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Hucrelerin eldesi ve kulturde buyutulmesi
Proteinlerin saflastiriimasi ve analizi
DNAnNiIn analizi ve manipulasyonu

Gen ifadesinin ve fonksiyonunun analizi



Hucre cozeltisinden ayristirilan hucrelerden degisik hucre
turleri ayrilabilir:
Floresanla etkinlesmis hucre tasnifleyici
Lazer yakalamali mikrokesim

Hucreler kultur kabinda ¢ogaltilabilir

Okaryotik hiicre hatlari yaygin bir homojen hiicre kaynagidir

Embriyonik kok hucre kulturleri tibbi oneme sahiptir

Somatik hucre g¢ekirdek transplantasyonu (SCNT) kisisel kok
hucre olusturma yoludur

Hibridoma hucre hatlari surekli bir monoklonal antikor
kaynagidir



Organeller ve makromolekuller ultrasantrifuj ile ayrilabilir

Hiz(A) ve denge(B) santrifujlerinde sirasi ile sukroz veya
cesyum klorur gibi yogun gradyentler kullanilar

Proteinler kromatografi ile ayrilabilir

Farkli kromatografi tipleri:

Uygun matris secilerek proteinler yiiklerine (iyon degistirici kromatografi),
buyitikliiklerine (jel-filtrasyon kromatografisi), belirli kGguk molekul ya da
makromoleklllere baglanma yeteneklerine gore (ilginlik kromatografisi)

ayrilabilir.

Epitop etiketleme proteinlerin saflastiriimasi ve
lokalizasyonunun belirlenmesinde kullanilir



Bir proteinin buyuklugu ve altbirimlerinin niteligi SDS
poliakrilamid elektroforezi ile belirlenebilir (SDS-PAGE)

SDS-PAGE’i takiben coomassie blue boyamasi ile saflastirilan
proteinin analizi gerceklestirilebilir

Western emdirimi (immun emdirim) ile spesifik proteinler
tayin edilir

Kutle spektroskopisi peptid parcaciklarinin dizisini belirlemek

ve proteinleri tanimlamak amaci ile kullanilabilir-MALDI-TOF
Matrix-assisted laser desorption ionization-time-of-flight spectrometry
Matriks destekli lazer ¢ozUnUmlu iyonlagsma-ugus suresi spektrometrisi

2 boyutlu jeller ile yuksek ayristirma gucu elde edilir

Maya ikili hibrid sistemi ile protein protein interaksiyonlari
tanimlanabilir



SPR (surface plasmon resonance) teknigi ile proteinin
baglanma dinamikleri gergcek zamanl gozlenebilir

FRET (Fluorescence resonance energy transfer) tekniginde
farkl florokromlarla isaretli proteinlerin mikroskopi ile
takibinde hucre ici lokalizasyonlari da belirlenir

Protein fonksiyonlari kucuk molekuller ile engellenebilir

X-ray kristalografi ile atomik rezolusyonla protein yapilari
tanimlanabilir

NMR (Nuclear Magnetic Resonance) spektroskopi ile
solusyon icindeki proteinlerin yapisi tanimlanabilir



BLAST ile homolog proteinler tanimlanabilir

Buyuk DNA molekulleri restriksiyon nukleazlari ile parcalara
ayrilabilir

Restriksiyon nukleazlari birbirine kolayca eklenen DNA
parcaciklari olusturur

Farkli buyuklukteki DNA molekulleri jel elektroforezi ile ayrilir

DNA molekulleri in vitro isaretlenerek DNA problari
olusturulur

Nukleik asit hibridizasyon tepkimeleri ozel nukleotid dizilerini
belirlemek icin duyarh bir yontemdir

Nukleik asit hibridizasyon yontemi ile klonlanmig bir DNA
parcaciginin mRNA molekulundeki karsiligi bulunabilir



Northern ve Southern emdirimi elektroforezle ayrilan
nukleik asit molekullerinin hibridizasyonunu saglar

Genler DNA kutuphanesinden klonlanabilir:
DNA parcacigi DNA ligaz yardimi ile plazmide yerlestirilir
Bakteride belirli bir DNA dizisi saflastirilip ¢cogaltilabilir

Maya yapay kromozomlari daha buyuk DNA parcalari tasirlar

Iki degisik gen kiitiiphanesi (genomik ve cDNA) farkl
amaclara hizmet eder

Secilen DNA parcalari test tupunde hizla cogaltilabilir:
PCR

PCR ile genom ya da cDNA klonlari olusturulur



PCR adli tipta kullanilmaktadir
(VNTR: degisik sayida ardisik tekrarlar)

Istenen proteinlerin hiicrede ¢ogaltiimasi icin ifade tasitlarina

klonlanmalari gerekmektedir
(memeli, bakteri, maya veya bocek hiicresi)

Enzimatik (dideoksi) yontemi ile DNA dizi analizi yapilir

Nukleotid dizileri proteinlerin amino asit dizisini tahmin
amaciyla kullanilabilir

Gen ifadesinin ve islevinin incelenmesi:

Klasik genetik calismalari gelisiguzel mutagenez calismalari ile baslar.

Genetik tarama ile huicresel igslevlerde yetmezlige neden olan
mutantlar saptanabilir: C.elegans 6rmegi



Gen ifadesinin ve islevinin incelenmesi:

Sicakliga duyarli bakteri veya maya mutantlarinin taranmasi

Gen mutasyonlari protein urunlerini farkh sekilde etkilerler:
Fonksiyon kaybi mutasyonu, fonksiyon kazanimi mutasyonu

Genetik, genlerin islev sirasini belirlemek amaci ile
kullanilabilir

Genlerin yeri baglanti analizi ile saptanabilir

Insan genleri haplotip bloklari halinde kalitlandigindan
hastaliga yol acan mutasyonlari tanimlamaya imkan saglar



Islev kazanimi mutasyonlari genlerin hiicrede ya da

organizmadaki rolu hakkinda bilgi verirler
(wnt ektopik yanlis ifadesi sonucu Xenopus embriyosunda ikinci bir vucut
ekseni gelisir)

Laboratuvarda hazirlanmig genler araciligi ile diploid
organizmalarda eksi yonde baskin ozel mutasyonlar

olusturulabilir
(Buyuk protein kompleksleri inaktif hale getirilebilir)

Gende protein kodlayan bolgenin yere yonlendiriimis mutagenez ile
degistiriimesinde sentetik oligonukleotidler kullaniimaktadir

Gen hedefleme belirli genleri degistirilmis gen aktarimli

fareler hazirlanmasina olanak verir:
Transkripsiyon ve DNA onariminda rol alan DNA helikaz enzimi mutant fare
erken yaslanma fenotipi gostermektedir



Gen aktariml bitki elde edilmesi icin kullanilan baslica
yontemde Agrobacterium aracili aktarim yapilir

RNA interferans gen fonksiyonunu anlamak i¢in kullanilan
hizli ve basit bir yontemdir

Bildirici genler bir genin nerede ve ne zaman ifade edildigini
gosterir

In situ hibridizasyon bir genin nerede ve ne zaman ifade
edildigini gosterir

Gen ifade seviyeleri kantitatif QRT-PCR ile belirlenebilir

Mikrodizinlerle binlerce genin ifadesi ayni anda
takip edilir



Esgudum icinde duzenlenen gen gruplarini saptamak icin
kume incelemesi gerceklestirilir

Tek huicre analizi biyolojik “gurultu” ortaya cikarir



