasinda, rasyometrik dl¢iim imkani
sunan Indo-1 en yaygm tercih edilen molekiildiir. Indo-1'in temel
avantaji, kalsiyum iyonlarmma baglandiginda emisyon spektrumunun

yaklasik 400 nm'den 475 nm'ye kaymasidir. Bu spektral kayma
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(rasyometrik analiz), hiicre boyutu, boya yilikleme verimliligi veya
cihaz kararhiligindan kaynaklanabilecek varyasyonlardan bagimsiz,
yiikksek hassasiyetli Olgiimler yapilmasina imkan tanir. Ayrica bu
metodoloji, analiz siirecinde canli ve 0li hiicrelerin es zamanli olarak
ayirt edilmesine olanak saglayarak sadece fonksiyonel popiilasyonlar
iizerinden veri eldesini miimkiin kilmaktadir (Alvarez-Barrientos.,

2000).

8.6.7. RNA-Flow Sitometri (PrimeFlow)

Molekiiler biyolojideki en yenilik¢i uygulamalardan biri olan
RNA-flow (PrimeFlow), hiicre ici RNA ekspresyonunu tek hiicre
diizeyinde ve protein belirtecleri ile es zamanli olarak 6lger (Soh, K. T.,

Wallace, P. K., 2017)

8.6.8.Kanser tespiti

Giincel klinik pratikte akis sitometrisi; morfolojik verileri
immiinofenotipik analizlerle birlestirerek 16semi tanisi,
smiflandirilmasi ve takibinde altin standart yontemlerden biri haline
gelmistir. Akut lenfoblastik 16semi (ALL) ve akut miyeloid 16semi
(AML) ayriminda, hiicresel antijenlere 6zgili genis bir monoklonal
antikor paneli kullanilmaktadir. Bu siirecte, 'pan-16kosit' belirteci olan
CD45 antijeninin ekspresyon diizeyi ile yan sacgilim (SSC)
ozelliklerinin birlikte degerlendirildigi CD45/SSC blast kapilamasi
(gating), malign hiicre popiilasyonlarini normal hematopoetik
hiicrelerden ayirt etmek i¢in temel bir stratejidir. Ayrica, hematopoetik
progenitdr hiicrelerin bir gostergesi olan CD34 ve miyeloid seriye 6zgii

alt tiplerin belirlenmesinde kritik rol oynayan HLA-DR gibi belirtegler,
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16seminin kesin tanisinda ve immiinofenotipik alt siniflara ayrilmasinda
yiiksek tanisal deger tasimaktadir. immiinofloresans teknolojisindeki
bu gelismeler, akis sitometrisini l6semi tespiti ve minimal kalinti
hastalik (MRD) izleminde vazgecilmez bir tanisal arag konumuna

tasimustir (Alvarez-Barrientos., 2000).

8.6.9. Fonksiyonel Analizler ve Sitokin Ol¢iimii

Akis sitometrisi, hiicresel ylizey proteinlerinin tanimlanmasinin
yani sira hiicrelerin aktivasyon kinetiklerini ve sentezledikleri efektor
molekiilleri analiz edebilen kapsamli bir fonksiyonel inceleme aracidir.
Ozellikle spesifik immiin yamitlarin karakterizasyonunda kritik rol
oynayan sitokin {dretimi (IFN-y, IL-2, TNF-a), uyarilmis hiicre
populasyonlarinda gerceklestirilen hiicre i¢ci boyama (intracellular
staining) protokolleri ile kantitatif olarak belirlenmektedir. Bu deneysel
stirecte, sentezlenen sitokinlerin hiicre disina sekresyonunu 6nlemek ve
sitoplazmik birikimini saglamak amaciyla Brefeldin A veya Monensin
gibi protein transport inhibitorlerinin kullanimi zorunludur. Bu
metodoloji, tek hiicre diizeyinde hangi spesifik hiicre alt gruplarmnin
hangi sitokin profilini sergiledigini (Th1l, Th2, Th17 vb.) yiliksek bir
hassasiyetle ortaya koyarak immiin fonksiyonlarin derinlemesine analiz
edilmesine olanak saglamaktadir (Alvarez—Barrientos., 2000, Alan et

al.,, 2017).

8.7. Akis Sitometrisinde Kalite Kontrol (QC) ve Standardizasyon
Protokolleri
Akis sitometrik analizlerin tekrarlanabilirligi ve dogrulugu;

optimizasyon, kalibrasyon ve standardizasyon basamaklarindan olugan
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kapsamli bir kalite kontrol (QC) prosediiriine dayanmaktadir. Bu
stiregler, cihazin optik, elektronik ve akiskan sistemlerindeki
performans dalgalanmalarmi minimize ederek verilerin laboratuvarlar

arasi karsilastirilabilirligini saglar (Bio-Rad Laboratories, t.y.).

8.7.1. Cihaz Optimizasyonu ve Kalibrasyonu

Cihaz optimizasyonu; lazer zamanlamasi (laser delay), lazer
giicli, optik filtre verimliligi, amplifikator dogrusalligi ve elektronik
giriiltii gibi kritik parametrelerin denetlenmesini kapsar. Kalibrasyon
asamasinda ise fotomultiplikator tiiplerinin (PMT) dinamik araligi ve
foton yakalama verimliligi, "Rainbow beads" veya "Quantum TM
Simply Cellular" gibi sert boyali floresan boncuklar kullanilarak izlenir.
Bu siireg, sinyallerin senkronizasyonunu saglayan alan Olgekleme
faktorii (ASF) gibi elektronik ayarlarin dogrulanmasi i¢in temel teskil
eder (Lee, J., Scheuermann, R., 2008)

8.7.2. Giinliik Izleme ve Levey-Jennings Analizleri

Cihazin optik hizalamasi ve dedektor hassasiyeti giinliik olarak
floresan boncuklar araciligiyla takip edilmelidir. Elde edilen verilerdeki
sapmalar Levey-Jennings grafikleri {izerinde izlenerek, sistemin

kararlilig1 denetlenir.

Varyasyon Katsayis1 (CV): Boncuk sinyallerindeki diisiik CV

degerleri, optik sistemin hassas bir sekilde hizalandiginin gostergesidir.

Westgard Kurallar:: QC verilerinin standart sapma (SD) disina

¢ikmas1 durumunda uygulanan bu kurallar, cihazin teknik bakima veya
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yeniden kalibrasyona ihtiyact olup olmadigin1 belirlemek i¢in

kullanilan istatistiksel bir algoritmadir (Gonneau et al., 2021)

8.7.3. Kantitatif Standardizasyon: MESF ve ABC Birimleri
Farkli cihaz konfigiirasyonlar1 arasindaki varyasyonlari elimine
etmek i¢in goreceli birimler (MFI) yerine mutlak standart birimler

tercih edilir.

MESF (Molecules of Equivalent Soluble Fluorochrome):
Floresan yogunlugunu ¢o6ziiniir florokrom molekiil sayisma esdeger

hale getirerek birimler aras1 standardizasyon saglar.

ABC (Antibody Binding Capacity): Ozellikle CD34 gibi diisiik
yogunluklu antijenlerin miktar tayininde kritik éneme sahip olan bu
birim, hiicre basina baglanan antikor sayismi ifade eder (Wang et al.,

2002).

8.7.4. Uluslararasi Raporlama Standartlari: MIFlowCyt ve MIATA

Bilimsel seffafligt ve veri paylasimini standardize etmek
amaciyla gelistirilen MIFlowCyt (Minimum Information about a Flow
Cytometry Experiment) kontrol listesi; deney amaci, numune
ozellikleri, cihaz konfigiirasyonu ve kapilama (gating) stratejilerinin
raporlanmasimi zorunlu kilar. Benzer sekilde MIATA, T hiicresi immiin
izleme c¢aligmalarina ozgli raporlama gerekliliklerini belirleyerek
literatiirdeki veri kalitesini glivence altma alir (Lee, J., Scheuermann,

R., 2008)
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Akis sitometrisi; hiicre fizigi, optik miithendisligi ve
immiinofloresan teknolojisinin sinerjik bir birlesimi olarak modern
biyotip ve klinik tanida vazge¢ilmez bir konuma yiikselmistir. Tek
hiicre diizeyinde sundugu multiparametrik analiz kapasitesi, sadece
yiizey fenotiplerinin tanimlanmasiyla smirli kalmayip; hiicre dongiisii
kinetigi, hiicre i¢i sinyal iletimi ve metabolik fonksiyonlarin dinamik
olarak izlenmesine olanak tanmimaktadwr. Teknolojik ilerlemelerle
birlikte gelisen yeni nesil polimer florokromlar ve spektral ayristirma
yontemleri, analiz hassasiyetini en st diizeye c¢ikarirken;
standartlastirilmis kalite kontrol protokolleri ve uluslararasi raporlama
kriterleri (MIFlowCyt), elde edilen verilerin giivenilirligini ve
evrenselligini  glivence altina almaktadwr. Losemi tanisindan
mikrobiyolojik ila¢ duyarhlik testlerine, nadir hiicre izolasyonundan
karmagik immiin fonksiyon analizlerine kadar uzanan genis uygulama
yelpazesiyle akis sitometrisi, hem temel arastirmalarda hem de
kisisellestirilmis  tip  uygulamalarinda  gelecegin  diagnostik

standartlarini belirlemeye devam edecektir.
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GIRIS

Mikrobiyoloji ve hiicresel biyoloji alanlarinda yasanan hizli
bilimsel ve teknolojik gelismeler, mikroorganizmalarin yalnizca
varliklarinin ~ degil, aym zamanda konak hicrelerle olan
etkilesimlerinin,  patojenite = mekanizmalarmin  ve  biyolojik
fonksiyonlariin ¢ok yonlii olarak incelenmesini gerekli kilmistir. Bu
baglamda hiicre kiiltiirii teknikleri ile fonksiyonel mikrobiyolojik
analizler, modern deneysel arastirmalarin vazgec¢ilmez araglar1 arasinda

yer almaktadir. In vitro hiicre kiiltiirii sistemleri, mikroorganizmalarmn
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konak hiicreler {lizerindeki etkilerinin kontrollii kosullar altinda
degerlendirilmesine olanak tanirken; fonksiyonel analizler, bu
etkilesimlerin molekiiler, hiicresel ve fizyolojik sonuglarini ortaya
koymay1 amaglamaktadir. Hiicre kiiltiirli, primer hiicreler veya siirekli
hiicre hatlar1 kullanilarak hiicrelerin laboratuvar ortaminda kontrollii
sekilde ¢ogaltilmas1 ve siirdiriilmesini ifade eder. Bu teknikler,
enfeksiyon biyolojisi, ilag gelistirme, toksisite testleri, as1 ¢aligmalari
ve konak—patojen etkilesimlerinin aydimnlatilmasi gibi bircok alanda
yaygin olarak kullanilmaktadir. Ozellikle bakteriyel, viral ve fungal
patojenlerin hiicre i¢i invazyon mekanizmalari, sitotoksik etkileri,
immiin yanit izerindeki diizenleyici rolleri ve hiicresel sinyal yolaklar
iizerindeki etkileri, hiicre kiiltlirii modelleri sayesinde detayli bigcimde
incelenebilmektedir.  Fonksiyonel —mikrobiyolojik analizler ise
mikroorganizmalarin canli sistemler Gzerindeki biyolojik aktivitelerini
degerlendirmeye yonelik deneysel yaklasimlar1 kapsamaktadir. Bu
analizler; adezyon ve invazyon testleri, biyofilm olusum analizleri,
sitotoksisite ve apoptotik yanit Ol¢timleri, hiicresel canlilik testleri,
oksidatif ~stres parametreleri ve inflamatuvar mediyatorlerin
degerlendirilmesi gibi genis bir yelpazeye sahiptir. Hiicre kiiltiirii
temelli fonksiyonel testler, klasik mikrobiyolojik yontemlerin 6tesine
gecerek mikroorganizmalarin yalnizca tanimlanmasmi degil, aym
zamanda patofizyolojik etkilerinin mekanistik diizeyde anlasilmasini
saglamaktadir. Giinlimiizde antibiyotik direnci, yeni ve yeniden ortaya
cikan enfeksiyonlar, probiyotik ve postbiyotik uygulamalar ile
mikrobiyota—konak iligkileri gibi konular, hiicre kiiltiirii ve fonksiyonel

analizlerin 6nemini daha da artrmustir. Ozellikle ¢ok ilaca direngli
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patojenlerin hiicresel diizeyde olusturdugu hasarin belirlenmesi ve
alternatif tedavi stratejilerinin gelistirilmesi siirecinde bu yontemler
kritik  rol  oynamaktadir. Bunun yam1  sira,  probiyotik
mikroorganizmalarm epitel hiicreler iizerindeki koruyucu etkilerinin,
bagisiklik sistemi modiilasyonunun ve bariyer fonksiyonlarimin
degerlendirilmesi de hiicre kiiltiirii tabanli fonksiyonel analizler

aracili@iyla miimkiin olmaktadir.

Bu Kkitap boliminde, hucre kaltura tekniklerinin  temel
prensipleri ile fonksiyonel mikrobiyolojik analizlerin teorik altyapisi ve
uygulama alanlar1 biitlinclil bir yaklagimla ele alinacaktir. Ayrica,
deneysel tasarim, yontem sec¢imi, sonuglarin yorumlanmasi ve
karsilasilabilecek teknik smirliliklar izerinde durularak, arastirmacilara
ve ogrencilere yol gosterici bir kaynak sunulmasi amaglanmaktadir.
Bdylece, hiucre kaltari ve fonksiyonel mikrobiyolojik analizlerin,
modern mikrobiyoloji ve biyomedikal arastirmalardaki yeri ve énemi

kapsamli bir sekilde ortaya konacaktir.

9.1. Hiicre Kiiltiirii Temelleri ve Laboratuvar Yonetimi

9.1.1. Hiicre Kiiltiiriinde Sterilite Prensipleri ve Aseptik Cahsma
Yaklasim

Hiicre kiiltiirii  teknikleri, canli hiicrelerin  fizyolojik
biitlinliiglinii ve fonksiyonel Ozelliklerini koruyarak laboratuvar
kosullarmda  ¢ogaltilmasina olanak saglayan ileri deneysel
yaklagimlardir (Mani, 2023a). Ancak bu tekniklerin giivenilirligi ve
tekrarlanabilirligi, bliylik Olciide sterilite prensiplerine siki bigimde
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Uyulmasima baglidir. Hiicre kiiltiirii sistemleri, mikroorganizmalar i¢in
son derece elverigli bir biiyiime ortami sundugundan, minimal
diizeydeki kontaminasyon dahi hiicre proliferasyonunun bozulmasina,
metabolik profillerin degismesine ve deneysel sonuglarin gegersiz hale
gelmesine neden olabilmektedir (Philippeos, Hughes, Dhawan, &
Mitry, 2012). Aseptik teknik, hiicre kiiltiiri ¢aligmalarmin temelini
olusturur ve hiicrelerin ¢evresel mikroorganizmalardan korunmasini
amacglayan tiim uygulamalar1 kapsar. Bu yaklasim; kisisel hijyen,
laboratuvar alanmnin diizenlenmesi, ekipmanlarm sterilizasyonu,
reaktiflerin dogru sekilde kullanimi ve ¢alisma akismin planlanmasi
gibi cok sayida bileseni icerir (Afify & Seno, 2023). Ozellikle
bakteriler, mayalar, kif mantarlar1 ve mikoplazmalar, hiicre
kiiltlirlerinde en sik karsilagilan kontaminantlardir. Mikoplazmalar,
hiicre duvarindan yoksun olmalar1 ve diisiik boyutlar1 nedeniyle rutin
mikroskobik incelemelerde fark edilmeden kulttrlerde uzun stre
varlhigini stirdiirebilir ve hiicresel gen ekspresyonunu, protein sentezini
ve sinyal yolaklarmni ciddi bicimde etkileyebilir. Sterilite prensiplerinin
uygulanmasinda temel kurallardan biri, calisma alanina yalnizca gerekli
materyallerin alinmast ve gereksiz hareketlerden kaginilmasidir
(Weiskirchen, Schroder, Buhl, & Weiskirchen, 2023). Pipetleme
islemleri sirasinda aerosol olusumunun minimize edilmesi, kapaklarin
mimkin olan en kisa siirede acik tutulmasi ve kullanilan sarf
malzemelerinin tek kullanimlik olmasi esastir. Ayrica, hiicre kiiltiirii
yapilan laboratuvarlarda yiyecek ve icecek bulundurulmasi kesinlikle
yasaklanmali, laboratuvar 6nliigii ve eldiven kullanimi standart hale

getirilmelidir (Jain, Gulati, Mittal, & Mani, 2023).

372



9.1.2. Biyogiivenlik Kabini (BSL): Yapisi, Cahisma Prensibi ve

Dogru Kullanim

Biyoguvenlik kabinleri (Biological Safety Cabinet, BSL), hiicre
kiltirti ¢alismalarinda hem operatdri hem de kultir materyalini
korumay1 amaclayan birincil miihendislik kontrol sistemleridir.
Gliniimiizde hiicre kiiltliri uygulamalarinda en yaygm kullanilan
kabinler Sinif II BSL’lerdir. Bu kabinler, HEPA (High Efficiency
Particulate Air) filtrelerden gecirilen hava akimi sayesinde partikiil,
bakteri ve fungal sporlarin ¢alisma alanma girisini engeller (Pasrija &

Kumari, 2025).

Smif 11 BSL’lerde hava, iistten asagiya dogru laminer akim
seklinde hareket eder ve ¢alisma ylizeyindeki partikiillerin kontrollii
bicimde uzaklastirilmasini saglar. Aynm1 zamanda, kabinin 6n
aciklhigindan igeri giren hava da filtrelenerek hem kullanicinin hem de
ortamin korunmasi hedeflenir. Bu 6zellik, Sinif II BSL’leri hiicre
kiiltiirii, viral ¢alismalar ve rekombinant DNA uygulamalar1 i¢in uygun

hale getirir (W. Gao et al., 2024).

BSL kullanim1 sirasinda dikkat edilmesi gereken temel kurallar

sunlardir:

e Kabin ¢alismaya baglamadan 6nce en az 10—15 dakika calisir
durumda birakilmalidir.
e Calisma yiizeyi deney Oncesi ve sonrasi %70 etanol veya uygun

bir dezenfektan ile silinmelidir.
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e Hava akisim1 bozacak biliylk ekipmanlar veya gereksiz
materyaller kabin igine yerlestirilmemelidir.

e (Calisma alam1 “temizden kirliye” dogru organize edilmeli,
kontamine materyaller kabinin arka veya yan bdlgelerinde
tutulmalidir (Obayori & Salam, 2023).

BSL’lerin diizenli bakim ve validasyonu, laboratuvar yonetiminin
ayrilmaz bir pargasidir. HEPA filtrelerin periyodik olarak test edilmesi,
hava akis hizlarmin kontroli ve UV lambalarinin etkinliginin
degerlendirilmesi, kabinin biyogiivenlik standartlarina uygunlugunu

garanti altma alir (Pasrija & Kumari, 2025).

9.1.3. Hiicre Kiiltiirii Besiyerleri: Temel Bilesenler ve Secim

Kriterleri

Hicre Kkaltara  besiyerleri, hicrelerin in  vitro ortamda
yasamlarmi siirdiirebilmeleri ve fizyolojik fonksiyonlarini yerine
getirebilmeleri igin gerekli olan tiim besin d6gelerini igerir (Price, 2017).
Bu ortamlar; inorganik tuzlar, amino asitler, vitaminler,
karbonhidratlar, yag asitleri ve pH diizenleyici tampon sistemlerden
olusur. Kullanilan besiyerinin bilesimi, hiicre tipine ve deneysel amaca
gore belirlenmelidir. DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium),
yiiksek amino asit ve vitamin i¢erigi ile bircok adherent hiicre hatt1 i¢in
tercih edilen bir ortamdir (Mani, 2023b). Diisiik ve yiiksek glukozlu
formlar1, hiicrelerin metabolik ihtiyaglarina gore esneklik saglar
(Lavrentieva, 2018). RPMI-1640 ise 0zellikle lenfositler, monositler ve

bazi tiimor hiicre hatlar1 icin optimize edilmistir. Bu ortam, fosfat
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tampon sistemi sayesinde CO: inkiibatorlerinde stabil pH saglar
(Whitford, Lundgren, & Fairbank, 2018). Besiyerlerine siklikla fetal
bovin serum (FBS) eklenir. FBS; buyume faktorleri, hormonlar,
baglanma proteinleri ve iz elementler agisindan zengindir ve hiicre
adezyonu ile proliferasyonunu destekler (Karnieli et al., 2017).
Genellikle %5-10 oraninda kullanilir; ancak serum konsantrasyonu
hiicre hattina 6zgii olarak optimize edilmelidir. Serumun lotlar arasi
degiskenligi deneysel sonuglar etkileyebileceginden, ayni lot serumun
uzun siireli ¢aligmalarda kullanilmasi 6nerilir. Antibiyotik ve antifungal
ajanlar (6r. penisilin, streptomisin, amfoterisin B), kontaminasyon
riskini azaltmak amaciyla siklikla besiyerlerine eklenir. Bununla
birlikte, antibiyotiklerin siirekli kullanimi1 gizli kontaminasyonlar1
maskeleyebilecegi i¢in, iyi aseptik uygulamalarm yerine gegmemelidir

(Geraghty et al., 2014; D. Y. Lee et al., 2022).

9.1.4. Hiicre Dondurma (Kriyoprezervasyon): Temel Ilkeler ve

Uygulama

Kriyoprezervasyon, hiicrelerin uzun siireli saklanmasini ve
biyolojik 6zelliklerinin korunmasini saglayan temel bir tekniktir. Bu
yontem, hiicre bankalarmin olusturulmasi ve deneysel siirekliligin
saglanmasi ag¢isindan kritik 6neme sahiptir (Wang, Wang, & Zhao,
2023). Hicre dondurma surecinde temel amag, hicre ici buz kristali
olusumunu minimize ederek membran biitlinliigiinii korumaktir. Bu
amacla en yaygin kullanilan kriyoprotektan dimetil siilfoksit
(DMSO)’dur (Wang et al., 2023). DMSO, hiicre zarindan kolaylikla
gecerek suyun kristallesmesini engeller. Tipik bir dondurma ortami,
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%90 serum ve %10 DMSO igerecek sekilde hazirlanir (Arav, 2022).
Hiicreler logaritmik biliyime fazinda toplanmali, santrifiijle
peletlenmeli ve kriyoprotektif ortamda suspanse edilmelidir (Weng,
2023). Dondurma islemi kontrollii hizda gergeklestirilmelidir. Ideal
sogutma hizi yaklastk —1 °C/dakikadir. Bu hiz, programlanabilir
dondurucular veya izopropanol iceren kontrollii dondurma kaplari
kullanilarak saglanabilir. ilk asamada hiicreler —80 °C’de bekletilir,
ardindan uzun siireli depolama i¢in sivi azot tanklarmna aktarilir

(Aarattuthodi et al., 2025; Agarwal & Singh, 2023).
9.1.5. Hiicre Cozme Protokolleri ve Canhlik Optimizasyonu

Dondurulmus hiicrelerin ¢oziilmesi, kriyoprezervasyon kadar
hassas bir islemdir. Hiicreler sivi azottan ¢ikarildiktan sonra hizla 37 °C
su banyosunda ¢ozililmelidir. Bu hizli ¢g6zme, buz kristallerinin yeniden
olusmasini engeller. Cozme sonrast DMSO’nun hiicreler Gzerindeki
toksik etkilerini azaltmak i¢in hiicre siispansiyonu uygun kiiltiir ortami
ile seyreltilmeli ve diisiik hizli santrifiij ile yikanmalidir. Canlilik
oraninin yliksek tutulabilmesi i¢in ¢dzme sonrasi hiicreler uygun
yogunlukta ekilmeli, inkiibatér kosullar1 (37 °C, %5 COa, %95 nem)
dikkatle saglanmalidir. Ik 24 saat boyunca ortam degisimi
yapilmamasi, hiicrelerin yiizeye tutunmasini ve stres yanitmin
azalmasini destekler (Larsson & Parris, 2023; Petiti, Revel, & Divieto,
2024).

Sonug olarak hiicre kiiltiirii temelleri ve laboratuvar yonetimi, yalnizca

teknik bilgi degil, ayn1 zamanda disiplinli bir caligma kiiltiirii gerektirir.
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Sterilite prensiplerine uyum, uygun besiyeri se¢imi ve dogru
kriyoprezervasyon uygulamalari; giivenilir, tekrarlanabilir ve bilimsel
acidan gegerli sonuclarin elde edilmesini saglar. Bu nedenle hiicre
kiiltiirli, mikrobiyoloji ve biyomedikal aragtirmalarin merkezinde yer

alan stratejik bir yontem olarak degerlendirilmelidir.

9.2. Hiicre Hatlan ve Karakterizasyon

9.2.1. Hiicre Hatlarimin Tanimlanmasi ve Siniflandirilmasi

Hiicre kiiltiirti, bilimsel arastirmanin temelini olusturan in vitro
modellerin gelistirilmesini saglar. Bu modellerin gilivenilirligi, hiicre
kaynagmnin niteligine ve karakterizasyonunun dogruluguna baglidir
(Isidan et al., 2022). Hiicre hatlar1 genel olarak iki ana kategoriye
ayrilir: primer hiicre kiiltiirleri ve 6liimsiizlestirilmis (immortalized)
hiicre hatlar1 (Onodi et al., 2022). Primer hiicre kiiltiirleri, canli
organizmadan izole edilen doku veya hiicre siispansiyonlarimin
dogrudan kiiltiirtidiir. Bu hiicreler, dokuya 6zgii fenotipik ve genetik
Ozellikleri korur; bu nedenle in vivo kosullara yakin fizyolojik cevap
verirler. Ancak primer hiicrelerin boliinme kapasitesi smirhidir ve
kalturde belirli bir pasajdan sonra senesans (irreversible hiicre dongis
durmasi) gosterirler. Bu smirlama, arastirmacilar i¢in hem avantaj
(gercek doku davraniglarma daha yakin modeller) hem de dezavantaj
(sinirli proliferasyon) olusturur (Zheng, Liu, Yang, & Milman Krentsis,
2024).  Ote yandan, o&liimsiizlestirilmis hiicre hatlari, genetik
modifikasyon, viral onkogen ekspresyonu veya spontan degisim
yoluyla proliferasyon yetenegini siirekli hale getirmis hiicrelerdir

(Ripandelli, van Oijen, & Robinson, 2024). Bu hticreler laboratuvar
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kosullarinda uzun siire korunabilir ve ¢ok sayida pasajdan sonra bile
proliferatif kapasitesini biyuk 6lctide korur. Bu 6zellik, uzun sureli
deneyler ve yiiksek tekrarlanabilirlik gerektiren ¢aligmalar i¢in avantaj
saglar (Goswami, Yashwanth, Trudeau, & Lakra, 2022). Bununla
birlikte, immortalize hiicre hatlari, uzun siireli pasaj silireglerinde
genetik ve fenotipik farkliliklar gelistirebilir; bu nedenle orijinal doku
fenotipini temsil etme kapasiteleri primer hiicrelere gére sinirl olabilir
(Wells et al., 2024). Olumsiizlestirme siireci, cesitli yontemlerle
gerceklestirilebilir. Bu yontemler arasinda viral onkogenlerin (6r. SV40
T-antijeni) ekspresyonu, telomeraz (hTERT) aktivasyonunun
artirilmas1 ve genetik degisikliklerle hiicre dongiisiiniin kontrol
noktalarimin manipiilasyonu yer alir (Moya et al., 2023). S6z konusu
manipiilasyonlar, hiicrenin proliferasyon kapasitesini uzatirken ayni
zamanda hiicre kimliginin korunup korunmadiginin da dogrulanmasini

gerekli kilar (Sadanandan et al., 2024).
9.2.2. Primer Kiiltiirlerin Ozellikleri ve Uygulama Alanlar

Primer hiicre kiiltlirleri, biyomedikal arastirmalarda gercek
doku davranislarmi modellemek icin vazgecilmez araclardir. Bu
hicreler, genellikle doku &rneklerinden mekanik veya enzimatik
ayrisma ile izole edilir ve uygun besiyerinde c¢ogaltilir. Primer
hiicrelerin en 6nemli avantaji, doku Ozgiin fenotipi ve fonksiyonel
profilini biiyiik 6l¢iide korumalaridir (Zheng et al., 2024). Bu nedenle
ilag toksisitesi, doku rejenerasyonu ve doku spesifik fonksiyonlarin
incelenmesi gibi uygulamalarda tercih edilirler. Ancak bu hucrelerin
kiiltlir 6mrii sinirhdir; “Hayflick limiti” olarak tanimlanan olguda
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hiicreler ¢ogaldik¢a telomerler kisalir ve sonunda senesans evresine
girerler. Bu fenomen, primer hiicrelerde dogal yaslanma siire¢lerinin
modellenmesine olanak saglar, ancak uzun siireli deneyler i¢in zorluk
teskil eder. Basarili primer kiiltiir olusturma, hiicre izole edilen
dokunun kalitesi, ayristrma prosediirleri ve kiiltiir kosullarmin
optimize edilmesine dayanir (Antonov et al., 1986; Sugihara,
Yonemitsu, Miyabara, & Yun, 1986).

9.2.3. Immortalized Hiicre Hatlarinin Avantajlar1 ve Simirhliklar

Immortalized  hiicre  hatlari, bilimsel calismalarin
standardizasyonu ve tekrarlanabilirligini artiran giiglii araglardir. Bu
hiicre hatlarinin avantajlar1 arasinda siirekli proliferasyon, genetik
stabilite analizi kolaylig1 ve ticari olarak genis ¢apta temin edilebilme
ozellikleri yer alir. Ozellikle farmakolojik testler, molekiiler
mekanizma c¢aligmalar1 ve yiiksek verimli ekranlamalar i¢in siklikla
immortalized hatlar tercih edilir (Voloshin, Tyurin-Kuzmin,
Karagyaur, Akopyan, & Kulebyakin, 2023). Bununla birlikte, bu hiicre
hatlarinin fenotipik ve genetik profilleri, dokuya 6zgii 6zelliklerin
kaybina neden olabilir ve elde edilen sonuglarin klinik translatorliigiinii
siirlayabilir. Uzun siireli pasaj sonrasi genetik sapmalarin ortaya
cikmasi, bazi hatlarda anormal proliferasyon veya transformasyon
ozelliklerinin gdriilmesi gibi sorunlar literatiirde rapor edilmistir. Bu
nedenle hiicre hatlarinin kullanildig: her arastirmada, kimlik dogrulama
ve karakterizasyon kontrolleri kritik 6nem tasir (Soice & Johnston,
2021; Voloshin et al., 2023).
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9.2.4. Hiicre Sayimi: Hemositometre ile Nicel Analiz

Hiicre sayimi, kiiltiirlerin ~ biiylime dinamiklerini
degerlendirmek, uygun seeding yogunlugunu belirlemek ve deneysel
kosullar1 standartlagtirmak icin kritik bir adimdir (Jindal & Singh,
2023). En yaygin kullanilan ydntemlerden biri hemositometre ile
manuel hiicre saymmidir. Hemositometre, belirlenmis bir hacimdeki
hiicrelerin mikroskop altinda sayilmasina olanak verir ve her bolmedeki
hiicre sayisindan toplam hiicre yogunlugu hesaplanir (Y.-W. Chen &
Chiang, 2024). Hiicreler genellikle trypan blue gibi canlilik boyalari ile
boyanarak canli ve 6lii hiicrelerin ayirt edilmesi saglanir. Canli hiicreler
boyay1 disarida birakirken membrani hasarli 6li hiicreler boyay1 alir.
Bu ayirim, toplam hiicre sayimmin yani sira kiiltiirdeki canli hiicre
oraninin degerlendirilmesine de olanak tanir. Dikkatli pipetleme, esit
ornekleme ve Dbelirlenmis sayim kurallarina uyum, saymmin
dogrulugunu artirir (Lapsina, Riond, Hofmann-Lehmann, & Stirn,
2024).

9.2.5. Pasaj Islemleri ve Tripsinizasyon

Karmasik hiicre kiiltiirii deneylerinde hiicrelerin pasajlanmasi
(subculturing),  kiiltiirlerde  stirekli  saghikli  proliferasyonun
stirdiiriilmesi i¢in zorunludur. Pasajlama, hiicre yogunlugu belirli bir
esik degerin iizerine ¢iktiginda veya konfluens (ylizey kaplanma)
seviyesine ulastiginda gergeklestirilir (Yu, Zhang, & Wu, 2024).
Siklikla kullanilan bir yontem, enzimatik detachment (ayirma) olup en

yaygimn uygulama tripsinizasyondur. Tripsin, hiicreler arasindaki
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adezyon proteinlerini ¢ikaran proteolitik bir enzimdir ve hiicrelerin
kiiltiir ylizeyinden ayrilmasini saglar (Tsukamoto, Kawasaki, Vemuri,
Umezawa, & Akutsu, 2024). Tripsinizasyon isleminden dnce ortamdan
serum icerigi uzaklastirilir, tripsin uygulandiktan sonra hiicrelerin
serbest kalmasi beklenir ve ardindan inhibitorler (6r. serum) ile enzim
etkisi durdurulur. Bu adimin dikkatli izlenmesi, asir1 enzimatik stresten
kagmmay1 ve hiicre viabilitesinin korunmasini saglar (R.-H. Chen, Zhu,
Zhang, Wang, & Li, 2020; Vrtacnik, Kos, Bustin, Marc, & Ostanek,
2014).

9.2.6. Mikoplazma Kontaminasyonu: Kaynaklar ve Onemi

Mikoplazma kontaminasyonu, hiicre kiiltiirii laboratuvarlarinda
yaygm goriilen ve deney sonuglarini ciddi bigimde bozabilen bir
problemdir (Drexler & Uphoff, 2002). Mikoplazmalar, zarli olmayan,
cok kiiclik prokaryotik organizmalardir ve rutin mikroskopik inceleme
ile kolayca fark edilmezler. Hucre Kkdltirlerindeki mikoplazma
kontaminasyonu, hicre proliferasyonunu, DNA sentezini, protein
ekspresyon profilini ve hiicre metabolizmasini etkileyerek yaniltici
sonuclara neden olabilir (Nikfarjam & Farzaneh, 2012). Hicre
kiiltiirlerindeki mikoplazma tiirleri arasinda Mycoplasma orale, M.
hyorhinis, M. arginini, M. fermentans ve Acholeplasma laidlawii gibi
tiirler sik rastlanir. Bu tiirlerin varligi genellikle kiiltiirlerde direkt
gbzlemlenemez ancak mikrobiyolojik ve molekiler tekniklerle tespit
edilebilir (Leonovich, 2026; Uphoff & Drexler, 2005).
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9.2.7. Molekiiler Yontemlerle Mikoplazma Tespiti (PCR ve qPCR)

Mikoplazma kontaminasyonunun tanisinda PCR (Polimeraz
Zincir Reaksiyonu) ve gercek zamanli qPCR yontemleri altin standart
olarak kabul edilir (Satta et al., 2017). Bu molekdler teknikler,
mikoplazma tiirlerine 6zgli 16S rRNA gen bolgesi gibi korunmus
genetik hedeflere yonelik primerlerle ¢alisir ve yiiksek 6zgiilliik ve
duyarhlik saglar. Konvansiyonel PCR’da hedef DNA amplifikasyonu
ile kontaminasyonun varligi belirlenirken, qPCR’da amplifikasyon
sirasinda kullanilan floresan prob sinyalleri sayesinde hem varlik hem
de miktar bilgisi elde edilebilir (Carrillo-Avila et al., 2023). Bir
calismada, JPCR ve PCR yontemlerinin mikoplazmay1 tespit etmede
diger biyokimyasal yontemlere gore daha yiliksek duyarlilik ve
Ozgiilliige sahip oldugu gosterilmistir (Dos Santos, Lespinasse, Bonnet,
& Basmaciogullari, 2025; Fernandez-Huerta et al., 2019). Mikoplazma
kontaminasyonu tespitinde molekiiler tekniklerin yani1 sira
biyokimyasal ve immunolojik yontemler de kullanilabilir. Bunlar
arasinda mikoplazmanin spesifik metabolik iirlinlerinin tespiti veya
antikor bazli tespitler yer alir (Andrés-Lasheras et al., 2020). Ancak bu
yontemler genellikle molekiiler yaklasimlarla karsilastirildiginda daha

diisiik duyarlilik ve 6zgiilliige sahiptir (R. Yin et al., 2025).
9.2.8. Karakterizasyonun Onemi ve Hiicre Hatt1 Dogrulama

Hiicre hatlarmin kimlik dogrulamasi, 6zellikle immortalized
hatlarin  kullanildig1 ¢aligmalarda kritik Oneme sahiptir. Yanlis

tanimlanmis veya capraz kontaminasyon geg¢irmis hiicre hatlar,
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bilimsel verilerin gegerliligini ciddi bigimde zayiflatir. Bu nedenle
hiicre hatlarinin genetik profilleme, STR (Short Tandem Repeat)
analizleri gibi yontemlerle diizenli dogrulamasi literatiirde

onerilmektedir (Langdon, 2004b; Reid, 2011).

Sonug¢ olarak hiicre hatlar1 ve karakterizasyon, modern
biyomedikal arastirmalarin temel taglarindan biridir. Primer kiiltiirler ve
immortalized hiicre hatlar1 arasindaki se¢im, arastirmanin amacina ve
gereksinimlerine gore yapilmalidir. Hiicre sayimi, pasaj prosediirleri ve
mikoplazma kontaminasyonu gibi temel laboratuvar teknikleri, dogru
bir arastirma altyapisi olusturur. Molekiiler tespit yontemlerinin
kullannmi1 ve hiicre kimliginin diizenli dogrulanmasi, kaliteli ve

tekrarlanabilir bilimsel sonuglar elde edilmesine katki saglar.

9.3. Hiicre Kiiltiiriinde Mikrobiyolojik Analiz Stratejileri

Hiicre Kkiltiirii tabanli mikrobiyolojik analizler, bakterilerin
konakg¢1 hiicrelerle etkilesimlerini molekiiler ve hiicresel diizeyde
cozimlemek icin vazgecilmez ydntemlerdir (Lagier et al., 2015).
Patojenlerin ilk olarak hiicre yiizeyine yapismasi (adezyon), ardindan
konak hiicre i¢ine girisleri (invazyon) ve nihayetinde konak hiicre
icinde sagkalim ve ¢ogalma siirecleri, enfeksiyon biyolojisinin temel
adimlarmi olusturur. Bu siireglerin dogru Ol¢limii hem patogenez
mekanizmalarinin  anlagilmasma hem de yeni anti-enfeksiyon
stratejilerin gelistirilmesine olanak tanir (Langdon, 2004a; Lloréns-

Rico, Simcock, Huys, & Raes, 2022). Bu bdlimde, bu U¢ temel
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stratejinin teorik temelleri, deneysel uygulamalari, avantajlar1 ve

smirliliklar: ele alinacaktir.

9.3.1. Bakteriyel Adezyon ve Invasion Testleri: Konak¢ Hiicreye
Baglanma ve Giris Mekanizmalarinin Olgiilmesi

Adezyonun Biyolojik Onemi

Bakteriyel adezyon, patojenin konak¢i yiizey reseptdrlerine
spesifik yapisma organelleri (fimbrialar, adhesinler) veya molekiiler
etkilesimler aracilifiyla baglanmasmi ifade eder. Adezyon,
invazyondan 6nce gelen zorunlu bir adimdir; ¢iinkii bakterinin konake¢1
hiicre yiizeyine stabil sekilde tutunmamas1 durumunda endositoz veya
aktif giris gerceklestirmesi miimkiin olmaz. Adezyon siiregleri, bakteri-
konak¢1 etkilesiminin baslangicini ve immiin savunma sisteminin
modiilasyonunu tetikleyen ilk sinyalleri olusturur. Bu baglamda,
adezyon analizleri patogenez ¢alismalarinin temelini olusturur
(Bastounis, Radhakrishnan, Prinz, & Theriot, 2022; Kemper & Hensel,
2023).

Standart Adezyon Test Protokolleri

Standart adezyon testlerinde, insan hiicre hatt1 (6rnegin epitel
hicreleri) kilttre edilir ve belirli bir MOI (multiplicity of infection)
kullanilarak bakteri ile enfekte edilir (An & Friedman, 1997). Kulttr
ortaminda enfeksiyon siiresi sonunda, hiicreler birka¢ kez yikanarak
temas etmemis bakteriler uzaklastirilir; kalan bakteriler ya floresan
mikroskobu ile gorintulenir ya da hiicre yiizeyine bagl bakteri sayisi

kantitatif olarak belirlenir.  Alternatif yaklasimlar arasinda akis
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sitometrisi bazli adezyon analizleri de bulunmaktadir. Bu yontemlerde
bakteri floresan ile igaretlenir ve konakg¢r hiicrelere baglanan bakteri
yuzdesi hizli ve niceliksel olarak 6lgiilebilir. Boylece invazyon 6ncesi
adezyon fenomeni daha hassas bigimde degerlendirilir (Vesterlund,
Paltta, Karp, & Ouwehand, 2005).

Invazyon Testlerinin Yapisi

Adezyona kiyasla invazyon testleri, bakterilerin konak hiicre
icine girisini 6lgmek igin gelistirilmistir. Bu testlerde bakteri-hiicre
etkilesimi, hiicre yiizeyine baglanan bakterilerin hiicre i¢ine alinmasi ile
tanimlanir. Bu adim, bakteri ve hiicre arasindaki molekiiler
etkilesimleri ortaya koyar ve; oOrnegin Shigella, Salmonella veya
Listeria gibi patojenlerde belirli invazyon faktorlerinin rollnd
degerlendirmek i¢in kritik neme sahiptir (Kramer et al., 2013; Mareel,
1983; Renault et al.,, 2022). Konvansiyonel invazyon analizleri
laboratuvar mikroskobu ile sinirli kalmasmma ragmen, konfokal
mikroskopi ve yuksek icerikli gorintileme analizleri bakterilerin tek
hiicre dlzeyinde adezyon-invazyon Kinetiklerini ortaya koyar. Bu
yaklagimlar, antikor tedavilerinin veya genetik modifikasyonlarin
bakteriyel baglanma ve giris {izerindeki etkilerini degerlendirmede

gucludar (Kramer et al., 2013).
9.3.2. Gentamisin Koruma Testi (Gentamicin Protection Assay)

Gentamisin koruma testi, ekstraselliiler bakterilerin 6ldirtlmesi

yoluyla intraselliller bakterilerin kantifikasyonuna olanak saglayan
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klasik bir hiicre kiiltiirii tabanl protokoldiir. Bu yontem, aminoglikozid
smifi antibiyotik gentamisinin eukaryotik hiicre membrani igindeki
penetrasyonunun sinirli olmasi temelinden yola ¢ikar; boylece hiicre
icine invaze olmus bakteriler, antibiyotige maruz kalmadan hayatta
kalir ve sayilabilir hale gelirler (Hamad, Skeldon, & Valvano, 2010;
Kim, Chaurasia, Batool, Ko, & Kim, 2019).

Metodoloji Detaylar

Klasik protokol, konak hiicre hattmin enfekte edilmesi ile
baslar. Belirlenen enfeksiyon siiresi sonunda hiicreler yikanarak serbest
bakteriler uzaklastirilir. Ardindan ortam gentamisin ile desteklenir,
boylece ekstraselliler bakteri populasyonu selektif olarak elimine
edilir. Gentamisin bozulmus hiicre membralarindan yavasca gecebilse
bile, huicre ici bakterilerin 6ldtrtlmesini minimuma indirir. Daha sonra
hiicre lizat1 elde edilir ve invaze olmus bakteriler seri seyreltme ve
besiyeri tzerine plaklama ile kantitatif olarak sayilir (Dirks & Quinlan,
2014; Kim et al., 2019).

Avantajlar ve Limitasyonlar

Gentamisin ~ Koruma  analizi, invazyon  yeteneginin
degerlendirilmesinde nispeten basit, reproducible ve niceliksel bir
yontem saglar. Bununla birlikte, gentamisin’in hiicre i¢i
penetrasyonunun bazi kosullarda daha yiliksek olabilecegi ve bu
durumun  igsel  bakterileri  etkileyebilecegi  géz  Oniinde

bulundurulmalidir; bu nedenle antibiyotik konsantrasyonu ve
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inklibasyon sureleri dikkatle optimize edilmelidir. Bu protokoliin
sinirlamalarindan biri, icerigi yalnizca “korunmus bakteri” sayisini
Olgcmesi ve bu sayinin bakteriyel invazyon disinda replikasyon ile
degisebilmesidir. Bu nedenle daha uzun siireli invazyon ve replikasyon
calismalarinda bu yontem tek bagina yeterli olmayabilir ve tamamlayici

analizler gerektirebilir (Dirks & Quinlan, 2014; Hamad et al., 2010).

9.3.3. intraselliiler Replikasyon: Hiicre i¢ci Sagkahm ve Cogalma

Dinamikleri

Bir bakteri hiicre icine girdikten sonra, patojenin hayatta
kalmasi1 ve ¢ogalmasi, enfeksiyonun ilerlemesi agisindan kritik 6neme
sahiptir. Hicre ici replikasyon, hem bakteriyel virllans faktorlerine
hem de konak hiicre yanit mekanizmalarina baghdir. Bu siirecler
yalnizca invazyonun Ol¢iimii ile smirli kalmayip, ayrica bakterinin
konak envazyon sonrasi metabolik uyum yetenegini de anlamamizi

saglar (Hu, Ling, & Ren, 2022).
Intraselliiler Cogalma Analizleri

Intraselliiler replikasyon ¢alismalar1 genellikle gentamisin
koruma testini takiben yapilir. Belirli zaman noktalarinda (6rnegin 2, 6,
12, 24 saatler) hiicre i¢indeki bakteri sayilar1 Sl¢iiliir ve bu sayimlar
Hiicre I¢i Bakteri Sayis1 (CIBS) trendleri ile karsilastirilir. Bu yaklasim,
patojenin hiicre i¢ine giristen sonra multiplike olup olmadigin1 veya
sessiz bir sekilde uzun siire hayatta kalmayi tercih ettigini ortaya

koyabilir (Jia et al., 2024; Maure, Robino, & Van der Henst, 2023).
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Mobolekiiler ve Goriintiileme Teknikleri

Intraselliiler replikasyon dinamiklerini incelemek i¢in floresan
protein ifadesi, konfokal mikroskopi ve canli hiicre goriintiileme gibi
molekiiler teknikler de kullanilir. Bu teknikler, hiicre i¢i bakteri
lokalizasyonu, vakuol i¢i veya sitozol i¢ci cogalma gibi ayrintili patojen
yasam donglisii adimlarini incelemeye imkan tanir (Schorr, Mathies,
Elinav, & Puschhof, 2023).

9.3.4. Uygulama Alanlan ve Metodolojide Inovasyonlar

Hiicre kiiltiirii tabanli bakteriyel adezyon-invazyon analizleri
hem temel patogenez arastirmalarinda hem de yeni antimikrobiyal
ajanlarin gelistirilmesinde kullanilir. Bu analizler antikor veya kiiclik
molekiillerin bakteriyel tutunma veya hiicre i¢i yayilim tiizerindeki
etkisini de degerlendirmek icin giiclii araglardir. ilaveten goriintiileme
tabanl yiiksek icerikli yaklasimlar, bireysel hiicre diizeyinde veriler
saglayarak geleneksel kiiltiir yontemlerinin Otesine geger (Dsouza,

Dinesh, & Sharma, 2024; Flemming et al., 2025).

Sonug olarak hucre Kkiltir tabanli mikrobiyolojik analiz
stratejileri, bakterilerin konak hiicrelerle etkilesimini fonksiyonel
diizeyde degerlendirmek i¢in hayati 6neme sahiptir. Adezyon testleri
bakteriyel baglanma mekanizmalarini, gentamisin koruma testi
invazyon kapasitesini ve intrasellller replikasyon analizleri ise konak
hiicre i¢i ¢ogalma yetenegini ortaya koyar. Bu yontemlerin kombine

kullanimi, patogenez mekanizmalarinin ayrintili ¢dziimlemesini saglar
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ve hem temel bilim hem klinik mikrobiyoloji alanlarinda gii¢lii bir arag

seti olusturur.
9.4. Viral Analizler ve Sitopatojenik Etki (CPE)

Viral enfeksiyonlarin in vitro modellenmesi hem viral
patogenezin incelenmesi hem de antiviral ilag ve as1 gelistirme
stireglerinde merkezi bir role sahiptir. Bu modeller, viral pargaciklarin
hiicre monolayerleri Gzerindeki etkilerini 6lgmek, virls izolasyonu
yapmak ve viral replikasyon dinamiklerini kantitatif olarak belirlemek
icin kullanilir (Céspedes-Tenorio & Avrias-Arias, 2023). Ozellikle
sitopatojenik etki (CPE-cytopathic effect) olarak adlandirilan hiicresel
degisimler, viral enfeksiyonun varligini ve ilerlemesini gostermek
iizere sik basvurulan bir fenotipik gdstergedir. Bir viral partikiiliin
konak¢1 hiicreye girisinden sonra hiicre morfolojisinde olusan
degisiklikler, CPE olarak adlandirilir ve bu etki in vitro viris Gretimi,
enfeksiyon dozunun belirlenmesi ve antiviral testler icin temel bir
Olclttlr (Abed & Boivin, 2009). CPE ile gdzlemlenen hiicresel bulgular
arasinda hiicre yuvarlanmasi, detachment, vakuolizasyon ve niikleer
parcalanma gibi fenotipik degisimler yer alir. Bu etkiler, hiicre kiiltiirii
deneylerinde mikroskopik olarak izlenebilir ve viral enfektivite titerinin

belirlenmesine temel saglar (Onakpoya et al., 2022).

Bu bolimde virts izolasyonu, doku kdlturi enfektif dozu
(TCID50) hesaplama yontemleri ve plak deneyleri yoluyla viral
titrasyon gibi geleneksel ama bilimsel olarak gegerliligi yliksek analiz

stratejileri ayrintili olarak ele alinacaktir.
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9.4.1. Viriis izolasyonu ve Hiicre Kiiltiirii Modelleri

Virls izolasyonu, klinik veya gevresel 6rneklerden aktif viral
ajanlarin in vitro ¢ogaltilmasi islemidir. Bu islem genellikle duyarli
hiicre hattina sahip kiiltiirlerde gergeklestirilir ve virlisiin konakg1
hicreleri infekte etmesi ile CPE g6zlemlenir (Mautner et al., 2022).
Izolasyon icin segilecek hiicre hatt1, virus tiiriine 6zgii tropizme uygun
olmalidir; 6rnegin Vero E6 hiicreleri SARS-CoV-2 gibi koronavirusler
icin siklikla kullanilirken, BHK-21 veya MDCK hiicreleri farkli RNA
viriisleri igin tercih edilir. Izolasyon siirecinde, klinik &rnekler 6ncelikle
santriftj edilir ve siipernatant elde edilir (Goswami et al., 2022). Bu
viral fraksiyon, hiicre monolayerine inokule edilir ve belirli bir sure
inkiibe edilir. Siire sonunda CPE varligi mikroskopla degerlendirilir;
pozitif CPE, basarili viral izolasyonun klasik gostergesidir. Bu slrecte
ortamin sterilligi, hiicre sagligi ve uygun inkiibasyon kosullar1 (37 °C,
%5 CO2 gibi) deneyin basarisi i¢in kritik 6nemdedir (Laposova,
Oveckova, & Tomaskova, 2017).

9.4.2. Sitopatojenik Etki (CPE)

Sitopatojenik etki, viral enfeksiyonun in vitro hicrelerde
olusturdugu morfolojik ve fizyolojik degisikliklerin genel tanimidir
(Agol, 2012). Bu etkiler 151tk mikroskobu ile incelenebilir ve viral
enfeksiyon dozunun belirlenmesinde niceliksel bir parametre olarak
kullanilabilir. CPE go6zlemi, viriisiin hiicrenin metabolizmasini
bozdugu ve viral ¢ogalma icin hiicre kaynaklarmni ele gecirdiginin

gostergesidir. CPE tipik olarak enfekte hiicrelerin yuvarlanmasi,
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detache olmasi veya vakuolizasyon gibi karakteristik morfolojik
degisiklikler seklinde ortaya ¢ikar. Bu degisimler, viral replikasyonun
kinetigi ile yakindan iliskilidir ve enfeksiyonun in vitro seyri boyunca
revize edilen analizlerde 6nemli bir parametre olarak degerlendirilir

(Akkutay-Yoldar et al., 2025; Ng, Mok, & Chu, 2022).

9.4.3. Doku Kiiltiirii Enfektif Dozu: TCIDS50 Mevzuati, Protokoller

ve Hesaplama

Doku kiltiri enfektif dozu (TCID50) terimi, bir viral stokta
hiicre kiiltiirii sisteminde enfeksiyon olusturan partikiillerin sayisini
istatistiksel olarak belirler. Spesifik olarak, TCID50, viral inokiilasyon
sonunda 50 % hicre monolayeri enfekte eden seri dillisyon dozunu
ifade eder. Bu deger, viral enfektivite titerinin bir gostergesi ve ¢ok
sayida laboratuvar tarafindan viral yiikiin kantifikasyonunda kullanilir.
TCIDS50, klasik bir u¢ nokta seyreltilmis diliisyon assay’idir ve CPE
bazli tespit yontemlerine dayanir (Baid, Chiok, & Banerjee, 2024).

Protokol Adimlar

1. Hiicre Tek Tabakalarmmn Hazirlanmasi: Uygun hiicre hatt1 (6r.
Vero, MDCK) uygun hiicre yogunlugunda bir plaka veya kiiltiir
tiipiine ekilir ve monolayer olusturuluncaya kadar inkiibe edilir.

2. Seri Dilisyon: Viral stok, seri olarak 10-luk dillisyonlara

hazirlanir. Her dilisyon belirli sayida kuyulara inokile edilir.
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3. Inkiibasyon ve CPE Degerlendirmesi: Viral inokiilasyon sonrasi
hiicreler belirli siire inkiibe edilir ve CPE varlig1 mikroskopla
giinliik olarak degerlendirilir.

4. Endpoint Hesaplama: Hiicrelerin yarismin (50 %) CPE
gosterdigi en yiiksek seri diliisyon, TCID50 degeri olarak
kaydedilir. Hesaplamalarda Reed-Muench veya Karber gibi
istatistiksel yaklasimlar kullanilabilir (Zapata-Cardona et al.,
2022).

TCID50 yontemi, 6zellikle CPE gozlemi ve hiicre hattt uyumu gibi
oznel kriterlere dayandig: i¢in dikkatli deneysel uygulama gerektirir.
Bununla birlikte, gelistirilmis alternatifler olarak TCID50-ELISA,
immunoperoksidaz veya qPCR tabanli okuma sistemleri gibi yontemler
daha objektif okuma saglar ve bakteri/viriis replikasyon kinetigini daha
hassas bicimde kantitatif hale getirir (Bullen, Davis, & Looney, 2022;
Hochdorfer, Businger, Hotter, Seifried, & Solzin, 2022).

9.4.4. Plak Deneyi ile Viral Titrasyon: Altin Standart Yaklasim

Plak deneyi, viral pargaciklarin enfektif kapasitesini plak
olusturan birim (PFU) cinsinden 6l¢en klasik bir titrasyon yontemidir.
Bu yontem, hicre monolayeri Uzerinde her bir enfektif virls
partikiliniin lokalize bir plaga yol agmasi prensibine dayanir. Olugsan
her plak, baslangic viral stoktaki bir enfektif viriis partikiiliiniin lokal
¢ogalma odak alanini temsil eder (Vaidya, 2023).

Deneysel Uygulama
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1. Seri Seyreltme: Viral stok 6rnegi logaritmik seri diliisyonlara
hazirlanir ve hiicre monolayerine eklenir.

2. Overlay Uygulamasi: Viriisiin yayilimini lokalize hale getirmek
icin agar veya benzeri yart kati bir medium eklenir. Bu
kaplamalar, viral partikillerin hiicreler tzerinde difizyonunu
simirlandirir.

3. Inkiibasyon Siiresi: Belirli siire inkiibasyon sonras1 (6rnegin 48—
72 saat), hiicre monolayeri formalinle fiks edilir ve kristal viyole
veya benzeri bir boya ile lekelenir.

4. Plak Saymmi: Olusan plaklar mikroskop altinda sayilir ve viral
titer PFU/mL cinsinden hesaplanir (Bhatt et al., 2022; Navarro-
Forero, Dsouza, & Yang, 2023).

Plak deneyi in vitro viral titrasyonun “altin standardi” olarak kabul
edilir c¢linkii PFU sayist1 dogrudan enfektif virionlarin islevsel
kapasitesini gosterir. Bu yontem, farkli virlis suslarmin karsilastirmali
titrasyonunda ve antiviral ilaglarm etkinliginin degerlendirilmesinde de

genis uygulama alanina sahiptir (Neupane & Bai, 2023).
9.4.5. TCID50 ve PFU Karsilastirmasi

TCID50 ve plak deneyleri her ikisi de in vitro viral yukin
kantifikasyonunu saglar; ancak metodolojik yaklasimlar1 ve sonug
birimleri farklidir. Plak testi PFU/mL birimi ile dogrudan enfektif
virion sayisini verirken, TCIDS50 istatistiksel bir doz yanit hesaplamasi
saglar. Arastrmalar, TCID50 ve PFU degerleri arasinda korelasyon

bulundugunu ancak farkl viriis suslarinda varyasyon gosterebildigini
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bildirmektedir; 6rnegin bazi SARS-CoV-2 varyantlarinda PFU ve
TCID50 arasinda log farki rapor edilmistir. Bu sonug, her iki yontemin
de avantaj ve smirliliklarinin deneysel baglama gore degerlendirilmesi
gerektigini gostermektedir (Bacher, Lali, Steiner, & Jungbauer, 2024;
Hochdorfer et al., 2022).

9.4.6. CPE Temelli Inkiibasyon ve Analizlerin Klinik & Arastirma

Uygulamalan

Viral titrasyon teknikleri, yalnizca temel patogenez ¢alismalar1
icin degil aym1 zamanda antiviral ajan testleri, asilama stratejisi
degerlendirmeleri ve klinik 6rneklerde enfektivitenin belirlenmesi i¢in
de yaygm olarak kullanilir. CPE g6zlemi, bu tiir uygulamalarda hizli ve
dogrudan bir gosterge saglar; ayrica, antiviral etkinlik testleri hiicre
kiiltlirlerinde virlistin yol agtigi CPE’deki degisiklik {izerinden log
azalma degerleriyle kantitatif olarak raporlanir (J. H. Lee, Lee, Kim, Yi,
& Lee, 2013; Yuan et al., 2024).

Sonug olarak viral analiz stratejileri, in vitro ¢alismalarda viriis
izolasyonu, titer belirleme, replikasyon dinamikleri ve antiviral ajan
degerlendirmeleri i¢in vazge¢ilmez araglardir. TCID50 ve plak
deneyleri, enfektif virion sayisinin ve viriisiin hiicre kiiltiirii tizerindeki
etkisinin kantitatif olarak l¢tilmesini saglar. Her iki yontem de giiclii
ve yaygin olarak kabul gérmiis protokollerdir; ancak se¢im, viriis tiiri,
hiicre hatti, CPE o6zellikleri ve deneysel hedeflere gore optimize

edilmelidir.
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9.5. Konakei-Patojen Etkilesiminin Olciilmesi

Konakgi-patojen etkilesimleri, enfeksiyon siirecinin  hem
mekanistik hem de klinik boyutlarini anlamak icin kritik Oneme
sahiptir. Bu etkilesimler, patojenin sitotoksik etkilerinden konak
hiicrelerin immiin yanitina kadar genis bir fenotipik spektrumu kapsar.
Hucre kaltiri modellerinde oOlctlen bu etkiler, sitotoksisite, sitokin
salmim profilleri ve hiicre 6liimii gibi parametrelerle kantitatif hale
getirilebilir (Sen, Nayak, & De, 2016). Bu boliim, hiicre hasar1 ve
immiin yanitin Olclilmesinde yaygin olarak kullanilan yOntemleri
akademik bir perspektifle inceler ve her bir metodun patogenez

arastirmalarida nasil konumlandigmi aciklar.
9.5.1. Sitotoksisite Analizleri: MTT, XTT ve LDH Salinim Testleri

Sitotoksisite analizleri, konak hicre kaltirlerinde patojen
etkisini veya bir bilesigin toksik potansiyelini degerlendirmede yaygin
olarak kullanilan in vitro yontemlerdir. Bu testler genellikle hicre
canliligin1 veya hiicre membran biitlinliiglinii 6lcen biyokimyasal ve
metabolik gostergeler iizerinden c¢alisir ve patojenin hiicresel
metabolizmay1 nasil bozdugunu kantitatif olarak ortaya koyar. Popiiler
sitotoksisite yontemleri arasinda MTT, XTT ve LDH salinim testleri
yer alir; bu yontemlerin her biri hiicre canliligmi farkli biyolojik

parametrelerle degerlendirir (Mani & Swargiary, 2023).

MTT ve XTT Assay’leri
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MTT  (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) testi, hiicresel metabolik aktiviteyi 6lgen kolorimetrik bir
tekniktir. Canli hiicreler, tetrazolyum tuzlarini NAD(P)H-bagimli
oksidoreduktaz enzimleri aracilifiyla mor formazan kristallerine
doniistiiriir; bu tiriin daha sonra ¢oziilerek absorbans Ol¢limiine tabi
tutulur. Absorbans seviyesindeki azalma, hiicresel metabolizmanin
bozuldugunu ve dolayisiyla sitotoksik etkinin arttigin1 gosterir. XTT ise
benzer bir mekanizmaya sahip alternatif bir tetrazolyum tuzudur ve
daha yiiksek duyarlilik ile dinamik araliga sahiptir. Bu yontemlerin
avantajlar1 arasinda yiiksek tekrarlanabilirlik, kolay yurutilebilirlik ve
cok sayida Ornegin ayni anda analiz edilebilmesi yer alir. Ancak, bu
testler hiicrenin metabolik aktivitesinin dolayli bir gosterimini
sagladigindan, metabolik modifikasyonlar hiicre canliligindaki gercek
degisimin bazi yOnlerini maskeleyebilir. Bu nedenle MTT/XTT
sonuglar1 genellikle diger sitotoksisite parametreleri ile yorumlanir

(Mani & Swargiary, 2023).

LDH Salinim Testi

Laktat Dehidrogenaz (LDH) salinim testi, hiicre membran
biitiinliigiinii dogrudan 6l¢en bir biyokimyasal yaklasimdir. Normalde
sitoplazmada bulunan LDH enzimi, hiicre membrani zarar gordiigiinde
dis ortama salinir. Kiiltiir ortamindaki LDH aktivitesi, hiicre hasarinin
bir gostergesi olarak spektrofotometrik veya floresan yodntemlerle
oOlctiliir. LDH assay’leri, membran hasarii dogrudan tespit edebilmesi
acisindan Gzellikle nekrotik hiicre Oliimiiniin degerlendirilmesinde
gicliiddiir. LDH Olgimii; cerrahi doku kiiltiirii  ¢alismalarinda,
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enfeksiyon modeli deneylerinde veya kimyasal-patolojik etkenlerin
sitotoksik etkilerinin incelendigi durumlarda standart bir metod olarak
kullanilir. Membran biitiinligiiniin bozulmasi, hiicrenin 6liim siirecinin
ka¢inilmaz bir belirtisidir ve bu test sitotoksisiteyi dogrudan yansitir

(Parhamifar, Andersen, & Moghimi, 2019; Specian et al., 2016).
Yorum ve Deney Tasarim

MTT/XTT ve LDH analizleri birlikte kullanildiginda, hiicre
canliligi ve membran biitiinliigli hakkinda kapsamli bir tablo saglar.
Ornegin, patojenle enfekte edilen Kkiiltiirlerde metabolik aktivite
azalirken LDH salinimi artabilir; bu, hiicre 6liimiiniin hem metabolik
hem de membran diizeyindeki yansimalarmi ortaya koyar. Sitotoksik
etki, zaman-doz egrileri, kontrol ve deney grubunun karsilastirmali
analizleri ile ortaya konmalidir; ayrica sonuglarin istatistiksel
anlamliligr uygun testlerle degerlendirilmelidir (Anil, K. Sweety,
Joseph, & Vikas, 2023; Mani & Swargiary, 2023).

9.5.2. Enflamatuar Yanit Ol¢iimii: Sitokin Sahnimmin ELISA ve
qPCR ile Analizi
Sitokinlerin Rolii

Konakg1 bagisiklik yaniti, enfeksiyonun ilk donemlerinde hizla
aktive olur ve gesitli pro-inflamatuar sitokinler salgilanir. Ozellikle
Interlokin-6 (IL-6) ve Tumdr Nekroz Faktor-a (TNF-a) gibi molekiiller,
inflamasyonun genis ¢apta degerlendirilmesinde biyobelirte¢ olarak

kullanilirlar. Bu sitokinler, enfekte hiicrelerin patojen ylikiine veya
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bagisiklik tetikleyicilerine yanit olarak bagisiklik hiicreleri tarafindan
salgilanir ve sistemik yanitin 6nemli gdstergeleridir (Peinnequin et al.,

2004).
ELISA ile Sitokin Ol¢iimii

Enzyme-Linked Immunosorbent Assay (ELISA), sitokinler gibi
kiiciik proteinlerin kiiltiir siipernatant1 veya hiicre lizat1 igindeki
konsantrasyonlarin1 yiiksek duyarhilik ve Ozgiillikle 6lgmek icin
kullanilan immunolojik bir yontemdir. Sitokinlere 6zgu antikorlar
kullanilarak yapilan ELISA analizlerinde, standart egriler iizerinden IL-
6 ve TNF-a diizeyleri kantitatif olarak belirlenir. Bu yontem, 6zellikle
patojenle enfekte edilmis hiicre Kkiiltiirlerinde inflamatuar yanitin
siddetini degerlendirmek i¢in sik¢a tercih edilir ve sonuglar pg/mL
diizeyinde raporlanir. ELISA’nin avantaji, yiiksek 6zgiillilk ve nispeten
diisiik arka plan sinyali ile dogru ol¢iimlere olanak vermesidir. Ayni
anda bir¢ok sitokin paneli de degerlendirilebilir; boylece pro- ve anti-
inflamatuar profiller butlndyle analiz edilebilir (Fakharian, Sadeghi,
Pouresmaeili, Soleimani, & Yadegar, 2024; Zhang et al., 2025).

qPCR Tabanh Sitokin Analizi

Gergek zamanli qPCR (quantitative PCR), sitokin gen
ekspresyonunun 6l¢iimiinde kullanilan bir molekiiler tekniktir. mRNA
seviyeleri lizerinden inflamatuar yanitin transkripsiyonel diizeyde
analizini saglar. Sitokin genlerinin (6rnegin IL-6, TNF-a) qPCR ile

Olciilmesi, biyobelirteglerin sadece salinimi degil, aynt zamanda
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dizenlenme mekanizmalarmm molekiiler diizeyde anlasilmasmi da
miimkiin kilar. Bu yaklagim, sitokin iiretimini yoneten sinyal yollariin
aktivitesinin degerlendirilmesine yardimci olur ve sonuglar gen ifade
seviyeleri olarak raporlanir (Aghamohammad et al., 2022; Giulietti et
al., 2001).

9.5.3. Apoptoz ve Nekroz: Floresan Boyamalar ile Tespiti

Hiicre Oliimii Modlarmin Tanimlanmasi

Konake1 hiicreler, patojen etkilesimi sonucu farkli bicimlerde
oliim yollarina yonlendirilebilir. Apoptoz, programlanmigs hiicre 6lum
mekanizmasidir ve karakteristik olarak niikleer kondensasyon, DNA
fragmantasyonu ve hiicre membraninda “blebbing” ile iliskilidir.
Nekroz ise genellikle akut membran hasar1 ve igerigin cevreye
salinmasi ile tanimlanan pasif bir 6lim modudur. Bu iki 6lim tdrd,
enfeksiyonun patogenezi ve bagisiklik yanit1 iizerindeki etkileri
bakimindan farkli implicasyonlara sahiptir (Alshehade, Almoustafa,
Alshawsh, & Chik, 2024; M. Gao et al., 2022).

Floresan Boyama Yaklasimlar

Apoptoz ve nekrozun in vitro hiicre kiiltiirlerinde tespiti igin ¢esitli

floresan boyalar kullamlir. Ornegin:

e Annexin V-FITC / Propidium lodide (Pl) kombinasyonu:
Annexin V, hiicre membraninda disa ¢ikan fosfatidilserini

baglarken (erken apoptoz gostergesi), PI sadece membrani
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bozulmus nekrotik veya ge¢ apoptoz hiicrelerine girer. Boylece
hiicre popiilasyonlar1 ayrigabilir.
e Caspase aktiviteleri i¢in floresan baglanan probe’lar, apoptoz

stirecinin aktivasyonunu dogrudan gosterir.

Bu tir floresan boyamalar, akis sitometrisi veya konfokal
mikroskopi ile analiz edilebilir; bu durum hem niceliksel hem de gorsel
fenotipik ayrim saglar. Floresan sinyaller, apoptoz-nekroz oranlarini
belirlemek Uzere grafiksel olarak raporlanabilir (Kari et al., 2022;
Krysko, Vanden Berghe, D’Herde, & Vandenabeele, 2008; Vanden
Berghe et al., 2013).

Sonug olarak konakgi-patojen etkilesiminin Olgiilmesi, in vitro
modellenmis enfeksiyon sistemlerinde multidisipliner analizler
gerektiren bir suregtir. Sitotoksisite analizleri (MTT, XTT, LDH), hiicre
metabolizmas1 ve membran biitiinliigii izerine hizli ve kantitatif bilgiler
verir. Sitokin analizleri (ELISA, gPCR), inflamatuar yanitin molekiiler
ve hiicresel diizeyde degerlendirilmesini saglar. Floresan boyamalar ise
hiicre 6lim modlarmin incelenmesinde kritik ayrintilar sunar. Bu
yontemlerin birbirini tamamlayici bigimde kullanilmasi, konakgi
patojen etkilesiminin mekanistik ve fonksiyonel c¢oziimlemesini

mumkiin kilar.

9.6. ileri Model Sistemleri

Geleneksel iki boyutlu (2D) hiicre kiiltiirii sistemleri, konak¢i—
patojen etkilesimleri hakkidaki temel bilgileri saglayan ilk araglar
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olmus olsalar da, bir¢ok fizyolojik ©zelligi yeniden olusturmakta
yetersiz kalirlar. Bunun baglica nedenleri arasinda monokiiltirlerin
doku mimarisindeki hiicresel heterojenligi, li¢ boyutlu (3D)
mikrogevreyi ve multi-hiicresel etkilesimleri yansitamamasi yer alir. Bu
smirlilik, enfeksiyon biyolojisi, ilag cevab1 ve bagisiklik yanit1 gibi
strecglerin in vivo benzeri sekilde anlasilmasimi zorlastirir. Bu nedenle,
yiiksek diizeyde biyolojik gergekgilige sahip co-culture sistemleri ve
3D kiiltiir ile organoid modelleri gelistirilmistir; bu modeller, ¢ok
hiicreli doku mimarisini ve konakg¢i-patojen dinamiklerini daha dogru
sekilde taklit eder (Jiang, Luo, Huang, Liu, & Li, 2022; Kay & Wren,
2009). Bu bolimde, dncelikle birlikte kiltir (co-culture) modellerinin
tanimi1 ve enfeksiyon aragtirmalarindaki uygulamalari; ardindan
organoidler ve diger 3D Kkiiltiir tekniklerinin yapisi, avantajlari ve

siirliliklar: ele alinacaktir.

9.6.1. Birlikte Kiiltiir (Co-Culture) Modelleri: Teorik Altyap:1 ve

Uygulamalar

Birlikte kiltur (co-culture) sistemleri, birden fazla hiicre tipinin
ayni ortamda eszamanli olarak yetistirilmesini ifade eder. Bu modeller,
farkli  hiicre tiplerinin  heterotipik  etkilesimlerini, kimyasal
sinyallesmeyi, hucre-hiicre mekanigini ve mikrogevresel baglamdaki
iletigimi yeniden olusturmak tizere tasarlanir (Picot, Shibasaki,
Meacock, & Mitri, 2023). Co-culture yaklasimlari; basit iki hiicre tipini
iceren sistemlerden kompleks multi-hiicresel mimarilere kadar genis bir
yelpazede uygulanabilir. Mikrobiyoloji baglaminda co-culture
sistemleri, konakg¢t hiicreler ile mikroorganizmalarin (bakteri, viriis
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veya mantar) ayni in vitro ortamda etkilestirilmesini saglar. Bu tiir
sistemler, klasik tek tip hiicre kiiltiirlerine kiyasla patojenlerin invazyon
davranisini, bagisiklik yanitini ve inflamatuar siiregleri daha gercgekci
sekilde yansitir (K. W. Lee et al., 2023). Ornegin, Staphylococcus
aureus ile 3D ko-culture pleura modeli gelistirildiginde, enfeksiyonun
sitotoksik etkileri, hiicreler arasi sik1 baglantilarin bozulmasi ve pro-
inflamatuar sitokin tiretimindeki artis gibi farkli hayatta kalma ve
patogenez gostergeleri gozlemlenebilmistir (Jung, Kim, Kim, Hwang,
& Lee, 2025). Bu modelde LDH salinimi ve sitokin degisimleri ELISA
ile kantitatif olarak 6l¢iilmiistiir ve bu bulgularm klasik 2D modellerle
karsilagtirildiginda daha yiiksek biyolojik gegerlilik gosterdigi rapor
edilmistir (Jung et al., 2025; Kurow et al., 2023).

Co-Culture Sistemlerinin Avantajlar
Co-culture modelleri, asagidaki avantajlar1 saglar:

e Hiicresel heterojenligin yeniden olusturulmasi: Ornegin epitel
hiicreleri ile fibroblast, endotel veya bagisiklik hiicrelerinin
birlikte kultirinde hicre-hiicre sinyallesmesi ve mikromimari
daha gercekei sekilde degerlendirilir.

e Mikrocevresel sinyallesme: Birlikte kiiltiirde hiicreler arasi
blytme faktorleri, immiin cevap diizenleyicileri ve metabolitler

dogal olarak etkilesime girer.
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o Enfeksiyon modelleri: Patojen yayilimi, bariyer fonksiyonu
bozulmasi veya inflamasyon dinamikleri dig ortam ve hiicresel
baglamda daha dogru sekilde 6l¢iilebilir (Yao et al., 2024; Zhao
et al., 2022).

Co-Culture Teknikleri

Co-culture sistemleri mikrobiyoloji arastirmalarinda  farkli

formatlarda uygulanir:

1. Matriks-gomilu co-culture: Hucreler ve mikro organizmalar
ECM (ekstraselller matriks) i¢inde birlikte bayutalr.

2. Transwell ve mikroakiskan ¢ip sistemleri: Bir hiicre tipi {ist
bolmede, digeri alt bdlmede olmak iizere ayrilir; ancak
kemotaksis, sinyal molekdlleri gibi faktorler gecirgen membran
ilizerinden etkilesir.

3. Mikroenjeksiyon: Ozellikle organoidlerde mikroorganizmalarin
lumen i¢ine dogrudan enjekte edilerek i¢ yiizeyle temas etmeleri

saglanir (Guo, Xi, & Lu, 2024).

Her teknigin tasarimi, enfeksiyonun modellenme amacma gore
optimize edilir; 6rnegin epitel bariyerine yonelik ¢aligmalar laminar
akish mikrofludik c¢iplerde yiiriitiilebilirken, sistemik hiicresel yanitlar
icin Matrigel tabanli ko-culture tercih edilebilir (Thuan, Tatipamula,
Canh, & Van Giang, 2022).
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9.6.2. U¢ Boyutlu (3D) Kiiltiir ve Organoid Sistemleri
3D Hiicre Kiiltiiriiniin Gerekliligi

2D monolayerlerde hiicreler tek diizlemde birbirleriyle sinirlt
temas kurar, dogal doku yapisinin ii¢ boyutlu mimarisi yeniden
olusturulamaz. Bu nedenle, 3D kiiltiir sistemleri hiicre-hiicre ve hiicre-
matriks etkilesimlerini, diflizyon gradyanlarin1 ve gercek doku
mimarisini taklit etmek iizere gelistirilmistir. U¢ boyutlu modeller in
vivo doku davranisint daha dogru sekilde yansitir ve enfeksiyon
dinamikleri, mikrogevresel regiilasyon ve patojen yayilimmi daha iyi
degerlendirir (Ramirez-Flores, Perdomo, Gallego-Lopez, & Knoll,
2022).

Organoidler: Koken, Tanim ve Ozellikler

Organoidler, kdk hiicre veya doku-6zgu progenitor hiicrelerin kendi
kendine organize olarak 3D yapilarda farklilagmasi ile meydana gelen
mini-organ benzeri yapilar olarak tanimlanir. Bu yapilarm temel

Ozellikleri sunlardir:

o Doku-6zgl hicre tiplerini icerirler
o Oz-organize olurlar
e Invivo doku mimarisini taklit ederler

o Fizyolojik fonksiyonel dzellikler gosterirler

Organoidlerde hicreler matrigel veya benzeri ECM benzeri bir

ortam icinde buyur ve zaman iginde kendi kendini organize eden
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mikromimari yapilar olusturur. Bu yapilar, organ benzeri bir polarite,
apikal-bazal yiizey ayrimi ve doku-0zgu diferansiyasyon profili gésterir
(Varan & Unal, 2023).

Organoidlerin Enfeksiyon Arastirmalarindaki Rolii

Organoidler, 6zellikle gastrointestinal, solunum ve sinir sistemi
dokular1 i¢in mikro ortamu taklit eden modeller olarak enfeksiyon
biyolojisinde hizla yaygmlasmistir. Ornegin, Helicobacter pylori gibi
patojenlerin gastrik organoidlere mikroenjeksiyonu ile konak epitel
reaksiyonlar1 ayrintili olarak incelenebilmekte; boylece patojen-
konak¢t etkilesim mekanizmalar1 molekiiler diizeyde aciga

cikarilmaktadir (Y. Yin, Xu, & Steinway, 2023).

Organoidlerin bir diger 6nemli uygulamasi, patojenlerin epitel
bariyerini gegis yollarmin incelenmesidir. Apikal veya bazal
uygulamayla enfeksiyon, hiicreler arasi etkilesimin farkli yonleriyle
incelenebilir; bu sayede patojenler tarafindan tetiklenen sinyal yollar

ve inflamatuar yanitlardaki heterojenlik saptanabilir.
3D organoid modellerinin avantajlari,

e Fizyolojik doku mimarisi: Gergek doku hiyerarsisini igerir.
o Hiicresel heterojenite: Birden fazla hiicre tipini barindirabilir.
o Klinik gegerlilik: Insan-6zgii patojen modelleri olusturabilir

(Dutta & Clevers, 2017).
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Ancak organoid modellerin bazi smirliliklarr da vardir. Ornegin,
cogu modelde bagisiklik hiicreleri dogal olarak mevcut degildir, bu
durum ek component olarak co-culture gerektirebilir; bu, organoidler
ile bagisiklik hiicrelerini  birlikte  kiltiirleme  stratejilerinin

gelistirilmesini motive etmektedir (Sun, 2017).

9.6.3. Co-Culture ve Organoid Sistemlerinin Birlesimi: Yeni Nesil
Modelleme
Mikrop-Organoid Co-Culture

Modern in vitro enfeksiyon modellerinde, organoidlerle
patojenlerin birlikte kiiltiirlenmesi mikro ortamdaki etkilesimleri daha
yiiksek gergeklikle incelemeyi saglar. Bu modeller hem hiicre mimarisi
hem de patojen dinamikleri acisindan ¢ok boyutlu veri saglar. Bu tiir
sistemlerde mikroorganizmalarin organoid i¢ine veya ¢evresine
uygulanmasi farkl enfeksiyon siireclerini modelleyebilir ve bagisiklik
yanitini tetikleyen mekanizmalar degerlendirilebilir. Bir avantaji,
organoid ve patojenin dogrudan veya ECM ig¢inde etkilesime
sokulmasiyla in vivo benzeri enfeksiyon  senaryolarinin
modellenebilmesidir. Patoloji ve immiin yanit Ol¢limleri, gen
ekspresyon analizleri ve sitokin profilleri ile bu modellerde ¢aligilabilir

(Dutta & Clevers, 2017).
Co-Culture Sistemlerinin Klinik ve Arastirma Kullanim

Organoid ve co-culture yaklasimlar1 asagidaki alanlarda onemli

uygulamalara sahiptir:
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e Mikrobiyal patogenez mekanizmalarinin diseksiyonu

o Antiviral ve antibakteriyel tedavi stratejilerinin test edilmesi

o Konakgr1 inflamact yanitin modellenmesi

o Personalize medicine igin hasta-6zgii modellerin gelistirilmesi
(Temkin, Carlson, Stubbendieck, Currie, & Stubbendieck,
2019)

9.6.4. Teknik Zorluklar ve Gelecek Perspektifler
Yine de ileri model sistemlerinde bazi simirhiliklar vardir:

e Organoidlerin vaskularizasyon, immin komponent
entegrasyonu ve mikrobiyota bilesenlerinin eklenmesi teknik
zorluklar yaratir.

e TUm organ sistemlerini tam anlamiyla temsil eden multi-organ
modellerin gelistirilmesi halen arastirma asamasindadir.

e Uzun sireli enfeksiyon modellerinde stabilite ve fenotip

korunmasi saglanmalidir.

Gelecekte, mikroakiskan tabanli c¢ip-iistii modeller, biyobask1
teknikleri ve hibrit sistemler organoidler ile ko-culture yaklasimlarini
entegre ederek daha yiksek dizeyde organizasyon ve doku

heterojenligi sunacaktir (Lagier et al., 2015).

Sonug olarak Co-culture ve 3D Kkiiltiir & organoid modelleri,
klasik 2D hiicre kiiltiirii limitlerini asarak enfeksiyon biyolojisi ve

konakg¢i-patojen etkilesimlerini molekiiler, hiicresel ve doku-
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olceginde incelemek i¢in giiclii araglar sunar. Bu ileri sistemler,
daha yiiksek biyolojik gecerlilik ve in vivo ile tutarhhk saglar ve
hem temel bilim hem translasyonel arastirmalar i¢in
vazgecilmezdir.

9.7. In Vitro ila¢ ve Toksisite Taramalari

Ilag gelistirme siireclerinde in vitro hiicre kiiltiirii tabanli
toksisite ve etkinlik testleri, klinik adaylarin erken asamada eleme ve
optimizasyonunda kritik rol oynar. Yeni antimikrobiyal bilesiklerin
hem hedef mikroorganizmalar iizerindeki etkinligi hem de konak
hiicreler lizerindeki olas1 toksik etkileri, farmasotik arastirmalarin kalite
ve giivenlik parametrelerinin basinda gelir. Bu ¢alismalar, molekiiler
dizeyde etkinlik ve vyan etki profillerinin sistematik olarak
degerlendirilmesini saglar ve in vivo c¢aligmalara ilerlemeden Once
yuksek veri yogunluguna sahip sonuglar iiretir. Ayrica, modern yiiksek
verimli tarama (High-Throughput Screening, HTS) teknolojileri ¢cok
sayida bilesigin es zamanli degerlendirilmesine imkan saglayarak ilag
kesfi stireglerini hizlandirir (Dutka, Nyholm, & Petersen, 1983; Inman,
Warris, & Bignell, 2025).

9.7.1. Sitotoksisite Testleri

Sitotoksisite testleri, potansiyel ila¢ adaylarinin hiicre canlhiligi
iizerine etkilerini degerlendiren 6l¢iim yontemleridir. Hiicreler, ilaglara
maruz birakildiginda metabolik aktivite, membran biitiinliigli veya
proliferatif kapasite gibi parametrelerde degisimler gosterebilir ve

bunlar in vitro yontemlerle kantitatif olarak olctlebilir. Bu testler hem
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toksik yan etkinin siddetini belirlemede hem de segicilik indekslerinin
hesaplanmasinda  referans  olarak  kullanilir.  Sitotoksisite
degerlendirmesi ayni zamanda klinik asamada ortaya c¢ikabilecek
advers reaksiyonlarin erken tahminini destekler (Knap, Jasko, Maciak,

Slezak-Prochazka, & Kazek-Kesik, 2025; Turgeon et al., 2003).
MTT/XTT ve Alternatif Renkimetri Analizleri

MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromir)
ve XTT benzeri tetrazolyum esash testler, hiicre metabolik aktivitesi
iizerinden canlilik Gl¢ciimii yapar. Metabolik enzimler tetrazolyum
tuzlarin1 indirger ve renkli formazan iriinleri olusturur; absorbans
Olciimii ile hiicre canliligi degerlendirilir. Bu metodlarin avantaji,
yuksek tekrarlanabilirlik ve yuksek wverimli formatlara uygunluk
olmasidir. Bu testler toksisite ve inhibisyon ¢alismalarinda baslangig
veri saglar ve genellikle IC50 (yar1 maksimum inhibisyon
konsantrasyonu) gibi parametrelerin belirlenmesinde kullanilir. LDH
(laktat dehidrogenaz) serbest birakimi gibi membran biitiinligiine
dayali testler ise hiicre Olimiinii gdstermek agisindan faydali olup,
tetrazolyum testlerini tamamlayici bilgi saglar (Mani & Swargiary,
2023).

ATP, Rezazurin ve Diger Olgiitler

ATP igerigini 6lgen biyoliiminesans tabanli testler, hiicre sayis1
ile dogrudan iligkili sinyal iiretir ve HTS ile uyumlu gii¢lii bir canlilik

parametresi saglar. Rezazurin esasli testler ise metabolik aktivite
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Olcima ile hem bakteri hem de memeli hiicre modellerinde etkinlik ve
toksisiteyi degerlendirmek icin kullanilabilir; diisiik toksisiteye sahip
olmast uzun siireli ¢alismalar i¢in uygundur (Van den Driessche,

Rigole, Brackman, & Coenye, 2014).

9.7.2. Yeni Antimikrobiyal Ajanlarin Etkinlik ve Sitotoksisite
Profilinin Belirlenmesi

Etkinlik ve Secicilik indeksleri

Yeni antimikrobiyal bilesiklerin degerlendirilmesinde etkinlik
indekslerinin hesaplanmasi zaruridir. Bir bilesigin mikrobiyal hedefe
karst minimum inhibitér konsantrasyonu (MIC) yaninda, insan
hiicrelerinde gosterdigi toksisite derecesi hesaba katilarak segicilik
indeksi (selectivity index, SI) hesaplanir. SI, konak¢t hiicre
toksisitesinin bakteriyel inhibisyon giictine oranini ifade eder; yiiksek
degerler yiiksek secicilige isaret eder. Bu yaklasim, aday molekiillerin
giivenligini ve tedavi potansiyelini bir arada degerlendirmede
standartlastirilmig bir 6l¢iittiir (Belete, Ozkan, Kalaiselvan, & Willcox,
2025; Breijyeh & Karaman, 2023).

Farmasotik Etkinlik ve Toksisite Dengesi

Etkin antimikrobiyal aktivite ile kabul edilebilir toksisite
arasinda bir denge kurmak, hem molekiiler optimizasyon hem de klinik
aday seciminde baslica hedeflerden biridir. Literatiirde HTS ile bulunan
bilesiklerin ardindan hem bakteriyel potansiyel hem de insan hucre

sitotoksisitesi degerlendirilmistir. Bu ¢alismalar, baz1 bilesiklerin gii¢lii
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antimikrobiyal aktivite sergiledigini ancak ayni1 zamanda insan
hiicrelerinde yiiksek sitotoksisite gosterdigini raporlamistir; bu durum,
aday bilesiklerin modifikasyonunu gerekli kilarak tedavi potansiyelini
sinirlamistir (Gimenez-Bastida, Martinez Carreras, Moya-Pérez, &
Laparra Llopis, 2018).

9.7.3. Yiiksek Verimli Tarama (HTS) Sistemleri
HTS’nin Rolii ve Teknolojik Bilesenleri

Yiiksek verimli tarama (HTS), ¢ok sayida kimyasal bilesigin
konak hiicre ve mikroorganizma modellerinde ayni anda
degerlendirilmesini saglayan sistematik bir yaklasimdir. 96, 384 veya
1536 kuyucuklu mikroplate formatlari, robotik siv1 transferi, otomatik
goriintiileme ve ¢ok parametreli analiz sistemleri ile ¢aligsarak biiytlik
veri setleri tiretir. HTS, ilag kesfi siireclerinde hem etkinlik potansiyeli
yilksek molekiilleri tanimlamada hem de toksisite risk profillerini
hizlica elimine etmede kritik rol oynar (Sarnaik, Liu, Nielsen, &
Varman, 2020).

Fenotipik HTS ve Molekiiler HTS

Fenotipik HTS, hiicre 6liimii, morfolojik degisim veya floresan/
biyoliiminesans sinyaller gibi fenotipik ¢iktilara dayali taramalar1 ifade
eder ve mikroorganizmayla iligkili fenotipik etkileri yakindan izler.
Molekuler HTS ise hedefe 6zgu enzim inhibisyonu veya reseptor
baglanmas1 gibi belirli biyokimyasal etkilesimleri Olcekleyerek

degerlendirir. Her iki yaklasim da farmasdtik arastirmalarda es zamanh

411



kullanilarak potansiyel adaylarin daha dogru se¢imini saglar (Zeng,

Guo, Xu, Chen, & Zhou, 2020).
Yiiksek Icerikli ve Cok Parametreli Tarama Yaklasimlar

Giincel caligmalarda HTS cok parametreli fenotipik veri elde
etmek igin biyobilgisayar ve gorintileme analizi ile entegre
edilmektedir. Bu yaklagimlar, hiicre morfolojisi, hiicre siklusu,
apoptotik ve nekrotik yanit gibi goklu parametreyi tek seferde izleyerek
toksisite ve etkinlik profillerini daha zengin sekilde sunar. Bu
stratejiler, artik ila¢ adaylarmnin ¢ok yonlii etkilerini degerlendirmek
icin standart hale gelmektedir (Quijada, Hernandez, & Rodriguez-
Lazaro, 2020).

9.7.4. HTS’nin Uygulama Adimlari ve Protokoller

Hazirhk ve Enstalasyon

HTS’ye uygun hiicre modelleri seg¢ilmeden Once hiicre
adaptasyonun dogrulanmasi, kiiltiir kosullarinin optimize edilmesi ve
uc deger kontrollerin belirlenmesi gereklidir. Hiicreler uygun
yogunlukta mikroplate kuyularina ekilir; otomatik pipetleme sistemleri,
test edilecek konsantrasyon dizilerini hazirlar. Ardindan, kontrol ve test
bilesikleri ile inkiibasyon gergeklestirilir (Leavell, Singh, & Kaufmann-
Malaga, 2020).

Veri Toplama ve Analizi
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HTS  sonrast  veriler elektrometrik, floresan veya
biyoliiminesans okuyucular aracilifiyla toplanir. Yazilimsal analizler
sinyal gilriiltlisiinii ayirarak pozitif hitleri belirler ve istatistiksel

giivenilirligi saglar (Bennke et al., 2016).

9.7.5. Verilerin Yorumlanmasi, Zorluklar ve Gelecege Yonelik
Stratejiler

Faz I ve II’de Toksisite Ongoriisii

HTS sonuglar1 ile elde edilen toksisite profilleri, aday
molekiillerin daha ileri asamalarda in vivo galismalar i¢in risklerini
ongoérmeye yardimci olur. Ancak klasik in vitro modellerin tim
farmakokinetik ve metabolik siiregleri yansitamamasi, in Vivo
gegerliligi sinirlayabilir; bu nedenle in vitro hiucre kaltiru verileri in
silico modellerle birlikte analiz edilerek daha dogru Ongoriiler

yapilmaktadir (Thiericke, 2003).
HTS’de False-Positive/Fale-Negative Problemleri

HTS sureclerinde kontrol stratejileri, pozitif ve negatif
kontrollerin uygun sekilde yerlestirilmesi, teknik ve biyolojik
tekrarlamalar ile false-positive veya false-negative sonug¢larin minimize
edilmesi stratejik Onemdedir. Ayrica birden fazla assay tipinin
pekistirilmesi daha giivenilir veriler saglar (Campana, Robles Garcia,
Ruhli, & Tuross, 2014).
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Sonu¢ olarak in vitro ilag ve toksisite taramalari, yeni
antimikrobiyal bilesiklerin degerlendirilmesinde temel bir bilimsel
gerekliliktir. Sitotoksisite testleri, hiicre canliligi ve toksik etki
profillerini niceliksel olarak olgerken, HTS sistemleri ¢ok sayida
bilesigin hizli, sistematik ve tekrarlanabilir bigimde analizini olanakl
kilar. Bu yaklasimlar, modern ila¢ kesfi ve farmasotik gelisim
stiregclerinde hem etkinlik hem giivenlik parametrelerinin biitiinlesik

degerlendirilmesi i¢in vazgecilmez araclardir.
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