FEN FAKULTESI

MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIiK BOLUMU

MBG255 HUCRE BiYOLOJIiSi LABORATUVARI

Hazirlayan

Ars. Gor. Yusuf CEYLAN

Bartin, 2018



ICINDEKILER

LABORATUVAR 1 GENEL KURALLAR, LABORATUVAR DEFTERI VE RAPORLAR................. 4
LABORATUVAR 2 HUCRE INCELEME YONTEMLERT ....ccccccceummmmmmessersesmmsssssssssssssssssssssessesssssssssssssesees 8
LABORATUVAR 3 KESIT ALMA VE HUCRE BOYAMA .. 15
L. BOYAIMA ettt eea e sss e s s a bR AR R AR e 15
IS =¥ | 1 0071 - OO 15

2.  BOYama YONTEIMIETT ..ocueuceeeeerreesseesseeeseemsessesssessssessesssesssessseesssssssesssesssesssesssesssesssssssesssssssesssesssssssssseens 18
2.1, BAaSIE BOYAMA c.urreeeerrreriseeseessesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssnssansssesssssssssssnssans 18

P \\ [T L ) 12107 13 VOO 18

P20 TR & 1 1S3 1 2 70') 100 PP 18

2.4, Gram BOYAMA ..ccveierisseesessesresssssssssssssssssssss st ssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssss st s sasssssssessssssssssssssnsssssnssnss 19



MBG255 HUCRE BiYOLOJiSi LABORATUVARI

Dersin Sorumlusu: Dr. Ogr. Uyesi Yavuz ERDEN (yerden@bartin.edu.tr)
Lab. Sorumlusu: Ars. Gor. Yusuf CEYLAN (ysf.cyln@gmail.com)

Laboratuvar Yeri: Molekiiler Biyoloji ve Genetik Laboratuvari, Mehmet Akif Ersoy

Derslikleri Binasi, Zemin Kat
Degerlendirmeler

%25 rapor, %25 arasinav, %50 final (Bu ii¢ degerlendirme parametresi ile 6grencinin dénem

notu belirlenecektir)
Rapor puan degerlendirmesi ise;
Baslik;
Giris; (Ders sorumlusunun istedigi deneylerde)
Amag;
Materyal method,;
Bulgular;
Sonug ve Tartisma;
Referans;

Sorulariniz sadece yceylan@bartin.edu.tr ya da ysf.cyln@gmail.com mail adreslerinden

cevaplanacaktir.


mailto:yceylan@bartin.edu.tr
mailto:ysf.cyln@gmail.com

LABORATUVAR 1
GENEL KURALLAR, LABORATUVAR DEFTERI VE RAPORLAR

Hiicre biyolojisi laboratuvarlari, mesleginiz ile ilgili en temel bilgi ve teknikleri 6greneceginiz
onemli laboratuvarlardan bir tanesidir. Bir molekiiler biyolog olarak, laboratuvarda yapilan
caligmalarin hassasiyeti ve dnemi bakimindan laboratuvar dncesinde ve siiresince bazi kurallara
uyulmasi gerekmektedir. Aksi takdirde istenmeyen sonuclarla karsi karsiya kalinmasi

muhtemeldir.
Laboratuvar kurallar

- Laboratuvara gelmeden 6nce, yapilacak olan deney dikkatlice okunmali, arastirilmali ve
bir calisma plant yapilmalidir. Bu, hem laboratuvarda yapilan deneyleri daha iyi
kavramanizi hem de zamanin daha verimli kullanilmasini saglayacaktir.

- Laboratuvara girmeden 6nce laboratuvar 6nliigii giyilmelidir ve onii iliklenmelidir.

- Deney uygulamasi laboratuvar sorumlusunun onerileri dogrultusunda yapilmali, deney
sirasinca olusabilecek olagan iistli durumlar direk olarak sorumlulara iletilmelidir.

- Deneyin uygulanmasi siiresince tiim dikkat ve ilgi c¢alismaya yogunlastirilmali,
laboratuvardaki diger calisanlarin dikkatini dagitici davranislardan kaginilmalidir.

- Deneyde kullanilacak alet ve cam malzemelerin temiz olmasina dikkat edilmeli, kirik ve
catlak arac-gerecle c¢alistimamalidir. Catlak ve kirik arag gerecler laboratuvar
sorumlularina bildirilmelidir.

- Kimyasal madde ve ¢ozeltilere elle dokunulmamali ve asla tadina bakilmamalidir.

- Bir maddenin kokusuna bakmak i¢in, elle agik kaptaki buhar yelpazelenerek buhar buruna
dogru gonderilir.

- Bir kaptan kimyasal malzeme alinacagi zaman kap iizerindeki etiket birkac kez dikkatle
kontrol edilmelidir. Etikette kullanilan malzemenin isminin dogrulugu tekrar kontrol
edilmeli, son kullanim tarihi gézden ge¢irilmelidir.

- Kimyasal maddelerden kullanilacak miktardan fazlas1 alinmamali, artan maddeler alindig1
kaba geri konulmamalidir.

- Herhangi bir yere asit veya baska bir asindiric1 kimyasal dokiildiigiinde aninda bol su ile
yikanmalidir.

- Kuvvetli asitler lavaboya dokiilmeden 6nce su agilmalidir.

- Iginde reaktif veya ana kimyasal bulunan kaplarm agz1 kesinlikle acik birakilmamalidir.



- Deneyin bitiminde ¢aligma yeri ve malzemeler temizlenmelidir. Ayrica not tutulan bench
de temiz birakilmalidir.

- Laboratuvarda kesinlikle herhangi bir sey yenmemeli ve i¢ilmemelidir.

- Herhangi bir laboratuvar kazas1 durumunda vakit gecirmeden laboratuvar sorumlusuna

haber verilmelidir.
Laboratuvar Defteri

Bilimsel arastirmanin en 6nemli yani, ¢aligmanizin kaydinin tutulmasidir. Bu nedenle iyi bir
laboratuvar defteri énemli bir konudur. Iyi bir laboratuvar defterinde, baska bir kisinin ayni

deneyi tekrarlayip ayni sonuglari alabilecegi sekilde yeterli bilgi olmalidir.

Bu laboratuvar kapsaminda diizenli bir laboratuvar defteri tutmaniz gerekecektir. Birbirine
bagli olmayan not kagitlar1 laboratuvar defteri yerine gegemez. Laboratuvar defterinizi her
laboratuvarda mutlaka yaninizda getirmeniz gerekecektir. Laboratuvar siiresince mutlaka her
deneyin tarihi ve ad1 deftere yazilmalidir. Ayrica deney siiresince kullanilan/yapilan her sey tek
tek dikkatlice not edilmelidir. Soliisyonlar ve seyreltme serileri gibi hesaplamalarin detaylar
mutlaka deftere not edilmelidir. Biitiin fotograflar, figiirler, ¢iktilar deftere yapistirilmalidir.
Unutmayin, her gézlem 6nemlidir! Her dersin bitiminde defteriniz dersin sorumlusuna mutlaka

paraflatilmalidir.
Laboratuvar Raporu

Rapor, bilimsel yazilarin ilk basamagidir. Ileriki yillarda dncelikle bitirme tezi ve sonrasinda
projeler, makaleler yazmaniz gerekecek, bu baglamda rapor yazmay1 6grenmeniz ve aligkanlik

haline getirmeniz ileriki zamanda size ¢ok faydali olacaktir.

Genel kurallar: Deneyleri grup halinde yapsaniz dahi raporlar bireysel ve her kisiye 6zgii
olmalidir. Birbirinin kopyasi halindeki raporlar ncelikli olarak tespit edilecek ve kimin kimden
kopyaladig1 sorgulanmaksizin ayni olan raporlar sifir olarak degerlendirilecektir. Raporlarda
dilbilgisi ve imla kurallarina dikkat edilmelidir: dilbilgisi ve imla hatalar1 6zensiz bir ¢aligmanin
ilk gostergeleridir. Derse katilimimizin oldugu haftalar raporunuzu mutlaka dersin sorumlusuna
paraflatiniz. Katilmadiginiz haftalar icim ise defterinizi daha sonra mutlaka tamamlayiniz.
Fakat rapor notlariiz hesaplanirken gelmediginiz haftalar dikkate alinmayacaktir. Gelinen

haftalarin not toplami, ders yapilan tiim haftalarin sayisina boliinecektir.



Rapor forman: Oncelikle sunu belirtmek gerekir ki, rapor resmi bir formdur. Dolayisiyla
yazilan ciimleler diizgiin olmahdir. Imla ve yazim hatas1 bulunmamalidir. Gerekirse TDK
sozliigli ve imla kilavuzu kullanilmalidir. Climleler, yliklemi ve 6zneyi igeren tam ciimleler
olmalidir. Rapor ne ¢ok kisa, ne de gereksiz bilgiler igerecek kadar uzun olmalidir. Sayfanin
sag-sol-alt-iist kistmlarindan 3 cm bosluk olmalidir. Oncelikle dersin ad1 ve kodu yazilmalidir.
Sonrasinda ise raporu hazirlayan kisinin ad1 ve 6grenci numarasi, grup numarasi ve sonrasinda

konu ve amag yazilmalidir. Tir isimleri kurallara uygun yazilmaldir.
1) Dersin kodu ve adi rapor kagidina ortalanarak yazilir.
2) Konu o giin derste incelenecek konudur.

3) Amag: Raporda deneyin amaci mutlaka belirtilmedir. Amag su sekilde yazilmalidir: “Bu
deneyin amact ........ dir.” veya “Bu deneyde .......... amaglanmistir.” Amac tek climleyle

anlatilmalidir.

4) Materyal ve Yontem: Deneyde kullanilan materyaller tek tek liste halinde yazilmalidir.
Deneyin yapilisi sirasinda yapilan islemler madde madde yazilmalidir. Edilgen cat1

kullanilmalidir. Deneyin sonucu veya yorumuyla ilgili bilgi icermemelidir.

5) Bulgular: Sonu¢ kisminda sadece deneyde elde edilen sonug belirtilmelidir. Elde edilen
sonucun dogrulugu/yanlishigt bu kisimda tartisilmamalidir. Eger sonu¢ mikroskobik bir
gozlemse, ya laboratuvarda elde edilen fotograf ya da gordiigiiniiz seklin ¢izimi yer almalidir.
“Deney sonucunda boya eklenmesi sonucu ¢6zeltinin renginin sariya doniistiigli gézlemlendi”,
“Deney sonucunda yukaridaki fotografta goriilen hiicreler gozlemlendi”, vs. Cizilen sekil altina

sekil yazis1 ve bliylitme yazilmalidir.

6) Sonu¢ ve Tartisma: Yorum kisminda 6ncelikle amagla sonucun karsilastirmasi yapilmali,
beklenen sonuca ulasilip ulasilmadigi belirtilerek eger ulasilmadiysa bunun neden
kaynaklanmig olabilecegi tartisilmalidir. Eger sonucta bir gozlem yapildiysa bu gozleme ait
tartigmalar ve yorumlar bu kisimda yapilmalidir: “Eklenen boya nisasta olan ortami sariya
cevirme Ozelligi tasimaktadir. Deney sonucunda ¢dzeltinin sartya dondiigli gozlemlendigi i¢in
¢Ozeltinin nisasta igerdigi sdylenebilir.” , “Deney sonucunda elde edilen goriintiide metilen
mavisi ile boyanan preparatlarin niikkleusu daha belirgin olmustur. Bunun nedeni metilen

mavisinin niikleuslar1 boyamasidir.”, “Bitki hiicreleri kloroplast icerirken, bu deneyde



gbzlemlenen epitel hiicrelerinin kloroplast icermedigi goriildii.” Bunlarin haricinde, deneyde

kullanilan ¢ozeltilerin, boyalarin neden kulla

nildig1l, deneyde yapilan Onemli iglem basamaklarinin neden yapildigi yorum kisminda

aciklanmalidir.

Referans: Ozellikle teori ve yorum kisminda kullanilan bilgiler herhangi bir kaynak
kullanilarak yazildiysa (ki teorik bilgi mutlaka en az bir kaynak kullanilarak yazilmalidir) bu
kaynaklar acik ve net bir sekilde belirtilmelidir. Referans olarak internet sitesi kullanildiysa
sitenin tam adi yazilmalidir. Eger bir kitap referans olarak kullanildiysa kitabin tam adi,
yazari/yazarlari, basim yili ve verdiginiz bilginin hangi sayfada oldugu belirtilmelidir.
“Campbell biyoloji kitab1 511.sayfa” dogru bir referans degildir. Giris ve yorum kisminda

internetten alinan sekil varsa, bu sekillerin alindigi referanslar mutlaka belirtilmelidir.
Ornek:
Makaleden alinan referans igin;

Ceylan Y, Ozdemir FA, Biilbiil AS (2017). Effects of Different BAP and NAA Concentrations
on Micropropagation of Crambe orientalis L. var orientalis L. Journal of Animal and Plant
Ssciences, 27:5, 1671-1677.

Bildiri referansi igin;

Ceylan KB, Ceylan Y, Can HT, Celik Altunoglu Y, Baloglu MC. (2018). Determination and
Bioinformatics Analysis of ZjuHsp90 Genes in Jujube. International Symposium Ecology
2018. Kastamonu — TURKEY.

Kitap boliimii referansi icin;

“Molekiiler Biyolojide Kullanilan Y&ntemler” Istanbul Universitesi Biyoteknoloji ve Genetik
Miihendisligi Arastirma ve Uygulama Merkezi (BIYOGEM) Yaymn No:3, Editérler: Giiler
TEMIZKAN & Nazli ARDA, Nobel Tip Kitabevleri, 2008, ISBN: 978-975-420-583-1, Sf:55-
56.



LABORATUVAR 2

HUCRE INCELEME YONTEMLERI
Canlilar hiicre ad1 verilen kiiciik ve aktif yapilardan meydana gelmektedirler. Insanlar, hayvanlar,
bitkiler gibi canlilar ¢ok hiicreden olustuklar1 halde dogada bakteriler, mayalar, protistler ve bazi algler
gibi bir¢ok organizma tek hiicreden meydana gelmektedir. Hiicreler ¢ok kiiciik ve oldukca karmasik
yapilardir. Ozellikle ¢ok hiicreli organizmalar farkli gérevleri yerine getirebilmek icin birbirinden farkli
yapida olmalar1 sebebiyle hiicrenin yapisini ve molekiiler kompozisyonlarini incelemek ve bilesenlerini

anlamak c¢ok zordur. Hiicre inceleme tekniklerini iki baglik altinda toplayabiliriz.

A. Hicreyi bir biitiin olarak inceleyen teknikler

B. Hiicre bilesenlerinin analizi i¢in kullanilan teknikler

A.  Hiicreyi bir biitiin olarak inceleyen teknikler
Farkl1 yapidaki hiicreleri ve hiicrenin farkli kisimlarinin 6zelliklerini inceleyen ii¢ farkl teknik vardir.

i.  Teshit (fiksasyon) ile inceleme
ii.  Canli (vital) inceleme

iii. Hiicre kiiltiirleri

Al. Tesbit (fiksasyon) ile inceleme

Hiicrelerin farkli bolgelerinin 15181 kirma katsayilar birbirine yakin oldugundan hiicrenin ayrintilarinin

daha iyi gozlenebilmesi i¢in hiicrenin tesbit (fikse) edilmesi ve degisik boyalarla boyanmasi gerekir.
Tespitin (fiksasyonun) amaci:

Hiicre ve dokularin canli hale en yakin bigimde muhafaza etmek,
Otolizi, bakteriyel bozuma ve ¢iiriimeyi 6nlemek,
Kolaylikla diffiizyon olan maddelerin kaybini 6nlemek,

Sagliga zararli kotii etkilere karst dokuyu kuvvetlendirmek ve

I

Dokunun boyalarla ve diger reaktiflerle boyanmasini kolaylastirmak.

Isik mikroskobu; Goriiniir dalga boyundaki 1sikla aydinlatilmig cisimlerin biiyiitiilerek incelenmesinde
kullanilir. Isik mikroskoplart optik (Kondansator, okiiler, objektif) ve mekanik (ayak, kol, makro-mikro

vida) olmak iizere iki kisimdan meydana gelir.

Lambadan yansiyan 151k, kondansator yardimiyla 8lectron8on bulundugu mikroskop tablasinda toplanir

ve preperat aydinlik alanda incelenir. Canli hiicreler homojen bir yapiya sahip olduklari igin, 151k



hiicrenin ¢esitli bolgelerinden farkli fazlarda gegemez. Bu nedenle 1s1k mikroskobu g¢alismalari igin

cisimler uygun boyalarla boyanip yapilarina bir farklilik kazandirildiktan 9lect incelenirler.

Boyama 6ncesinde, 6rneklerin korunmasti igin genellikle tesbit (fiksatif) ¢ozeltiler (alkol, asetik asit veya

formaldehit) kullanilir.

Okuler

Mikroskop
tipl

Kol—

Tabla —_

Kondansatér
/'/-
Makrovida —
) Isik kaynagi St
—

Mikroskop __——
tabani  jikrovida

Sekil 2.1: Istk mikroskobu
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Sekil 2.2: Ciplak goz, 151k mikroskobu ve 9lectron mikroskobu ile goriilebilen boyut cetveli

Steromikroskop; Biiyiik ve opak materyalleri inceleyerek diseksiyon (ayirarak inceleme) imkani veren,

iki gozle bakilarak ti¢ boyutlu goriintii saglayan mikroskoplardir. Bu mikroskoplarda bityiitme genellikle

x4 ve x40 arasinda degisir, x4 ve x40 objektifleri bulunmaktadir.
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Sekil 2.3: Steromikroskop

Fluoresan (Floresan) mikroskobu; Floresans maddelerin 15181 emme prensibine dayanir. Bir cisim mor
otesi 1s1kla (UV) aydinlatilirsa, cisim de onu absorblayarak goriiniir bir 151k enerjisi (mavi, mor, yesil,
sar1, turuncu, kirmizi) sagarsa o madde dogal floresanstir. Floresans veren bazi boya ya da kimyasal
maddelerin biyolojik materyale uygulanmasi ile sekonder (yapay) floresans olusturulabilir. Bu
mikroskobun ayirma giicii, kullanilan 15181n dalga boyu kiiciik oldugundan 11k mikroskobunun ayirma
giiclinden daha yiiksektir.

Polarizasyon mikroskobu; Isigin polarizasyonu yani kutuplanmasindan yararlanarak yapilan
mikroskoptur. Isig1 ¢ift kirma yani anizotropi 6zelligi gosteren yapilarin (kas lifleri, silya, kollajen
lifleri vb.) incelenmesinde kullanilir. Polarizasyon mikroskobu taze ve tespit edilememis cisimlerin
arastirllmasinda, molekiil yonlenmelerinin belirlenmesinde, hiicresel yapilarin kimyasal bilesimleri,
sitoplazma, kromozomlar, ig iplikleri, kas telleri, sinir lifleri gibi hiicresel yapilari, tirnak boynuz ve
kemik Kkesitlerini, kristalize hormonlar1 ve vitaminleri incelemede ve ozellikle mineralojide mineral

yapilarin arastirilmasinda kullanilmaktadir.

Interferans mikroskobu; Degisik bolgelerin farkli yogunluklari sayesinde kirilma indisleri ile

farkliliklar1 ortaya koyar ve renkli bir goriintii olusumunu saglar.

Transmisyon (gecisli) elektron mikroskobu (TEM); Elektron mikroskobunda kullanilan elektronlarin
dalga boylar1 goriiniir 15181in dalga boyundan yaklasik 100.000 kat daha kisadir. Isik mikroskobunda
kaynak 11k 1smnlaridir ve mercek sistemi camdan yapilmistir. TEM’de ise kaynak elektron 1siklar1 yayan
bir metal flaman, mercekler ise manyetik sistemlerdir. TEM’de objeden gecen 10lectron akimi ile
goriintii saglanir. Ornekteki yogun bélgeler daha fazla elektron sagtigindan daha koyu goriiniirler. Uranil

asetat, osmiyum tetroksit, kursun sitrat gibi agir metallerin tuzlan elektron boyasi olarak kullanilir.



Scanning (taramali) elektron mikroskobu (SEM); Goriintii cismin iginden gegen elektronlarla degil,
cismin yiizeyinden verilen elektronlardan olusur. Cisim ince bir altin film ile kaplanir. Objenin
ylizeyindeki degisimler, 6érnekten yayilan elektronlarin oldugu yerde motif gibi goriiniir. Bu motifte

delikler ve yariklar karanlik, tepecikler ise agik renkli goriiniir.

Sekil 2.4: Lathyrus undulatus bitkisine ait polenlerin TEM ve SEM’de goriiniisleri

A2. Vital (Canh) Inceleme

Incelenecek olan hiicrelerin canli kalmasina izin veren soliisyonlar ile g¢alisilarak, objenin canli
kalmasina 6zen gosterilir. Canliligin kisa slire devamini saglamada pH degerlerini istenilen noktada
tutan “fizyolojik su” gibi ortamlar yardimcidirlar. Yani hiicre bulunduklari ortamda veya bulunduklari
ortama ¢ok yakin belirli iyon konsantrasyonlar1 i¢eren ortamlarda incelenir (6rnegin; bir hiicreliler,
sperm hiicreleri). Bu incelemede eger boyama yapilacak ise belli ksimlar belirgin hale getirilir. Boya
sollisyonlarinin da bu 6zellikte olmalari tercih edilir. Canli halde konsantrastlik farkliliklar1 ancak 6zel
mikroskoplarla ortaya c¢ikacagindan, genel belirlemede dogal renklendiricilerle “vital boyama”
yapilmaktadir. Hiicrelere zarar vermeyen boyalar ile yapilan bu boyamada her boya belirli yapilari
boyadigi i¢in goriilmek istenen yap1 6zelligine uygun boyalar segilir (6rnegin; notr kirmizi vakuolleri

boyamada kullanilir).

Sekil 2.5: Metilen mavisi ile boyanmis agiz i¢i epitel hiicre ¢ekirdekleri.



A3. Hiicre Kiiltiirleri

In vitro (laboratuvar ortami, yapay kosul) ortamda hiicreleri biyiitiip gelistirmek i¢in in vivo (canlida)
sartlarin taklit edilmesi gerekmektedir. Bu teknigin temeli degisik dokulardan o6zellikle embryonik
dokulardan alinan hiicrelerin belirli ortamlarda saklanmasi ve bu ortamlar i¢inde biiyiime yetenegi
kazanmalarina dayanmaktadir. Bu ortamlarda genellikle kompleks karbonhidrat karigimlari, amino
asitler, tuzlar, vitaminler, hormonlar ve ¢esitli biiylime faktorleri bulunur. In vitro ortamlardan elde

edilen hiicrelerde, hiicrenin bir biitiin olarak incelenmesinde bir aractir.

B.  Hiicre Bilesenlerinin Analizi icin Kullanilan Teknikler

Proteinler, yaglar, niikleik asitler vb. hiicre bilesenlerinin incelenmesinde ¢esitli kimyasal teknikler
kullanilmaktadir. Bu kimyasal tekniklerin yaninda daha da kapsamli ¢alismalar yapabilmek i¢in hiicreyi

kisimlarina pargalayarak teknikleri kullamilmaktadir.
B1. Homojenizasyon

Farkli mekanik ve kimyasal yollarla hiicrelerin smirlar1 pargalanir ve homojenize edilir.
Homojenizasyon olay1 tampon ¢ozeltisi iginde yapilir. Kullandigimiz tampon ¢ozeltisinin pH’1 ve
igerikleri homojenizasyonda c¢ok onemlidir. Elde edilmek istenen makromolekiile 6zel tampon

secilmelidir. Homojenizasyon yapilan hiicre veya hiicreler santrifiij yontemiyle kisimlarina ayrilir.
B2. Santrifiij Yontemleri

Bu teknikte santrifiij ad1 verilen aletler yardimiyla, 6rnekler yiiksek hizda dondiiriilerek merkezkag
kuvveti olusturulan bir alanda partikiillerin davranigi temeline dayanir. Farkli biiyiikliik ve yogunluktaki
cesitli organel veya partikiiller, farkli ¢okelme hizlarina gore ayr1 ayn elde edilebilirler. Bu nedenle
homojenize edilen hiicreler 6nce Ayiricl (Differential-velocity) santrifiijleme sonrada ya kiitlelerine
gore Rate-zonal santrifiijleme ve ya partikiilleri yogunluklarina gore ayiran Equilibrium density

gradient santrifiijlemeye tabi tutulur.
B2.1. Ayirici (Differential-velocity) santrifiijleme

Kisimlarina ayrilmasi istenen homojenat gittikge artan santrifiij kuvvetine maruz birakilir ve her
asamada santriflij kuvveti ve siiresi belirli bir kisminin ¢okmesi i¢in ayarlanir. Her asamadan sonra pellet
(dipte ¢oken tortu) alinip 6zel inceleme i¢in ayrilirken siipernatant (iistte kalan faz) tekrar daha yiiksek
hizda santrifiij edilir. Bylece homojenat i¢indeki tiim kisimlar ayr1 ayn elde edilir. Cok farkli kiitle ve
yogunluga sahip organel ve ya partikiiller birbirinden ayrilirken yakin kiitle ve yogunluga sahip organel

ve ya partikiiller birbirinden ayrilamazlar.
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Supem atant subjeded

Lowu speed to medium speed
—_— —
A cen | Fellet containz 22 Pellet cortains
homo gen ate Whole cells hita chondria
Hudei Lysosomes
Eytoskeletons FPeroxszomes

Supematantsubjedad Supematantsubjeced
to weiy high speed to high speed
—_— —

Fellet contains | Pellet contains
Ribozomes Micmsomes
Wiruses Small vesides

Large macromole cules

111181 Copywight® motifalo.com

Sekil 2.6: Ayirict santrifiijleme

B2.2. Rate-Zonal Santrifiijleme

Daha o6nce elde edilen fraksiyonlar i¢inde 6zel bir solusyon bulunan santrifiij tiiptine ilave edilir. Tiipe
eklenen homjenat santrifiij edilince partikiiller santrifiij giicti, partikiiliin kiitlesi, partikiil ve ortamin
yogunluk farki partikiil ve ortamin siirtiinmesi tarafindan kontrol edilir. Santrifiij tamamlandiginda farkli

biiyiikliikteki molekiiller tiip icerisinde farkli bolgelerde yer alirlar.
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Sekil 2.7: Rate-zonal santrifiijleme yapilmuis bir 6rnegin goriintiisi
B2.3. Equilibrium Density Gradient Santrifiijleme
Rate zonal santrifiijlemeye benzer. Bu yontemde en yaygin kullanilan soliisyon sezyum kloriddir.

(cesium chloride=CsCI) Sezyum (Cs*) iyonlar1 ¢ok yogun olduklari i¢in ultrasantrifiijleme de bir gii¢

alami olusturarak ¢okerler. Bu yiizden tiipiin dibinde daha fazla Cs* olmak tizere bir gradient olusur. Bu



esnada yiikii nétralize etmek i¢in Cl iyonlar1 da tiipiin dibinde daha fazla bulunur. Farkli yogunluktaki

tiirlerin niikleik asitlerini saflagtirmak i¢in kullanilir.

(a) Before
centrifugation.
CsCland sample
unifomnly distributed

(b) After centrifugation.
CsCl redistributes giving
density gradient.
Nucleic acid species
form bands at “equal
density” levels.

Sekil 2.8: Equilibrium Density Gradient yontemi ile santrifiijleme
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LABORATUVAR 3
KESIiT ALMA VE HUCRE BOYAMA

Histoloji, sitoloji ve patoloji c¢aligmalarinda c¢esitli organ ya da dokulardan kesit alinarak ornekler
sitolojik ya da histo-patolojik yonden degerlendirilir. Hiicre ve dokularin canli halde uzun siire veya
saydam olarak incelenmesi sinirl oldugundan; ¢ogunlukla incelenecek olan doku pargasi1 organizmadan

cikarilir, fikse edilir ve hazirlanan prepatlar halinde mikroskopda gézlem yapilir.

Laboratuvar kosullarinda dokudan kesit alma islemi bisturi ve jilet gibi materyaller yardimi ile yapildig

gibi kesit bu amagla mikrotom cihazi da kullanilmaktadir. Mikrotom ile 5-7 um lik kesitler alinir.
1. Boyama

Boyama, kimyasal bir olaydir. Boyalar genellikle tuz yapisindadirlar. pH'larina gore asidik, bazik, nétral
olabilirler. Mikroskopta kolay gormeyi sagladiklari gibi, incelenen materyalin biiytikliik, sekil, spor,
kapsiil, internal siitriiktiirleri hakkinda da bilgil sahibi olunmasini saglayabilirler. Boyanma 6zelliklerine

gore de bazi mikroorganizmalar identifiye edilebilirler.
1.1. Bazik boyalar

Iyonize olduklari zaman, molekiiliin boya kismi pozitif elektrikle yiiklenir. Bunlar da renkli bazlarin
tuzlaridir (genellikle, klorid benzen sulfat, okzalat ve asetat). Bazik boyalardan, metilen mavisi

(methylene blue), crystal violet, carbol fuchsin, safranin, malachite green ¢ok kullanilir.

Metilen mavisi (Methylene blue); Loffler metilen mavisi solusyonu kullanilir. Preparat iizerine boya
solusyonu konarak 5-8 dakika bekletilir. Boya dokiiliir, yikanir, kurutulur ve goriintii edilir. Mikroskopta
goriintli, mavi renkte goriiliirler. Onemli bir bateri boyama boyasidir. Hiicrelerin genellikle

¢ekirdeklerini boyar.



Sekil 3.1: Metilen blue ile boyanmig 6rnekler

Kristal viyole (Crystal violet); Hazirlanan preparat izerine boya solusyonundan (kristal violet) konarak
20-30 saniye kadar bekletilir. Siirenin sonunda boya dokiiliir, preparat su ile yikanir, kurutulur ve
goriintli elde edilir. Preperatlar mor renkte goriiliirler. Kristal viyolenin kullanilacagi zaman hazilanmasi

uygundur. Cekirdek, mitokondri ve plastitleri iyi bir sekilde boyar.

Sekil 3.2: Kristal viyole ile boyanmis drnekler

Karbol fuksin; Kurutulmus ve fikse edilmis preparatlar {lizerine, karbol flichsin solusyonu, filtre
kagidindan siiziilerek konur ve 5-10 saniye boyama i¢in birakildiktan sonra, boya dokiiliir ve hafif akan
su ile yikanir. Kurutma kagidi ile (veya havada) kurutulduktan sonra, iizerine sedir yagi konularak
goriintii elde edilir. Preperatlar kirmizi renkte goriliirler. Cogunlukla bakteriyel boyama yontemlerinde

kullanilmaktadir.



Sekil 3.3: Karbol fuksin ile boyanmis 6rnek

1.2. Asidik boyalar

Iyonize olduklar1 zaman, molekiiliin bir kismu negatif elektrikle yiiklenir. Bunlar da renkli asitlerin
tuzlaridir (genellikle, sodyum tuzu). Bazen potasyum, kalsiyum veya amonyum tuzlari olabilir. Asit

boyalar arasinda, asit fuchsin, asit pikrik, eosin, v.s bulunmaktadir.

Asit fuksin; Genellikle kaslart kollajenlerden ayirarak dokularin sitoplazma ve gekirdeklerini boyamak

i¢in kullanilir. Kaslar kirmiz1 renkte, kollajenler ise mavi ya da yesil goriiliir.

Sekil 3.4: Asit fuksin ile boyanmig 6rnek

1.3.  Nétral boyalar

Notr boyalar iyonik olmayan boyalardir. Bunlar suda ¢6ziinen renkli organik bilesiklerdir. Burada notr
tuzu meydana getiren asid ve bazin her ikiside renklidir. Hematoloji ve mikrobiyolojide sik kullanilan
bu boyalara Giemsa boyasi en giizel 6rnektir. Giemsa daha ¢ok parazitolojik inceleme amaciyla

kullanlir.



2. Boyama Yontemleri

2.1. Basit Boyama

Bu tarz boyamada, preparatlar hakkinda kisa siire i¢inde bilgi edinmek i¢in tek boya solusyonu kullanilir
(biiytikliik, sekil, diizen vb.). Boya, preparata bir defa uygulanir. Karbol flichsin, kristal violet ve metilen

mavisi gibi genellikle bazik boya solusyonlarindan birisi segilir.

2.2.  Negatif Boyama

Bu tiir boyama yonteminde Ornegimiz degil, saha boyanir. Genellikle asidik boyalar tercih edilir.
Karanlik olan sahada 6rnek renksiz veya parlak olarak goriiliirler. Bu amag i¢in nigrosin veya ¢in
miirekkebi kullanilir. Lam {izerine bir damla boya ve sonra bir damla kiiltiir konarak yayilir. Kuruduktan

sonra muayene edilir. Bu yontemden kapsiil ya da spor goérmek i¢in yararlanilir.

BACTERIA

a h
Sekil 3.5: (a) negatif boyama teknigi, (b) negatif boyama ile boyanmis bir bakteri (A) ve bakteri endosporu (B)

2.3.  Bilesik Boyama
Birden fazla boyanin kullanilmasi ile yapilan boyama yontemleridir.

2.3.1. Diferensiyel boyamalar: Mikroorganizmalart birbirinden ayirmada kullanilir (Gram, Ziehl
Neelsen).

2.3.2. Siitriiktiirel boyamalar: Bakterilerin i¢ ve dis yapilar1 hakkinda bilgi edinmek icin kullanilan
bilesik boyama yontemleridir (spor, kapsiil, flagella, ¢cekirdek, lipid, v.s.).



2.4. Gram Boyama

Gram boyama, bakterileri hiicre duvarlarinin kimyasal ve fiziksel 6zelliklerine gore iki biiyiik gruba

(Gram-pozitif, Gram-negatif) ayirmak i¢in kullanilan bir yontemdir.

Gram Boyamasinda Etkili Olan Mekanizmalar

Mikroorganizmalarin gram boyamasinda, bakteri kiiltlirliniin yas1 ve bakteri hiicre yapisi ile ilgili
mekanizmalar etkilidir. Genel olarak yaslanmisg kiiltiirden elde edilen preparat gramla negatif boyanma

egilimindedir. Bundan dolay1 incelenecek kiiltiiriin yeni olmasi (24 saatlik) 6nemlidir.

Gram (+) ve gram (-) bakteriler hiicre yapilar1 agisindan birgok farklilik géstermektedir:

Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarinda gram negatiflere kiyasla olduk¢a kalin peptidoglikan tabaka
mevcuttur. Bu nedenle, aldiklar1 boyayi alkolle dekolarizasyonda gram negatiflere nazaran daha geg

birakirlar.

Gram pozitif bakterilerin hiicre duvarinda karbonhidratlar, gram negatiflerde lipidler fazladir.
Karbonhidratlar alkolle dekolarizasyon esnasinda dehidratasyona (su molekiilii agiga ¢ikar) ugrar. Porlar
iyice biiziislir, daralir ve boya disar1 ¢ikamaz. Lipitler i¢in ise alkol ¢6ziiciidiir ve hiicre ¢eperinde olan

porlar daha ¢ok agilacaktir.

Gram pozitif hiicre duvarinda bulunan teikoik asit, bazik boyalarla daha kuvvetli birlesik olusmasini

saglar.

Bakteri protoplazmasinin pH‘1 da 6nemlidir. Gram pozitiflerdeki protoplazmanin pH‘1 daha asidiktir.
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