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Molekiiler Biyoloji Deneylerinde Siklikla Kullanilan Bazi Aletlerin

Tanmitim

Yiiksek Performans Sivi Kromatografisi (HPLC)

Karbonhidratlarin, organik asitlerin, vitaminlerin, amino asitlerin vs. saptanmasi,

karakterizasyonu ve 6l¢imii.

HPLC, biyokimya ve analitik kimyada kullanilan, kolonun durgun faziyla etkilesime ve
polaritelerine gore maddeleri ayirmaya, tanimlamaya ve dlgmeye yarayan bir ¢esit kolon
kromatografisidir. HPLC farki ¢esit durgun fazlar1 kullanir. Bunun disinda hareketli fazi
hareket ettirmeye yarayan bir pompa, kolon boyunca analiz edilecek materyal ve onun kolon
boyunca kalma zamanini 6l¢en bir saptayici igerir. Saptayict baska karakteristik bilgiler de
icerebilir. Analiz edilecek maddenin kolonda kalma siiresi durgun fazla olan etkilesimlerinin
giicline gore, kullanilan ¢oziiciilerin oran/igerigine gore ve hareketli fazin akim hizina goére

degisir.
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Hizh Performans Sivi Kromatografisi (FPLC)
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Peptid, protein, niikleik asit ve oligosakkaritlerin analizi, saflagtirilmasi ve

karakterizasyonu

FPLC, proteinleri kompleks karisimlardan ayirmak ve saflagtimak i¢in kullanilan bir
cesit sivi kromatografisidir. FPLC’de ¢oziicii hizi, sabit akis hizi saglamak icin
pompalarla kontrol edilir. Tercih edilen ayirma cesidine gore degisen kolonlar

kullanilir. FPLC biyokimyada ve enzimolojide siklikla kullanilir.
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UV/vis spektrofotometre

Protein ve niikleik asit konsantrasyon belirlenmesi, DNA ve RNA’larin kinetik

caligmalari, 6l¢im ve saflastirma saptanmasi.

UV/vis spektrofotometre; UV-vis spektral bolgede emilim spektroskopisine isaret
eder. Yani 15181 goriiniir ve etrafindaki aralikta kullanir. Kullanilan kimyasalin rengini
goriiniir 15181in emilimi direk olarak belirler. Elektromanyetik spektrumun bu
bolgesinde, molekiiller elektronik gegislere maruz kalirlar. Bu teknik, floresans
spektroskopiyle tamamlayicidir. Floresans spektroskopide, floresans, uyarilmig
durumdan temel duruma gecislerle ugrasir. Emilim ise, temel durumdan uyarilmisg

duruma gegcisleri olger.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu
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DNA amplifikasyonu

Polimeraz zincir reaksiyonu bir parca DNA’nin bir ya da birden fazla kopyasinm
cogaltmak icin kullanilan bir tekniktir. Bu 6zel DNA sekansinin binlerceden
milyonlarcaya kadar kopyasini iiretir. Bu metot DNA’nin enzimatik replikasyonuna
ve DNA erimesinin reaksiyonu olarak tekrarlanan 1sinma ve sogumayi iceren
dongiilerden olusan termal dongliye dayanir. DNA polimerazla hedef bolgeye
tamamlayici olan sekanslari igeren primerler; tekrarlamali amplifikasyonu saglamaya

yonelik anahtar bilesendir.
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Protein Sekanslayici

Peptit ve protein sekans analizi
Bir proteindeki amino asitlerin sekanslarini belirlemek i¢n kullanilan aragtir.

Analiz edilen ve tanimlanan her bir aminoasidi etiketleyip cikararak c¢aligirlar. Bu

islem biitilin bir polipeptid i¢in; tiim sekans olusturulana kadar tekrar tekrar yapilir.

DNA sekanslama

Oligoniikleotit sentezi

Bir DNA sekanslayicisi; DNA sekanslama agamasini otomatize etmek i¢in kullanilan
alettir. Cogunlukla, niikleotitlere eklenmis florokromlardan gelen 1s1k sinyallerini

analiz ettigi i¢in bir optik enstriiman olarak da diisiiniilebilir.
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Basit bir DNA sekanslayicisi, ilgilenilen DNA zincirine eklenmis olan floresan boya
tarafindan emilen dalga boyundaki bir ya da birkag lazere sahip olur. Sonra, boyanin
floresanin1 yansittigi dalgaboyunda saptayabilen bir ya da birka¢ optik dedektdre
sahip olacaktir. DNA zincirinin varlig1 ya da yoklugu, dedektoriin ¢ikisini izleyerek
tespit edilir. Kisa DNA zincirleri jel maktiksinde daha hizli hareket edebilecekleri i¢in
onlar daha once belirlenir. DNA zincirinin uzunluguyla dedektér zamani arasinda

dogru orant1 vardir. Bu baglanti, gercek DNA sekansini belirlemede kullanilir.

ELISA

ELISA; immunolojide siklikla kullanilan, bir O6rnekteki antikor ya da antijenin
varligint belirleyen bir yontemdir. ELISA tipta ve bitki patolojisinde teshis araci
olarak, diger alanlarda da kalite kontrol yontemi olarak kullanilir. ELISA’da,
bilnmeyen miktarda antijen bir yiizeye sabitlenir, daha sonra spesifik bir antikor
yiizeyin lizerinden yikanir, bdylece antijene baglanabilir. Bu antikor bir enzime
baglanir ve son basamakta enzimin farkedilebilir bir sinyale doniistiirebilecegi bir
madde eklenir. Bu yiizden, floresans ELISA durumunda, uygun dalga boyundaki 151k
ornegin lizerine yansitildigi zaman, antijen/antikor kompleksleri floresans yayar

boylece drnekteki antijen miktar1 floresansin siddetine gore tahmin edilebilir.

DNA mikroarray
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DNA mikroarray molekiiler biyoloji ve tipta kullanilan bir teknolojidir. Mikroarray
binlerce mikroskobik DNA oligoniikleotit noktalarina sahiptir. Her bir nokta,features,
prob denilen 6zel bir DNA sekansinin pikomollerini igerir. Bu; genin kisa bir bolimii
olabilir ya da ¢cDNA/cRNA hibritlesmesi olmas1 i¢in kullanilan bir bagka DNA
elementi olabilir. Prob-hedef hibritlesmesi genelde hedefteki niikleik asitlerin
miktari belirlemek i¢in florofor etiketli hedeflerin belirlenmesiyle Olgiiliir ve
saptanir. Bir array binlerce prob icerebildiginden dolayi, bir mikroarray deneyi pek

cok genetik testlerin sonucunu verebilir.
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