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LAB.1- MIKROSKOP CESITLERININ TANITIMI ve ISIK
MiKROSKOBUNUN KULLANILMASI

MIKROSKOP: Gozle goriilemeyecek kadar kiiciik olan cisimleri objektif ve okiiler adi
verilen mercekler sistemiyle biiyiiterek, materyalin goriintlisiinii diizglin bir bi¢imde goze
yansitan optik bir alettir. Goziimiiz 0.1 mm’den kiiciik olan cisimleri ayirt edemez.

Aydinlatma kaynagi esas alinarak yapilan siniflandirmaya gore iki tip mikroskop vardir:

1. Isik Mikroskoplari

a) Basit 151k mikroskobu

b) Faz kontrast mikroskobu

c) Ultraviyole mikroskobu

d) Fluoresan mikroskobu

e) Karanlik saha mikroskobu

f) Stereo mikroskop (dissection mikroskobu)
2. Elektron Mikroskoplari

a) TEM (Transmission Elektron Mikroskobu )

b) SEM (Scanning Elektron Mikroskobu)

Mikroskoplar okiiler adedine gore; monokiiler, binokiiler ve trinookiiler olmak {izere ii¢
tiptir. Mikroskopta incelenen cismi biiyiitecek bir optik kisim ile bu optik kismi tastyan mekanik
kisimlardan olusur.

im 1dm lcm 1mm 100 pm 10pm 1pym 100nm 10nm 1nm 0.1 nm
im 10t m 102 m 103 m 10%m 105m 106 m 107 m 10 m 10%m 10%m

Isik Mikroskopu

Elektron Mikroskopu
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Sekil 1.1 Mikroskoplarin ayirt etme giiciine gore siralanmasi (http:/www.boruhealthmachine.org/the-resolving-power-of-a-microscope-is-
a—function-of.html)

Bu laboratuvar kapsaminda da preparat incelemelerinde 151k mikroskobu kullanilacaktir.


http://www.boruhealthmachine.org/the-resolving-power-of-a-microscope-is-a-function-of.html
http://www.boruhealthmachine.org/the-resolving-power-of-a-microscope-is-a-function-of.html

ISIK MiKROSKOBU
Mikroskobu olusturan elemanlar:

Mikroskop mercek sistemlerinden olusmus optik bir alettir. Baslica iki kisimdan olusur: A)
Mekanik kisim B) Optik kisim

A)Mekanik kisim: Optik kisma destek vazifesi goriir. Baslica su pargalardan olusur.

Mikroskop ayagi: At nali seklinde olup mikroskobun masa lizerinde saglam bir sekilde
durmasini saglar.

Mikroskop kolu: Mikroskop bu koldan tutularak tasmnir. Ust kisminda mikroskop tiipiinii
ve alt kisminda mikroskop tablasini tasir.

Mikroskop tiipii: Ust ucunda okiiler ve alt ucunda objektifleri tasiyan bir tiiptiir. Mikroskop
koluna baghdir ve bir disli yardimiyla diisey yonde hareket ettirilir. Bazi mikroskoplarda
mikroskop tiipii hareketsizdir. Bu takdirde diisey hareket mikroskop tablasi ile yapilmaktadir.
Tabla objektife yaklastirilip uzaklastirilmalidir.

Revolver: Mikroskop tiipiiniin alt ucuna baglh olan, {izerinde gesitli objektifleri tagiyan ve
istenilen objektifin goriis eksenine kolaylikla gelebilmesini saglayan, donen bir daire seklinde
ayar diigmesidir.

Makrovida: Mikroskop tiiptinii hizli hareket ettirir ve kaba bir ayarlama saglar. Kaba ayar
diigmesidir.

Mikrovida: Mikroskop tiipiinii ¢ok yavas hareket ettirir. Bu nedenle ayarlamay:
keskinlestirmekte kullanilir. Ince ayar diigmesidir.

Mikroskop tablasi: incelenecek preparatin {izerine oturtuldugu ortasi delik bir levhadir.
Sabit veya hareketli olabilir. Preparat tabla tizerinde iki klips yardimiyla sabitlestirilir.

Okdler

Bertrand Mercegi

Analizér Mercegi

Kama takma yuvasi

Objektif

Kaba netlik ayar topuzu Déner Tabla

ince netlik ayar topuzu
y P Kesit sabitleme klipsleri

KondansGr mercegi Doéner tabla sabitleme

Diyafram
Filitre

Acma-Kapama dugmesi Polarizér

Sekil 1.2 Isik Mikroskobunun Genel Kisimlar1 (https://www.yenibiyoloji.com/mikroskop-nedir-mikroskobun-
kisimlari-cesitleri-ve-ozellikleri-2769/)



https://www.yenibiyoloji.com/mikroskop-nedir-mikroskobun-kisimlari-cesitleri-ve-ozellikleri-2769/
https://www.yenibiyoloji.com/mikroskop-nedir-mikroskobun-kisimlari-cesitleri-ve-ozellikleri-2769/

Objektif

B) Optik kisim:

Ayna/aydinlatma lambasi: Bazi mikroskoplarda aydinlatma lambasi bulunurken
bazilarinda ayna bulunur. Aydinlatma lambasi direkt 151k kaynagi olarak kullanilirken, ayna 151k
kaynagindan gelen 15181 cismin iizerine yoneltmeye yarar.

Kondansor: Mikroskop tablasinin altinda bulunan yakinlastirici, kuvvetli iki mercekten
yapilmis bir sistemdir. Aynadan gelen 18181 cismin tizerinde toplamaya yarar.

Diyafram: Kondansoriin altinda bulunan, ortasindaki boslugu istenilen oranda daraltip
genisletebilen bir perdeden olusmustur. Aynadan kondansore gelen 151k demetinin ¢apini ayar
eder.

Mikroskobun en degerli parcalar1 ve cismi biyiitiilmiis bir sekilde gosteren kisimlar
objektif ve okiilerdir.

Objektif: Objektifler, mikroskop tiipiiniin alt ucunda bulunan revolverin deliklerine
vidalanmis bir veya birka¢ mercekten yapilmis bir sistemdir. Kuvvetlerinin artis sirasina gore
takilir. Goriintii ayarlanirken zayif objektiflerden daha kuvvetlisine sira ile revolver’dan
dondiirerek gecilir. Objektifin biiylitme yetenegi kendi lizerinde yazilidir. Zayif objektifler kisa,
kuvvetli objektifler daha uzundur. Cisimden gergek, ters ve biiyiitiilmiis bir goriintii verirler.

Okiiler: Mikroskop tiipiiniin géze yakin ucuna yerlestirilen ve iki mercekten yapilmis bir
sistemdir. Gorevi, objektifin verdigi goriintiiyli bityiiterek goriintiiyli iletmektir. Okiiler lizerinde
biiyiitme kabiliyetleri yazilidir.

Mikroskopla gozlediginiz objeyi ne kadar biiylittiglinlizii bilmeniz 6nemlidir. Biiyiitme
derecesini bulmak icin okiiler ile kullandigimiz objektif iizerindeki rakamlari g¢arpmaniz
yeterlidir.

Omegin eger okiilerin giicii 10X (on defa biiyiitme) ve objektifin giicii 40X (kirk defa
biiylitme) ise toplam biiylitme 10x40 = 400'd{ir.

Bir mikroskobun en 6nemli 6zelligi onun ayirt etme giiciidiir (¢oziiniirliik). Ayirma giici,
yan yana duran nokta seklindeki iki cismi net olarak segebilme yetenegidir. Isinlarin olusturdugu
koninin tepe agis1 2a ile gosterildiginde ayirma giicii (d) su formulle hesaplanir.

d= 0.61A/nsina
| d: ayirma giicii
objektit | A: kullanilan 15181n dalga boyu

+

mercek | N: Objektif ile cismin arasinda

ol O Objektif 7/ 2a bulunan ortamin kirma indisi (hava

Nuritne e Hiemone poeia | 7 veya yag)

Yozeyi _‘ ‘ e R X\ a:cisimden objektife gelen 1sinlarin
a

ik olusturdugu koninin tepe agisinin

agist
Aydinlatma yar151dlr.

olayy T Mercek %
(a) (b)

Figlr 1

Sekil 1.3 Mikroskoptaki 151k kaynagindan gelen 15181n merceklerde kirilmasi. a) kondansér yok, b) kondansor
mevcut (http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/articles/basics/resolution.html)



http://zeiss-campus.magnet.fsu.edu/articles/basics/resolution.html
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Sekil 1.4 Mikroskopta goriintiiniin olusmasi (https://clinicalgate.com/role-of-microscopy/)

Objektifin cisme yaklastirilmast o agisinin biiylimesine, dolayisiyla ayirma giiciiniin
azalmasina, diger deyimle goriintiiniin daha biiyiik ve net goriinmesine neden olur. Kirma indisi
(n) hava i¢in n=1.0 kabul edilir, immersiyon yaginda bu deger n=1.5 olup ayirma giiciinii 1.5 kat
daha gii¢lendirir. Yine kullanilan 15181in dalga boyu ne kadar kisa olursa ayirma giicii o kadar
gliglenir. Gliniimiizde kullanilan en iyi mikroskoplarda; e ag¢is1 70° dir. Goriiniir 1ginlarin en
kisast mavi olup dalga boyu A =450nm, havanin kirma indisi n=1.0 olduguna gore d=292nm,
yani yaklagik 300nm dir. Eger immersiyon yagi kullanilirsa d=194nm, oda yaklasik 200nm dir.

Ne tiir objektif kullanilirsa kullanilsin, goriintii ne kadar biiyiitiiliirse biiyiitiilsiin normal
151k mikroskoplariyla birbirlerine 0,2 um’den daha yakin cisimler veya boyu 0,2 um’den daha
kiigiik cisimler iyi se¢ilemezler.

Mikroskop 6zenli bir bakim gerektiren duyarl bir aragtir. Mikroskobu kullanirken daima
asagidaki genel kurallara dikkat etmeniz gerekmektedir:

e Mikroskobu bir elinizle altindan, diger elinizle kolundan sikica tutarak daima iki elle
tasiymiz.

e Mikroskobunuzu masanin kenarmna fazla yakin koymaymniz ve masanimn iizerindeki
gereksiz seyleri 6nceden kaldiriniz.

e Eger su ile hazirlanmig bir preparat kullaniyorsaniz, mikroskobun tabanini tam yatay
duruma getiriniz.

e Mikroskobun mercekleri yumusak tiilbent beziyle siliniz.
e Mikroskobun ayar vidalar1 zorlanmamalidir.

e Kaba ayar yapilirken mercegin lama ¢carpmamasina 6zen gosterilmelidir.


https://clinicalgate.com/role-of-microscopy/

e (aligmaniz bittigi zaman, mikroskobun kilifin1 yerlesirmeden once kiiciik objektifi
kullanma durumuna getiriniz.

Mikroskobun ¢calismaya hazirlanmasi

« Kiigiik objektifi kullanma durumuna getiriniz. Objektifin tam olarak yerine oturdugu bir
tik sesinden anlasilir.

* Tablanin ortasindaki boslugu aydinlik hale getirecek sekilde aynay1 ayarlayiniz.
o Mikroskoplarin ¢cogunda 15181 azaltip ¢ogaltmaya yarayan bir diyafram bulunur.
o Bazi objeler parlak 1s1kta, bazilar1 da hafif 1sikta daha iyi incelenirler.

* Merceklerin temizligini kontrol ediniz ve gerekiyorsa siliniz.






Hazirlayan:

BOLUM 1 SORULAR

Denetleyen:
Yorum:
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LAB 2. INSAN HUCRE PREPARATLARININ HAZIRLANMASI
ve INCELENMESI

Bu laboratuvar dersinde insan dalak dokusundan ve plasentadan hazirlanan preparatlarda farkli
hiicre tipleri incelenecek, ¢ekirdek —sitoplazma ayrimi ve hiicre boyut 6l¢iimii yapilacaktir.

TR RPN
A smsntyotrofoblast

Sekil 2.2 Dalak doku kesitinden hemotoksilen- eozin boyama
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Sekil 2.3 Dalaktan izole edilen B hiicrelerinin 1s1k mikroskobu goériintiisii
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Hiicre Boyutunun Olgiilmesi

Hiicrelerin boyutunu 6l¢mek i¢in okiiler ve objektif mikrometre kullanilir.

Okiiler mikrometre, yuvarlak, ince camdan yapilmis ve iizerindeki ¢izgi 100 esit pargaya
boliinmiistiir. Okiiler tiibii igine yerlestirilir.

Objektif mikrometre, 1/100 mm bdlmeli ¢izgiyi tasir. iki ¢izgi aralign = 1/100 mm = 0.01
mm= 10 um dir. Mikroskop tablasina yelestirilir.

Biiyiitme kapasitesi en diisiik objektif kullanilarak, objektif mikrometre goriis alaninin
ortasina getirilir.

Okiiler mikrometrenin baslangi¢ ¢izgisi ile objektif mikrometrenin baslangic ¢izgisi iist iiste
getirilir.

Her iki mikrometrenin bolmeleri takip edilerek, baslangi¢ noktalarindan miimkiin oldugu
kadar uzakta iist liste ¢akisan ¢izgiler bulunur.

Baslangic ¢izgisi ile cakisan ¢izgiler arasindaki bdlmeler hem okiiler hem objektif
mikrometrede sayilir.

Kullanilan objektife gore, okiiler mikrometrenin iki ¢izgisi arasindaki mesafe hesaplanir.

Ornek: Okiiler mikrometrenin 90. Cizgisi, objektif mikrometrenin 11. Cizgisi ile gakismis olsun.
Objektif mikrometrenin her bdlmesi 10 um olduguna goére 11 aralik = 110 um olur. Bu durumda;
Okiiler mikrometredeki her bolme 110 / 90 = 1.22 um uzunlugundadir.

Bu kalibrasyon iglemi her objektif i¢in ayr1 ayr1 yapilir, ayarlama yapildiktan sonra objektif
mikrometre kaldirilarak yerine preparat konur.

Olgiilmesi istenen hiicre, okiiler mikrometrenin kag bolmesini isgal ediyorsa bu deger 1.22 ile
carpilarak mikroorganizma boyu my olarak bulunur.

0 10203040 5060708090100
T T

Sekil 2.4 Isik mikroskobunda eritrosit hiicrelerinin goriintiilenmesi ve boyutunun 6l¢iilmesi

Bir insanda eritrositlerin ¢api ortalama 6-8 pm'dir.

14



Giintimiizde, hiicre boyut Ol¢iimiinde bilgisayar programlari da kullanilmaktadir. Hazirlanan
preparat mikroskop tablasina yerlestirilir. Kamera yardimiyla ekrana yansitilan goriintii program
ile agilir. Mikroskoptaki 6lgek biiyiitme programa tanitilir. Olgiim yapilacak hiicreler isaretlenir
ve programda belirtilir. Ol¢iimii yapilan goriintii kaydedilir.

Sekil 2.6 Dalak doku kesitinde hiicre boyutlarinin 6lgiilmesi

15



16



BOLUM 2 SORULAR

1. Incelediginiz hiicreleri kiigiikten biiyiige dogru siralaymiz.

2. Incelediginiz hiicrelerin arasinda mikroskobik olarak ne gibi farkliliklar gézlediniz?

Hazirlayan: Denetleyen:
Yorum:

17



18



LAB.3- MiTOZ BOLUNMENIN INCELENMESI

Bu laboratuvar dersinde mitoz boliinme evrelerinin hazir preparatlari incelenecektir.

interfaz

Hiicre boyutu biiyiir, DNA replike olur, nukleus goriiniir
haldedir.

Sekil 3.1 Sogan kokii hiicresinin interfaz asamasindaki mikroskop

goriintiisii (http://www.microscopy-uk.org.uk/mag/indexmag. htm2http://www. microscopy-
uk.org.uk/mag/artnov04macro/jronionroot.html)

Profaz

Interfazda eslenmis durumdaki kromatinler kisalip
kalinlasarak kromozoma doniisiirler. Cekirdek zari,
cekirdekgik ve organeller eriyerek tamamen kaybolur.
Kromozomlar ekvatoral bolgeye hareket etmeye
baslarlar.

Sekil 3.2 Sogan kokii hiicresinin profaz asamasindaki mikroskop

goriintiisii (http://www.microscopy-uk.org.uk/mag/indexmag. htmlhttp:/www.microscopy-
uk.org.uk/mag/artnov04macro/jronionroot.html)

19
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Metafaz

Kardes kromotitler ekvatoral diizlemde bir ¢ember
gibi, bazen de karigik olarak ekvatoral diizlem
tizerinde dizilirler ve sentrozomlar interfazda
olusturmus oldugu ig ipliklerini kromozomlara dogru
gondermeye baglar. Hiicrenin ortasinda  hafif
bogumlanma olur. i§ iplikleri kardes kromatitlere
tutunur. Kromozomlarin en net goriildiigii sathadir.

Sekil 3.3 Sogan kokii hiicresinin metafaz asamasindaki

mikroskop goriintiisii (http://www.microscopy-
uk.org.uk/mag/indexmag.html?http://www.microscopy-
uk.org.uk/mag/artnov04macro/jronionroot.html)

Kromozomlardaki sentromerlerin ayni anda ikiye boliinmesiyle
kardes kromatitler tam olarak birbirinden ayrilir. Kardes kromatitler
sentromerleriyle ig ipliklerine tutunarak zit kutuplara dogru harekete
gecer. Anafaz evresi kardes kromatitlerin zit kutuplara ulagsmasiyla
tamamlanir.

Sekil 3.4 Sogan kokii hiicresinin anafaz agamasindaki mikroskop goriintiisii

(http://www.microscopy-uk.org.uk/mag/indexmag.html?http://www.microscopy-
uk.org.uk/mag/artnov04macro/jronionroot.html)

20
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Telofaz

Profaz evresinde eriyen ¢ekirdek zari, ¢ekirdekcik ve organeller
yeniden olusmaya baglar. Kutuplara ¢ekilen kromatitler ¢ekirdek
zarinin igine girerler. Kisaca bu evrede Profazda olan herseyin
tam tersi olur. Bu evreden sonra sitoplazma bdliinmesi
gercgeklesir.

Sekil 3.5 Sogan kokii hiicresinin telofaz asamasindaki mikroskop goriintiisii

(http://www.microscopv—uk.orq. uk/mag/indexmag.html?http://www.microscopy-
uk.org.uk/mag/artnov04macro/jronionroot.html)

Sitoplazma béliinmesi (Sitokinez)

Cekirdek boliinmesi gerceklestikten sonra hayvan hiicreleri ortadan bogumlanarak, bitki ve
diger ¢eperli 6karyotik hiicreler ise orta lamel (ara lamel) ile boliinerek iki yeni hiicre olusturur.

Animal Cytokinesis vs. Plant Cytokinesis

Drag the cursor over the labels to identify the parts

Animal Cell Plant Cell

Sekil 3.6 Hayvan ve bitki hiicrelerinde mitoz boliinmenin agamalari

(https://www.nicepng.com/ourpic/u2e6a9w7w7u200a9_plant-cytokinesis-images-cytokinesis-in-plant-cells-
microscope/)
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LAB 4- MAYOZ BOLUNMENIN iINCELENMESI

Mayoz boliinme mitozda oldugu gibi profaz, metafaz, anafaz ve telofaz olarak adlandirilan

dort evre vardir. Bu evreler arada interfaz olmaksizin pes pese iki kez gerceklesir ve sonugta
genetik 6zellikler bakimindan 2 ¢esit dort yavru hiicre meydana gelir. Mayoz béliinme ile mitoz
boliinme arasindaki en biiyiik farka profazda rastlanir. Mayoz boliinme iki agsamada gergeklesir.
Bu asamalar, Mayoz-1 ve Mayoz-2 olarak adlandirilir.

MAYOZ |
Profaz |

v

DNA ipliklerinin kisalip kalinlagmaya baslamasi ile baglar. Bu evre sinirlar1 kesin
olmayan 5 evreye ayrilip incelenir. Bu evreler;

Leptoten: Kromozomlarm mikroskopla secilebildikleri andan itibaren baslar. ki es
kromatit birbirine saril1 halde bulunur.

Zigoten: Biri anneden digeri babadan gelen ve birbirlerine benzeyen homolog
kromozomlar yan yana gelerek eslesmeye baslarlar. Bu eslesme bir ugtan diger uca dogru
devam eder. Bu evrede her biri iki kromatit tasiyan iki kromozomun yan yana durmasiyla
sanki canli n sayida kromozom tasiyormus gibi goriiliir. Goriilen bu yapiya tetrat denir.

Pakiten: Homolog kromozomlarin eslesmesi tamamlanir ancak kromozomlar kisalmaya
devam eder. Ayrica bu evrede mitozdan farkli olarak tetratlar arasinda genetik madde
aligverisi olur. Buna Kkrossing-over denir. Bu olay homolog kromozomlarin birbiri
tizerine ¢akisan (Kiyazma "chiasma") kisminda gerceklesir.

Diploten: Kromozomlarin sentromerleri ayrilmamistir. Dort kromatit igin iki sentromer
vardir. Tetrattaki homolog kromozomlar birbirinden ayrilmaya baglar. Ancak kiyazma
bolgelerinde ayrilma olmaz ve kiyazmalar uca dogru kaymaya baglar.

Diakinez: Kromozomlar son halini alir. Cekirdekgik kaybolur. Cekirdek zar1 pargalanur.

e - f

Sekil 4.1 Mayoz boliinme Profaz | evrelerinin mikroskop goriintiileri: (a) kromatin ipligi; (b) leptoten-
zigoten; (©) pakiten; (d) dagilma basamagi; (e) diploten; 6] diyakinez
(https://biology.stackexchange.com/questions/51192/how-do-i-identify-the-different-stages-of-meiosis-
under-microscope)
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[ -

Sekil 4.2 Zakkum  iireme hiicresinde Profaz 1 genel mikroskop gOriintiisti
(http://sciences.usca.edu/biology/zelmer/122/celldivision/meiosis/)

Metafaz |

e Homolog kromozomlar ekvatoral plak {iizerinde karsilikli dizilir. Her kromozom
sentromeri ile ig ipliklerine tutunur.

Sekil 4.3 Zakkum lireme hiicresinde Metafaz I mikroskop gOriintiisti
(http://sciences.usca.edu/biology/zelmer/122/celldivision/meiosis/)

Anafaz |

e Homolog kromozomlar birbirinden ayrilarak zit kutuplara ilerler.

Sekil 4.4 Zakkum iireme hiicresinde Anafaz I mikroskop goriintiisii
(http://sciences.usca.edu/biology/zelmer/122/celldivision/meiosis/)
Telofaz |

e Hiicrenin iki kutbunda bulunan kromozomlar uzayip incelmeye baslar. Etraflarinda
¢ekirdek zar1 olusur. Sitoplazmanin bogumlanmasiyla da haploid sayida kromozoma

sahip iki yavru hiicre olusur.
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Hayvansal hiicrelerde: Cekirdek boliinmesi tamamlandiktan sonra sitoplazma ortadan
bogumlanarak ikiye boliiniir ve iki ayr1 hiicre olusmus olur.

Bitkisel hiicrelerde: Olusmus olan iki ¢ekirdekli hiicrenin ortasinda bir orta lamel (ara
lamel) olusur ve hiicre duvarina kadar ulasir. Dolayisiyla birbirine bitisik iki hiicre olusur.
Hiicrenin iki kutbunda bulunan kromozomlar uzayip incelmeye baglar. Etraflarinda
¢ekirdek zar1 olusur. Sitoplazmanin bogumlanmasiyla da haploid sayida kromozoma
sahip iki yavru hiicre olusur.

@m

Sekil 4.5 Zakkum tireme hiicresinde Telofaz I mikroskop goriintiisii
(http://sciences.usca.edu/biology/zelmer/122/celldivision/meiosis/)

Sitokinez |

Sitoplazma boéliinmesi ile iki yavru hiicre olusur.

Buraya kadar gegen olaylar mayoz-l olarak adlandirilir. Bundan sonra mitozdakinin
aksine arada interfaz evresi olmaksizin profaz-1I'nin baslamasiyla mayoz-1l baslar.
Mayoz-1l mitoz bdliinmenin hemen hemen aynisidir. Hiicrelerdeki haploid kromozom
sayist korunarak profaz-ll, metafaz-Il, anafaz-11 ve telofaz-1l gergekleserek mayoz
boliinmenin sonunda n kromozom sayisina sahip 4 yavru hiicre meydana gelir.

Sekil 4.6 Zambak tireme hiicresinde sitokinez |
(http://sciences.usca.edu/biology/zelmer/122/ celldivision/meiosis/)
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MAYOZ 2
Profaz Il
e Birinci boliinmenin telofazi ile ikinci boliinme arasinda bir dinlenme evresi olmadan
¢ekirdek zari pargalanir. Birinci ig iplikgiklerinin dogrultusuna dik yeni ig iplik¢ikleri
olusur.

Sekil 4.7 Zambak tireme hiicresinde profaz I1
(http://sciences.usca.edu/biology/zelmer/122/ celldivision/meiosis/)

Metafaz Il
e Her yavru hiicrenin haploid (n) kromozomu ekvatoral diizlem iizerinde dizilir.
| =

Sekil 4.8 Zambak lireme hiicresinde metafaz |1

(http://sciences.usca.edu/biology/zelmer/122/ celldivision/meiosis/)

Anafaz Il
e Mayoz bolinmenin 2. bolimii olan Mayoz 2'in 3. evresidir. Ara evre olarak da
adlandirilir. Bu evre mitozdaki anafaz evresine benzer. Ancak, mitozdaki anafazda kardes
kromatitler diizenli bulunurken bu evrede diizensiz bulunurlar. Bu da Mayoz béliinmede
genetik cesitliligi saglar.
-

o
L .‘.\ ‘ i

A i
Sekil 4.9 Zambak tireme hiicresinde anafaz Il

(http://sciences.usca.edu/biology/zelmer/122/ celldivision/meiosis/)
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Telofaz Il

e Kromozomlarin helezonlar1 acilir, dolayisiyla gériinmez olurlar. Cekirdek zarlari olusur

sitoplazma boliiniir. Boylece bir hiicreden 4 tane haploid hiicre meydana gelir.

"\g By 20, e 3 "
e 5 » J : r

Sekil 4.10 Zambak tireme hiicresinde telofaz 11

(http://sciences.usca.edu/biology/zelmer/122/ celldivision/meiosis/)

Sitokinez 11

e Mayoz boliinme sonucunda n kromozomlu 4 hiicre (gamet)olusur.

Sekil 4.11 Zambak {ireme hiicresinde sitokinez 11

(http://sciences.usca.edu/biology/zelmer/122/ celldivision/meiosis/)
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LAB.5- DNA iZOLASYONU

Genomik DNA, kan, tikirik, sa¢ gibi materyallerden ya da direkt olarak nukleuslu
hiicrelerden elde edilir.

DNA izolasyonu temelde {ic asamadan meydana gelir.

1. Hiicrenin parcalanmasi ile yiliksek molekiil agirlikli DNA’nin ortaya
cikarilmasi
2. Denatiirasyon veya proteoliz ile DNA-protein kompleksinin ayrilmasi ve

DNA’nin ¢oziiniir duruma getirilmesi

3. DNA’nin basit enzimatik ve/veya kimyasal yontemlerle proteinler, RNA
ve diger makromolekiillerden ayrilmasi.

e Bu laboratuvar dersinde DNA izolasyon kiti kullanilarak kandan DNA izolasyonu
yapilacaktir.

Sekil 5.1 Laboratuvarda kullanilan DNA izolasyon kitinin goriintiisii
(https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/K182001)

Ticari Kit icerisindeki malzemeler

e RNaz A: Ornekteki RNA molekiillerinin par¢alanmasini saglar.

e Proteinaz K: Proteinleri parcalar. Boylelikle hiicre lizisini de saglar.

e Lizis/binding tamponu: Hiicre lizisini saglar ve agiga ¢gikan DNA molekiiliiniin kolona
e tutunmasini saglar.

e Alkol: DNA presipitasyonunu saglar.

¢ Yikama tamponlari: Artik maddelerin uzaklastirilmasini saglar.

e Eliisyon tamponu: En son basamakta DNA molekiiliiniin elde edilmesini saglar.

e Spin-kolon tiipleri: DNA’y1 kaybetmeden filtreleme yoOntemiyle protein ve RNA
artiklarindan arindirilmasi i¢in kullanilir,
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DNA iZOLASYON PROTOKOLU

o ~ wDdpE

© o N o

11.

12.
13.

14.
15.
16.
17.

Isitic1 blok 55 °C’ye ayarlanir.

Steril 1,5 ml ependorf tiipiine 200 pl kan 6rnegi konur.

Bunun tizerine 20 pl Proteinaz K eklenir.

Uzerine 20 pl RNaz A eklenir ve 2 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir.

Inkiibasyon sonrasinda iizerine 200 ul Lysis/Binding tamponu eklenir. Iyice
vortekslenir.

55 °C’de 10 dk inkiibe edilir.
Inkiibasyon sonrasinda 200 ul %96-100liik etanol eklenir.
5 saniye boyunca iyice vortkeslenerek homojenizasyonu saglanir.

Lizat spin kolonuna aktarilir.

. 10.000xg’de 1 dk santrifiij edilir. Alttaki toplama tlipline gegen kisim atilir ve kolon

yeni bir toplama tiipline alinir.

Uzerine 500 pl wash buffer 1 (yikama tamponu) konur ve 10.000xg’de 1 dk
santrifilij edilir.

Alttaki toplama tiipii atilir ve kolon yeni bir toplama tiipiine konur.

Uzerine 500 pl wash buffer 2 (yikama tamponu) konur ve maksimum hizda 3 dk
santrifiij edilir.

Spin kolonu temiz bir 1,5 ml eppendorf tiipiine konur.
25 ul eliisyon tamponu eklenir ve 1 dk oda sicakliginda inkiibe edilir.
Maksimum hizda 1 dk santrifiij edilir.

Sonugta 1,5 ml eppendorf tiipii saf DNA’y1 igermektedir. Kisa stireligine +4 °C’de,
uzun siireligine -20 °C’de saklanir.
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DNA miktar1 ve safliginin belirlenmesi

Niikleotidlerin heterosiklik halkalar1 260nm dalga boyundaki 15181 maksimum emme
ozelligi tasidigindan bu dalga boyundaki emme derecesi niikleik asitlerin miktarinin Slgiistidiir.
Proteinler ise 280 nm dalga boyunda sogurum verirler. Buna gére DNA’nin miktar ve saflig
spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga boylarinda elde edilecek degerlerden belirlenebilir.

DNA konsantrasyonu su formiille hesaplanir:

Cona (pg/ml) = (A260 x Seyreltme katsayist x 50 pg/ml)

260 ve 280 nm dalga boylarindaki oran (A260/A280) DNA nin saflig1 ve kalitesi hakkinda
fikir verir. Bu oran iyi saflastirilmis DNA’da yaklasik 1.8 — 2.0 arasindadir. Eger ortamda fenol

ve protein fazla ise oran bu degerlerden diisiik olacaktir.

Sekil 5.2

Ol¢lim sisteminin
(https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/ND-2000)

<@

Sekil 5.3 Nanodrop cihazina DNA’nin yiiklenmesi ve sonug analizi

(https://www.biocompare.com/Product-Reviews/41292-NanoDrop-ND-1000-From-Thermo-Scientific/,
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LAB.6- POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU (PZR) ve
AGAROZ JEL ELEKTROFOREZi

LAB.6.1 POLIMERAZ ZiNCIR REAKSIYONU (PZR)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu ¢ift zincirli bir DNA molekiilinde hedef dizilere
oligoniikleotid primerlerinin baglanmasi ve uzamasi esasina dayanir.

PZR asagidaki 3 asamanin tekrarlanmasi ile gergeklestirilir:

1. Denatiirasyon: Primerlerin baglanabilmesi i¢in ¢ift iplikli DNA’nin yiiksek
sicakliklarda tek zincirli hale getirildigi asamadir. Genellikle en etkin denatiirasyon sicaklig
92-95 °C dir.

2. Annealing (Primerlerin baglanmasi): Tek zincirli DNA molekiilleri tizerinde
primerler kendilerine komplementer olan bolgelerle hibridlesirler. Primerler ¢cogaltilacak olan
DNA bolgeleri smirlarini belirleyerek DNA polimeraz igin serbest 3° OH ucu olusturmak
tizere kalip DNA’ya baglanir. Bu asamada Tm/baglanma sicakligi oran1 PZR reaksiyonunun
gerceklesmesi agisindan ¢ok 6nemlidir.

3. Extension (Uzama): Taq DNA polimeraz enzimi uygun tampon ve dort gesit
deoksiriboniikleozid trifosfat (AINTP) varliginda primerlerin 3’OH ucundan uzamasini saglar.
Bu agamada genellikle Taqg DNA polimeraz enziminin polimerizasyon aktivitesi i¢in en uygun
sicaklik olan 72°C tercih edilir.

Ardarda tekrarlanan denatlirasyon, annealing ve extension asamalar1 ile DNA pargalari
asagidaki sekilde gosterildigi gibi tissel olarak ¢ogalir. Bu issel artisin sebebi, bir dongii
sonucu sentezlenen {iriiniin bir sonraki dongiide diger primerler i¢in kalip gorevi yapmasidir.

mm

Replike olacak /“H
orjinal DNA ’ 5 3 5 3 \
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| DNA primeri 3 5 3 5 /
Nikleotid \ Lhbddd

\.

o Denatiirasyon 94-96°C
o Baglanma ~68 °C

9 Uzama ~72°C

Sekil 6.1 PZR basamaklar (https://microbeonline.com/polymerase-chain-reaction-pcr-steps-types-applications/)

Matematiksel olarak amplifikasyon sonucu elde edilen amplikon sayis1 asagidaki
formiille hesaplanir:

Amplifikasyon=2"

n: Tekrarlanan dongii sayis1
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Dongii 1'de
2 molekiil
elde edilir.

Dongii 2'de
4 molekiil
elde edilir.

Déngii 3'de 8
molekiil elde
edilir:

2 molekdil
(isaretli olanlar)
hedef diziyle
eslesir.

(’7 L

(\ F g

" ,3

Genomlk DNA

0

Denatiirasyon:
DNA zincirini
ayirmakigin
isitin.

(2

Baglanma:
Hedef diziile
primerlerin
hidrojen bagi
kurmasi igin
sogutun.

Uzama:

DNA polimeraz
her bir primerin
3’ ucuna
nuikleotidleri
ekler.

?

-

Yeni @
Niikleo-
tidler
'

-

Sekil 6.2 PZR amplifikasyon dongiisii (https://laboratoryinfo.com/polymerase-chain-reaction-pcr/)

POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONUNUN TEMEL BILESENLERI

1. Kalp DNA:

PZR’de genomik DNA’lar, plazmid ve faj DNA’lari, gesitli genler veya herhangi bir
DNA parcgas1 kalip olarak kullanilabilir. Bu laboratuvar dersindekalip olarak DNA
izolasyon dersinde elde edilmis olan DNA 6rnekleri kullanilacaktir.
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Sekil 6.3 PZR reaksiyonu i¢cin DNA kalib1
(https://seraplaekolaybiyoloji.wordpress.com/2017/12/19/replikasyon-dnanin-kendini-eslemesi/)

2. Polimerazlar:

DNA polimeraz enzimleri kalip zincire komplementer bir DNA zinciri olusturmak
tizere, kalip zincirdeki baz bilgisini kullanarak 4 ¢esit ANTP'den uzun polipeptid zincirin
sentezini kataliz eder. Bu enzimler bu islem i¢in primerlere ihtiya¢ duyar. Sentezin yonii
5" ugtan 3’ uca dogru olup, primerin serbest 3° OH ucuna ortamdaki dNTP'lerin
niikleofilik etki yapmalariyla fosfodiester baglarmin katalizi ve yeni DNA zincirinin
polimerizasyonu saglanir.

PZR’de termostabil DNA polimerazlar tercih edilir. En sik kullanilani ise
Tag/Amplitaq DNA polimerazdir. Bu polimeraz thermus aquaticus adli bir bakteriden
izole edilmistir. Bu derste de PZR prosediirii i¢cin Taq polimeraz kullanilacaktir.

. nvitrogen = 103424,
e e 5 P
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Recombinant lymerase

Oty 500y (5 Vi
lrogen Poen | 181756‘0 e 3
PNy {PCR Rt oy Mar201g e
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g
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Sekil 6.4 Ticari olarak satilan Taq polimeraz (https://www.thermofisher.com/order/catalog/
product/10342020)

3. Primerler:

Kullanilan kalipla yiliksek oranda baglanma saglamak i¢in 18-25 niikleotid
uzunlugunda primerler tercih edilir. Primer tasarimi yapilirken sunlara dikkat edilmelidir:

1. Olabildigince dort baz esit miktarda kullanilmalidir.

2. Primerler polipiirin, poliprimidin veya tekrarli bolgeler igermemelidir.
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3. Primer ciftlerinin 3’ uglar1 birbirine veya primer i¢indeki bir bélgeye komplementer

olmamalidir.
5 Plus Strand 3
(a1 TAA |
<=/
: oo 3’ Reverse Primer 5*
§ PrimePCR 5’ Forward Primer 3’
i Prime
fiissey ATG —>
[TAC ATT |
2 3 Minus Strand 5

Sekil 6.5 PZR’de kullanilan primer 6rnegi (https://biology.stackexchange.com/questions/56304/manual-
primer-design-for-a-gene-on-the-reverse-strand, http://www.bio-rad.com/en-us/prime-pcr-
assays/assay/qghsaced0037870-primepcr-sybr-green-assay-mitf-human)

4. dNTP karisimi:

Deoksiriboniikleozid trifosfatlar yiiksek saflikta ya tek tek ya da dortlii karisim halinde
ticari olarak saglanir. PZR icin optimal dNTP konsantrasyonu:

. MgClI> konsantrasyonuna
o Reaksiyon kosullarina
dNTP My
. 2.5 mM
. Primer konsantrasyonuna ommfé
. Cogaltilmis {iriiniin boyuna —
o PZR dongii sayisina baglidir.

Sekil 6.6 Ticari dNTP karigimi
(https://www.rpicorp.com/products/molecular-
biology/zymo-products/dntp-mix-10-mm-500-
uLhtml)

5. Tampon soliisyon ve MgCl2:

PZR’de genellikle DNA polimeraz enzimine 6zgii tamponlar kullanilir. Mg*? iyonlari
dNTP’ler ile ¢oziinebilir kompleksler olusturur, polimeraz aktivitesini stimiile eder ve
primer/kalip etkilesimini saglar. Diisiik Mg*? konsantrasyonu iiriin olusumunda azalmaya,
yiiksek Mg*? konsantrasyonu spesifik olmayan iiriin birikimine neden olur.

'xpck'
-waw‘

"'ex 10

Sekil 6.7 PCR tampon soliisyonu (https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/4379876) ile
MgCl, (http://www.bio-rad.com/en-tr/sku/1708872-mgcl2-solution-for-pcr-50-mm-1-25-m|?1D=1708872)
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PZR’NIN KULLANIM ALANLARI:

eTemel molekiiler biyolojik arastirmalarda (klonlama, dizi analizi, DNA
haritalanmasi)

eBir¢ok hastaligin (orak hiicre anemisi, kistik fibrozis, fragile x sendromu,
16semi vb) DNA temeline dayali tanisi i¢in klinik tipta

e Allelik dizi varyasyonlarinin gosterilebilmesiyle doku transplantasyonu igin
doku tipinin belirlenmesinde

e Adli tip 6rneklerinin genetik tiplendirilmesinde (analik-babalik tayini)

¢ Tibbin diger kollarinda

1" Bu laboratuvar dersinde bir onceki derste izole edilen DNA’lar kahip olarak
kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonuyla belirli bir gen bélgesi cogaltilacakt

' )

e e Kalip DNA: 5ul
~ e Reaks. Tamponu: 2,5 pl

*:-\:; o dNTP: 1l
§
&
4

e MgCI2: 3,6 ul > PCR tiipiiniin icerisine

e Primer F: 1 pl belirtildigi miktarlarda

e PrimerR: 1 ul konulur ve karistirilarak

e Ultra saf su: 10,40 pl Thermal cycler cihazina
- e Tagpol: 0,5 pl yerlestirilir.

Tablo 6.1 Termal Cycler programi

Baslangic 1x 30 x 1x 00
95°C 5 dakika 95 °C 15 saniye +4°C
58 °C 50 saniye 72 °C 10 dakika
72 °C 30 saniye

Bu prosediir sonunda istedigimiz bdlgenin bir¢cok kopyasini igeren amplikonlar1 elde ederiz.
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BOLUM 6.1 SORULAR

1. Thermal cycler esnasinda protokoliiniiz 35 dongii igermesine ragmen siz 15 dongii
olarak ayarladiginizda ne olmasini beklersiniz?

2. PZR tiipiine bilesenlerden taq polimerazi koymay1 unutursaniz ne olmasini
beklersiniz?

3. Bir hastaniza tan1 koymak i¢in bu testi yapmaniz gerekirse ne tiir bir hastalik i¢in nasil
bir prosediir izlerdiniz?

HAZIRLAYAN: TESLIiM ALAN:
YORUM:
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LAB.6.2 AGAROZ JEL ELEKTROFOREZI

Molekiillerin sahip olduklari net elektrik yiikleri bu molekiillerin bir elektriksel alan
icindeki hareketlerini etkiler. Elektroforez tekniginde de DNA molekiillerinin jel tizerinde
elektrik akimiyla hareketi saglanir.

GUC KAYNAGI
KATOT -
Elektroporetik & i .
Tampon
Kuyucuk \' o 4 ANCT
NUMUNE | | \
0 \
' AGAROZ JEL
GUC KAYNAGI
KATOT
a|n
V TER R . \
Yiksek Molekler '.\ ANOT

Agirlikh Tarler \ A A
s . ey g
/7 P i

a8

, -

Duslik Molekuler
Agirhikh Analitler

Sekil 6.8 Genel Elektroforez prensibi (https://www.sciencedirect.com/topics/neuroscience/gel-
electrophoresis)

Niikleik asit fragmentlerinin tanimlanmasi, saflagtirilmasi ve ayrilmasi i¢in kullanilan en
yaygin yontem agaroz jel elektroforezidir. Bu nedenle c¢esitli amaglar i¢in izole edilen
DNA’larin tanimlanabilmesi, temizliginin kontrolii, hangi formda oldugunun belirlenebilmesi,
biiytikliigiiniin saptanabilmesi ve 6zellikle genetik miithendisligi teknikleri ile DNA yapisinda
olusturulan degisikliklerden sonra elde edilen yeni formlarin incelenmesi yoniinden, agaroz
jel elektroforez teknigi, molekiiler genetik alaninda Onemli bir deneysel sistem
olusturmaktadir.

Agaroz jellerin ayirma giicli poliakrilamid jellere oranla daha diisiik olmakla birlikte,
ayirabildikleri DNA parcaciklarinin uzunluklar1 200 baz cifti (bp) ile 50 kilo baz (kb) gibi
oldukca genis bir aralikta olabilmektedir. Agaroz jeldeki Ornekler genellikle yatay
pozisyonda, sabit gii¢c ve yondeki elektriksel alanda yiirtitiilmektedir.

Agaroz, deniz yosunlarindan elde edilen, dallanmamis zincirli bir polimerdir. Ticari
olarak satilan agaroz tamamen saf olmayip, diger polisakkaritler, tuzlar ve proteinlerle birlikte
bulunabilir. Bu kirliliklerin orani, hem DNA'nin jeldeki hareketini hem de jelden elde
edilecek DNA'nin enzimatik reaksiyonlardaki substrat olma yetenegini etkiler.
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Agaroz Jelde DNA'nin Hareket Hizin1 Etkileyen Etmenler:

DNA'nin Molekiil Biiyiikliigii: Cift zincirli dogrusal DNA molekiillerinin jeldeki hizi,
baz cifti sayisinin logaritmasi ile ters orantilidir. Biiyiikk molekiiller, siirtiinmenin biiyiik
olmas1 ve jeldeki porlar arasinda daha zor yol bularak ilerlemelerinden otiirii, daha yavas
hareket ederler.

1 KB DNA LADDER 100 BP DNA LADDER
-10,000 80 -3,000 108
-8,000° 80

-2,000 147
-5,000 80
-4,000 80 -1,500 116
-3,000 120
-2,500 123

-1,000 77
-2,000 81

-800 62
1,500 73 700 54

-600 46

500 150
1,000 41

-400 60
700 57 300 56
500 61 s

Sekil 6.9 Molekiil biiytikliigiine gére DNA molekiilleri (https://laborimpex.be/07-11-00050-100-bp-dna-
ladder-ready-to-load-50-g-for-100-applications.html)

Agaroz Konsantrasyonu: Belirli biiyiikliikteki dogrusal bir DNA molekiilii, degisik
agaroz konsantrasyonlarindaki jellerde farkli hizlarla ilerlerler. DNA'nin elektroforetik
hareketliliginin logaritmas: ile jel konsantrasyonu arasinda bir iliski vardir. Dolayisiyla
degisik konsantrasyonlardaki jellerin kullanilmasiyla ¢ok farkli boyutlardaki DNA
molekiillerini ayirmak miimkiindiir.

Tablo 6.2 DNA biiyiikliigiine gore agaroz konsantrasyonu

Agaroz jelin yiizdesi (agirhk/hacim) DNA biiyiikliigii
%0,5 1-30kb
%00,7 800 bg - 12 kb
%1,0 500 bg — 10 kb
%1,2 400 bg — 7 kb
%1,5 200 bg — 3 kb
%2,0 50 bg — 2 kb
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DNA'min Konformasyonu: Ayni molekiil agirliginda stiperkiviimli gembersel, tek
zincir kirigr iceren ¢embersel ve dogrusal DNA molekiilleri, agaroz jellerde farkli hizlarla
ilerler. Bu ii¢ formun bagil hizlar1 temelde jelin agaroz konsantrasyonuna bagli olmakla
birlikte, uygulanan akimin giicii, tamponun iyonik giicii, stiper kivrimli ¢gembersel DNA'daki
stiper kivrimlarin sayis1 da hizi etkileyen faktorler arasindadir.

Acik dairesel DNA g > P

En yakin gentikten
birinci centige Birinci Centik

Lineer DNA ——— —

Sarmal DNA W —

Sekil 6.10 Agaroz jelde DNA konformasyonu
(https://pubs.rsc.org/en/content/articlelanding/2004/dt/b313634e/unauth#!divAbstract)

Uygulanan Voltaj: Diisiik voltajlarda dogrusal DNA pargalarinin hareket hizlari,
uygulanan voltajla dogru orantilidir. Bununla birlikte, elektriksel alanin giicii arttik¢a biiytik
molekiil agirliklt DNA pargalarinin hareketi farkli olgiilerde artar. Bundan otiirii voltajin
artmasiyla agaroz jeldeki etkili ayirim araligi azalir. Biytiklikleri 2 kb'dan daha fazla olan
DNA pargalarin1 en iyi sekilde ayirabilmek igin agaroz jeller 5 volt/cm'den fazla olmayan
akimla yiiriitiilmelidir.

Sekil 6.11 Voltaj kaynag: (https://www.fishersci.com/shop/products/fisherbiotech-electrophoresis-power-
supplies-120v-maximum-voltage-3000v/fb3000q)

Baz Bilesimi ve Sicaklik: DNA molekiillerinin agaroz jellerdeki davraniglart baz
bilesimleri ve jelin yiiriitiildiigi sicaklik derecesi tarafindan ¢ok fazla etkilenmez. Dolayisiyla
degisik boylardaki DNA molekiillerinin agaroz jeldeki bagil hareketi 4-30 °C arasinda
degismez. Jeller genellikle oda sicakliginda yiiritiiliir. Bununla birlikte, %0.5'den az agaroz
iceren jellerin 4 °C'da yiiriitiilmesi daha uygundur.
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Sekil 6.12 Oda sicakliginda Agaroz jeli (https://en.wikipedia.org/wiki/Agarose) ve DNA baz bilesimi
(https://en.wikipedia.org/wiki/Complementarity (molecular biology)

Interkalasyon Yapan Ajanlarin Varhg:

Agaroz ve poliakrilamid jellerde DNA'nin gozlenmesi igin kullanilan floresan
karakterdeki etidyum bromiir boyasi, dogrusal DNA molekiillerinin elektroforetik hareketini
% 15 oraninda azaltir.

‘ X —
HoN— < )—NH
Netle o
CoHs
N |
e f Diisiik
yogunluklu 3
DNA yogunluklu
DNA
™ Nukleotid
' Arakatkiieb 7~ ]
™ Fosfat omurgasi

Sekil 6.13 Etidyum bromidin flouresans isimanin prensibi

(http://what-when-how.com/molecular-biology/ethidium-bromide-molecular-biology/,
https://en.wikipedia.org/wiki/Ethidium_bromide, https://www.fishersci.com/shop/products/ethidium-
bromide/15585011)

Elektroforez Tamponunun Bilesimi: DNA'nin elektroforetik hareketi, elektroforez
tamponunun bilesimi ve iyonik giicii tarafindan etkilenir. Iyonlarin yoklugunda (6rn. hata
sonucu jele tampon eklenmemesi durumunda) elektriksel iletkenlik minimum diizeydedir ve
DNA'nm hareketi ¢cok yavastir. Cok yiiksek iyonik giligteki tamponun kullanilmasi halinde
(6rn. yanhshkla 10x elektroforez tamponu kullanildiginda), elektriksel iletim ¢ok fazladir ve
cok fazla 1s1 agiga ¢ikar. En kotli durum jelin erimesi ve DNA'nin denatiire olmasidir. Dogal
cift zincirli DNA'lar i¢in degisik tamponlar kullanilabilir. Bunlar arasinda EDTA (pH 8.0), pH
7.5-8.5 olan yaklasik 50 mM konsantrasyondaki Tris-asetat (TAE), Tris-borat (TBE) ya da
Tris-fosfat (TPE) kullanilabilir. Elektroforez tamponlar1 genellikle konsantre c¢ozeltiler
halinde hazirlanir ve oda sicakliginda saklanir.
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Diisiik iyon kapasitesine ait elektroforez tamponlari elektriksel iletkenlikleri de daha
diisiik oldugundan uzun siireli (gece boyu) elektroforez islemlerinde az i1sinmaktadir. Bu
nedenle diisiik akim kullanilarak gergeklestirilen uzun siireli elektroforez islemlerinde tercih
edilir. Yiiksek iyon kapasitesine sahip elektroforez tamponlar1 ise ¢abuk 1sindiklarindan kisa
siireli elektroforez islemlerinde kullanilir.

Sekil 6.14 TAE (https://www.gbiosciences.com/Buffers-Reagents-Chemicals/Electrophoresis-Related-
Buffers-Chemicals/TAE-Running-Buffer-50X) ve TBE tampon soliisyonlar1 (https://www.amazon.com/10x-
TBE-Buffer-Electrophoresis-1L-10L/dp/B074RCYWV5)

Loading Boyasi (DNA Yiikleme boyasi):

Agaroz jel iizerinde DNA’nin ne hizla yiiriidiigiiniin izlenmesi i¢in kullamlir. Iki farkli boya
icerir (bromophenol blue and xylene cyanol FF). DNA’nin kuyucuga yerlesmesini saglar.
Igerdigi EDTA metal iyonlarina baglanir ve metala bagimli niikleazlar1 inhibe eder.

pHrreriio
i

Termo Scie
fXDNA Load*
e
mL

Sekil 6.15 Laboratuvarda kullanilan DNA yiikleme boyast
- (https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/R0611)

Elektrodlar

Voltaj Kaynagi

Jel tanki

Taraklar

Elektroforez
tanki

Agaroz jeli

Sekil 6.16 Elektroforez cihazinin kisimlari

(https://www.addgene.org/protocols/gel-electrophoresis/)
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Sekil 6.17 UV goriintiileyici (https://www.industrybuying.com/ultraviolet-transilluminator-tarson-
LA.UL.UL.1443645/, https://www.coleparmer.in/i/cole-parmer-uv-transilluminator-25w-254nm-
21x26cm-filter-230v/9762210)

1-Kullanilacak jelin biiyiikliigline gore tartilan agaroz TBE tamponu igerisinde
kaynatilarak ¢ozilindiiriiliir.( Bu calisma i¢in; 2 g agaroz tartilir ve kii¢iik bir behere konur
tizerine 100 mL 0,5X TBE eklenerek 2 dakika mikrodalgada kaynatilarak homojen bir sekilde
erimesi saglanir.)

2-Daha sonra jelin igerisine 1ul ethidium bromid eklenir.

3-Kenarlar1 kapatilmig kaliplar icerisine taraklar yerlestirilir, jel dokdliir ve yaklagik 15-
20 dakika donmasi beklenir.

4-Jel donduktan sonra kalip elektroforez tankina yerlestirilir ve taraklar ¢ikarilir.

5-Tankin i¢i elektroforez tamponu ile doldurulur.

6-Jeldeki kuyucuklara DNA amplikonunun tamami mikropipet yardimi ile ytiklenir.

7-Tank gilic kaynagina baglanarak jelden elektrik akimi gegirilir. (105 v 10 dakika
yiiriitiiliir)

Notral pH’da (-) yik tasiyan DNA anoda dogru hareket eder. Kiigiik molekiiller
biiyliklerden daha hizli (+) elektroda dogru ilerler.

8-Elektroforez sona erdikten sonra jel bir transilliminator {izerine alinarak DNA UV
151k altinda gézlenir.
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Tablo 6.3 Cikabilecek olasi problemler, sebepleri ve ¢oziimleri

Problem

Olas1 Sebep

Coziim

Jel yolunda DNA siipriintiisii

Yiiksek DNA konsantrasyonu

Uygulanan DNA
Konsantrasyonunun
azaltilmasi

Arka Fonda Bantlar
Spesifik olmayan PCR {iriinleri

Saf olmayan DNA
Yanlis Amplitikasyon kosullar:

DNA’y1 tekrar hazirla ve OD
260/ OD 280°de dlg.
(ortalama 1.8°1ik oran)
termal cycler’: kontrol et.
Termal cycler PE 9600/9700
ve PTC 100 metodun
gerceklestirilmesi i¢in valide
edilmistir.

Zayif B
bantlar ya da reaksiyonun
baskilanmasi

Diistik DNA konsantrasyonu
Yanlis amplifikasyon kosullar
Dogru kapatilmayan
kuyucuklar

Orneklerin yetersiz
karistirilmasi

DNA konsantrasyonu
arttirilir. Termal cycler’:
kontrol et.

Termal cycler PE 9600/9700
ve PTC 100 metodun
gergeklestirilmesi i¢in valide
edilmistir.

Kapak striplerinin veya PCR
matinn kapatildigim kontrol
et (mat tizerine basing
uygula)

Mastir miks’i hazirladiktan
sonra iyice vorteks’le.

53



54



BOLUM 6.2 CALISMA SAYFASI

1. 1600 baz giftlik PZR iriiniiniizii Agaroz Jel elektroforezinde goriintiillemek
istiyorsunuz. Elinizde 10X konsantrasyonunda tamponunuz ve toz halinde agarozunuz
bulunmaktadir. 1X TBE tamponu ile 100 ml % kaclik agarozu nasil hazirlardiniz?

2. Kandan izole ettiginiz DNA 6rneginden 2ul ve DNA 6rnegini kullanarak yaptiginiz
PZR fiiriiniinden 2pl %]1°lik agaroz jele yiiklediniz. Hangisinin daha hizli hareket
etmesini beklersiniz, neden?

HAZIRLAYAN: TESLIM ALAN:
YORUM:
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LAB 7-DNA DiZi ANALIZI

DNA dizilemesi, bir DNA molekiiliindeki niikleotit bazlarinin (adenin, guanin, sitozin ve
timin) sirasinin belirlenmesidir.

sonra boya temelli otomatik dizileme yOntemlerinin gellsmeswle DNA dlZlSlnln
cikarilmasi daha kolay ve hizli olmustur. Biyolojik arastirmalarda, hastalikta veya adli
vakalarda tani1 koymak icin ilgili genin veya genomun diger bir boliimiiniin dizisinin
bilinmesi gereklidir.

DNA Dizi Analizinin Prensibi:

Bir bazin her tekrarinda u¢ kismindan isaretlenmis DNA molekiiliinii kirarak farkli
boyutlarda DNA fragmentleri olusturan bir kimyasal prosediirdiir. Her bir isaretli
fragmentin uzunlugu bazin pozisyonunu belirler. Sonugta bu {iriinler biiyiikliiklerine gore
poliakrilamid jel {izerinde elektroforezle ¢oziildiiglinde DNA dizileri radyoaktif bantlar
seklinde gozlenebilir. Bu teknik isaretleme noktasindan itibaren en az 100 bazlik bolgeyi
okuyabilir. Burada kullanilan piirinlere spesifik reaktif dimetil siilfat ile primidinlere
spesifik olan hidrazindir.

Ilk yapilan ¢alismalar:
1973 — Gilbert ve Maxam 24 bg diziyi agiklamislar.
1975 — Sanger zincir sonlandirma yontemi ortaya konulmus

1975 - $X174 bakteriyofajinin tiim genomunun sekansi yapilmis.

DNA dizisinin bilinmesi bir¢ok hastaligin nedenini agiklar ve tedavisi i¢in olanak saglar.

SANGER DiZi ANALIZi:

Maxam-Gilbert yotnemine gore ¢ok daha etkilidir ve daha az toksik madde kullanimi vardir.

Prensibi: DNA zincir sonlandirici olarak dideoksiniikleotit trifosfatlar (ddNTP’ler)

kullanilmasi.

ddNTP’lerin ANTP’lerden fark: 3° uclarinda OH grubunun olmamasidir.

N\
S'CH2 Baz 5'CH2
3! O
OH

fq-_} " OHucu
yok

Normal dNTP ddNTP

e19-6a Biological Science, 2/e ©2005 Pearson Prentice

Sekll 7. 1 dNTP ve ddNTP farki (https://www.quora. com/ln terms-of-biology-what-is-the-main-and-most-

important-difference-between-ddNTP-and-dNTP)
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Gerekli bilesenler:

Kalip DNA — tek iplikli DNA

DNA primer

DNA polimeraz

Radyoaktif veya fluresan isaretli niikleotidler - ANTP
Radyoaktif veya fluresan isaretli modifiye niikleotidler - ddNTP
Buffer mix

oakrwdE

- Dort standart deoksiniikleotiti iceren dort farkli tiipe ((dATP, dGTP, dCTP, dTTP)
DNA ornegi ve diger malzemeler konur.

- Her tiipe kendisine ait ddNTP’ler eklenir.

- Yeni olusan ve isaretli DNA fragmentleri sicaklikla denaiite edilir ve jel
elektroforeziyle birbirinden ayrilir. Her bir tiipteki 6rnek ayri bir siituna konur.

- UV isiginda DNA bantlar1 direkt olarak gozlenebilir.

ddGTP ddATP ddCTP ddTTP
Hedef DNA'yi da igeren dért tiplin her birinde
ddGTP, ddATP, ddCTP, ddTTP bulunmaktadir.

'-.:EE:'-;,- Her birini bir jel Gzerinde ayn bir seride yerlestirin.
'-f;-

En buyikler

— Dizileme igin, en kiigiikten en blyiige bazlarin
sirasini okuyunuz  TCGAAGACGTATC

ol En kiiciikler

Sekil 7.2 Sanger sekanslama yonteminin temel prensibi (https://askabiologist.asu.edu/sequencing)

Simirlamalari:

=

Non-spesifik primer-DNA baglanmasi

2. Okuma isleminin manuel yapilmasindan dolayr DNA dizisinin dogrulugunun kesin
olmamasi.

3. Deneyimli olmak gerekli

Boya-sonlandirici dizi analizi:

Sanger dizi analizinin daha gelistirilmis halidir. Yukarida 4 farkl: tiipte gerceklesen reaksiyon
bir tlipte gerceklesir.

Her bir ddNTP farkli bir fluresan boyayla isaretlenir. Bu boyalarin her biri de farkli
boyutlarda 1s1ma ve emisyon gergeklestirir. Bu farkliliga bagli olarak da tek bir tiipte hepsi
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ayr1 ayr1 analiz edilebilir. Giiniimiizde bu yontem otomatize cihazlarda gerceklesir ve verdigi
1s1maya gore de farkli biiyiikliikte pikler verir.

Ilk 15-40 bazi diisiik kalitede okuyup, diizelip, 700-900 bazdan sonra tekrar bozulmasi
smirlayici faktor.

P=EPPPPPPO-ODOPPOOOO--O0O-D

GCAT
Sekil 7.3  Sanger sekanslama  yonteminde jel ve  fluoresan  piklerin  karsilastirilmasi
(https://en.wikipedia.org/wiki/Sanger_sequencing)

Yeni gelistirilen otomatize cihazlarla 384 Ornek tek bir calismada 24 saatte sonug
aliabilmektedir. Bu cihazlar kapiller elektroforezi ile biiytikliigiine gore fragmentleri ayirir.
Sonuglarin analizi ise fluoresan piklerin analizi ile gerceklestirilir.

10 20 3o 40 50 60 70 a0 a0
CGATIG A TTRGCGGCCGCG AATTCGCCCTTICTC TACG ACG ATG ATTTACAC GCATG TGCTG AAMGTIGGCGGTGCCGG AGTGC GC TCACCGC

|1| 1'
\|

o | .t U il ! ﬂ/ il _[ I

|
Sekil 7.4 Sanger sekanslama sonucunda elde edilen fluoresan pikler
(https://en.wikibooks.org/wiki/Methods and_Concepts _in_the Life Sciences/DNA_Sequencing)

T ——

Otomatize sistem uygulamasi:
Gerekli bilesenler:

Kalip DNA - tek iplikli DNA

DNA primer

DNA polimeraz

Radyoaktif veya fluresan isaretli niikleotidler - dNTP
Radyoaktif veya fluresan isaretli modifiye niikleotidler - ddNTP
Buffer mix

ocoarwNE

Bir hasta i¢in tek bir PCR tiipline gerekli malzemeler eklenir, pipetajla karigtirilir ve
thermal cycler da ilgili protokol uygulanarak reaksiyonlarin gergeklesmesi saglanir.

PCR sonras1 6rnekler siiziilerek kuyucuklara aktarilir ve plaklar cihaza yiiklenir.

Sonuglar bilgisayar programi lizerinden analiz edilir.
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Kapiler
Kati Durum Lazeri
Polimer pompasi

Performans Optimize
Polimerler (POP)

Anod Tamponu
Plate yerlesim yeri

Katot Tamponu

Sekil 7.5 ABI 3500 Genetik analyzer  (https://www.thermofisher.com/tr/en/home/life-
science/sequencing/sanger-seguencing/sanger-sequencing-technology-accessories/applied-biosystems-
sanger-sequencing-3500-series-genetic-analyzers/3500-series-genetic-analyzer.html)

Bu laboratuvar dersinde otomatize Sanger dizi analizi prosediirlerinin videolar:
izlenecektir.
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HAZIRLAYAN:

BOLUM 7 SORULAR

TESLIiM ALAN:
YORUM:
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LAB.8-KARYOTIP ANALIZi

Karyotiplendirme, bir organizmanin biitiin kromozomlarinin ¢iftlerinin eslenmesi ve siraya
sokulmasidir. Bu sayede bir bireyin kromozomlarinin genel bir resmi ortaya konmus olur.
Klinikte sitogenetik uzmanlar1 biiyilk genetik degisiklikleri belirlemek amaciyla
karyotiplendirme yontemini kullanirlar. Karyotiplendirme ile kromozom sayisindaki
degisiklikler (andploidi, trizomi 21 gibi) veya yapisal degisiklikleri (delesyonlar,
duplikasyonlar, translokasyonlar ve inversiyonlar) de saptanabilir. Artik giiniimiizde dogum
anomalileri, genetik bozukluklar ve hatta kanser tanisinda bile kullanilabilmektedir.

Karyotip Analizi i¢in kullanilan 6rnekler:
o Periferal kan
e Timor biyopsileri
e Kemik iligi 6rnekleri
e Amniyon s1visl

e Koryonik villus

Karyotip analizi i¢in preparatlar Mitoz bdoliinme geciren ve metafaz asamasinda olan
hiicrelerden hazirlanir ve cesitli bantlama teknikleriyle boyamalar1 yapilarak mikroskopta
incelenir.

Karyotip Analizi icin Preparat Hazirlama Yontemi

Kromozomlarin tanimlanmasinin ve siniflandirmanin saglikli olmasi i¢in bir¢ok yontemler
gelistirilmistir. Bunlardan en basiti belirli evrede kromozomlari tespit etmek, sonra elde etmek
ve boyayarak incelemektir.

e Kromozomlar ya direkt kemik iligi ya da kisa siireli 72 saatlik doku kiiltiirli yontemleri ile
elde edilir. Kemik iliginden alinan ornek materyal besi ortami igine konularak direk
calisilir veya 24 saat kiiltiir ortaminda bekletilerek caligilir.

e Periferik kan Orneginin karyotip analizinde ise, heparinize enjektorle venden alinan kan
steril besi ortamli doku kiiltiirii tiiplerine konulur, fitohemaglutinin eklenerek 37 derecede
72 saat siiresince hiicrelerin ¢ogalmasi beklenir. Bu asamadan sonra kemik iligi ve
periferik kan i¢in yontem ortak bir seri islemi takip eder.

e Her iki yontemde de lenfositleri metafaz evresinde durdurmak igin, belirli siire ve dozda
kolsisin ilave edilir.

e Sonra santrifiij edilip besi ortamindan ayrilan hiicrelerin {izerine hipotonik soliisyon ilave
edilerek hiicrelerin sismeleri beklenir.

e Daha sonra tekrar santrifiij edilerek slipernatan kismi atilir ve fiksatif konur. Bu soliisyonla
tic kez yikanan hiicreler eritrositlerden arinir ve tespit edilir.

e Daha sonra temiz lamlar iizerine yayilan hiicreler boyama i¢in hazirlanir.

e Kromozomlar DNA boyalar1 ile boyanirlar. 1970”1i yillardan sonra gelistirilen bazi
tekniklerle bugiin her bir kromozom tek tek tanimlanabilmistir. Bu yeni yontemlerle lam
lizerine yayilan metafazlar once bazi enzimlerle (tripsin, papain) gibi veya tamponlarla
(sorensan fosfat tamponu) veya diger bazi kimyasal maddelerle (SSC) muamele edildikten
sonra Giemsa ile boyanir. Sonugta her kromozoma 6zgili boyanan ve boyanmayan kisimlar
olusmustur.
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e Ayrica fluoresan boyasi ile de ayni bandlar elde edilebilir. Pahali bir yontem oldugu i¢in
tanimlamada fazla siklikla kullanilmayan radyoaktif isaretleme yontemi de vardir. X
kromozomlarinin ayiriminda kullanilir.

Giemsa Bantlama Teknigi (G-Bantlama):
e En sik kullanilan bantlama teknigidir.

e Hazirlanan preparatlar yaslandirildiktan sonra tripsin enzimi ile histon ve non-
histon proteinleri denatiire edilir. Sonugta agikta kalan DNA Giemsa ile

boyanir.
e 400-700 arasinda bant degerlendirilir.

e GC zengin bolgeler acik renk goriiliir.
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Sekil 8.1 G bantlama sonucu goriilen bantlar (http://bio3400.nicerweb.com/Locked/media/ch12/G-
banding.html, http://labmed.hallym.ac.kr/cytogenetics/methdology/G-banding.htm)

Bu laboratuvar dersinde hazir preparatlar izerinde kromozomlarin siniflandirilmasi
yapilacaktir.
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BOLUM 8 SORULAR

1. Karyotip ¢alismas1 prosediiriinde hipotonik solusyon eklenmezse ¢alismaya etkisi ne
olur?
2. Karyotip sonuglarin1 degerlendirirken ilk olarak ne yapilmalidir, degerlendirmeye ne

ile baglanmalidir.

HAZIRLAYAN: TESLIM ALAN:
YORUM:
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LAB.9-KALITIM KALIPLARI ve PEDIGRI ANALIZI

Terimler

Tek gen bozukluklar1 kalitsal olarak ailelerdeki gecisleriyle karakterizedir. Bu gegigin tam
olarak ortaya konmasi i¢in bireyin aile gegmisindeki bilgiler alinarak pedigrisi ¢izilir. Pedigri,
standart semboller kullanilarak soy agacinin olusturuldugu grafiktir.

= Evlilik

[(HO
I:FO = Akraba evliligi

Muayene edilen
erkek

Muayene edilen kadin

D = Erkek O =  Kadin O = Cinsiyet bilinmiyor
E = ikierkek @ = ikikadin O =  Birgiinyasadi
D = Ailede etkilenen O = Allede genetik olarak @ = Olii dogum
o ilk erkek F 4 etkilenen ilk kadin
Z = Olen erkek g = Olenkadin 0 =  Dusiik
Y
= Etkil kek — il s
. tkilenen erke . Etkilenen kadin <P :\ = Gebelik
~s
7:9}{:' Tarihten etkilenen @ = Tarihten etkilenen

Tasia Dr.o = Evlilik digs iligki
1
1
WO = Bosanma veya aynima
Cift yumurta ikizleri
‘:]:[O = Evlat yok

Tek yumurta ikizleri -

(@) = Eviatikkadin

Sekil 9.1 Pedigride kullanilan standart semboller (https://www.aa0.org/image/symbols-commonly-used-
pedigree-analysis-2)

= Cift yumurta ikizleri

= Tek yumurta ikizleri

o

= Evlathik erkek

Ik olarak genetik uzmanina basvurmus ve aile dykiisii alinmis kisi proband olarak
isimlendirilir. Akrabalar birinci derece (anne, baba, kardes ve c¢ocuk), ikinci derece
(anneanne, babaanne, dedeler, torunlar, amcalar, dayilar, teyzeler, halalar, yegenler, iivey
kardesler) ve iiciincii derece (kuzen) olmak iizere li¢ gruptadir. Eger proband o ailede
etkilenen tek kisiyse izole vaka denir. Eger izole vakanin probanddaki yeni bir mutasyondan
kaynaklandigi kanitlanirsa buna sporadik vaka denir. Pedigrinin incelenmesindeki ilk 6nemli
basamak bir ailedeki genetik bozuklugun kalitim paterninin belirlenmesidir.

Kalitim paternleri iki faktore bagl olarak degisir:

o lgili gen lokusu otozomal kromozom (kromozom 1-22) iizerinde mi?, Cinsiyet
kromozomu (X ve Y kromozomlari) iizerinde mi? veya mitokondriyal genom iizerinde
mi??

e Fenotipi dominant m1? (sadece bir kromozom bile mutant alleli tagisa goriiliir) yoksa
resesif mi? (iki kromozom birden mutant alleleri tasidiginda gortiliir)
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BOLUM9 SORULAR

1. Pedigri calismasi ¢cok ¢ocuklu ailelerden olusuyorsa ¢izimi kolaylastiracak
nasil bir yol izlersiniz?

2. Pedigri ¢aligmasinda bireylerin yaslarmin belirtilmesi dnemli mi? Neden?
nasil gosterilir?

HAZIRLAYAN: TESLIiM ALAN:
YORUM:
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