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1. CALISMA |: LABORATUVAR KURALLARI VE DONANIMI

Tip egitimi, uygulamanin zorunlu oldugu bir egitim dalidir. Ogrenciler edindikleri teorik
bilgileri, laboratuvar pratiklerinde edindikleri tecriibeler ile birlestirdiklerinde, insana iliskin bilgilerin
ogrenilmesi ve kavranabilmesi daha kolay hale gelir.

Hedeflenen verimlilikte bir laboratuar calismasinin yapilabilmesi ve calisma ortamlarinda meydana

gelebilecek kaza ve enfeksiyon risklerinin en aza indirilebilmesi ancak belirli bir disiplin i¢inde ve

temel laboratuar kurallarina uyularak basarilabilir. Tibbi Biyoloji laboratuvar ¢aligmalari siiresince

uyulmasi gereken bu temel giivenlik kurallar1 asagida verilmistir.

1.

Laboratuvarda beyaz onliik giyilmesi zorunludur. Calismanin niteligine goére
gerektiginde eldiven ve maske kullanilmalidir.

Laboratuvara baglamadan 6nce yapilacak deneyler ile ilgili teorik bilgiler okunmali ve
getirilmesi istenilen arag-geregler mutlaka getirilmelidir.

Sézli veya yazili biitin kurallara dikkatle uyulmali, deneyden once laboratuvar
sorumlularmin deney ile ilgili agiklamalar1 dikkatle dinlenilmeli ve titizlikle

uygulanmalidir.

Laboratuvar c¢alismalarinda mikroskop kullanilacaksa mikroskobun taginma ve
kullanimma dikkat edilmelidir. Calismaya baslamadan 6nce ve sonra mutlaka temiz
bir bezle silinmelidir. Her 6grencinin bir adet gozliik temizleme bezi ¢alisma sirasinda
yanlarinda mutlaka olmalidir.

Caligma sirasinda masalarin tizerinde sadece gerekli arag ve gerecler ile not almak igin
laboratuvar kilavuzu bulunmalidir.

Caligma esnasinda saglar uzun ise mutlaka toplanmalidir.

Laboratuvarda yemek, igmek ve gida maddelerinin bulundurulmasi yasaktir.

Calisma sirasinda kullanilan arag ve gerecler dikkatli bir bigimde kullanilmalidir.
Catlak ve kirtk cam esyalar kullanilmamalidir. Calisma sirasinda arag¢ ve gereclerde
olusabilecek hasarlar mutlaka gérevli 6gretim elemanina bildirilmelidir.
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9. Kimyasal maddelere dokunmak, koklamak ve tatmak kesinlikle yasaktir.
Laboratuvarda ¢alisilirken agiz yoluyla sivi ¢ekilmemelidir. Puar kullaniimalidir.

10. Caligma sirasinda olusabilecek kazalar, yaralanmalar (kesik, yanik gibi) derhal ilgili
ogretim elemanina bildirilmelidir. Gerekli miidahale aninda yapilmalidir.

11. Laboratuvar galigmasinin bitiminde, kullanilan cihazlar ve galisma alani temizlenmeli,
kullanilan materyaller (preparat, tiip Vs) ¢Ope atilmali, masalarin {izeri temiz
birakilmalidir. Calisma atiklar1 eger tehlike arz ediyorsa (bistiiri, jilet, enjektor gibi)

ogretim elemaninin gosterecegi ayri bir atik kutusuna atilmalidir.

12.  Su musluklari, elektrik diigmeleri ve mikroskoplarin 1giklar galigilmadigi durumlarda
kapatilmalidir.

TIBBi BIYOLOJI LABORATUARININ DONANIMI

A) OGRENCi LABORATUVARLARINDA KULLANILAN PLASTIK VE CAM

MALZEMELER

Lam: Preparat hazirlamada kullanilan bityiik cam malzemedir.

Lamel: Preparat hazirlamada kullanilan, genellikle incelenecek materyalin tizerine kapatilan
kiiciik cam malzemedir.

Sale: Preparat boyamada kullanilan, i¢lerinde 4-7 adet lamin uzun yada kisa kenar1 {izerinde
dik durmasini saglayan oyuklar bulunan yatik ya da dikey cam kaptir.

Pastor Pipeti: Kiiciik miktarlarda (1-3 ml) sivilarin aktarilmasinda kullanilan plastik
pipetlerdir.

Cam Pipet: Daha biiyiik miktarlarda (1-50 ml) sivi ¢gekmede ve aktarmada kullanilan 6lgekli
cam pipetlerdir.

Otomatik Pipet: Hassas 6lgiimlerde (0,1-1000 pl) kullanilan ve iizerlerinde hakim ayarlama,
¢cekme ve bosaltma islemleriyle ilgili donanimi bulunan ve bir kez kullanilarak atilabilen
uclart olan 6zel pipetlerdir.

Beher: Olgekli veya dlgeksiz, cam veya plastik kaplar. Stvilarin hacimlerini karistirmak igin
kullanilan ve 20, 50, 100, 200, 400, 500, 1000 ml hacimlerinde olabilen plastik veya cam
malzemelerdir.

Balon Joje: Cozelti hazirlamada ve saklamada kullanilan boyun kismu tiip seklinde, alt kismu
kiire seklinde cam malzemedir.
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10-

11-

12-

13-

15-

16-

Erlenmayer: Cozelti hazirlamada kullanilan, konimsi bir boyna ve diiz bir dip kisma sahip
olan, 20, 50, 100, 250, 500, 1000 ve 2000 ml hacimlerinde olabilen cam malzemelerdir.

Petri Kabi: Icerisine besi yeri dokiilen, bakteri ve maya gibi canlilarin iiretilmesinde
kullanilan yuvarlak kapakli plastik ya da cam kaplardir. 6, 8, 10, 12 ve 15 ¢cm ¢aplarinda
olabilen ¢esitleri bulunmaktadir.

Ependorf Tiipii: 0,5-1,5 ml kapasitesi olan kapakl plastik kiigiik tiiplerdir.
PZR Tiipii: 0,2-0,5 ml kapasitesi olan kapakli plastik kiigiik tiiplerdir.

Falkon Tiipii: 15, 25 ve 50 ml kapasitesi olan kapakli plastik biiyiik tiiplerdir.

Meziir: Sivilarin hacimlerinin 6lgiilmesinde kullanilan silindir bigiminde, dereceli cam veya
plastik kaplar. 10, 20, 50, 100, 250, 500 ve 1000 ml hacimleri bulunan dereceli
malzemelerdir.

Bistiiri: Preparat hazirlarken ve/veya dokular1 pargalarken materyallerin kesilmesinde
kullanilan keskin steril bicaklardir.

Puar: Cam pipetlerin ucuna takilarak sivi gekmeye yarayan plastik alettir.

B) LABORATUVAR ALETLERI

1-

Mikroskop: Laboratuvarin temel araci olan ve pek ¢ok calismadaki en 6nemli analiz aract
olan mikroskopa iliskin genis bilgi ileride verilmistir.

Santrifiij: Bir soliisyondaki kati maddeleri sivi kismindan kabaca ayirmakta kullanilir.
cozeltideki maddelerin yogunluklarina gore ayrimii saglar. Santrifiij cihazina tiipler
yerlestirilirken hepsinin esit agirlikta olmalarina ve tam karsilikli yerlestirilmelerine dikkat
edilir. Dakikadaki doénme hizi ve siiresi ayarlanmir. Santrifiijler, Kklinik laboratuarlarda
genellikle kanin pihtilasmasini saglayarak serum veya plazmayi ayirma amactyla kullanilir.

Ph Metre: Sivi materyallerin pH dengesini 6l¢gmede kullanilan bir aragtir.

Kaba ve Hassas Olgekli Teraziler: Gram ve miligram diizeyindeki agirliklari Slgmede
kullamlan . Ozellikle ¢dzelti hazirlanmasi sirasinda kati maddelerin tartilmasi ve biyolojik
doku orneklerinin agirliklarinin belirlenmesi i¢in kullanilan, hassasiyeti oldukg¢a yiiksek
aletlerdir. Kaba 6l¢timler igin diigiik hassasiyetli (adi/kaba terazi) teraziler, ince 6l¢iimler i¢in
hassas teraziler kullanilir.
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5- Manyetik Kanstirier: Ust kisminda yatay bir manyetik yiizey bulunan bu aletin ayrica
miknatis Ozelliginde tizeri plastikle kapli kiiciik ¢ubuk seklinde manyetik karistiricilari
bulunur. Hazirlanmas: istenilen ¢ozelti bir kap icerisinde aletin {izerine konulur, manyetik
cubuk igine atilir, manyetik etkilesim ile dénen ¢ubuk sayesinde ¢ozelti iginde maddelerin
homojen bir bi¢imde ¢éziinmesi saglanmusg olur.

6- Vorteks: Kiigiik tiiplerdeki az miktardaki sivinin karistirilmasinda kullanilan alettir. Sabit bir
mil tizerinde donen tek bir doner basliga sahip olan bu aletler, deney tiipii i¢indeki reaktiflerin
karigarak homojen hale gelmesini saglarlar. Doniis hizi, istenilen hiza ayarlanmak sureti ile

tiip icerigi karigtirtlmus olur.

7- Su Banyosu (Benmari): Igine su konularak isitilmasini saglayan 1s1 ve zaman ayarli, kapakli
bir cihazdir. Belirli bir siirede ve sicaklikta inkiibasyon gerektiren islemlerde, donmus madde

¢oziinmesi ya da maddelerin istenilen 1sida tutulmasi gereken durumlarda kullanilir.

8- [Etiiv: Dig ortamdan iyi izole edilmis bir ortamda yiiksek 1s1 derecelerine kadar ayarlanabilen
ve termostat1 sayesinde ayarlanan derecede siirekli tutulabilen bir aracgtir. Karbondioksitli ya
da vakumlu gibi tipleri vardir. Belirli 1silarda inkiibasyon gerektiren doku ve hiicre kiiltiirii

calismalarinda kullanilirlar.

9

Laminar Kabin: ici steril, kapali ya da yar1 agik ¢alisilabilen bir alettir. Hiicre kiiltiirii,
sitogenetik ve molekiiler genetik ¢alismalarin steril ¢alisma ortamlar1 gerektiren agsamalarinda,
kullanilan hava sirkiilasyonunun oldugu giivenlik kabinleridir.

10- Is1 Dongiilii Cihaz (PCR cihazi): Polimeraz zincir reaksiyonu yoluyla, DNA’nin belirli bir
bolgesinin ¢ogaltilmasinda kullanilan ve farkli sicaklik basamaklarinda dongiisel ¢alisan
cihazlardir. Uzerinde, PCR karisimi iceren kiigiik tiiplerin konulabilecegi kiigiik yuvalar
bulunan bu cihaz, onceden programlanan adimlara gore tiip yuvalarmin sicakliklarini artirip
azaltarak caligir.

11- Elektroforez (yatay ve dikey): Yiiklii taneciklerin veya molekiillerin elektrik akiminin etkisi
ile birbirinden ayrilmasi i¢in kullanilan cihazlardir. Elektriksel alanda (+) yiiklii tanecikler
(katyonlar), (-) kutba (katoda); (-) yiiklii tanecikler (anyonlar), (+) kutba (anoda) dogru
hareket ederler. Ortamda molekiillerin hareket hizlari, molekiiliin yiiki, sekli, blylkligi,
elektrik alaninin Kuvveti ve destek ortaminin 6zelligine baglidir. Yiiklii molekiillerin hareket
ettigi destek ortamimin Ozelligine gore; agaroz jel elektroforezi, poliakrialamid jel
elektroforezi, kapiller elektroforez vs. gibi degisik elektroforez gesitlerinden bahsedilebilir.

12- UV Transiliiminatorii: Ultraviyole (UV) 1sik altinda elektroforez  jellerinin
goriintiilenebilmesini saglayan alettir.

13- Ceker Ocak: Caligmalar esnasinda ortaya ¢ikan zararli gazlarin Ve buharlarin
uzaklastirilmasinda ve laboratuvarlarin havalandirilmasinda kullanilan kabinlerdir.
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14- Calkalayic1 (Shaker): Hazirlanan deney tiiplerinin bir siire igin belli bir hizda ¢alkalanmasini
saglar. Inkiibasyon sirasinda calkalama istenen deneylerde kullanilir. Calkalama sikligi
ayarlanabilir.

15- Buzdolab ve derin dondurucu: Orneklerin ve malzemelerin muhafaza edildigi, kisa ve uzun
stireli saklandig1 laboratuvar aracidir.

C) LABORATUVAR CALISMALARINDA iZLENECEK YOL VE CALISMALARIN
DEGERLENDIRILMESI

Laboratuvarda calisma oOncesi, calisilacak konu ile ilgili gerekli 6n hazirliklar yapilmali,
caligilacak ortam uygun hale getirilmeli, kullanilacak arag geregler de ¢aligma konusuna uygun

olarak onceden hazirlanmalidir.

Calisma sirasinda temel laboratuvar kurallarina uyularak deney tamamlanmali ve g¢alisma
amaci, kullanilan arag-gereg ile ¢alisma yontemi, elde edilen veriler ve elde edilme kosullarini
iceren agiklayict bir rapor hazirlanmalidir. Dogru adimlarla tamamlanmig bir laboratuvar
caligmasina ait degerlendirme raporunda, 6zetle asagidaki gibi bir siralama yer alir:

Amag: Deneyin yapilma amaci bu béliime yazilir

Materyal ve metod: Calismada kullanilan araglar ve malzemeler ile ilgili bilgiler ve ¢alisma
stiresince kullanilan yonteme dair tim uygulamalarin sirast bu boéliimde yer alir.

Bulgular: Cikan sonuglara iligskin bulgular, sekil ve grafikler ya da tablolar araciligiyla ve
varsa kontrol gruplariyla da karsilastirilarak burada sunulur.

Tartisma ve sonu¢:. Bu bolimde, sonuglar tartigilarak, aym konudaki diger ¢aligmalarla
karsilastirmalar yapilir ve bunlarin 1s18inda elde edilen sonuglarla baslangigta hedeflenen
amaca ne kadar ulasildigina dair bilgi 6zetlenir.
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CALISMA I1: ISIK MiKROSKOBU VE KULLANIMININ OGRENILMESIi

A-MIKROSKOP:

Mikroskop sozciigii; ¢cok kiiciik anlamia gelen micro ve nesnelere bakmaya yarayan bir aygit
anlamina gelen scope sozciiklerinden tiiretilmistir. Mikroskop gozle goriilemeyecek biiyiikliikteki
yapilari, biyiiterek goriilmesini saglayan mercekler sistemidir.

Hiicrelerin ¢ogu ¢iplak gozle goriilemeyecek kadar kiigiik olduklarindan, hiicre ¢alismalari agirliklt
olarak mikroskop kullanimi gerektirir. Kisisel farkliliklar gosterse de insan gozii 0,1 mm’ den daha
kiigiik cisimleri ayirt edemez. Mikroskop sahip oldugu mercekler sistemiyle goziin gdrme sinirini
genisletir ve boylece gozle goriillemeyen cisimleri goriilebilir hale getirir. Iyi bir 151k mikroskobu 0,25
u (mikron) kadar yakin iki noktay1 ayirabilir.

Hiicrelerin kesfi mikroskobun gelistirilmesinden dogmustur: Robert Hook 1665'de basit bir 1sik
mikroskobu ile bir sise mantar1 pargasini gozlemleyerek "hiicre" sézctigiinii ilk kez kullanmustir.

Antony van Leeuwenhoek 1670'lerde, boyutlarmin 300 kati kadar biiyiiten mikroskop gelistirerek;
sperm, kirmizi kan hiicresi ve bakteriler gibi farkli tiirde cesitli hiicreleri gozleyebilmistir. Hiicre
teorisinin 1838’de Matthias Schleiden ve Theodor Schwann tarafindan ortaya atilmasi, ¢agdas hiicre
biyolojisinin dogusu olarak kabul edilmistir. Boylece hiicre, biitiin canli organizmalarin temel birimi

seklindeki yaygin tanimini elde etmistir.

Mikroskoplar temelde ayni ozelliklere sahip olmalarina ragmen zamanla farkli amaglara gore
gelistirilerek farkliliklar gostermislerdir. Kullanilan aydinlatma kaynagina gore 151k mikroskoplar1 ve
elektron mikroskobu olarak temel iki gruba ayrilabilirler. Ogrenci laboratuvarlarinda siklikla
kullanilan mikroskop c¢esidi “Aydinlik Saha (Isik) Mikroskobu” dur. Asagida goriilen logaritmik
cetvel; ¢iplak g6z, 151k mikroskobu ve elektron mikroskobunun goriintiileme alanlarini gostermektedir.
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Olgii birimi olarak 131tk mikroskopide mikrometre (10'6 m) kullanilmaktadir. Elektron
mikroskopide ise Angstrom (10'10 m) ve son yillarda nanometre (10'9 m) kullanilmaktadir.

OLCU BIRIMLERI
Angstrom (&) = 10°m = 10"mm = 10 um = 10”'hm

Nanometre (nm) = 10°m = 10°mm = 10'3pm =10A
Mikrometre (um) = 10%m=10%mm=10°m=10* A
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B-ISIK MiIKROSKOBUNUN KISIMLARI

Isik mikroskobu, mercekler sistemi (optik sistem) ve bu sistemleri tasiyan mekanik kisimlardan
olusmustur.

OKULER
TUP
KOL (TUTAMAK)
OBIEKTIFLER

MASA o

— YURUTGEC

TABLA

. KABA AYAR VIDASI

KONDANSOR _ _
TAKIMI INCE AVAR VIDASI

ISIK KAYNAGI YURUTGEC KOLU

AYAK

Resim 1. Aydinlik Saha (Isik) mikroskobu ve kisimlari

OPTIK KISIMLAR

1- Okiiler: Mikroskobun tiip kismina yerlesmis, goziin baktigi mercekler sistemidir. Ogrenci 151k
mikroskoplar1 tek (monookiiler) veya iki (binokiiler) okiilerli olabilir. Biiyiitme giicii tiizerinde
yazili olup genellikle 10X biiyiitme giictindedir.

2- Objektif: Doner tabla tizerine vidalanmis mercekler sistemidir. Genellikle bir mikroskopta X4 veya
X5, X10, X40 ve X100 biiyitme giiciinde 4 adet objektif bulunur. Objektifler kuru sistemli ve
immersiyon olmak tizere ikiye ayrilirlar. Kuru sistemli (X4/X5, X10 ve X40) objektiflerde preparat
ile objektif arasinda hava bulunur. Immersiyon objektifinde (X100) ise preparat ile objektif
arasinda immersiyon (sedir) yagi damlatilarak inceleme yapilir. Amag, 1518in havada kirmimini

onleyerek daha yogun bir bicimde objektife aktariimasidir. Boylece goriintii daha net elde edilir.

3- Kondansor Takimi (Toplayict Mercek): Isik kaynagindan gelen 15181 bir noktada yogunlastirarak
preparata yonlendiren sistemdir. Kondansor takiminda ihtiyag duyuldugunda renkli filtrelerin
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takilabilecegi kistm bulunur. Onun iizerinde bir kol yardimiyla 151k miktarinin ayarlandigi diyafram
bulunur. En st kisminda ise 15181 yogunlastirma islemini yapan kondansoér mercegi bulunur.
Kondansor takimi, mikroskobun biiyiitme oranini etkilememekle birlikte goriintii Kalitesini 6nemli
ol¢iide etkiler.

4- Isik Kaynagi: Kondansor takimmin altinda goriintiiniin elde edilebilmesi igin gerekli olan 15181
saglayan aydinlatma lambas1 ya da aynadir. Aynanin bir yiizii gukur bir yiizii ise diizdiir. Gereken
151k miktarina gore aynanm uygun yiizii 1s18a cevrilerek 151k kondansor takimina iletilir. Ayna
yerine lambanin oldugu mikroskoplarda ise kondansore iletilecek 1s1gin miktari bir diigme araciligi
ile kisilip agilabilir.

MEKANIK KISIMLAR

1- Tiip: Ust kismma okiilerin yerlestirildigi genelde boru seklindeki metal kisimdir. Tiiplerin
uzunlugunun mikroskobun biiyiitme derecesi tizerinde etkisi vardir. Tiipiin alt kisminda objektifleri
tastyan revolver kismi vardir.

2- Kol (tutamak): Mikroskobu tasirken elle tutulan kisimdir. Ayaga bagli olup mikroskobun tiim
pargalarini tasir.

3- Tabla: Mikroskopta calisilacak preparatin konuldugu, 151k  kaynagindan gelen 1s1gin preparata
yansimasi i¢in orta kismu delik olan, {izerinde preparati tutmaya yarayan masa ve preparati hareket
ettirmeye yarayan yiiriitgecin bulundugu metal pargadir. Baz1 mikroskoplarda sabit bazilarinda ise
asag1 yukar1 dogru hareket edebilir.

4- Masa: Tablanin tizerinde bulunan ve preparati tabla tizerinde sabit tutmaya yarayan yassi metal
tutucudur.

5- Yiiriitge¢ (saryo): Tabla tizerinde bulunan ve preparati saga sola ve ileri geri hareket ettiren
diizenektir. Uzerinde elde edilen goriintiilerin koordinatlarim belirlemeye yarayan yatay ve dikey
konumdaki nonius béliintiileri denilen 6l¢ekler bulunabilir.

6- Vidalar: Goriintliyii netlestirmek i¢in kullanihirlar. Kaba ayar vidasi (makrovida) ve ince ayar
vidast (mikrovida) olmak iizere iki vida bulunur. Vidalar, incelenen cisim ile objektif arasindaki
uzaklig1 ayarlayarak goriintiiniin elde edilmesini ve netlesmesini saglar.

7- Ayak: Mikroskobun dengede durmasini saglayan kismidir
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C- MiKROSKOBUN BUYUTME GUCU

Mikroskobun biiyiitme giicii, okiilerin biiyiitme giicii ile objektifin biiylitme giictine baglidir. Okiiler ve
objektiflerin biiyiitme gii¢lerinin ¢arpimi mikroskobun biiyiitme giiciinii gosterir ve asagidaki sekilde
formiile edilir:

Mikroskop biiyiitme giicii (MB) = Okiiler biiyiitme giicii x objektif biiyiitme giicii

Okiiler biiyiitme giicii 10x olan bir 151k mikroskobu igin objektiflere gore biiyiitme giici MB= 10x5;
MB= 10x10; MB= 10x40; MB= 10x100 seklindedir. MB= 10x100 olan bir 1s1k mikroskobunda
incelenen 6rnek 1000 kez biiyiitiilerek goriintiileniyor anlamindadir.

Biiyiitmenin simirsiz olarak artirilmasi, sanildiginin tersine goriintiiyli giderek iyilestirmez. Ciinkii,
goriintiintin niteligi mikroskobun yalnizca biiylitme giiciine degil, aym1 zamanda ayirma giiciine de
baglidir. Goriintiiler istenildigi kadar biiyiitiilebilir (6rnegin, biiyiik bir perdeye yansitilarak), ancak,
bu sekilde biiyiitme, gozlenebilen detay diizeyini artirmaz.

Ayirma giicii (Coziiniirliik), bir mikroskopun ¢ok kiigiik ya da birbirine ¢ok yakin cisimlerin
gortintiilerini ayirabilme ya da birbirlerinden ayr1 halde olusturabilme yetenegidir; bu yetenek 1s1gin
dalga boyu 6zelligiyle sinirlidir.

Ayirma Gilicii
A A
d = = __
nsina A

A =15181n dalga boyu
d = iki nokta arasindaki mesafe,

a = odak noktasindan olgiilen kirilma ¢izgilerinin yar1 agilma agisi (giris agisi),
n = cisim veya numune ile optik sistem arasindaki ortamin kirilma indisidir.

A (numerik apertiir) = n.sino, ¢arpimui bir 11k demetinin agilimini ve tek biiyiitme ile objektifin giictinii

karakterize eder. Bu aciklik; objektifin “numerik apertiirii” olarak adlandirilmaktadir. Baska bir
deyisle, numerik apertiir, mikroskop merceginin 151k toplama giiciidiir.
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D-MIKROSKOBUN KULLANIMA HAZIRLANMASI

Mikroskoplar dikkatli kullanim isteyen hassas cihazlardir. Bu nedenle her g¢aligmada asagidaki

kurallara dikkat edilmesi gerekir.

1.

4.
5.

Mikroskop, bir elle tutamaktan diger elle ayak kismimnin altindan desteklenerek, daima iki elle

tasinmalidir.

Mikroskop masanin kenarindan yaklagik 10 cm uzagina, tutamak kismu c¢alisana bakacak
sekilde konur.

Temiz bir gozliik temizleme beziyle mikroskop temizlenir. Ozellikle objektifler ve okiiler
¢alismalara baslamadan dnce ve sonra mutlaka temizlenmelidir. Optik sisteme zarar verebilecek
sert bez veya kagit mendil asla kullanilmaz.

Preparatin konulacag tabla kaba ayar vidasi (makrovida) ile en alta indirilir.

Mikroskobun fisi prize takilir.

E- MiIKROSKOBUN KULLANIMI

10.

11.

12.

En kiiciik objektif tablaya dik konuma getirilir. Objektifin yerine oturdugu “tik” sesinden
anlagilir.

Okiilerden bakildiginda parlak yuvarlak bir alan goriilmelidir.

Hazirlanan preparat tablanmin {izerine masa yardimiyla yerlestirilir. Preparattaki incelenecek
materyalin oldugu kisim, tablanin ortasinda bulunan deligin {izerine yiiriitge¢ yardimiyla getirilir.
Isik miktar1 incelenecek materyalin 6zelligine gore ayarlanir.

Kaba ayar vidas1 yardimiyla preparat tablasi yavas yavas yukariya, goriintii elde edilinceye kadar
kaldirilir.

Goriintii elde edilince yiirlitgeg yardimiyla saha taramasi yapilir.

Istenilen gdriintii bulununca gériintiiniin ¢izimi yapilir. Cizim yaparken asla daire veya kare igine
alinmaz. Her ¢izimin altina mikroskobun biiyiitme giicii (MB) ve inceleme ortami (I0) yazilir.

En kiigiik objektifte inceleme tamamlandiktan sonra X10 objektife gegilir.

X10 objektife gecerken preparat ya da kaba ayar vidasi ile oynanmaz. Direk X10 objektif tablaya
dik konuma getirilir, tik sesi duyulur.

Eger sahada goriintii varsa sadece ince ayar vidasi yardimiyla goriintii netlestirilir. Ama goriintii
yoksa ¢ok dikkatli bir sekilde kaba ayar vidasi kullanilabilir.

Goriintii netlestirildikten sonra yiiriitge¢ yardimiyla istenilen goriintii bulunur. Cizimi yapilir.

X40 objektife gecilirken, objektif daha dikkatli bir sekilde hareket ettirilerek tablaya dik konuma
getirilir.
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13. X40 objektifde ¢alisirken sadece mikrovida ( ince ayar vidasi ) kullanilarak goriintiin netlik ayar1
yapilir.

14. Istenilen goriintiiniin ¢izimi yapilir.

15. X100 objektife gecerken yine sadece ince ayar vidasi kullanilir. Objektif yerlestirilmeden 6nce
bir damla immersiyon yag: konur.

16. Calisma bittikten sonra en kiigiik objektif tablaya dik konuma getirilir.

17. Preparat ¢ikarilir.

18. Tabla en alt konuma getirilir.

19. Objektif ve okiiler temizlenir. Sayet immersiyon yagi kullanilmigsa, X100 objektif yag
kurumadan iyice temizlenmelidir.

20. Mikroskobun fisi prizden ¢ikarilir.

F- MIKROSKOP KULLANIRKEN DIKKAT EDILMESi GEREKENLER

1. Calisirken objektiflerin tam olarak yerlestiginden emin olunmalidir. Bu “tik” sesiyle anlagilir. Eger
objektifler yerine oturmazsa goriintii alan1 yuvarlak olmaz, bir kismi karanlik kalir. Bu da ¢alisma
kalitesini distirtir.

2. Biiyiik objektiflerde inceleme yaparken kaba ayar vidasi dikkatli kullanilmalidir. Aksi takdirde
objektif preparata garpabilir, preparat kirilabilir ve objektif zarar gorebilir.

3. Seffaf materyaller (hiicre gibi) incelenirken diyafram aracilig: ile 151tk mutlaka kisilmalidir. Yoksa
gortintii fark edilmeyebilir. Tersine, boyali preparatlarda 1sik miktar1 artirllmalidir, yoksa tamamen
karanlik goriilebilir, ayrintilar segilemez.

4. Calisma sirasinda preparattan su ya da boyanin tagsmasi durumunda, preparat ¢ikarilmali, iyice
kurulanmali, mikroskobun tabla ve objektifleri iyice temizlenip kurulanmalidir.

5. Preparat hazirlanirken, ¢aligmaya ara verildiginde ya da calisma bittiginde mikroskoplarin
a¢cma/kapama diigmeleri kapatilmalidir veya fisi prizden ¢ikarilmalidir.
6. Mikroskop kullanirken vidalar zorlanmamalidir.

7. Herhangi bir problemle karsilagildiginda mutlaka 6gretim elemanina haber verilmelidir.

G- PREPARAT HAZIRLANMASI

Preparat hazirlarken, lam ve lamel olmak iizere iki farkli cam malzeme kullanilir; Oncelikle lam ve
lamel temizlenir. Daha sonra lamin orta kismina plastik pipet yardimiyla 1-2 damla su damlatilir.

Incelenecek materyal suyun iizerine konulur. Lamel 45°C lik ac1 ile incelenecek materyalin iizerine
yavasca kapatilir (Resim?2)
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Resim 2. Preparat hazirlanmasi

PREPARAT HAZIRLARKEN DIiKKAT EDILMESI GEREKENLER

Lam ve lamel temiz olmalidir.
Su, lamdan tasacak kadar ¢ok olmamalidir (1-2 damla).
Incelenecek materyal oldukea ince ve kiiciik olmalidir. Lamel kapatildiginda disari tasmamalidr.

> LD oE

Lamel kapatilirken yavasga ve 45°C lik actyla kapatilmasina 6zen gosterilmelidir. Aksi takdirde
cok fazla hava kabarcigi olusacagindan goriintii kalitesinde diisme olacaktir.

5. Lamel kapatildiginda lam ve lamelin alt ve iist kenarlar1 birbiriyle 6rtismelidir.

6. Dikkat edilmesine ragmen, su ya da boyanin tagsmasi durumunda kurutma kagidi ile mutlaka iyice
kurulanmalidir. Daha sonra mikroskoba yerlestirilmelidir.
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Cahisma 11.1: Isitk mikroskobunda goriintii olusumu
Amag: Gazeteden kesilmis herhangi bir harfin mikroskopta incelenmesi

Arag ve gerecler: Mikroskop, lam, lamel, gazete pargasi, makas

Yontem: Bir gazete veya dergiden kiigiik puntoyla yazilmig bir harf (a harfi) kesiniz. Lamin ortasina
bu harfi okundugu sekliyle koyunuz. Lameli diizgiince kapatiniz. Sirasiyla X4/X5, X10 ve X40
objektiflerde inceleyiniz. Gordiiklerinizi yorumlayiniz ve sekillerini ¢iziniz.

M.B:
i.0:

*

Sonug ve Yorum:

M.B: M.B:
i.0: i.0:

*

Sonug ve Yorum:
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CALISMA |11: HUCRE

Temel bilgi:

Biyolojinin en temel kavramlarindan biri olan hiicre, canliligin yapisal ve islevsel birimidir. Hiicre
kavrami, Robert Hooke’ un (1635-1703) bir sise mantarindan aldigi kesiti mikroskopta inceleyerek
gordiigi odaciklara “hiicre” adin1 vermesiyle baslamistir. Glniimiizde ise iyice gelismis ve halen
gelismekte olan hiicre bilimi, fen bilimlerinde oldugu kadar saglik bilimlerinde de hastaliklarin teshisi,
tedavisi gibi yaklagimlarda en temel hedef haline gelmistir. Hiicreler genel olarak birbirlerine
benzemelerine ragmen, prokaryot ve okaryotlar arasinda yapisal ve islevsel farkliliklar vardir. Ayrica
Okaryotik canlilar olan bitki ve hayvan hiicreleri arasinda da bazi yapisal farkliliklar bulunmaktadir
(Sekil 1). Yapacagimz hiicre galismalarinda, hiicrenin mikroskobik incelemesinin yani sira, bitki ve

hayvan hiicreleri arasindaki mikroskobik diizeyde goriilebilecek farkliliklar da degerlendirilecektir.

— Cekirdek zari Qekirdgk zan
_ — Cekirdek ozsuyu ’ [~ Cekirdek 6zsuyu
Golgi | |~ Kromatin iplik || [~ Kromatin iplik
cisimeigi | ||/~ Gekirdekcik [ FQekwdekquk
\ [/ ' Pt
Mitokondri ,./,, _—— Hiucre zan -
Mitokondri
Sentrozom —
Ribozom ——
__——— Cekirdek ——.
- Endoplazmik —— Ribozom
" \ retikulum
Klorofil ——__ O A
= o —
S 4 ;
Hicre —— ¥ ~—— Sitoplazma - ~— Lizozom
duvari
Golgi _/
cisimcigi

Bitki hiicresi Hayvan hiicresi

Sekil 1: Bitki ve hayvan hiicrelerininin karsilastirilmasi
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Cahisma I11.1. Bitki hiicresinin mikroskopta incelenmesi

Amag: Sogan bitki hiicresinin 151k mikroskobunda incelenmesi

Arac ve gerecler: Mikroskop, lam, lamel, beher, su, pastor pipeti, sogan, metilen mavisi, bistiiri,
kurutma kagidi

Yontem: Kiiglik pargalara ayrilmis sogan parcalarindan bir yaprak alimiz. Sogan yapraginin gukur
tarafindaki zar tabakasini ayiriniz. Temiz lamin tizerine 1-2 damla su damlatiniz. Suyun iizerine sogan
zarin1 Koyunuz. Zar katlanirsa lamelin kosesiyle katlanan kismi aginiz. Lameli dikkatlice kapatiniz. X4

/ X5, X10 ve X40 objektiflerde inceleyiniz.

Caligmanin ikinci agamasinda preparatinizi metilen mavisi ile boyaymmiz. Bunun igin temiz bir lam
aliniz ve lamin tizerine 1-2 damla metilen mavisi damlatimiz. Boyanin iizerine sogan zarini1 koyunuz.
Lameli dikkatlice kapatiniz. X10 ve X40 objektiflerde elde ettiginiz goriintiileri ¢iziniz.

M.B: M.B:
i.0: i.0:

*

Sonug ve Yorum:
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Cahisma I11.11. Hayvan hiicresinin mikroskopta incelenmesi

Amag: Dil epitel hiicresinin 151k mikroskobunda incelenmesi

Arag ve gerecler: Mikroskop, lam, lamel, beher, su, pastor pipeti, metilen mavisi, kurutma kagidi

Yontem: Laboratuvarda kolaylikla incelenebilecek canli hayvansal hiicreye en iyi 6rnek dil epitel
hiicresidir. Lamin ortasina bir damla su damlatiniz. Temiz bir lamel aliniz. Lamelin bir kenarini,
dilinize ¢ok fazla bastirmadan, arkadan one dogru ¢ekiniz. Bu iglemi birka¢ kez tekrarlayimiz. Lamelin
kenarindaki kazinti materyalini suyun i¢inde dagitiniz. Bir damla metilen mavisi damlatarak dikkatlice
lameli kapatiniz. X4 / X5, X10 ve X40 objektiflerde inceleyiniz. X10 ve X40 objektiflerde elde

ettiginiz goriintiileri ¢iziniz. Bitki hiicresi ile karsilastiriniz, farkliliklart belirtiniz

M.B: M.B:
i.o: i.0:

*

Sonug¢ ve yorum:
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CALISMA V. OZELLESMIiS HUCRELER

Temel Bilgi

Hiicrelerin temel iglevleri ayn1 olmakla birlikte bulunduklari dokunun / organin 6zelligine gore farkli
islevleri de vardir. Ornegin, bitkilerde kok, govde, yaprak ve meyve hiicreleri ve hayvanlarda kemik,
kikirdak, kas, deri vb gibi doku ve organlardaki hiicreler islevlerine goére farkli morfolojik ve
fizyolojik yapiya sahiptirler. Laboratuvarda en kolay ve hizli incelenebilecek 6zellesmis hiicreler bitki
hiicreleridir. Bu nedenle ¢alismalarimizda farkli iglevlere sahip bitkisel hiicreler incelenecektir.

Cahisma 1V.1. Patates nisasta depo hiicrelerinin incelenmesi

Amag: Patates nisasta depo hiicrelerinin 11k mikroskobunda incelenmesi

Patates bitkisinin toprak altinda kalan govde kismui 6zelleserek nisasta deposu haline dontismiistiir. Bu
hiicreler oldukea biiyiik ve sekilli parankima hiicreleridir. Parankima hiicreleri ve depoladiklari nisasta
taneciklerini mikroskopta gormek miimkiindiir.

Aracg ve geregler: Mikroskop, lam, lamel, beher, su, pastor pipeti, lugol ¢ozeltisi, kurutma kagidi,
patates, bistiiri

Yontem: Patatesi bistiiri yardimiyla kiigiik pargalara ayiriniz. Bu pargalardan ince kesitler alimz. Bu
kesitleri lamin {izerine damlattiginiz suya birakiniz, iizerine bir damla lugol ¢ozeltisi koyunuz ve
lameli kapatiniz. X10 ve X40 objektiflerde inceleyiniz. X40 objektiflerde elde ettiginiz goriintiiyii

¢iziniz.

M.B:
i.0:

*

Sonuc ve yorum:
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CALISMA V. BAKTERILER

Temel Bilgi

Prokaryotik canlilarin biiyiikk bir kismuni bakteriler olusturur (Sekil 2). Bugiine kadar milyonlarca
bakteri tiirti tespit edilmis ve halen de edilmeye devam etmektedir. Cok farkli yasam kosullarinda
canliliklarini  siirdiirebilir olmalar1 ¢esitliligin fazla olmasimin nedenlerindendir. Bugiline kadar
Ozelliklerine gore farkli siniflandirmalar yapilmustir. Ancak 1sik mikroskobunda sadece sekillerine
gore ayirt etmek miimkiindiir.

Prokaryot hiicre yapisi

sitoplazma

kapsiil
h. duvar

sitoplazma

zari
ribozom

pili

Sekil 2: Prokaryotik (bakteri ) hiicre yapisinin sematik gosterimi

http://www.biltek.tubitak.gov.tr’den alinmstir.
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Cahisma V.1. Et suyu bakterileri
Amag: Et suyu bakterilerinin 1s1k mikroskobunda incelenmesi

Arag ve gerecler: Mikroskop, lam, lamel, pastor pipeti, kurutma kagid, et suyu,

Yontem: Bir hafta oda 1sisinda et suyunu bekletiniz. Lamin iizerine bir iki damla et suyu damlatiniz.
Lameli kapatiniz. X4/X5 objektifte goriintii alanmm1 bulduktan sonra X10 ve X40 objektiflerde
inceleyiniz. X40 objektifte gordiiklerinizi ¢iziniz ve yorumlayiniz.

M.B:
i.0:

*

Sonu¢ ve yorum:
Calisma V.11. Yogurt suyu bakterileri
Amac: Yogurt suyu bakterilerinin 151tk mikroskobunda incelenmesi

Arag ve gerecler: Mikroskop, lam, lamel, pastor pipeti, kurutma kagidi, yogurt suyu,

Yontem: Bir hafta oda 1sisinda yogurt suyunu bekletiniz. Lamin iizerine bir iki damla yogurt suyu
damlatiniz. Lameli kapatiniz. X4/X5 objektifte goriintii alanim1 bulduktan sonra X10 ve X40
objektiflerde inceleyiniz. X40 objektifte gordiiklerinizi ¢iziniz ve yorumlayiniz.

M.B:
i.0:

*

Sonug ve yorum:
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CALISMA VI. DNA iIZOLASYONU

Temel Bilgi

Canlilarin en temel 6zelligi, kendilerini ¢ogaltabilme yetenekleridir. Tiim organizmalar, kendi yap1 ve
islevlerini belirleyecek genetik bilgiyi ebeveynlerinden kalitirlar. DNA (Deoksiribontikleik asit) bazi
virtisler hari¢ tim organizmalarda, genetik bilgiyi tasiyan molekiildiir. DNA, 5 karbonlu seker, bir
fosfat grubu ve organik bir bazin (piirin veya pirimidin) olusturdugu niikleotidlerden meydana gelir.
Seker ve fosfat arasindaki fosfodiester bagi ile niikleotidler birbirine 5'—3' yo6niinde baglanirlar.
Birbirine zit yondeki iki iplik niikleotidlerdeki bazlarin karsilikli gelerek hidrojen bagi olusturmasiyla
birbirine baglanir. Boylece dista seker-fosfat omurgasi, igte hidrojen bag ile birbirine baglanan bazlar
bulunur. Bazlarin baglanmasi 6zgiin olup daima bir piirin bir pirimidinle eslesir (Piirinler, Adenin (A)
ve Guanin (G); Pirimidinler ise, Timin (T) ve sitozin (C) bazlaridir) (Sekil 3).

DNA, hiicre igersinde serbest halde bulunmaz. Belli bir organizasyonu vardir. DNA’ nin ¢ok biiyiik bir
kismu ¢ekirdekte, bir miktari ise mitokondri ve bitkilerde kloroplastta bulunur. DNA molekiilleri
cekirdekte de serbest halde bulunmazlar. Histon olan ve olmayan proteinlerle organize olmustur.

(a) (b) (c)

Copynght © Poarcn Eaucaton, ine, publishing m Bergamn Cummangs

Sekil 3: DNA’nin molekiiler yapisinin sematik gosterimi

Baz1 kimyasal maddeler ve enzimler ile canlt hiicrelere ait hiicre zar1 veya canli hiicre duvarinin yikilip
DNA’nin ortaya ¢ikarilmasina ‘DNA izolasyonu’ denir. Molekiiler ¢alismalarda 6ncelikle DNA’ nin
saf olarak, proteinlerden arindirilmis bir sekilde, elde edilmesi esastir. Farkli izolasyon yontemleri olsa
da genellikle 3 temel basamak bulunmaktadir.
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1- Hiicrenin par¢alanmasi ve DNA’ nin agiga ¢ikmasi
2- DNA’ nin proteinlerden ayrilmasi ve ¢oztiniir duruma gelmesi

3- Protein, RNA ve diger makromolekiillerden ayrilmasi

Ogrenci laboratuvarlarinda uygulanabilecek kisa ve kolay metodlar ile DNA’ nimn eldesi miimkiindiir.
Ozellikle fazla arag ve gerece gerek duyulmadan yapilan bu ydntemde muz, sogan, bezelye gibi
kolayca elde edilebilecek materyallerden biri kullanilabilir. Hayvansal hiicreden DNA elde edilmesi
isteniyorsa materyal olarak tavuk cigeri, dana timus bezi, et ve yumurta (tavuk veya balik)

kullanilabilir.

Calhisma VI.1. Muzdan DNA izolasyonu

Amac: DNA’nin tuzda ¢oktiirme yontemiyle muzdan eldesi ve gozlenmesi

Arac ve geregler: Beher (250 ml), beher (50 ml), mezur (100 ml), falkon tiip (15 ml), ependorf tiip,
blender veya porselen havan, filtre veya gazli bez, pastor pipeti, muz, deterjan, tuz, alkol (%96)

Yontem:
1. Bir adet muzu 125 ml su ile iyice eziniz ve bulamag haline getiriniz.
2. 50 ml beher igine; 2 cay kagig1 deterjan
1 cay kasig1 tuz
20 ml su koyunuz ve yavasca kopiirtmeden karistiriniz.
3. Deterjan karigiminin iizerine 4 ¢ay kasigr muz bulamaci koyup 5-10 dk yavasca, kopiirtmeden
karistiriniz.
4. Bu karisim1 50 ml” lik behere, filtreden ya da gazli bezden gegirerek siiziiniiz.
5. Falkon tiipe soguk 10 ml alkol (%96) koyunuz.
6. Alkoliin tizerine stizdiigiiniiz sividan 5 ml ilave ediniz.
7. 2-3 dk calkalamadan bekleyiniz.
8. Beyaz bulut seklinde DNA’ y1 gézleyiniz.
9. Ependorf tiipe yaklagik 0.5-1 ml alkol koyunuz.

10. Falkon tiipdeki DNA’ dan kiirdan yardimiyla bir miktar alip ependorf tiipdeki alkoliin igine
birakiniz

Sonug ve Yorum:
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CALISMA VII. RNA IZOLASYONU

Temel Bilgi

Protein sentezinde rol alan ayn1 zamanda bazi viriislerin genetik materyali olarak da gérev yapan
RNA, fosfodiester baglar1 ile bir arada tutulan riboniikleotid alt birimlerinden olusan tek zincirli bir
molekiildiir. Her niikleotid alt birimi azotlu baz, halkasal yapida bes karbonlu riboz sekeri ve fosfat
grubu olmak tizere ti¢ kisimdan olusmaktadir. RNA yapisindaki azotlu bazlar adenin (A), guanin (G),
sitozin (C) ve urasil (U)’dir (Sekil 4).
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Sekil 4: RNA’nin molekiiler yapisinin sematik gosterimi

Geligsmis yapili canlilarda total RNA’nin toplam hiicre agirhigiin %1,1 kadarii kapsadigi
bilinmektedir. Ornegin tipik bir memeli hiicresi 10-15 pg total RNA igerir. Okaryotik ve prokaryotik
hiicrelerde protein sentezi olaylarinda farkli gorevlere sahip ti¢ temel tipte RNA bulunmaktadir.

1. Ribozomal RNA (rRNA): Ribozomlarm biitiinleyici pargasidir. rRNA, total hiicresel RNA’nin
yaklasik %80’ini olusturur. Bazilari (Orn 23S rRNA), Katalitik aktiviteye sahip olan
ribozimlerdir.

2. Transfer RNA (tRNA): Yaklagik 73-95 niikleotid uzunlugunda olan tRNA, protein sentezi
boyunca, peptid zincirine katilacak amino asitleri ribozomlara tasiyan molekiildiir. Total

hiicresel RNA’nim %15’ini olusturur.
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3. Mesaject RNA (mRNA): Proteindeki amino asit dizisini kodlar. DNA’dan proteinin
sentezlendigi komplekse, bilgi tasidigi icin “’'mesajct’” (haberci) denir. Genellikle mRNA,
total hiicresel RNA’nin yalnizca %3’tinii olusturur. Bu molekiiller, en az kararli hiicresel
riboniikleik asitlerdir.

Bu temel tipteki RNA molekiilleri haricinde degisik organizmalarda farkli gorevlere sahip farkli RNA
tipleri de bulunmaktadir. Ornegin ¢ogu okaryotta bulunan mikroRNA (miRNA), hiicrelerde gen
diizenlenmesinde rol oynarken yine okaryotlarda bulunan kigiik niiklear RNA (ShnRNA) mRNA

islenmesine katilir.

Klonlama ve gen ifadesi analizi basta olmak {izere ¢ogu molekiiler biyoloji ¢alismalarinin temel
materyali olan ve sadece ifade edilen DNA dizisini iceren cDNA (komplementer DNA) eldesinin ilk
asamasi herhangi bir hiicre tipinden veya dokudan gergeklestirilen pargalanmamis ve temiz bir total
RNA izolasyonudur.

RNA izolasyonu farkli doku ve hiicrelerden (kan, hiicre kiiltiirii, doku ve bakteri gibi) temel birkag
adimda elde edilebilir. Ancak elde edilecek dokunun 6zelligine gore (lif ve proteince zengin dokular
gibi) ek islemler gerekebilir. Ayrica RNA, RNazla ¢ok kolay bir sekilde pargalanabildiginden
caligmada, RNaz igermeyen (RNaz-free) soliisyonlar kullanilmalidir. RNA ile galisilirken c¢aligma
ortaminin temiz olmasima ozellikle dikkat edilmeli; bu nedenle calisma steril kabinde yapilmali, buz
tizerinde veya +4°C’de, steril ve filtreli pipet uglar ile ¢alisilmali, derideki RNaz’lar RNA’larin
parcalanmasina neden olacagi igin mutlaka eldiven kullanilmalidir.

RNA izolasyonu temel olarak 5 basamaktan olusmaktadir;
1. Homojenizasyon (Hiicre ¢eperi Ve membranin pargalanmasi)

2. Faz aymmm (RNA’nin diger makromolekiillerden ayrilmast)

FAZ AYIRIMI

Total RNA

Sulu Faz
Ara Faz
Organik Faz

Sekil 5: RNA izolasyonunda olusan fazlarin gériiniimii
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3. Presipitasyon (Izopropil alkol ile RNA’nin ¢oktiiriilmesi)

iZOPROPANOL
PRESIPITASYONU

NA Pelleti
Sekil 6: izopropil alkol ile olusan RNA ¢okeltesinin goriiniimii

4. RNA’nin yikanmasi (%75’lik etil alkol ile RNA pelletinin birkag¢ kez yikanmast)

5. RNA’nin ¢oziinmesi (RNA pelletinin kuruduktan sonra 50-100 pl DEPC’ li su ilave edilerek

¢oOziindiiriilmesi ve ¢dzlinen RNA’nin -80°C’de saklanmasi)

Calhisma VII.1. Kandan RNA izolasyonu

Amac: Kandan RNA eldesi ve gozlenmesi

Ara¢ ve Gerecler: Falkon tiipii (15 ml), santrifiij, santrifiij tiipd, lizis buffer (4 M Guanidyum
tiyosiyanat, 25 Mm Sodyum sitrat, %0,5 Sarkosil ve 0,1 M B-Merkaptoetanol), sodyum asetat, PBS
(Fosfat Tampon Soliisyonu), asidik fenol, kloroform: izoamil alkol soliisyonu, izopropil alkol, %75’1ik
etanol, RNaz-free su

Yontem:

Hiicrelerin Lizizi:

1- 5 ml kan 6rnegi alinir ve (0.5 ml 0.5 M EDTA, ph:8.0) EDTA igeren tiipe transfer edilir.
2- Esit hacimde fikolle kan tabakasi yavasca olusturulur ve 1000xg’de 20 dakika satrifiijlenir.
3- Lokosit tabakasi dikkatlice alinir ve 1ml PBS ile yikanur.

4- 6500 rpm’de 2 dakika mikrosantifiij uygulanir ve siipernatan atilir.

5- Hicrelerin tizerine 1000 pl lizis buffer ve 100 ul sodyum asetat eklenir.

Faz Ayirimi:

6- Tiip calkalandiktan sonra 100 pl asidik fenol eklenir.
7- lyice karistirilir ve 200 pl kloroform:izoamil alkol (49:1) karisimindan eklenir.
8- 15 dakika buz iizerinde bekletilir ve 10000xg’de 20 dakika satrifiijlenir.
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RNA Presipitasyonu:

9- Siipernatan alimir ve 1000 ul izopropil alkol eklenir. Sonra 30 dakika boyunca -20

Cede inkiibe edilir.
10-10000xg’de 20 dakika tekrar santifiijlenir. Santifiij sonrast RNA peleti tiipiin

yiizeyinde beyaz bulutsu bi¢imde goriinebilir.
Yikama:

11- Supernatant dikkatlice uzaklastirilir.

12- RNA molekiilleri %75°1ik alkolde tekrar suspense edilir.
13- Pipetor kullanilarak, tiipiin alt kisminda kalan sivi kisim dikkatlice uzaklastirilir.

Yeniden Coziindiirme:

23. Kalan etanoliin uzaklastirilmasi i¢in 5-10 dk pellet kurumaya birakilir.
24. Her bir 6rnege 20 ul RNaz-free HO ilave edilerek RNA pelleti ¢oziindiiriliir.

25. Izolasyon sonrast RNA miktarmin tayini 2 saat icerisinde yapilmalidir. Bu siire zarfinda
+4°C’de saklanabilir.
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CALISMA VIII. NUKLEIK ASIT ANALiZ YONTEMLERI
Calhisma VII1.1. Spektrofotometrik Yontem ile Niikleik Asit Kantitasyonu

Temel Bilgi

DNA nmn kantitasyonu DNA miktarinin tayin edilmesidir. DNA izolasyonu tamamlandiktan sonra
izole edilen DNA’larm nanogram ya da mikrogram diizeyindeki miktarlarinin tayininde absorbsiyon
temeline dayanan spektrofotometrik yontemler kullanilir. Spektrofotometrik 6lgtimde, bir ¢ozeltideki
¢oziintii konsantrasyonunu belirlemek igin 1s1gin ¢ozeltide iletilme orani kullanilir. Cihaz, belirli bir
dalga boyunda bir 151k hiizmesinin bir 6rnekten gectigi ve iletilen 1sik enerjisi miktarinmn 6rnegin diger
tarafinda bir fotosel ile 6lgtldiigi basit bir ilkeyle galigir. Nukleotidlerin heterosiklik halkalar1 260 nm
dalga boyunda maksimum absorbsiyon 6zelligi gosterir. Bu nedenle 260 nm’ de 6lgiilen absorbsiyon
degerleri (A60) oldukga saf olarak elde edilen niikleik asitlerin miktarlarinin belirlenmesinde
kullanilir (Sekil 7 ve 8). Cift zincirli DNA molekiilleri igin 1 optik dansitenin (OD) 50pg/ml’ye (RNA
icin 40 pg/ml) karsilik geldigi bilinmektedir. Buna gore ¢ift zincirli DNA i¢in miktar belirlenmesinde

asagidaki formiil kullanilir:

DNA (ng/ml)= A260 x 50 pg/ml X sulandirim orant

Kontaminatlarin varligi, oran hesaplamasi ile ayirt edilir. Proteinler 15181 280 nm’de absorbladig igin
A260/A2g80 oran1 niikleik asitin safligin1 hesaplamak i¢in kullanilir. Saf DNA yaklasik 1.8, saf RNA ise

yaklagik 2.0 degerini vermelidir. 230 nm’de goriilen absorbsiyon, karbohidratlar, peptidler, fenoller
veya aromatik bilesenler gibi maddelerle kontaminasyonunu gosterir.

DNA saflig1

260/280=1.8 ise saf DNA

260/280>1.8 ise RNA kontaminasyonu

260/280< 1.8 ise protein kontaminasyonu
RNA saflig1

260/280 orani; 1.8 ile 2.1 arasinda ise ise saf RNA
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Sekil 8: RNA’nin spektrofotometre analiz ¢iktist
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Cahsma VII11.11. Agaroz Jel Elektroforez Yontemi ile Niikleik Asit Analizi

Temel Bilgi

DNA molekiillerinin analizinde ¢ok ¢esitli yontemler kullanilmakla birlikte laboratuvarlarda siklikla
kullanilan, basit ve hizli oldugu igin tercih edilen yontem agaroz jel elektroforezidir (Resim 3).
Elektroforetik analizinin temeli, DNA’ nin elektriksel bir alanda agaroz jel {izerindeki gogiine dayanur.
Agaroz, bir kirmiz1 alg tiirii olan Agar agar’ dan izole edilen dogrusal bir polisakkarittir. Agarozun,
sicak suda ¢oziintirek sogutuldugu zaman polimerleserek jel yapist olusturma 6zelligi vardir. Bu
Ozelliginden yararlanilarak bir tampon iginde, farkli konsantrasyonlarda agaroz ilave edilerek ve

wsitilarak jel hazirlanir. Sogumaya birakilan jel polimerlesir ve bdylece agarozun konsantrasyonuna
gore farkli biyiiklikte porlar olusur. Ayrica DNA’ nin jelde goriiniir hale gelebilmesi igin jel
sogumaya birakildiginda, jele etidyum bromiir eklenmesi gerekir. Etidyum bromiir, DNA baglar
arasma girerek 300 veya 360 nm’ de 15181 absorblamasi sonucu floresan etki géstererek DNA’ y1 jelde
goriiniir hale getirme 6zelligine sahiptir. Bu etki DNA konsantrasyonuna bagli olarak kuvvetli veya
zayif olabilir. Etidyum bromiir kanserojen bir madde oldugundan asla solunmamalidir.

Resim 3. Agaroz jel elektroforez sistemi
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Cahisma VII1.11. Agaroz Jel Elektroforez Yontemi

Amag: Agaroz Jel Elektroforez Teknigi [le DNA’mn Yiiriitiilmesi ve Goriintiilenmesi

Arac ve gerecler: Yatay elektroforez, jel tepsisi ve tarak, giic kaynagi, otomatik pipet, pipet ucu,
mikro dalga firin, goriintiileme cihazi, koruyucu gozliik, erlenmayer, agaroz, ethidium bromiir, tampon
(IXTAE; Tris-Asetik asit-EDTA), yiiriitme boyasi, molekiil agirligi belirleyici (marker), DNA &rnegi.

Yontem: % 1’lik agaroz jel hazirlaymiz. Erlenmayerin igine 1 gr agarozu ve 100 ml 1XTAE
tamponunu koyunuz. Mikrodalga firinda agaroz iyice ¢6ziinene kadar 3-4 dk kaynatiniz. Bu arada jel
tepsisini hazirlayimiz. Temiz ve kuru tepsinin acik kenarlarini kapatict plastik ile kapatip taragi
yerlestiriniz. Jel kaynadiktan sonra c¢eker ocakda 5-10 pl ethidium bromiir ekleyiniz ve dikkatlice
karistiriniz. Ethidium bromiir kanserojen oldugu igin bu islemi mutlaka ¢eker ocakta yapiniz, koruyucu
gozliik ve maske takiniz ve asla solumayiiz. Biraz soguduktan (50—6000) sonra jeli hazirladiginiz jel

tepsisine yavasga ve hava kabarcigi olusturmadan dokiintiz. 30-45 dk jelin polimerlesmesini
bekleyiniz.

Jel polimerlestikten sonra jel tepsisinin kenarlarindaki plastikleri ve taragi c¢ikariniz ve tepsiyi
elektroforez tankina yerlestiriniz. Tarak ¢iktiginda jelde olusan kuyucuklar gozleyiniz. Tanka, jelin

ustiinii  kapatacak kadar tampon doldurunuz. Kuyucuklara ornek DNA ve yiirlitme boyasi
karisimindan (5-15 ul) koyunuz. flk ve son kuyucuga bilinen biiyiikliikteki molekiiler belirleyiciyi
koyunuz. Yiklemeyi bitirdikten sonra tankin kapagini kapatiniz. Gii¢ kaynagindan, volt, amper ve
watt degerlerini ayarlayarak siireyi programlayiniz ve yiiriitmeye baslayiniz.

Yiiriitme tamamlandiktan sonra elektroforezi kapatiniz. Jel tepsisini aliniz. Ultraviyole goriintiileme
cihazinda jeli inceleyiniz. Gordiiklerinizi degerlendiriniz.

Sonug ve yorum:
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CALISMA IX. POLIMERAZ ZiNCiR REAKSIYONU VE RT-PCR
Cahsma IX.1. PZR
Temel Bilgi

Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction - PCR), in vitro kosullarda DNA igerisinde
yer alan, dizisi bilinen 6zgiin bir bolgenin enzimatik olarak ¢ogaltilmasi esasina dayanmaktadir. PCR
teknigi, temelde {i¢ asamadan olugmaktadir (Sekil 9).

1. DNA Zincirinin Acilmasi (Denaturasyon):

Kalip DNA (template DNA), 94 °C - 98 °C’de 2-5 dakika tutularak ¢ift sarmal yapidaki
DNA iplikgikleri birbirlerinden ayrilmaktadir.

2. Primerlerin Ac¢illan DNA Zincirlerine Yapismasi (Baglanma-Annealing):

Reaksiyon sicakliginin, 45 °C - 65 °C’ye diisiiriilerek, oligoniikleotid primerlerinin agilan DNA
zincirlerinin kendi baz dizilerine karsilik gelen bolgeye yapismasi islemidir. Bu islem, tiretilecek baz
uzunluguna bagl olarak 30-60 saniyede gerceklesmektedir.

3. Primer Uzamasi (Primer Extension):

DNA zincirleri tizerine yapisan primerlerin DNA polimeraz enzimi (Tag DNA polymerase)
vasitasiyla uzatilmasidir. Tag DNA polymerase 72°C sicaklikta daha iyi ¢alistigi igin genel olarak tiim
¢ogaltma islemleri bu sicaklikta yapilmaktadir.

PCR sonucunda elde edilen iiriin, ¢ogaltilmasi hedeflenen DNA pargasi ile iki primerin toplam
uzunlugu kadardir. Ug basamaktan (denaturasyon, baglanma, primer uzama) olusan islem, bir PCR
dongiistini temsil eder. Bu islem, genel olarak 25 ile 40 defa tekrar edilerek baslangigtaki hedef DNA
dizisinden milyonlarca yeni DNA parcacigi ¢ogaltilir.

PCR yonteminin gelismesinde en biiyiik katkiyr Taq Polimeraz enziminin bulunmasi yapmustir
¢iinkii bu enzim yiiksek sicakliklarda dahi dayanabilen bir enzimdir. Bu enzim ilk olarak Yellowstone
milli parkinda bir kaplicada yasayan termofilik bir bakteriden izole edilmistir. Dr. Kary B. Mullis
1980°1i yillarda yaptig1 PCR calismalart ile 1993 yilinda Kimya alaninda Nobel &diilii almustir.

PCR yaygin olarak tibbi ve biyolojik arastirma laboratuvarlarinda kalitsal hastaliklarin teshisi,
genetik parmak izlerinin tanimlanmasi, bulasici hastaliklarin teshisi, genlerin klonlanmasi, babalik
testi ve DNA dizilenmesi gibi degisik konularda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
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PCR: Polimeraz Zincir Reaksivonu
3 aduomn 30-40 diéngiisii:

Sodimm 1: denaturasyon

1 dak. 94

Adim 2 baglanma
4S5 sn 4S5 C-65°C

ileri ve geri primerler

Ty IO 3 Adim 3: uzama
| 3 L LL L L LU 5
! L >~ 2 dak. 72 °C

s
. sadece dINTF'ler

th

Sekil 9: PZR reaksiyonunun asamalart

Bir PZR reaksiyonun temel bilesenleri su sekildedir (Resim 4):

1.

2.

Kalip DNA: ¢ogaltilmas1 hedeflenen DNA dizisini igeren genetik materyaldir.

Primerler (Oligonukleotidler): 10-25 b¢ uzunlugundaki, DNA’nin PCR teknigi ile
cogaltilabilmesi igin baslatic1 olarak is goren sentetik oligonukleotidlere primer denir.

DNA Polimeraz enzimi: PCR reaksiyonunun katalizorii olarak is goren 1siya dayanikli ticari
enzimlerdir. En ¢ok kullanilan Taq polimeraz enzimidir.

Magnezyum Kloriir (MgCI2): Tag DNA polimeraz enziminin iyi bir sekilde calisabilmesi
icin; kalip DNA, primerler ve niikleotid bazlar1 tlizerinde serbest Mg iyonlarinin bulunmasi

gerekir. Bu yilizden 0.5-2.5 mM arasinda Mg iyonlarimin dNTP konsantrasyonu igerisinde
bulunmasi gerekmektedir

Deoksinukleotid-Trifosfat (ANTPs) karisimi: Nukleik asit ya da yeni DNA sarmallarinin
sentezlenebilmesi i¢in dATP, dTTP, dGTP, dCTP olarak bilinen 4 tip dNTP’nin reaksiyon
karigiminda esit olarak bulunmasina ihtiya¢ vardir. Bunlar reaksiyondaki fosfat grubunun da

esas kaynagini olustururlar.

Tampon solusyonlar ve su (dH20) :
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#aClz  Tampon TR

Kalip DA

Resim 4. PZR reaksiyonunun temel bilesenleri Resim 5. PZR cihaz1

Resim 5: PZR cihazinda programlanmis bir PZR dongiisiiniin adimlari



Cahsma IX.11. RT-PCR
Temel Bilgi

Izolasyon sonras1 elde edilen RNA, gabuk parcalanabilecegi icin, komplementer DNA’ya (CDNA)
cevrilir. cDNA daha kararhidir, sadece ifade edilen DNA dizisini igerir.

cDNA sentezinde, revers transkriptaz enzimi kullanilir. Sentezlenen cDNA,; ekspresyon analizleri,
klonlama galismalari1 ve cDNA kiitiiphanelerinin olusturulmasi gibi alanlarda kullanilir.

cDNA sentezi i¢in gerekli temel bilesenler su sekildedir:

1. Kahp RNA:_Revers transkriptaz enzimi, RNA bagimli bir DNA polimeraz oldugundan diziyi bir
RNA kalibi olmadan sentezlemeye baslayamaz; bu nedenle cDNA sentezi i¢cin gerekli mRNA’y1
igeren kalip RNA kullanilir.

2. Primer:_Revers transkriptaz enzimi, tipki DNA polimerazlar gibi sentezi baslatabilmek igin bir
primere ihtiya¢ duyar. Deoksiniikleotittrifosfatlarin (dNTP) varhiginda, reverstranskriptazin zincir
uzatmak igin kullanacag serbest bir 3’0OH ucunun temini primer ile saglanir. ¢cDNA sentez
reaksiyonlarinda random hekzamerprimerler veya oligo (dT) primerler kullanilabilir.

Oligo (dT) primerler 3 5 . ) . ’ -
— TITTTTIT Oligo  (dT) primerler: _mRNA’nin  poli  (A)
5 MANA ARAAARAAAAAAAAA kuyruguna  komplementer ~18 baz igeren

g
oligoniikleotidlerdir.

Random hekzamer primerler N Herhangibiebaz Random hekzamer primerler: 500 be’den  kiigiik
g & g 5 mRNA  fragmentlerinden cDNA  sentezlemede
NNNNNN NNNNNN kullanilan 6 baz iceren sentetik oligoniikleotidlerdir.

mANAT T ARRRRR

5
3. Revers transkriptaz: cDNA sentez

reaksiyonunu gergeklestiren 1siya dayanikli ticari enzimlerdir.

4. dNTP_kanisimi:_cDNA zincirinin sentezlenebilmesi icin gerekli dATP, dTTP, dCTP ve dGTP
olarak bilinen dort tip ANTP’yi i¢eren karigimdir.

5. RNaz icermeyen su ve reaksiyon tampon
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cDNA sentez reaksiyon asamalari:

1. Denatiirasyon Ve baglanma: Su, RNA ve primer iceren tiip, RNA’nin sekonder yapisini
denatiire etmek icin 65-70°C’de 5 dk inkiibe edilir. inkiibasyon sorasi buz iizerinde alinarak
primerin RNA’ya baglanmasi saglanir.

2. Primer uzamasi ve cDNA' ya ¢evirim: Tiipe, reaksiyonun diger bilesenleri olan dNTP, revers
transkriptaz enzimi ve tampon ilave edilir. Karisim 42°C’de 1 saat inkiibasyona birakilarak
revers transkriptaz enzim aktivitesiyle primelerin uzamasi igin dNTP’lerin eklenmesi
gerceklesir ve boylece CDNA zinciri sentezlenmis olur.

3. Reaksiyonun sonlanmasi: 1 saat sonrasinda karigim, revers transkriptaz enziminin
inaktivasyonu i¢in 70°C’de 5 dk bekletilerek reaksiyon sonlandirilir.

5’ mRNA 3
l Primer Baglanmasi

mRNA

dTT 1115
l Revers Transkriptaz
mRNA

LU L] dTTTTs
cDNA

LU L] dTTTTes
cDNA

Sekil 10: cDNA sentez asamalari

S.U. TIP FAKULTESI TIBBI BIYOLOJi ANABILIM DALI

37



CALISMA X. KAN HUCRELERI VE Barr CiSIMCIiGi

Temel Bilgi

Kan dokusu, plazma i¢inde yer alan serbest hiicrelerden olusan bir bag doku tipidir. Ergin bir insanda
ortalama 5-6 litre kan bulunur. Kan hiicreleri, kan dokusunun %45’ini, plazma ise %55’ini olusturur.
Plazmanin %90-93’t sudur, geri kalani ise gaz, protein, aminoasit, yag, seker, hormon ve mineral
tuzlar gibi diger maddelerden olusur. Kan hiicreleri kanda oksijen tasinmasindan antikor olusumuna
kadar pek ¢ok farkli islevi yiiriitiir. Bu hiicrelerin 6mrii sinirhidir ve organizmanin tiim yasam boyunca
stirekli dretilirler. En 6nemli ortak 6zellikleri, tiimiiniin koken aldiklari hiicrenin ayni olmasi ve bu
hiicreden farklilagarak olusmalaridir. Bu hiicreye hematopoietik kok hiicre ve kan hiicrelerinin

yapimina da hematopoezis denir.

Hematopoezis insan embriyosunun gelisiminin erken evrelerinde baglar, 6nce gobek kordonunda,
sonra karacigerde ve sonunda kemik iligi, dalak ve lenf diigiimlerinde gergeklesir. Kan hiicreleri
alyuvar (eritrosit), akyuvar (16kosit) ve kan pulcuklar1 (trombosit) olmak tizere ti¢ gruptur (Sekil 11).

]

Trombosit

Lenfosit Monosit Bazofi NGtrofil Azidofil

Eritrosit

Sekil 11: Kan Hiicreleri

Eritrositler: Kan hiicrelerinin yaklasik %99 u alyuvardir. 1 mm® kanda ortalama 5 milyon alyuvar
bulunur (Erkeklerde kandaki alyuvar orami kadinlardan biraz daha yiiksektir). Insan eritrositlerinin cap:
yaklagik 7.5 mikrometredir. yetiskinlerde eritrositler 6zellikle kirmizi kemik iliginde tretilirler. Kemik
iliginde tretildigi sirada g¢ekirdegi bulunmasina ragmen, olgun eritrositlerde ¢ekirdek ve organel
bulunmaz. Bu nedenle omiirleri de kisadir (Ortalama 120 giin). Mitokondrileri  olmadigindan
enerji ihtiyaglarini1 oksijensiz solunumla karsilarlar.

Lokositler: Yabanci maddelere karsi koyan viicudun savunma sistemlerinin gekirdekli hiicreleridirler.

Normal bir yetiskinin kanmnin 1 mm? tinde 4-11 bin arasmda akyuvar bulunur . Bu say1 yeni doganda
ve cocuklarda oldukga yiiksektir. Ayrica enfeksiyon sirasinda akyuvar sayist 25 bine kadar
yiikselebilmektedir. Bazilari alyuvarlar gibi kemik iliginde bazilar1 da lenf diigiimleri, dalak ve
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bademcik gibi organlarda iiretilir. Lokositler eritrositlerden daha biiyiik, az sayida ve ¢ekirdekli
hiicrelerdir. Omiirleri 2-4 giindiir. Agranulositler ve graniilositler olmak iizere iki biiyiik grupta
incelenirler.

Agranulositler: Cekirdekleri tek parcali ve sitoplazmasinda graniil bulunmayan 16kositlere agranulosit
denir. Monosit ve lenfositler olmak tizere iki grupturlar. En biiyiik 16kositler olup ¢aplar1 20 mikrona
kadar ulasabilir. Monositler fagositoz yapan hareketli biiyiik hiicreler olduklarindan bu hiicrelere
Makrofaj da denir. Organizmaya giren yabanci madde ve bakterilere karsi fagositoz yoluyla bagisiklik
cevabi olusturulmasinda rol oynarlar. Lenfositler en kiiglik 16kositlerdir. 6-8 mikron g¢apindadirlar.
Antikor {rettiklerinden bagisiklik saglamada 6nemlidirler. T lenfositler ve B lenfositler olmak tizere

farklilasirlar.

Graniilositler: Sitoplazmalarinda pH’s1 degisik boyalar ile boyanabilen graniilleri vardir. Bu
graniillerin boya kabul etme durumuna goére nétrofil, eosinofil (asidofil) ve bazofil ismini alirlar.
Notrofillerin sitoplazmalar1 asit veya bazik boyalarla boyanmaz. Cekirdekleri bogumlu, fagositoz ile
savunma yapan, iltihabi olaylarda sayilari artan 16kositlerdir.

Eozinofilller asit boyalarla pembeye boyanirlar, ¢ekirdekleri genelde iki pargalidir ve sayilari parazitik
ve alerjik hastaliklarda artar. Notrofiller gibi fagositoz yapabilirler ancak fagositoz yapma o6zellikleri
zayiftir daha ziyade antijenleri zararsiz hale getirirler.

Bazofiller bazik boyalarla maviye boyanirlar. Heparin ve histamin igeren bazofillerin ¢ekirdekleri S
harfi seklindedir. Kanin pihtilasmasin1 6nlemede Ve lipid seviyesinin diigmesinde rol oynarlar.

Kan pulcuklar1 (Plateletler, Trombositler): Kirmizi kemik iligindeki megakaryositlerin
pargalanmasindan olusan trombositler oval, yuvarlak ve yildiz seklinde olabilen renksiz ve ¢ekirdeksiz
hiicre pargalaridirlar. Memeli olmayan omurgalilarda ¢ekirdegi olan hiicreler olmalarina ragmen

memelilerde hiicreden ¢ok hiicre pargasi olduklarindan platelet terimi daha uygundur .1 mm® kanda
ortalama 350 bin kadar bulunutr Niikleuslar: olmamasima ragmen metabolizmalar1 vardic Omiirleri
yaklagik 5-12 giin kadardir. Salgiladiklar1 trombokinaz enzimi ile kanin pihtilasmasinda rol
oynarlar.

Barr Cisimcigi (inaktif X kromatini): Memeli disilerinin her bir somatik hiicresi iki X
kromozomuna sahiptir. Bunlardan biri anne (maternal), biri baba (paternal) orijinlidir.

Disinin her somatik hiicresinde bulunan iki X kromozomundan birinin rastgele inaktivasyonu
dozu telafi etme olarak bilinir. Germinal hiicrelerde (oositler) iki X kromozomu da aktif iken
embriyolojik gelismenin baslarinda babadan yada anneden gelen kromozomlardan biri
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rastgele inaktive olur. Hiicrenin bundan sonraki kusaklarinda segim rastgele degildir. insanda,
inaktive olmus X kromozomu, ¢ekirdek zarfina komsu yerlesim gosteren bir heterokromatin
kiitlesi olarak veya nétrofillerin %1-10’ununda kiigiik bir davul tokmag bigiminde gozlenen

(Resim 6) Barr cisimciginin varligiyla anlasilir. Eger bir hiicrede ikiden fazla X kromozomu
varsa bu ekstra X kromozomlar1 inaktif hale gelir ve birden fazla Barr cisimcigi izlenir. Barr
cisimcigi, kalitsal olarak tamamen inaktifdir. Maskelenmis sekilde beklemede olan bu

islevsiz

X-kromatini, ancak diger X kromozomunun yapis1 hasar gordiigiinde aktif hale gegerek, onun
yerini alir.

Barr cisimcigi

Q./

Resim 6: Notrofil hiicresinde Barr cisimeigi

www.kanbilim.com’dan alinmistir
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Cahsma X.1. Kan yayma Preparatinin Hazirlanmasi ve Kan Hiicrelerinin incelenmesi

Amac: Kan hiicrelerinin 151k mikroskobunda incelenmesi
Arag ve Geregler: 2 adet temiz lam, Wright boyasi, distile su, steril lanset, antiseptik soliisyon, pamuk

Yontem: Iki lami sabunlu su ile iyice yikayip, duruladiktan sonra kurutunuz. Daha sonra alkolle
silerek kurumasini bekleyiniz. Parmaklarimizdan birinin avug i¢ine bakan kismini antiseptikli pamuk
ile temizleyiniz. Steril kan lansetini parmaginiza batiriniz ve temizlediginiz lamin kenarma biraz kan

damlatiniz. Diger temiz lami 45° ik actyla hemen kan damlasinin oniine yerlestiriniz. Sonra lamu,
acisini degistirmeden alttaki lamin 6biir ucuna dogru hizla ¢ekiniz. Boylece geride ince bir kan
tabakas1 yayilarak preparat (kan froti) hazirlanmis olur. Yayilmis kani (Smear) birkag dakika
bekleterek kurutunuz. Uzerine 15 damla Wright boyasi uygulaymniz ve 2 dakika bekleyiniz. Daha
sonra distile su ile yikayarak 2 dakika daha bekleyiniz. Bu siirenin sonunda lami yan tutarak ¢esme
suyunda yikaymiz. Once kiigiik, sonra biiyiik objektiflerde preparatinizi inceleyiniz. En gok goriilen
hiicreler ¢ekirdeksiz, oval portakal renkli eritrositlerdir. Lokositler Wright boyasinin mavisini ya da
kirmizisin1 aldigindan hemen goze carpar. Kan plateletleri (trombositler) daha koyu mavi ve kiigiik
(yaklagik 3pm) goriiliir.

Sonug ve Yorum:
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Calisma X.11. Barr cisimciginin (inaktif X kromozomu) gézlenmesi

Amac: Notrofillerin taranmasi yoluyla Barr cisimciginin 151k mikroskobunda gézlenmesi
Arag ve Geregler: 2 adet temiz lam, Wright boyasi, distile su, steril lanset, antiseptik soliisyon, pamuk

Yontem: Calisma X.I’de anlatildigi sekilde hazirladiginiz kan yayma preparatinda 6zellikle notrofil
hiicrelerini tarayarak nétrofillerin ¢ok parcali nukleuslarinin ilisiginde davul tokmag: seklinde goriilen
Barr cisimcigini inceleyiniz.

Sonug ve Yorum:
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CALISMA X|. MiTOZ

Temel Bilgi

Mitoz, bir hiicrenin kendisi ile 6zdes iki yavru hiicreye bolinmesidir. Mitotik boliinme, tim
embriyonik hiicrelerde vardir ve daha sonra da dokularin olusmasi, devami ve onarimi i¢in hizi
azalarak devam eder. Cekirdegin essiz bir 6zelligi, bolinen hiicrelerin ¢ogunda, her boliinmede
bilesenlerine ayrigmasi ve yeniden yapilanmasidir. Mitozun baslangicinda kromozomlar yogunlasir,
cekirdekeik kaybolur, cekirdek zari yikilir ve ¢ekirdek icindeki materyalin biyiik bir kismi
sitoplazmaya dagilir. Mitozun sonundaysa bu islemlerin tersi ger¢eklesir. Kromozomlar yogunlugunu
yitirir, ¢ekirdek zar1 ayrilan yavru kromozom setlerini birbirinden ayiracak sekilde yeniden olusur.
Mitozun temel siireci tiim okaryotlarda korunmus olup dort evreye ayrilmstir; profaz, metafaz, anafaz
ve telofaz (Sekil 12).

Not:DNA mi basl dan dnce eslenir.(Interfaz).Fakat profaz baglangicinda kromatidler
belirgin gérillmez.Ancak profazin ileri evresinde kromatidler belirgin goriiltir.

Sekil 12: Mitoz boliinmenin evreleri
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Profaz: Kromozomlarin yogunlasmasiyla baslayan bu evrede c¢ekirdek¢ik kaybolur, sentrozomlar
kutuplara cekilir ve ig iplikleri tesekkiil eder. Sentromerlerinden birbirine bagl iki kromatidden
olusan, kisalip kalinlasmis kromozomlar, kinetokor adi verilen 6zellesmis yapilar vasitasiyla bu ig
ipliklerine tutunurlar. Profazin ilerleyen evresinde ¢ekirdek zar1 yikilir.

Metafaz: Iyice kisalip kalinlasmis kromozomlar, kinetokorlarindan ig ipliklerine tutunmus vaziyette
hiicrenin ekvatoryal diizlemine dizilirler. Hiicrelerin ¢ogu metafazda sadece kisa bir siire kalirlar.

Anafaz: Kromozomlar sentromerlerinden boylamasina ayrilirlar. Kromatidlerin her biri tutundugu ig
iplikleri sayesinde zit kutuplara gekilmeye baslar.

Telofaz: Kutuplara g¢ekilen kromozomlarin yogunlugu kaybolmaya baslar. Cekirdek yeniden olusur.
Geg anafazda baslayan sitokinez telofazin sonunda tamamlanir. Béylece ana hiicrenin genetik yapisini
tastyan iKi yavru hiicre olusumu tamamlanmus olur.

Laboratuvar ortaminda kromozomlar1 gozlemlemek igin genellikle mitotik uyaran ile hiicreleri
boliinmeye sevk etmek ve bazi ozel kimyasallarla metafaz asamasinda durdurmak gereklidir. Bu
calismalar en azindan bir hiicre dongiisii kadar siire gerektirmektedir. Kisa siirede mitozun farkli
evrelerini ve kromozomlar1 gorebilmek ise boliinme hizi yiiksek olan bitki kok uglarinda miimkiin
olmaktadir (Resim 7).

Calisma XI.1. Mitozun gozlenmesi

Amag: Sogan bitkisinin ¢imlendirilmis k6k uglarinda mitozun gézlenmesi

Arag ve gerecler: Mikroskop, lam, lamel, beher, petri kabi, asetik asit, karmen boyasi, filtre, pastor
pipeti, kurutma kagidi, sogan, pens, bistiiri, biinzen beki

Yontem: Aseto-karmen boyasi hazirlayimiz. Bunun igin 100 ml %50 asetik asit ve 2 gr karmen
boyasim beherin igerisinde yavas yavas 1sitarak 30 dk kaynatiniz. lyice galkalayimz ve soguduktan
sonra filtreden gegiriniz. 4-5 giin siire ile suda ¢imlendirdiginiz sogan koéklerinin ucundan 5-6 mm’ lik
pargalar keserek petri kabinda toplaymiz. Ustlerini ortecek sekilde aseto-karmen boyasi koyunuz. Petri
kabin1 bir masa yardimiyla tutarak alevde yaklasik 5 dk isitiniz. Isitilmis kdk uglarini soguduktan
sonra temiz bir pens yardimiyla lamin {izerine alimz. Uzerine 1-2 damla aseto-karmen boyasi
damlatilip lameli kapatiniz. Lameli sikica bastirarak kok uglarimin lam ve lamel arasinda ezilmesini
saglayiniz. Goriintii alanin1 X4/X5 objektifte bularak, sirasiyla X10, X40 ve X100 objektiflerde
inceleyiniz. Mitozun evrelerini gozleyip X100 objektifte ¢iziminizi yapiniz.
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Resim 7: Sogan kok ucu hiicrelerinin mitozun farkli sathalarindaki mikroskobik goriinimii
(MB: 10X100). A: Interfaz, B: Profaz, C: Metafaz, D: Anafaz, E: Telofaz basi, F: Telofaz sonu

M.B:
i.0:
Sonug¢ ve yorum:
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