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Molekuler Tani

Molekuler tani, hastaliklarin tespit ediimesinde ve tedavisinde olduk¢ga onemli bir
rol oynamaktadir.

Molekuler yontemlerle hastaliklara tani koymayi amaclayan bir disiplindir.

Molekuler Taninin kullanim alanlari

« Mikrobiyoloji

— Hastaliklaraan sorumiu parazitierin, bakteri ve virusierin

tanimlanmasi

 immiinoloji

— Immun fenotipleme, immuan markirlarin yeri
« Genetik

— Genetik mutasyonlarin yerlerini belirleme

— Kalitimsal sendromlarin yerlerinin belirlenmesi

« Or. Duchenne Maskuler Distrofisi
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Molekuler tani prosedurleri daha ¢cok

llaclarin test edilmesinde,

Tek gen bozukluklarinin

Multi-faktoryel bozukluklarin

Bazi kanser turlerinin ve

Enfeksiyoz hastaliklarin tespit edilmesinde kullaniimaktadir.

Molekdiler tani ile suda, bitkilerde, toprakta ve insanlarda:

* Virusler
 Bakteri
« Mantar

 Parazitler
* Proteinler gibi belirli yapilar tayin edilir.
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Deteksiyon Sisteminin Ozellikleri

lyi bir deteksiyon sistemi; duyarli, spesifik ve basit olmalidir.

« Duyarhlik: hedef, oldukca dustukmiktarlarinda bile belirlenebilmeli
(ortamda diger molekdiller varken).

- Spesifiklik: test sadece hedef molekull tespit etmeli.

« Basitlik: test rutin bir temelde verimli ve ucuz olmali.
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Genetik ve Biyokimyasal Belirtecler

Belirtecler, spesifik bir yapinin tespitini saglar (isaretc¢i, indikator,
markor)

Fenotipleri

— Renk,

— Ogzellik (6r:duiz — engebeli)

— Bigim (or:yuvarlak-dizensiz) seklinde olabilir.

Biyokimyasal ya da genetik olabilirler.
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Biyokimyasal Belirtecler

Karbonhidratlar (Kan gruplarinin belirlenmesi)
Proteinler

— lzozim analizleri (kalp krizi- kreatin kinaz ve alanin
aminotransferaz

— Jel elektroferezi (S-hemoglobin)
Antikorlar

Sitolojik Belirtecgler: Abnormal kromozom sayisi ya da morfolojisi
kolaylikla tespit edilebilir (Down Sendromu, Turner Sendromu).

DNA Belirtecleri
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DNA Belirtecleri

En cok kullanilan belirtecleridir.
Zaman araligi: 2 saat-1 hafta

Tek nukleotid farkini tesbit edebilirler (SNP - tek nukleotid
polimorfizmi).

DNA Belirte¢ Cesitleri:

RFLP - Restriksiyon kesilmis parca uzunluklari polimorfizmi
AFLP - Cogaltiimis parca uzunlugu polimorfizmi

RAPD - Rastgele ¢ogaltiimig polimorfik DNA

VNTR - Degisken sayidaki ardisik tekrarlar

SSR - Basit dizin tekrari
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ELISA

ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay): Antikor-antijenin
reaksiyonunu ve bu reaksiyonu tesbit eden bir sistemdir.

« Test edilecek molekule baglanacak spesifik bir antikorun (primer antikor)
ilavesi.

« Baglanmayan molekullerin uzaklastiriilmasi icin yikama.

« Primer antikorlara baglanacak sekonder antikorlarin ilavesi.

« Sekonder antikor genellikle bir enzime baglanir (alkalen fosfataz vb.)
« Baglanmamig antikorlari uzaklastirmak igin yeniden yikama yapillir.

 En son olarak renksiz substrat ilave edilir. Substrat sekonder antikorla
pozitif sonucu gosteren renkli bir reaksiyon verir.

Yontemde mikrotitrasyon plakalari kullaniimaktadir.
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ELISA’nin Kullanildigi Yerler

Kanda viral kontaminasyonun izlenmesi: HIV-1 ve HIV-2, hepatit C, Hepatit B

Hormon seviyelerinin olgtlmesi:
HCG (insan koryonik gonadotropini ) (hamilelik icin);
LH (lGteinlestirici hormon, yumurtlama donemlerinin belirlenmesi),
TSH (tiroid fonksiyonu igin).
Ayrica sporcular tarafindan yasa digi olarak kullanilabilen bazi hormonlarin
tesbitinde.

Enfeksiyonlarin tespit edilmesi:
cinsel yolla bulasan hastaliklar (6r. HIV, frengi),
hepatit B ve C, Toxoplasma gondii.

Besinlerdeki ve ev tozlarindaki allerjenlerin tespiti

Romatizmal faktorlerin tespiti

Yasadigi uyusturucu maddelerin tespiti

(6r. kokain, afyon, A-9-tetrahidrol\<(al\lzn£8{]noI.' mariuananin aktif maddesi)



ELISA ile HIV Tesbiti

Hasta kani1 HIV antijeni ile kaplanmis mikroplaka kuyucuklarina konur,
inkube edilir ve daha sonra yikanir.

Kuyucuklar enzim konjugatlari ile inktbe edilir, yikanir ve substrat
eklenir.

Eger hastanin kani HIV antikoru igeriyorsa substratin rengi yesile doner.

HCG’nin Tesbitine Dayanan ELISA (gebelik testi)

Gebelikte dollenme sonrasi plasenta HCG (insan koryonik gonadotropini)
hormonunu salgilar.

Normalde kanda ve idrarda eser miktarda bulunan bu hormonun arttiginin cesitli
testlerle gosterilmesi (HCG salgilayan tumorlerin oldugu ¢cok ender durumlar
harig) vicutta bir gebelik oldugunun kanitidir.
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DNA Tani Sistemleri

Y. M. Elgin
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DNA Hibridizasyonu

DNA/DNA veya DNA/RNA arasinda melez molekuller olusturulmasi
temeline dayanir.

Bu yontemle;

istenilen DNA parcalarinin genomdaki yerlerinin belirlenmesi,
bu parcalarin nukleotid dizilerinin arastiriimasi,

homoloji derecesine bakilarak farkli organizma gruplarina ait genlerin ya da
DNA parcalarinin nukleotid dizisi benzerlikleri arastirilarak, bu
organizmalarin yakinlik dereceleri molekuler dizeyde tespit edilebilir.

Southern Blot > DNA
Northern Blot > RNA
Western Blot > protein
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DNA hibridizasyon basamaklari:

» Hedef nukleik asitle birlesecek bir proba inhtiyac vardir.
» Hedef kati bir matrikse (6rnegin membran) tutturulur.
* Prob ve hedef denature edilir.

« Denature edilmis prob icerisinde hedefin bulundugu bir ¢ozeltiye
konur.

« Eger hedef ve prob arasinda homolog sekanslar varsa, prob
hedefe baglanir

(yapisir) (hibridizasyon).

» Kolorimetrik, kemiluminesans ya da otoradyogafi gibi yontemlerle
hibritlesmis
probun analizi yapilir.
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Southern Blot

* DNA'nin izolasyonu ve restriksiyon enzimleri ile kesimi yapllir.

* DNA fragmentleri elektriksel ortamda agaroz jel Uzerinde uzunluklarina gore
goc ettirilir (elektroforez).

« Jeldeki DNA’lar bir membrana aktarilir (blotlama).
«  Ozgll DNA dizilimlerinin yeri isaretli DNA ve RNA problar kullanilarak belirlenir.

Northern Blot

Molekuler genetikde kullanilan hibridizasyon yontemlerinden biridir.
Bu teknik Southern blot'a cok benzer, ancak bu yontemde DNA yerine mRNA
veya virus RNA'sI kullanilarak iglem yaratalar.
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Dot/Slot Blotlama: DNA veya RNA elektroforez yapiimaksizin
destek materyale damlatilir, sabitlenir ve 6zgul dizilimleri belirlenir.

In situ Hibridizasyon: Hucre ve doku icerisindeki hedef nukleik
asitin lokalizasyonunun belirlenmesini saglar. DNA/DNA, DNA/RNA
ya da RNA/RNA hibritlesmeleri meydana gelir.

— Dokunun iglenmesi (fiksasyon ve kesim)

— Spesifik olmayan baglanmalarin engellenmesi
— Hibridizasyon

— Yikama

— Goruntuleme
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PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

* DNA’nin aslina sadik kalarak in vitro da ¢ogaltma esasina dayali bir tekniktir.
Nukleik asit dizileri kalip DNA’ ya gore ¢ogaltilir.

* Polimeraz zincir reaksiyonlari G¢ temel asamadan olusur.

— DNA'nin denatlurasyonu
— Primer dizilerin DNA’nin tek zincirlerine baglanmasi
— DNA polimeraz tarafindan zincir uzatma reaksiyonu

* Her reaksiyon ¢evriminde kalip zincir sayisi logaritmik olarak artar ¢gok sayida
istenilen geni tagsiyan DNA pargasi olusur.

Y. M. Elgin

16



PCR Tekniginin Kullanim Alanlari

Tani ve teshis

Genetik yapisi degistirilen bitki veya mikroorganizmalarin tespiti
Molekuler klonlama (DNA klonlamasi)

DNA baz diziliglerinin belirlenmesi

Genetik akrabalik tesbiti ve adli tip vakalarinin tesbiti

Y. M. Elgin
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PCR hedef DNA'yI cogaltmak icin spesifik oligonukleotid primerler
kullanir.

Uygun ¢ogaltilmis parca uzunlugu hedefin varligini dogrular.

Bakteri (E. coli, M. tuberculosis), virus (HIV) ve mantarlarin belirlenmesi
icin kullanilabilen spesifik primerler s6z konusudur.

PCR ile spesifik DNA parcgaciklarinin gogaltiimasi saglanarak DNA
polimorfizmi belirlenebilir. Bunun igin son yillarda RFLP, AFLP, SSR ve
RAPD gibi molekuler markor teknikleri gelistirilmistir.

Y. M. Elgin 18



DNA Parmak izi (DNA Fingerprinting) (1)

 DNA Parmak izi minisatellit denen DNA tekrar dizilerinin sayisindaki
farkliliktan dogar.

* Minisatellit dizileri 2 ile 100 nukleotid uzunlugundaki DNA bolgeleridir.
Ornegin;

GGAAGGGAAGGGAAGGGAAG baz dizisi,bes nukleotidlik GGAAG
dizisinin dort tekrarindan olusmaktadir. Tipik olarak her bir tekrardaki
nukleotid sayisi 14'ten 100 nukleotide kadar degisebilir ve her
bolgedeki tekrar sayisi 2 ile 100°den fazla olabilir.

« Bu bolgeler degisken sayidaki ardisik tekrarlar(variable-number of
tandem repeats,VTNR) olarak bilinir. Belirli bir bolgedeki tekrar sayilari
farklihk gosterir. Her farkli tekrar sayisi bir VTNR allelini
olusturur.VTNR dizileri, restriksiyon enzimleri ile kesilip goruntulenir.

Elde edilen bant profiline DNA Parmak Izi denir.
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DNA Parmak izi (I1)

DNA parmak izi;

Restriksiyon Parca uzunluk Polimorfizmi (RFLP)
PCR

yontemleri ile analiz edilir.

Kullanim alanlari:

Kriminal amacli

Babalik testinde

Molekuler arkeoloji

Kalitsal hastaliklarin tanisinda

Genetik cesitlilik belirlemede kullaniimaktadir.

Y. M. Elgin

20



BIYOSENSORLER

Y. M. Elgin
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Biyosensor

Bunyesinde biyolojik bir algilayici bulunan ve bir fizikokimyasal
donusturucuyle (ceviriciyle) birlestirilmis analitik cihazlardir.

Bir veya bir grup analitin miktariyla orantili olarak surekli sayisal
elektrik sinyali uretmektir.

Y. M. Elgin
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Biyosensor Bilesenleri

Biyolojik Bilesen (biyoaktif tabaka): Analiz edilecek madde ile spesifik
etkilesime girer.

Oldukca spesifik olmali
Saklama kosullarinda stabil kalmali
Immobilize olmali

Mikroorganizmalar

Doku kesitleri

Hucreler

Organeller

Nukleik Asitler

Enzimler

Reseptorler

Antikorlar

lyonoforlar Y. M. Elcin
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Hatali Sinyal Kaynaklari

Homojen olmayan ornek
Cozeltide baloncuk olusmasi
Sicaklik

Elektromanyetik girisim
Elektronik stabilitenin olmamasi

Cip (algilayici) /dedeksiyon tabakasinin stabil olmamasi

Y. M. Elgin
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Biyosensor Bilesenleri

Fizikokimyasal Donusgturucu

Reseptorlerin biyolojik reaksiyonunu oOlgulebilir fiziksel bir sinyale donustururler. Olusan
biyokimyasal reaksiyona gore donusgturucu segilir.

Elektrokimyasal (elektrik dagilimi) Optik (1sik siddeti)
— Potansiyometrik — Fotometri
— Amperometrik — Florimetri
— Konduktometrik — Luminesans
— Transistorler Sicaklik Degisimi

Kutle Degisimi — Termistorler

— Piezoelektrik

Dedektor (Algilayicr)

Donusturtucuden gelen sinyaller bir mikroprosesore gelir.
Mikroprosesorde sinyaller arttirilir ve analiz edilir.

Data daha sonra konsantrasyon unitesine donusturulur ve bir gostergeye ya da data

depolama aygitina transfer edilir.
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Biyosensor Ozellikleri

Algilayici birim bazen kuguk ve biyouyumlu olmahdir (biyogipler).
Biyoaktif bilesen spesifik ve kararli olmalidir.

Dusuk analit seviyesinde bile dedeksiyon olmalidir.

Reaksiyon fiziksel parametrelerden olabildigince az etkilenmelidir.
Cevap dogru, duyarli ve tekrarlanabilir olmahdir.

Cevap zamani kisa olmalidir

OlcUm Unitesi tasinabilir olmalidir.

Dusuk maliyette seri olarak buyuk miktarlarda uretilibilmelidir.
Cihazin kalibrasyonu kolay olmalidir.
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Kullanilan Donusturucuye gore Biyosensorler

Piezo-Elektrik Biyosensorler
Elektrokimyasal Biyosensorler
Optik Biosensorler

Kalorimetrik Biyosensorler

Y. M. Elgin
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Piezoelektrik Biyosensorler

Genel anlamda karakteristik rezonans frekansindaki farki
belirleyerek bir piezoelektrik kristal yuzeyinde toplanan ornegin
kUtlesinin dlgllmesi esasina dayanir. Bu osilasyonun frekansi
kristalin kalinlig1 ve kesimine baghdir.

Elektrokimyasal Biyosensorler

 Amperometrik biyosensorler — akim
« Potensiyometrik — voltaj
« Konduktometrik — 6zdireng

Amperometrik Biyosensorler

Amperometrik biyosensorlerde iki elektrot arasina bir potansiyel
uygulandiginda olugsan akimdan yararlantlir.

Akim yogunlugu calisma elektrodunda yukseltgenen ya da
indirgenen elektroaktif turlerin konsantrasyonunun bir fonksiyonu
olarak tanimlanir.



Optik Biyosensorler

- lletici sistem olarak optik lifler Gizerine uygun bir ydntemle uygun bir biyomolekdlin
immobilize edilerek hazirlanir.

» Kolorimetrik Biyosensorler (Renk): Analit Grine donusurken meydana gelen isik
absorbsiyonu degisimleri ol¢ulur.

» Fotometrik Biyosensorler (isik siddeti): luminesans veya floresans olaylarinin fotogogaltici
tUpler kullanilarak belirlenen sistemlerdir.

*Yuzey Plazmon Rezonans (SPR) Biyosensorleri:

SPR, biyomolekuler etkilesimleri gergek zamanli ve etiketleme yapmaya gerek olmadan 6lgen
guclu bir tekniktir.

Potansiyometrik Biyosensorler
Uygulanan potansiyel dogrudan analit konsantrasyonu ile orantilidir.
pH ya da tek degerlikli iyonlara duyar cam elektrotlar,

anyon ya da katyonlara duyarli iyon secimli elektrotlar
karbondioksit ya da amonyaga yonelik gaz duyar elektrotlar

Kalorimetrik Biyosensorler
« Enzimatik reaksiyondaki entalpi degisiminden yararlanarak substrat konsantrasyonu belirlenir.

« Genel olarak enzimatik reaksiyonlarin ekzotermik dogasindan yararlanilir.

« Reaksiyon sonucu meydana gelen sicaklik degisimi ile substrat konsantrasyonu arasindaki
dogrusal iliskiden sonuca ulasilir.



Biyosensorlerin Uygulama Alanlari

Cevresel (hava,toprak ve su) Izleme

— petrol sizintilarinin

— yer alti sularindaki uranyum miktarlarinin
— zehirli atiklarin

— kanserojenlerin

— igme sularini kirleten mikroorganizmalarin (konsantrasyonlarini)
belirlenmesi.

— Hizli Biyokimyasal Oksijen Ihtiyaci (BOD) testleri
— Atik su testleri: goller, nehirler, dereler, koylar vb...
— Hizh toksik kirlenmenin belirlenmesi
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Medikal (Klinik ve Laboratuvar Uygulamalari)

Tipta tumor hucrelerinin kemoterapik ilaglarin hassasiyetini 6lgmek icin
biyosensor olarak kullaniimasi.

Optik biyopsi sensorleri sayesinde agrisiz, iyilesme suresi kisa
operasyonlarla kanserli dokular teshis edilmekte.

llaclarin ve yapay organlarin tretimi.

Medikal telesensorler olarak adlandirilan cipler; vacut isisini, nabzi, kan
basincini, kandaki seker ve oksijen miktarlarini olgebilmekte.

Diyabet: kan glukoz metreleri, yapay pankreas
Diger medikal tesler: kan gazi, laktat, kreatinin...

Kolera toksin biyosensoru: antijen - antikor - toksin - lipozom - enzim
kombinasyonu

Tay Sachs biyosensoru: DNA — avidin — biotin — lipozom - enzim
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Endustriyel proses kontrolu:
« Sicakli basing ve asitligin dlcumu ile proses kontrolu.

Besin kalite kontrolu:
« Gida kalite ve guvenligi
Kalite: bazi fiziksel 6zellikler ve kimyasal bilesenlerin miktarlari,

guvenlik: zararli mikroorganizmalari veya onlarin toksinlerini ve diger
allerjen ve toksik bilesenlerin miktarlarini saptamak.

* Proses kalitesi
« Besinde meydana gelen bozulmalarin tespiti

Askeri:
* Muhtemel bir biyolojik saldirinin onceden belirlenmesi

» Askerlerin savas sirasinda fizyolojik durumlarini belirleyen ve bu bilgileri
hem yaralilara midahale edeceklere hem de strateji belirleme konumundaki
birimlere ileten sistemlerde kullantlir.

» Askerlere temiz su, yiyecek ve guvenli arac-gere¢ saglanmasi
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