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® Canhlhk  olaylarn1  hiicreler e CHNve O %99

icerisindeki biyolojik

molekiillerin yap1 ve

islevlerine b agl ! olarak ort aya ® Makromolekiiller arasinda 6zellikle niikleik
cikar. asitler ve proteinler hiicrenin ve dolayisiyla

bireyin yapisal olugumunu ve canlilik
: islevleri agisindan ¢ok 6nemli rol oynarlar.
* Inorganik ve organik kimyasal —
bileSenlerden oluSan e

hiicrelerde, C atomlarindan
tirevlenen, organik bilegikler
aSam molekiilleri olarak

kabul edilirler.
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Niikleik asitler, canhlik 6zelliklerini yonettikleri i¢in biyolojik agidan en énemli makromolekiillerdir.
Niikleik asitlerin temel rolii genetik bilginin yagsam boyunca korunmasinin saglanmasidur.

Genetik materval gorevini viklenen nukleik asitler birevin oluSumunu ve tiire ozgl karakterlerini

kazanmasini Drotelnler aracﬂlglvla yvonetirler.,

Proteinler hiicrelerde yapisal ve iglevsel temel

molekillerdir.

Bu nedenlerle, molekiiler bivolojive iligkin

caliSmalarda  ozellikle  nukleik  asitlerin  ve

proteinlerin Vaplsal ve iSlevsel analizlerinde

molekiiler biyolojik yoéntemlerin _bilinmesi ve

kullanimi buvik onem taSir.

Nucleic Acids and Protein
Synthesis
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® En basit hiicre bile karmagik bir yapiya sahiptir ve binlerce
farkli ceSitteki molektlden oluSur.

® Bu nedenle, oncelikle ilgilenilen molekiil grubunu hiicredeki

diger kisimlardan ve molekiillerden ayirmak ve daha sonra

da, yapilacak ¢aigmanin 6n gordigi olgtide, saflagtirmak

gerekir.
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* (Cahsilacak biyolojik molekiil grubunun izolasyonu amaciyla
gerceklestirilen iglemlere ekstraksiyon adi verilir.

* Ekstraksiyon
» Homojenizasyon(pargalama)
> Separasyon (ayirma)

» Purifikasyon (saflagtirma)
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* (Cahgilacak molekiil grubunu (niikleik asit ya da protein) igeren doku veya

hiicrelerin geper ve zar yapilar parcalanip yok edilir.

* Elde edilen kariSima homojenat adi verilir.

* Homojenatta hiicre yapisi ortadan kalkmig,
serbest ya da organeller igerisinde hiicre
bilegenleri, membran pargalar1 ve bir miktar
par¢alanmami§ hiicre siispansiyon halinde

bulunur.
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® Hicreleri pargalayarak fraksiyonlarina ayirma yontemleri,

temelde hiicre smirlarinin  geSitli fiziksel ve kimyasal

tekniklerle yok edilmesini kapsar.

® Hicre elemanlarinin iglevlerini kaybetmeden pargalama

saglayan ¢eSitli teknikler geligtirilmistir.
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Fiziksel Yontemler

» Mekanik iglemler

® Bu tip tekniklerin en basit ve ilkel $ekli materyali bir
havan icinde 68iitmektir.

® Ezerek pargalama daha geligmig $ekilde, doku veya _ .
hiicrelerin siv1 azotta (-196 C) ya da -20 -80’de w

dondurulduktan sonra soguk havanda yapilir.

* Donma sonucu kristal hale gegen yapilar toz haline
gelene kadar kolaylikla pargalanabilmektedirler.




HOMOJENIZASYON YONTEMLERI

Fiziksel Yontemler

» Mekanik iglemler

® Gunimiizde mekanik olarak parcalamada daha ¢ok

homojenizator adi verilen aletler kullanilmaktadir.
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Fiziksel Yontemler

» Mekanik iglemler

v Karistirict homojenizator

* Kangtiria tipinde olanlar evlerde kullanilanlarm daha  giigli
olanlaridir. Metal ya da camdan yapilmug 6zel bir kap igerisinde
bulunan, yiiksek hizda donen bigaklar yardimiyla biyolojik

materyaller kesilerek parcalanir.

® Bu tip aletler daha ¢ok hayvan ve bitki doku veya organlarmmin
pargalanmasi igin kullamlmakta olup bakteri gibi kiigiik boyuttaki
organizmalar i¢in uygun degildir.
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Fiziksel Yontemler

» Mekanik iglemler

v’ Milli Homojenizator

Milli homojenizator ucunda 6zel diSleri bulunan

metal  bir milin ¢ok  yiksek  devirde

dondiirilmesiyle pargalama yapar.

Digli kisim  pargalanacak materyali igeren

tampona daldirilir, motor calistinldiginda mil

doner ve materyal digler arasinda kesilerek

pargalanur.
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Fiziksel Yontemler

» Mekanik iSlemler

v Pistonlu Homojenizator

® Pistonlu = homojenizatorler = basing¢
etkisiyle pargalama yapan ve ucunda
%enellikle teflondan yapilmig§ bir pistonu

ulunan aletlerdir.

® Basin¢g uygulamasi elle veya motor

gliciiyle yapalabilir.
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Fiziksel Yontemler

» Ultrasonik Homojenizator

e Ultrasonikasyon

e Insanin duyma sinirmin tizerindeki frekanslarda (18kHz iistii) ses dalgalar
sivi bir ortamdaki hiicrelere uygulandiginda pargalanmaya yol agar. Bu
uygulama siispansiyondaki su molekiillerinin kinetik enerjilerini arttirir;
basing farklary cok fazla sayida mikro hava kabarci@inin oluSumuna yol

acar.

* Bu kabarciklar hizla hareket edip bir siire sonra patlayarak yoSun Sok
dalgalar1 yaratir,




HOMOJENIZASYON YONTEMLERI

Fiziksel Yontemler

> Ultrasonik Homojenizator

* Ultrasonikasyon

® Patlama sirasinda ses enerjisinin mekanik
parcalama enerjisine dontigimiiyle
ortamdaki hiicreler pargalanur.

® Bu amagla kullamilan aletler elektrik
enerjisini  kesikli  karakterde = mekanik
enerjiye ¢evirerek, titanyumdan yapilmi§ bir
prob yardmmuyla ultrases dalgalarim soliisyon
icindeki materyale verir.
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Fiziksel Yontemler

» Dondurma-Co6zme

® Hicrelerin ¢ok dusSuk sicaklik derecelerinde sonra
yeniden 1sitilarak ¢ozindiiralmesi ve bu iglerin birkag
kez tekrarlanmasi pargalanmaya yol agar.

® Islemin temeli, donan su molekillerinin hacminin
geniSlemesi ve hiicrelerde olu§an buz kristallerinin
hiicre zarna zarar vererek pargalanmay: saglamasidir.
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Kimyasal Yontemler

» Coziictlerin Kullanilmas:

® Bu wuygulamamin prensibi, hiicre

zarindaki  bilegiklerin  ¢oziindugi

uygun bir ¢oziici yardimiyla zar

yapisinin eritilmesidir.

® Organik ¢ozictler (etil asetat, toluen) = zardaki lipidler
e Deterjanlar (SDS) = zardaki protein, lipoproteinler
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Kimyasal Yontemler

» Enzimlerin Kullanilmasi

® Bu amagla kullamlan enzimler 6zellikler mikroorganizmalar igin uygundur.

e Lizozim =2 bakterilerin hiicre duvarindaki peptidoglikan tabakasindaki beta-
1,4-glikozidik baglar1 hidrolize eder.
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* Kullamlacak pargalama yontemi;

» amaglanan ¢aligmaya,
> kullanilan biyolojik materyalin tipine,

» izole edilecek molekiil grubuna,

> eldeki olanaklara baglhdir.

® Buna gore, fiziksel veya kimyasal yontemlerden ya da iki tipi de
iceren karma yontemlerden yararlanilabilir.
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® Parcalanmayi ardigik olarak, tizerinde galigilacak molekiil grubunu homojenattaki
diger molekillerden ayirmaya (separasyon) ve saf Sekilde elde etmeye

(purifikasyon) yonelik bir seri iSlem uygulanr.

* Homojenattaki membran pargalarini,
parcalanmig doku  veya  hiicrelerin
uzaklagtirmak amaciyla uygulanan 6n ayirma
iSlemlerinden sonra elde edilen ve cahiSilacak
molekiille birlikte bircok molekila iceren

kariSima ham 6ziit denir.

* Ham ozit baz biyokimyasal analizlerde
dogrudan kullanilabildigi gibi molekiiler
biyolojik ¢aligmalarda ilgilenilen molekiil,
hedeflenen safhik derecesine gore uygulanan
yontemlerle, ham ozutteki diger

molekillerden ayrlhr.
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® Bu yontemler karigimdaki molekiil gruplarinin genellikle;

» cozunme Ozelliklerine

> yogunluk. elektriksel yiik gibi fiziksel karakteristiklerine

> diger molekiillerle ilgisine

gore birbirlerinden ayrilmalarini saglayan iglemleri kapsarlar.
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» Stzme (Filtrasyon)

®* Homojenatin filtre edici bir materyalden
gegirilerek, stispansiyonda bulunan
partikiﬂlerin s1v1 kissmdan ayrllma51d1r.

® Bu yolla, kullanilan filtre edici materyalin
gozeneklerin ¢apma gore, filtreden gegen
kisimda belli buyiiklikte partikiil
bulunabileceg@i gibi bunlarin tamami da
filtrenin tizerinde kalabilir.
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» Stzme (Filtrasyon)

* En ¢ok kullanilan filtre edici materyaller;

> Filtre kagidi
» Sinterli cam huni

» Membran filtre

* Kaullanilan sisteme vakum veya basing uygulanarak stizme iglemi

hizlandirilabilir.
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> Ultrafiltrasyon

®¢ Membran filtrelerle yapllan bu
filtrasyonda molekiillerin boyut,

bicim ve/veya yiiklerine gore

ayrimlari sa8lanur.

® Ayrmm yapilacak molekiilleri igeren soliisyon diaridan olugturulan bir kuvvetle yar1 gecirgen

bir zardan ge¢gmeye zorlanur.

* Filtrelerden sivinin gegiini saglamak i¢in emme, basing ya da santrifiij kuvveti gerekir.

/
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> Ultrafiltrasyon

® Ultrafiltrasyonda kullanilan zarlarm
por ¢ap1 genelde 1-20 nm arasinda

degisir.

gt iyt

* Kullamlan zarmn por ¢ap1 galigilan molekiiliin gegmesine izin vermeyecek

Sekilde olmalidir.

* Ultrafiltrasyonun ¢aligma prensibinin, filtre tarafindan partikiil veya
molekillerin fiziksel yakalanma51 sonucu ayrllmalarlna dayandlgl kabul
edilmektedir.
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» Coktliirme

®* Bu yolla ayirma, su Veﬁa bagka bir ¢oziicii igeren bir ortamda istenilen ya da istenmeyen
molekiillerin ¢oktirilerek kati halde ayrilmasi temeline gére yapihr.

* Amonyum ve sodyurn sulfat =2 proteinleri

o izopropanol, etanol = niikleik asitler

A




