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in vivo olarak insan veya deney hayvanlari iizerinde yapilan aras-
tirmalar ciddi glivenlik, etik ve yasal sorunlari beraberinde getir-
mektedir. Bu nedenle deney hayvanlari veya insanlardan alinan
doku 6rneklerinden laboratuar ortaminda hiicre kiiltiirleri elde
edilerek aragtirmalarda kullaniimaktadir. Hiicre kaltarleri, ticari
olarak hiicrelerin 6liimsiizlestiriimesiyle elde edilen hiicre dizi-
lerinden elde edilebilecegi gibi, primer olarak dogrudan hayvan
veya insandan alinacak érneklerden de elde edilebilir. Primer hiic-
re kiilttrleri, genetik ve diger 6zellikleri ile in vivo ortami daha iyi
temsil ettiklerinden arastirmalarda daha giivenilir ve gercekgi bil-
giler vermektedirler. Diger yandan gerek in vivo gerekse de in vitro
ortamda elde edilen biyolojik 6rneklerin degerlendirilebilmesi igin
gesitli laboratuar tekniklerine ihtiyag vardir. Bu yazida, solunum
sisteminin hiicre kiltiir ydntemleri tartisilirken, saglik bilimlerinde-
ki arastirmalarda en sik bagvurulan laboratuar ve molekdler analiz

In vivo studies on experimental animals and humans raise seri-
ous safety, ethical, and judicial questions. Therefore, cell cultures
obtained from experimental animals and humans are used for re-
search. Cell cultures can be obtained from commercial cell lines,
which are created by the immortalisation of cells, as well as from
tissue samples of animals and humans, which are referred to as
primary cell cultures. Primary cells give more realistic and reliable
information with respect to their genetics and other features since
they represent the in vivo condition better. On the other hand,
there is a need for various laboratory techniques for the evaluation
of biologic samples that can be obtained from both in vivo and in
vitro settings. While the present paper discusses cell culture meth-
ods of the respiratory system, it provides general information on
laboratory and molecular analysis techniques that are used in the
health sciences. More detailed information is available from online

yontemleri hakkinda genel bilgi verilmistir. Okuyucu bu yoéntemle-  or printed sources for those wishing to use them in their research.

ri calismalarinda kullanirken gerek internet ortaminda, gerekse de

basili olarak bulunan kaynaklardan daha ayrintili bilgi almalidir. KEY WORDS: Respiratory system, cell line, primary culture, labo-

ratory techniques
ANAHTAR SOZCUKLER: Solunum sistemi, hiicre dizisi, primer
kiltar, laboratuar teknikleri

GiRis

Saglik bilimlerinde yapilan arastirmalarin in vivo ortamda gerek insan, gerekse de deney hayvanlari tizerinde yapilma-
si, cogunlukla giivenli olmamakta ve ciddi yasal-etik sorunlari beraberinde getirmektedir. Bu nedenle deney hayvan-
lari veya insanlara ait organ ve dokulardan alinan 6rneklerden laboratuar ortaminda gesitli yontemlerle hiicre kiltir-
leri elde edilmekte ve arastirma amagch kullaniimaktadirlar. Hiicre kiltiri ¢alismalarini yiriitecek teknik alt yapiyi
kurmak gerek maliyet gerekse de teknik acidan zor degildir. Miitevazi bir biitce ile teknik alt yapi kurularak, bu is igin
gerekli egitim alindiktan sonra hiicre kiltirt kolayca yapilabilir. Hicre kiltirleri ya gesitli yontemler ile 6limsiz
(‘immortal’) hale getirilmis hiicrelerden elde edilen ve ticari olarak temin edilebilen hiicre dizileri ile dogrudan hayvan
veya insan dokusundan alinan érneklerden primer olarak elde edilebilir. Diger yandan gerek in vivo ortamda insan
veya deney hayvanlarindan, gerekse de in vitro ortamda hiicre kiiltiirlerinden elde edilen &rneklerden yapilan arastir-
manin amacina uygun belli bir takim analizlerin yapilabilmesi icin belli cihazlara ve kullanilacak in vitro yéntemlerin
bilinmesine ihtiya¢ vardir. Bu yontemler kullanilmak suretiyle bir numunede protein analizi yapilabilecegi gibi, bir
takim genlerin ekspresyonu arastirilabilir. Yine 6rneklerdeki hicre tipleri, sayilari ve hiicrelerin gesitli fizyolojik ve
biyokimyasal 6zellikleri belirlenebilir.

Bu bolimde temel olarak solunum sistemine yonelik olarak kullanilan hiicre kiiltir yontemlerinden hiicre dizilerine
kisaca deginilirken, agirlikh olarak primer hiicre kiiltir yontemleri anlatilacaktir. Bu arada saglik bilimlerindeki arastir-
malarda en ¢ok kullanilan akim ('flow’) sitometri, Enzyme-Linked Immuno Sorbent Assay (ELISA)/Enzyme Immuno Assay
(EIA), elektroforez (‘western blot’ vb.), polimeraz zincir reaksiyonu (‘polymerase chain reaction’, PCR) ve DNA dizi
analizi gibi in vitro yontemler hakkinda genel bilgi verilirken proteomic, genomic vs gibi yontemlerden ¢ok kisa s6z
edilecektir. Arastirmacilar s6z konusu yéntemler hakkinda ayrintili bilgiyi yazinin sonundaki kaynaklardan edinebilirler.
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Solunum Sisteminin Hiicre Kiiltiirleri

Herhangi bir doku veya organdan alinacak numune hemen
her zaman birden fazla hiicre tipini bir arada bulundurmakta-
dir. Bu nedenle spesifik bir tip hiicreden bir hiicre popiilasyo-
nu elde edebilmek icin hiicre biyologlari cesitli yontemler
gelistirmislerdir [1]. Eger hiicreler kompakt bir dokunun iginde
yer aliyorlarsa (6rnegin, hava yolu epitel hiicreleri), 6nce etraf-
taki dokudan serbestlestirilmeleri gerekir [1,2]. Bu mikroskop
altinda diseksiyon yontemiyle olabildigi gibi, tripsin gibi cesit-
li enzimlerin yardimiyla da yapilabilmektedir [1,3,4]. Sonraki
asamada bu hiicrelerin bir birinden ayrilmasi gerekebilmekte-
dir. Bu asamada akim sitometri cihazlarinin yardimiyla flore-
san aktive edilmis hiicre ayirma yontemleri kullanilabilmekte-
dir [1]. izole edilen bu hiicrelerin kiiltiir ortaminda ¢ogaltiima-
lari sonucu ortaya ¢ikan hiicre kiltirlerine, primer kilturler
denmektedir. Ancak vertebrali canlilarin ¢ogunun hiicreleri
belli sayidaki béliinmeden sonra gogalamaz. Ornegin insan
fibroblastlari kiiltir ortaminda 25-50 kez béliniirler. Bu &zel-
likten dolayr insan hiicreleri sonsuza kadar ¢ogalma yetenegi
kazanip kanserlesmezler. Bununla beraber, laboratuar orta-
minda bu hiicreler telomerazlarinin katalitik alt Gnitelerini
kodlayan gen ile bir araya getirilerek sonsuza dek tireme yete-
nekleri kazandirilabilir. Boéylece genetik degisiklik sonucu
sonsuza dek bolinme 6zelligi kazanan hiicrelere immortalize
(6limstizlestirilmis) hicreler denmekte ve kiiltir ortaminda
hiicre dizileri (‘cell line’) olarak adlandirilmaktadirlar. Bu hiic-
reler laboratuar ortaminda istendikleri miktarlarda gogaltilip
kullanilabilirler [1].

Solunum Sistemi Hiicre Dizi (‘cell line’) Kiiltiirleri
Solunum sistemi hiicre dizilerinden BEAS-2B hiicreleri,
insan brons epitelyumundan elde edimis olup bir adenovi-
rus 12-SV40 virus hibrid (Ad125V40) ile infekte edilerek
klonlama yoluyla elde edilmislerdir. 16 HBE-140- hiicreleri
de insan brons epitel hiicrelerinden virus transformasyonu
yoluyla Uretilmislerdir. Buna karsin, A549 hiicreleri insan
akciger karsinoma hiicrelerinden elde edilmislerdir ve daha
cok alveolar epitel hicre o6zellikleri tasirlar [1,2,5].
Bunlardan bagka, solunum yollarinin ve akcigerin gesitli
hiicrelerinden diziler elde edilmistir. Hicre dizilerinin en
onemli avantajlari kolay temin edilebilmeleridir. Bir kez
elde edildiklerinde dondurulmak suretiyle ihtiyag halinde
cogaltilarak kullanilabilirler. American Type Culture
Collection (ATCC) gibi kurumlardan Ucret karsiliginda bu
hicre dizileri elde edilebilmektedir. En énemli dezavantaj-
lari, genetik yapilari degistirilmis hiicreler olduklari igin
biinyede sahip olduklari genotipik ve fenotipik 6zellikleri-
nin tamamini tagimazlar [1].

Solunum yolu hiicre dizileri arastirma laboratuarlarinda yay-
gin olarak dretilip kullanilabilmektedir. Basta kronik obstriik-
tif akciger hastaligi (KOAH) ve astim gibi patolojiler olmak
lzere cesitli solunum sistemi hastaliklarinda alveol epitel
hicrelerinin roliniin anlasiimasinda, inflamasyon ile ilgili
mekanistik calismalar ile gevresel ajanlarin hiicre diizeyinde-
ki etkilerinin arastirildigi cesitli calismalarda yaygin olarak
kullanilmaktadir. A549 hiicreleri ATCC gibi kuruluslardan
satin alinarak laboratuar ortaminda ¢ogaltilmak suretiyle bu
tir galismalarda yaygin olarak kullanilmaktadir. Kiltlr orta-
minda kolayca retilebilen bu hiicreler, birkag giinde kullani-
ma hazir hale gelebilmektedir (Sekil 1). Ulkemizde kisitl da
olsa cesitli arastirma laboratuarlarinda bu tir hiicre dizileri
kullaniimaktadir.
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Sekil 1. Kiiltir ortaminda deneysel kullanima hazir alveolar epitel
(A549) hiicre dizileri

Solunum Sisteminin Primer Hiicre Kiiltiirleri

Basta st ve alt solunum yollari olmak tizere, solunum sis-
teminin gesitli organlarindan primer hiicre kiltiiri elde
edilebilmektedir. Bu amagla, fibroblast, hava yolu diiz kas,
hava yolu epitel hiicre ve alveolar epitel hiicre kiiltirleri
uretilebilir. S6z konusu hicreler, baska amacla alinan
dokudan (6rnegin, ameliyat materyali, post-mortem doku)
elde edilebilecegi gibi saglikli veya astim, KOAH gibi cesit-
li patolojileri olan goniillilerden firgalama veya biyopsi
yontemi ile de elde edilebilirler [2-6]. Primer hiicrelerin en
onemli avantajlari, kiltir edildikleri ortamlarda in vivo
genotipik ve fenotipik 6zelliklerini biyiik 6l¢lide korumala-
ridir. Ayrica, gesitli hastalik gruplari ile spesifik calisma
yapma olanag saglarlar. En 6nemli dezavantajlari, gerek
biyopsi veya fircalama uygulanabilecek gonilli dondrlerin
ve diger doku kaynaklarinin teminindeki giicliiktiir. Bundan
baska, istenen hiicreleri elde edebilmek icin karmasik ve
zaman alici yontemlere ihtiyag duyulmakta, ¢ogu zaman
bu kilturleri yapabilmek icin belli bir egitime gereksinim
olmaktadir [2].

Hava Yolu Diiz Kas Hiicre Kiiltiirleri

insan hava yolu diiz kas hiicreleri cesitli nedenlerle akciger
rezeksiyonu veya transplantasyonu uygulanan hastalarin
trakea veya brons halkalarindan elde edilebilir [7,8]. Hirst
[7] ve Xie ve ark’larinin [8] yontemine gore, trakea veya
brons halkalari 4-5 kez gentamisin veya penisilin ve strepto-
misin ile amfotersin B iceren tamponlanmis tuzlu Hank
solisyonu ile (‘Hank’s buffered salt solution’, HBSS) yikanir.
Diseksiyon mikroskopu kullanilarak, yapisik konnektif doku
adventisyal ylizeyden ve epitelyumden steril bistiiri yardimi
ile ayrilir. Son olarak diiz kas kartilajdan temizlenir ve yakla-
stk Tmm?*lik parcalara kesilir. Doku parcaciklart kaltir
‘flask’lart veya kaplarina konur ve dokunun yiizeyini hafifce
kaplayacak sekilde %10 fotal buzagr serumu (foetal calf
serum, FCS,), sodium pyruvate, L-glutamin, esansiyel olma-
yan amino asitler ve antimikrobiyal ajanlar iceren
Dulbecco’nun moifiye vasatina (Dulbecco’s modified Eagle’s
medium, DMEM) konur. ilk 3-4 giin, hiicrelerin kiiltir kapla-
rina temas etmelerini ve yapismalarini saglamak icgin sadece
doku yiizeyini kaplayacak sekilde az miktarda vasat konur.
Hicre kilttrleri yeterli hacme ulastiktan sonra fiziksel olarak
kazinarak veya tripsin yardimiyla serbestlestirilerek baska
kaltir kaplarina ekim igin transfer edilebilir. Bu sekilde hiic-
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relerin birkag alt pasaji elde edilerek deneylerde kullanilabi-
lir. Bu yéntemin farkli modifikasyonlari degisik arastirmacilar
tarafindan kullanilmaktadir [7,8].

Fibroblast Kiiltiirleri

Fibroblast kiiltiirleri de gesitli nedenlerle lobektomi veya
pnomonektomi gibi akciger rezeksiyonu uygulanan hastala-
rin cerrahi eksplantlarindan elde edilebilir [9]. Bu is igin,
timor veya hasta akcigerden uzak doku alinarak kiigiik par-
caciklara 3-5 mm kesilerek %10 FCS ile kaplanan kiltir
flasklarina konur. Fibroblastlarin dokudan gevreye dogru
cogalmalari beklenir. Yeterli alan hiicre ile kaplandiktan
sonra doku alinir ve hiicrelerin ylizeyi tamamen kaplamasi
beklenir. Hiicreler daha sonra tripsin yardimi ile yerlerinden
ayrilarak ileri pasajlar elde edilebilir [9].

Alveolar Epitelyal Hiicre Kiiltiirleri

Bu amag igin daha cok Tip Il alveolar epitelyal hiicrelerin
kaltarleri elde edilir. Bu hiicrelerin elde edilmesi nispeten
karmagik yontemleri gerektirir [5,6]. Hiicre kaynagi olarak
da, Fang ve ark./nin [10] yaptigi gibi konsolide olmayan ve
hemoraji gelismemis akciger eksplanti kullanilabilir. Bu yon-
teme gore, transplant icin alinan, ancak kullaniimayan ve
4°C'de muhafaza edilen akciger kadavrasi 4-8 saat iginde
kullanilabilir. Pulmoner arter 37°C’de fosfat ile tamponlan-
mus sollisyon (‘phosphate buffered saline, PBS) soltisyonu ile
perfiize edildikten sonra distal havali alanlari ilik Ca ve Mg
icermeyen PBS soliisyonu ile 10 defa yikanir. Daha sonra,
elastaz iceren Ca ve Mg bulundurmayan HBSS soliisyonu
segmental bronsiyal intiibasyon yapilarak distal hava yollari-
na uygulanir. Kirk bes dakika sire ile enzimatik digesyona
maruz birakilan akciger FCS ve DNaz varliginda kiyilarak
ince pargaciklara ayrilarak, hiicreden zengin fraksiyon gesitli
stizme teknikleri ile filtre edilir. Sollisyon daha sonra, Percoll
dansite gradiyenti uygulanarak 1500 rpm hizinda 20 dak
stre ile santrifije edilerek, tstte kalan tip Il pnomosit ve
alveolar makrofaj karisimindan olusan bant toplanir ve 800
rpm hizinda 10 dakika sure ile santriflije edilir. Hiicre toplu-
lugu %5 FCS igeren Ca ve Mg icermeyen PBS ile yikanir ve
stspansiyon haline getirilir. Daha sonra, hiicreler anti-CD-14
antikoru ile kapli manyetik bilyeler ile 4°C'de 40 dakika
devaml karistinlmak suretiyle inkiibe edilir. inkiibasyon per-
yodunun sonunda manyetik bilyeler bir miknatis yardimi ile
ortamdan uzaklastirilarak, geriye kalan hiicre stispansiyonu
insan Ig G ile kapl doku kiltiird icin hazirlanmig Petri kutu-
sunda nemlendirilmis inkiibatérde (%5 CO, ve 37°C) 90
dakika inkiibe edilir. Yapismayan hiicreler toplanarak sayilir,
hiicre canlihg trypan blue ekskliizyon metodu ile belirlenir-
ken, izole dilen insan Tip Il hiicrelerinin safligi Papanicolaou
boyasi ile belirlenir [10].

Brons Epitel Hiicre Kiiltiirleri

Brons epitel hiicreleri, hava yolu hastaliklarinin patogenezini
ve inhale toksik ajanlar ve hava yollarina yonelik zararhlarin
etkilerini arastirmak amaciyla yaygin olarak kullaniimakla
birlikte, tlkemizde primer eksplant kiltiir teknigi kullanila-
rak ilk kez laboratuarimizda tretilmeye baglandilar. Bu amag
icin insan brons epitel hiicreleri (IBEH) cesitli yontemler
kullanilarak izole edilebilir ve kullanilabilir. Bunlardan biri
fircalama yontemidir. Bunun igin bronkoskopi yardimi ile
ana bronslara fircalama uygulanir, elde edilen hiicreler daha
sonra kollajen ile kapli kilttir flasklarina alinir. Kiiltdr flaskla-
rina alinan hiicreler serumsuz, hormonla zenginlestirilmis

brons epiteli biiylime vasati iginde penisilin ve streptomisin
bulunan vasatta 37°C’de, %5 CO,’li, nemlendirilmis ortamda
inkiibe edilir ve yeterli hacme ulasmis kiiltirler deney igin
kullanilir [2,5,6].

Hiicre kaynagi olarak cesitli nedenlerle alinan akciger eks-
plantinin kullanildigi calismalarda ise epitel hiicrelerini
brong dokusundan ayirmak i¢in ¢ogunlukla enzimatik sindir-
me ydntemleri gibi hiicrelerin morfolojik ve biyokimyasal
ozelliklerini etkileyebilen yontemler kullanilmistir [4]. Bizim
hiicre kiltirii cahsmalarimizda, primer eksplant teknigi kul-
lanilarak, hiicreler herhangi bir kimyasal veya enzimatik
isleme tabi tutulmadan izole edilmektedir [3,6]. Lobektomi
veya pnomonektomi uygulanan hastalarin cerrahi eksplant-
lart kullanilabilecegi gibi, istenildigi sekilde karakterize edil-
mis saglikli veya atopik astmatik bireylerin veya KOAH’lilarin
brons biyopsi eksplantlarindan diseksiyon mikroskobunun
yardimi ile brons epitelyum tabakasi ayrilarak 1-2 mm? veya
0,5-1 mm? (biyopsi c¢alismalari) ebadindaki parcaciklara
bolunir (Sekil 2) [11,12]. Doku pargaciklari 6nceden ihtil-
mis antibiyotik ve antimikotik iceren ‘Medium 199" adli
vasatla 3 kez yikandiktan sonra, FCS, bovine pancreatic
insulin, human transferin, epidermal growth factor, hydro-
cortisone, L-glutamine ve antibiyotik/antimikotik iceren
‘Medium 199’ bulunan kiltir ortamina konur. Amaglanan
calismalara gore primer BEH kiiltirleri plastik kaltiir kapla-
rinda veya yari gegirgen membran iceren ‘insert’ler tizerinde
uretilebilir. Son calismalarimizda, plastik kiltir kaplarinda
uretilen hicreler tripsin yardimi ile kaldirildiktan sonra kltir
kuyucuklarina (‘well’) aktarilarak dretildiler [6,11-15]. Bu
yolla hiicre sayilari standardize edilerek ilgili ¢alismalarda
kullanilabilirler [6]. Baslangigta kiltiir kabi, ‘insert’ veya
kuyucugun biyikligiine uygun olarak eksplantin tzerini
hafifce 6rten miktarda vasat konurken, hiicreler kiltir orta-
minda zemine yapistiktan sonra biraz daha fazla oranlarda
vasat kullanilarak her 2-3 giinde bir kiiltiir vasati degistirilir.
Kiltirler genellikle 2-3 haftada deney igin kullanima hazir
hale gelirler.

Hiicreler kiltlr kap ylzeyini %80-90 oraninda kapladiktan
sonra doku eksplantlari penset ile alinarak ortaya ¢ikan bos-
lugun hiicreler tarafinda doldurulmasi igin 1-2 giin daha
bekletilir. Bu arada alinan eksplantlar hiicre kilturi elde
etmek icin ikinci kez kullanilabilir. Ancak yaptigimiz goz-

Sekil 2. Saglikl bir bireyden alinan biyopsiden elde edilen brons
epitel hiicrelerinin kiltiir ortaminda 3 giin sonraki gortintimleri



lemler, doku eksplantlari ikinci kez kullanildiginda, silyah
hiicre sayisi ve mediator sentezleme yetenekleri agisindan
birtakim degisikliklere ugrayabileceklerini gostermektedir
[15]. Dolayisiyla, ideali eksplantin sadece bir kez kullanil-
masidir. Kiltirler deney igin kullanilmadan 24 saat 6nce
kaltiir vasati FCS ve diger hormon ve growth faktorleri iger-
meyen Medium 199 vasatina konarak, istenen deneysel
amaclar icin kullanilabilirler.

Plevra Mezotelyal Hiicre Kiiltiirii

Plevra sivisinin hiicre igerigi cogu monosit, az miktarda len-
fosit, makrofaj, mezotel hiicresi, polimorfonukleer [6kositler-
den olusur ve pl'de yaklasik 1500 hiicre bulunur. Mezotel
hiicreleri, her natiirdeki plevra sivisinda (transiida, eksiida,
hemorajik sivi vb.) bulundugundan teorik olarak her tiir plev-
ra sivisindan bu hiicrelerin kiltirini elde etmek mimkiin-
dir. Ancak, saglikli mezotel hicre kiiltiri elde edilmek
isteniyorsa transtida yapisindaki plevra sivisinin kullaniimasi
gerekir.

Laboratuara ulastirilan plevra sivist +4°C'de 4000 rpm’de 5
dakika cevrilerek hiicreler ¢okertilir. Ust faz aspire edildikten
sonra altta kalan hiicre peletlerinin tizerine 2-3 mL %0,85'lik
amonyum klorit eklenip homojenize edilir. Ornekler oda 1si-
sinda 10 dakika bekletilerek ortamda bulunan kan htcreleri-
nin parcalanmasi saglanir. Ornekler 4000 rpm’de 24°C'de 5
dak. santriflij edildikten sonra Ust faz aspire edilir ve kan
hiicreleri uzaklastirilmig olur. Altta kalan pelet tizerine 10 mL
%20 FBS, antibiyotik-antimikotik ve 50 pg/mL gentamisin
iceren DMEM vasatinda kaltir flasklara ekilir. 37°C'de %95
nem ve %5 CO,/'li inkiibatorde inkiibe edilir. Hiicreler flaskin
tabanini kapladiktan sonra kaldirilarak sayilirlar. Hucreler
yeni kiiltir ortamina (flask, ‘plate’ vb.) aktarilabilecegi gibi,
daha sonra kullanmak tizere %10 DMSO ve %10 FCS iceren
DMEM besiyeri iginde, sivi azotta dondurularak saklanabilir,
istendiginde tekrar ¢ozdiriilerek kiiltirleri yapilabilir (Sekil 3)
[16,17].

In Vitro Arastirma Teknikleri

Akim Sitometri

Akim sitometri, hiicre veya partikillerin akmakta olan bir
sivinin i¢cindeyken 6zelliklerin 6l¢iilmesidir. Akim sitomet-
risi ile bir sispansiyon halindeki hiicre ya da partikiller
lazer 15181 ile aydinlatilmakta olan bir bélmeden gecirilir;

Sekil 3. Primer mezotel hiicre hiicre kiltiri (‘Hoffman Modulation
Contrast’ Isik Mikroskopu, x400)
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hiicrelerin 1s1gin 6niinden gecerken verdikleri sinyaller
toplanarak analiz edilir. Olusan sinyallerin kaynagi, hiic-
renin blyiiklik, granilarite gibi fiziksel 6zellikleri olabil-
digi gibi; hiicreye baglanan cesitli fluorokromlar da olabi-
lir. Boylece hiicre ya da partikilin immunfenotipi, DNA
icerigi, enzim aktiviteleri, hiicre membran potansiyeli,
canlihgr gibi cesitli 6zellikleri hakkinda bilgi toplanabilir.
Akim sitometrilerin fluorosen olmayanlari tam kan hiicresi
sayimlari icin klinik laboratuarlarda kullanilir. Daha ¢ok
arastirmalar icin fluorosen olanlari kullanilir. Bunlara
sitofluorometre denir [18-20].

Akim sitometriler; akiskanlar, lazer optikler, elektronik
dedektorler, analog dijital cevrimciler ve bilgisayarlari igerir.
Optik kisim lazer 15181 yayar ve 1sini birkag hiicre ¢apinin
olusturdugu demet (izerine odaklar [19]. Hiicrelerin akim
sitometrik analizde 6lgilen 6zelliklerine gore ayrilmasi igle-
mine floresanla aktive edilmis hicre ayrismasi (‘fluorescen-
ce-activated cell sorting’, FACS) denir. Bu 6zellik her akim
sitometri modelinde bulunmamakta, daha c¢ok arastirma
laboratuarlarinda kullanilmaktadir. Bu cihazlar, kan gibi kari-
stk bir hicre toplulugunu iceren siispansiyonlarda istenen
Ozellige sahip hucre alt gruplarinin farkli tiiplere ayrilabilme-
sini saglar ve ayni anda 4 farkli hiicre popilasyonu ayristiri-
labilir [20].

Kan, kemik iligi, beyin omurilik sivisi, bronko-alveoler lavaj
(BAL) sivisi, eklem sivisi, plevral sivi, asit sivisi, doku biyopsi
ornekleri, parafin bloktaki dokular ve hiicre kiiltirlerinden
hiicre stispansiyonlari hazirlanarak akim sitometride analiz
edilebilir [18]. Akim sitometri tekniginden yararlanilarak
hiicre DNAsinin ozellikleri (hicre siklist, proliferasyonu
vb.), apopitozis ve hiicre ylizey antijenleri (bagkalasim kiime
[Cluster of Differentiation’, CD] belirtecleri) ile hiicre ici
antijenler (sitokin, mediator vs) belirlenebilir. Bundan baska,
kromozom analizi ve tespitinde, RNA ¢alismalarinda ve pro-
tein ekspresyon ve lokalizasyonunda akim sitometri kullani-
labilir. Bu yontem akciger hastaliklarinin tanisinda 6zellikle
BALda hticre tiplerini belirlemede, gesitli inflamatuar medi-
ator ve sitokinleri belirlemede, yine solunum yolu hiicre
kiltirlerinde hucre siklusunu ve apoptozisini belirlemede
etkin olarak kullanilabilir (Sekil 4) [18,21].

Akigkan sistem

v Filtreler Dedektorler
Lens

Lazerler [

Filtreler

Dedektor I

Sekil 4. Tipik bir akim sitometresinin kurulumunun sematik gésterimi
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Enzim ilintili Immiin Assay (‘Enzyme-linked Immunosorbent
Assay’, ELISA)

Hedef molekiilii isaretlemek icin enzimlerin kullanildigi yon-
temler ELISA (‘enzyme-linked immunosorbent assay’) ya da EIA
(‘enzyme immunoassay’) olarak adlandinlirlar. Gintimazde bir
cok tani laboratuarinda yaygin olarak kullanilan ELISA testleri-
nin avantajlari arasinda; genis tani parametrelerinin ticari ola-
rak kolayca temin edilebilmesi, yontemin otomasyona uyarla-
nabilirligi ve boylece ¢ok sayida 6rnegin kisa stirede gahsilabil-
mesi, sonuglarin spektrofotometrede objektif olarak kalitatif,
semikantitatif ya da kantitatif degerlendirilebilmesi gibi 6zellik-
ler sayilabilir. Diger yandan arastirma amaciyla bir biyolojik
ornekteki mediator veya protein ELISA ile dlgilebilir.

ELISA cesitli asamalardan olusur. Mantiel ELISA yontemlerinde
kullanilan kati fazda, 96 gukurlu mikro kuyulara analitler (anti-
jen veya antikor) emdirilerek baglanir. Daha sonra kuyucuklara
eklenen standart protein soliisyonu veya test edilen 6rnekteki
antijen/antikor kuyucuklardaki analitlere baglanir. Bir sonraki
asamada ortama enzimle isaretli anti-immiinglobdlin eklenir.
Bu islemlerin aralarinda yikama yapilir, bu islem 6zgiil baglan-
malari etkilemezken 6zgiil olmayan baglanmalari gidermekte-
dir. Yikama islemleri iyi yapilmadiginda yalanci pozitiflikler
saptanabilir. Testin son asamasinda ortama eklenen substrat
enzimle reaksiyona girerek ortamda renk degisimine yol acar.
Belli bir stirenin sonunda c¢ukurcuklara eklenen durdurma
(stop) soliisyonu (H,SO,, HCl, NaOH) ile reaksiyon durdurulur.
Boylece enzim-substrat reaksiyonu istenilen siirede sona erdi-
rilir. Reaksiyon sonunda olusan rengin siddeti spektrofotomet-
rik olarak olgulir. Okumada en sik kullanilan dalga boylan
405, 450 ve 630 nm'dir. Sonuglar tek bir dalga boyunda oku-
tulabilecegi gibi cift dalga boyuyla da okutulabilir. Cukurlarin
renk siddeti (absorbans degeri=optik dansite) rnekte 6lgiilen
antigen/antikor yapisindaki analitin (sitokin, mediator vs) kon-
santrasyonu ile dogrudan iliskilidir [18]. Sekil 5’te ELISA'nin
calisma prensipleri gosterilmektedir.

ELISA prensibi ile galisan otomatize sistemlerde (Bio-Plex,
Luminex vb.) ise submikron boyutlarinda manyetik bilyeler
veya lateks partikiilleri kullanilir. Bu sistemlerde 50 pL gibi
cok kiciik miktarlardaki niimunelerde ayni anda onlarca
mediatoriin analizi yapilabilir. Bu sistemler ile ilgili en 6nem-
li sorun kit ve cihaz maliyetlerinin geleneksel ELISA sistem-
lerine gore oldukga yiiksek olmasidir.

Western Blot
Bu yéntem uzun yillardir aragtirmalarda, solid veya bir sivi
icinde yer alan spesifik bir proteinin diizeyini belirlemek i¢gin
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Sekil 5. ELSA yontemi ile antikor tayininin sematik gésterimi
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yaygin olarak kullaniimaktadir. Bu teknikte poliakrilamid
jelde yiritilerek ayrilan protein bandlari nitroseliiloz veya
naylon bant tizerine transfer edilir. Daha sonra bu proteinler
Ozglin problar ile baglanarak tanimlanabilmektedir. Bu yon-
temde kullanilan problar genellikle radyoaktif veya fliioresan
isaretlidir. Ayrica isaretsiz antikorlar kullanilarak baglanma
gerceklestirildikten sonra “sandvi¢” reaksiyon ile daha sonra
isaretli ikinci bir antikorla goriintiileme yapilabilmektedir.
‘Sandvig¢’ metodunun avantaji tek bir preparat ile birden fazla
farkh prop kullanilarak farkli proteinlerin tespiti gergeklestiri-
lebilmektedir [22].

Blotlamadan 6nce, calisilan numunedeki proteinler elektriksel
ortamda jel lzerinde gog ettirilmektedir. Proteinlerin elektro-
forezleri sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jelde (‘Sodium
Dodecyl Sulphate PolyAcrylamide Gel Electrophoresis’, SDS-
PAGE,) gerceklestirilmektedir. Cahsilan numunedeki SDS-
polipeptid kompleksleri, poliakrilamid jele yiiklenip, elektrik
akimina maruz birakildiklari zaman, proteinler molekdil agirli-
giyla orantili olarak, arti kutba (anot) dogru gé¢ etmekte ve
jelde bulunduklari yerde bantlar halinde yigilim gostermekte-
dir. Western blot teknigi, elektroforez islemini takip eden dort
adimda gerceklestirilir. Bunlar; jeldeki proteinlerin nitroselii-
loz membrana aktarimi (blotlama), spesifik olmayan reaksi-
yonlari engellemek icin nitroseliiloz membranda protein bag-
lanmamis bolgelerin ilgisiz proteinlerle kaplanmasi (blokla-
ma), 6zgul antikorlarla tepkime ve en son adimda ise protein-
lerin gorintlilenmesi asamalaridir [18]. Boylece bir nimune-
deki farkli agirliktaki proteinler bu is icin 6zel olarak hazirlan-
mis bir jelde yuritilerek bantlar halinde ayristirilarak bir
membrana aktariimaktadir. S6z konusu membran arastiriimak
istenen protein igin hazirlanan 6zgil antikorlar kullaniimak
suretiyle immiinokimyasal yontemler ile boyanmakta ve bu
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Sekil 6. Western blot yontemiyle elde edilen bantlarin yogunlugu
gorintti analiz sistemleri ile degerlendirilerek sayisal degerler
halinde bir biriyle karsilastirilabilir
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Sekil 7. (A) PCR reaksiyonu asamalari, (B) DNA agaroz jel
elektroforezi



proteinin olusturdugu bant goriiniir hale getirilerek degerlen-
dirilebilmektedir (Sekil 6) [23].

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (‘Polymerase Chain Reaction’,
PCR)

Metod basitce tiipte niikleik asitlerin uygun kosullarda gogal-
tilmasi esasina dayanir. PCR, bir gesit “in vitro klonlama”dr.
PCR ile genomun istenilen bolgesi milyonlarca kez gogaltila-
rak genomun kalan kismindan etkin bicimde ayrilabilir.
istenilen DNA dizisini iki yandan sinirlayan iki DNA oligo-
nikleotid kimyasal yontemlerle sentezlenir. Daha sonra tim
genoma 6zgli DNA isitilarak iplikler birbirinden ayrihir ve iki
iplik Gzerinde de bu oligoniikleotidler kullanilarak DNA
sentezi baglatilir. Saflastirilmis bir DNA polimeraz tarafindan
katalizlenen in vitro tepkimeyle yeni DNA iplikleri sentezle-
nir. PCR yontemi son derece duyarlidir ve 6rnegin igindeki
bir tek molekiilii bile saptayabilir. Eser miktardaki RNA'da
once ters transkriptaz yardimiyla DNA'ya cevrildikten sonra
ayni ydntemle incelenebilir (Sekil 7) [18].

PCR’in en ¢ok kullanildigr alanlar arasinda; kalitsal hastalik-
larin belirlenmesi, prenatal tani, patojen organizmalarin
saptanmasi, adli tipta, onkogenlerin saptanmasi, klonlama ve
gen ekspresyon arastirmalari, DNA (izerinde arastirilan bol-
gelerin tespitinde kullanilan tek zincirli dizilerin (‘probe’)
olusturulmasi, DNA dizi analizi, bilinmeyen dizilerin tayini,
DNA-protein etkilesiminin arastirilmasi (‘footprinting’) sayi-
labilir [18].

Real-Time PCR

Real-time (RT) PCR'da PCR ¢ogaltimi goriiniir hale getirilir ve
monitorize edebilen fllioresan isaretli prob ve boyalar kullani-
lir. Floresan olusan DNA ile dogru orantili olarak artar, boyle-
ce DNA artisi dinamik olarak saptanabilir. Bu yontem, gesitli
kaynaklarda “kinetik PCR”, “homojen PCR”, “kantitatif real-
time PCR” gibi cesitli adlarla da isimlendirilmektedir [24].

Biyolojik 6rneklerden elde edilen DNA'nin kopya sayisini
sayisal degerlere donustirme ve mRNA'nin diizeyini sayisal
olarak belirleyebilmek icin yaygin olarak kullaniimaktadir.
Bu amaglarla kullaniminin yani sira tek nokta mutasyonlarini
belirleme, patojen belirleme, DNA hasari belirleme, metilas-
yon tespiti, tek nikleotit polimorfizmi (’single-nucleotide
polymorphism’, SNP) analizi, kromozom bozukluklarinin
tespiti gibi ¢alismalarda da kullanim alanlari mevcuttur.

RT-PCR icin flGoresan isaretli belirleyicilere ihtiyag vardir.
PCR iriintiniin olusumunu bu isaretli belirleyicilerin yaydig
flioresan 15181 siddeti ile hesaplanabilmektedir. Fltoresan
isaretli belirleyiciler primerler, problar veya dNTP’ler
(‘Deoxynucleotide Triphosphate’) olabilir. Fliioresan 1sigin
siddeti ilk dongilerde ¢ok zayiftir ve Olciilebilir diizeyin
altindadir. Uriin miktari artmaya bagladiginda fliioresan igig-
nin yogunlugu da artmaya baslar. RT PCR reaksiyonu genel-
de standart bir egri olusturur (Sekil 8). RT PCR ile hedef bir
genin ifadesi (ekspresyonu) kantitatif olarak saptanabilir.
RT-PCR akciger arastirmalarinda herhangi bir durumda veya
patolojik olayda bir proteine ait genin ekspresyonun artip
artmadigini  dinamik olarak degerlendirilmesini saglar
[18,25].

DNA Dizi Analizi
DNA dizi analizi bir DNA oliniikleotidinde yer alan adenin
(A), timin (T), sitozin (C) ve guanin (G) niikleotid bazlarinin
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Sekil 8. ‘Real-time PCR’ sonucu olusan egriler

diziliminin ortaya konulmasidir. DNA dizi analizi sayesinde
on binlerce genin dizisini saptamak mimkiin olmus, bircok
organizmanin genom dizisi timiyle belirlenmistir.
Giunimiizde DNA dizi analizi ¢ok hizli ve giivenilir bigcimde
uygulandigindan proteinlerin amino asit dizisini belirlemek
icin dolayh olarak bu yéntem kullaniimaktadir. DNA dizisi
tizerinde var olan mutasyonlarin, niikleotid kaybi veya kaza-
nimlarin tespiti yapilabilmektedir. Gen miithendisligi ve DNA
klonlamada bu yontem siklikla kullaniimaktadir [18].

Mikro dizi (‘micro array’) genom analizinde oldukga giicli bir
yontem olup, tek bir deneyde genom analizi hakkinda genel
bir fikir sahibi olunmasini saglar. ‘Genomics’ ¢alismalarinda
bir organizmanin tim genomunun belirlenmesi, dolayisiyla
organizmadaki tim DNA dizilerinin belirlenmesi hedeflenir.
‘Proteomics’ terimi ‘genomics’ ile analoji yaratmak amaciyla
kullanihr. Burada kapsamli olarak organizmadaki proteinlerin
yapilari ve fonksiyonlarinin aydinlatilmasi amaglanir.

Sonug olarak, gesitli aragtirmalarda kullanilmak tzere, in vitro
laboratuar ortaminda solunum sistemini olusturan organ ve
dokulardan hazirlanan hiicre dizileri kullanilabilecegi gibi,
direkt olarak hasta veya saglikli gondilliilerden veya deney
hayvanlarindan alinan dokulardan hazirlanacak primer hiicre
kilttirleri de kullanilabilir. Bu in vitro metodun sagladigi ola-
naklarla, solunum sistemi hastaliklarinin altinda yatan meka-
nizmalarin anlagiimasi, tedavi edici ajanlarin etkilerinin sinan-
masi ve inhalasyon veya sistemik yollardan alinan toksik
ajanlarin hiicre diizeyindeki etkilerinin aragtirilmasina yonelik
calismalar yapmak mimkinddir. Yine in vitro ortamda uygu-
lanacak gesitli molekiiler arastirma yontemleri ile in vivo veya
in vitro ortamda elde edilecek bir 6rnekteki hiicrelerin ve
ozelliklerinin saptanmasi, o 6rnekte arastiriimak istenen prote-
in veya mediatoriin tespiti ve genetik 6zelliklerinin belirlen-
mesi islemi basariyla yirdtilebilir. Bu yontemler, hastaliklarin
tanisina sunacaklari katkilar yaninda, yuritilecek cesitli aras-
tirmalarda da etkin bir sekilde kullanilabilir.
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