Patoloji Tani Teknikleri



Molekuler Patoloji

. Multidisipliner‘molekﬂler biyoloji, genetik ve patoloji
* Nukleik asitlerdeki (DNA-RNA) degisikliklerin belirlenmesi
* NUkleik asit-protein-enzim yapilarinin detaylandirilmasi

* Gorevleri ve aralarindaki etkilesimlerin anlasilmasi

* DNA, RNA ve protein yapilarinda meydana gelen degisikliklerin
arastirilmasi



Molekuler Patoloji _—

» Hastaliklarin tanisinda ve tedavisinde 6nemli rol oynar. =%

* Sivi ornekleri, taze veya taze dondurulmus dokular, parafin bloklar
(DNAY RNAX), igne biyopsi 6rnekleri, kan, kemik iligi vb.

* Tespitte onemli olan dokunun molekuler yapisinin korunmasidir.

(paraformaldehid, formalin ve gluteraldehit)

* Calismalarda laminar flow kabinler kullaniltmalidir.



Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)

* Belirli bir DNA dizisinin in-vitro kosullarda kopyalanmasi,
cogaltilmasi ve elde edilen Grunlerin gozle gorulebilir bir hale
getirilerek saptanmasi prensibine dayanan hizli, sensitivitesi ve
spesifitesi yuksek bir yontemdir.

* Genetik ve infeksiyoz hastaliklarin tanisi, adli tip analizleri, ilag
uygulamalari, gida teknolojisi, ziraat alani



PCR Components PCR Process (ONE Cycle)
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Vaishali B. Mahajan, Vijaya Padale, Deepak Y. Kudekar, Bhausaheb P. More, Krishna V. Kulkarni. Hair - A Good
Source of DNA to Solve the Crime. Archives of Clinical and Biomedical Research 3 (2019): 287-295



Polimeraz Zincir Reaksiyonu Cesitleri

* “Reverse Transcription” PCR (RT-PCR)
* Realtime PCR

* Multiple PCR

* “Nested” PCR

* In-situ PCR (Direkt-indirekt)

* “Competitive” PCR

» “Single-cell” PCR



In Situ Hibridizasyon (ISH)/Floresans In Situ
Hibridizasyon (FISH)

* Birbirini butunleyen iki DNA zincirinin biraraya gelerek ikili
sarmal bicimindeki molekulu olusturmasina hibridizasyon
denir.

* ISH; doku veya kromozomda bulunan 6zel DNA veya RNA
dizilerine baglanabilen, isaretli ve tamamlayici DNA/RNA
nukleik asit ipliklerinin kullanildigi bir yontemdir.

* FISH; genomik sekansi belirlemek amaciyla floresan ile
isaretli oligonukleotid probu kullanilir.

* Kromozom delesyonlari, translokasyonlari ve gen
amplifikasyonlari calismalarinda yaygin olarak kullanilir.



Nukleik asit izolasyonu

Purifikasyon
(saflastirma) ve
izolasyon:

Hucre eritilmesi
(lizisi):
Kimyasal veya
mekanik

Organik veya
Organik olmayan

RNA’ya karsi DNA

izolasyonu



Elektroforez ve DNA'nin gosterilmesi

* Matriks icerisinde
makromolekulleri, elektrik
alani altinda hareket hizina
gore ayirir.

* Agaroz jel elektroforezi,
poliakrilamid jel
elektroforezi, kapiller
elektroforez,
immunoelektroforez
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Drabik, A., Bodzon-Kutakowska, A., and Silberring, J., (2016). Gel
Electrophoresis. In Proteomic Profiling and Analytical Chemistry (pp:115-143).



Blotting yontemleri
—

Hedef molekiil Protein

Ornek hazirlama DNA izolasyonu ve RNA izolasyonu Protein izolasyonu
enzimatik pargcalanma

Ayirma Elektroforez Elektroforez Elektroforez
Membran materyali Naylon Naylon Nitroselluloz veya PVDF
(Polyvinylidene Fluoride)
Prob Hedef molekulun homolog RNA, DNAveya Primer antikor
kismi ile nukleik asit oligodeoksinukleotid
isaretleme Radyoaktif, enzim Radyoaktif, enzim Enzim
Goruintileme X-ray film X-ray film Film, sogutmali CCD,

kamera, LED veya kizilotesi

https://www.labmanager.com/insights/southern-vs-northern-vs-western-blotting-techniques-854



Enzyme-linked immunosorbent assay
(ELISA)

* Genellikle biyolojik
materyallerdeki antijen, antikor,
protein ve glikoprotein
konsantrasyonunu olgmek icin
kullanilan immunolojik bir
testtir.

* Antijen tespitiicin enzim ile
isaretli antikorlar kullanilir.

* Direkt, indirekt, sandvic ve
kompetitif (yarismali) ELISA
cesitleri bulunmaktadir.

Thermo Scientific™
Multiskan™ FC Microplate Photometer



Spektrofotometri

* Numune ¢ozeltisinden
gectikten sonra emilen foton
miktarini (1stk yogunlugu)

olgcen bir alettir.

* Tespit edilen i1si18In

yogunlugu olculerek bilinen

bir kimyasal maddenin
miktari (konsantrasyonu)

belirlenebilir.

Thermo Scientific™
GENESYS™ 140/150 Vis/UV-Vis Spectrophotometers



DNA mikroarray

DNA Microarray Technology NHGRI FACT SHEETS

genome.gov
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+ Belirli bir bireyden gelen
DNA'nin genlerde bir
mutasyon icerip
icermedigini belirlemek icin
kullanilan bir yontemdir. P ranars CONA Probe ey M,cm;,,ay
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* Hastaliklarla iliskili olan gen
dizilerindeki degisiklikleri l
tanimlamak icin de kullanilir.

——-

https://www.genome.gov/about-genomics/fact-sheets/DNA-Microarray-
Technology
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