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Hiicre inceleme Metodlar

Hucreler cok kucuk ve oldukca karmasik
yapilardir. Ozellikle gok hicreli organizmalar
farkli gorevleri yerine getirebilmek icin
birbirlerinden farkli yapilar sergiler. Hucrenin
yapisini ve molekuler kompozisyonlarini
iIncelemek, farkli bilesenlerin fonksiyonlarini
anlamak cok zordur. Bu nedenle ¢ok degisik
iInceleme teknikleri gelistiriimis  olup  bu
tekniklere her gun yenileri ilave olmaktadir.



Hucreyi inceleme tekniklerini iki
baslik altinda toplayabiliriz:

1. Hucreyi bir butun olarak inceleyen
teknikler
2. Hucre bilesenlerinin analizi icin

kullanilan teknikler.



Hicreyi Bir Biitin Olarak Inceleyen
Teknikler

Gerek farkli yapidaki hucreleri, gerekse
hucrelerin farkl kisimlarinin ozelliklerini tam
bir hucre halinde Incelemek icin kullanilan
teknikleri Ug gruba ayirabiliriz:

1. Teshit (fiksasyon) ile inceleme
2. Canli (Vital) inceleme

3. Hucre kulturlert



Tesbit (Fiksasyon) lle inceleme

Canli  hucrelerin  farkli  bolgelerinin  1sI1g1
Kirmalari birbirine yakin oldugundan bu halleri ile
mikroskopta incelenmeleri zordur. Hucrenin sahip
oldugu ayrintilarin daha 1yI gozlenebilmesi igin
hucrenin tesbit edilmesi (fikse edilmesi) ve
bundan sonra degisik boyalarla boyanmasi gerekir.
Ancak bu Dboyamadan sonra bu hucreleri
mikroskopla incelemek mumkun olmaktadir. Tesbit

edilip boyanmis  hucreleri incelemek icin
gunumuzde;

kullaniimaktadir.



Gunumuzde kullanilmakta olan 1sik
mikroskoplari, genel olarak 0.4 uym (400 nm)
le 0.7 ym (700 nm) arasindaki gorunur dalga
boyundaki isinlari kullanirlar.
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Bu mikroskoplar
mekanik ve optik
olmak uUzere iki ana
bolumden olusur.

Mekanik bolum,;
mikroskop ayagl,
mikroskop govdesi
(statif), makro ve
mikro ayar duzenedgi,
olo][= tablasindan
olusur.




Optik bolum;
mekanik bolum
uzerine monte
edilmig, goruntunun
alinip  Incelenmesini

saglayan kisimdir. Bu

bolum: okuler, tup
(mono, bino veya
trinokuler karakterde
olabilir), objektif,

kondansor ve IsSik
kaynagi kisimlarindan
meydana gelir.
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Isik kaynagindan

gelen Isinlar,
kondansor sayesinde,
obje tablasli uzerine

yerlestirilen cisme bir
ISsik konisi olusturacak

bicimde odaklantr.
Cisimden yine bir 1sik
konisi seklinde

yayilan i1sinlar objektif
tarafindan toplanarak
okuler yardimiyla
goze ulastirilir.
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Bir amip’in isik
mikroskobundaki goruntusu



Ne tur objektif kullanilirsa kullanilsin, goruntu
ne kadar buyutulurse buyutulsun normal 1sik
mikroskoplariyla birbirlerine 0.2 uym den daha
yakin cisimler veya boyu 0.2 um den daha
kucuk cisimler 1y1 secilemezler. Buradan
hareket edilerek daha kisa dalga boylu
Isinlari, yani 0.4 um (400 nm) den daha kisa
dalga boyuna sahip floresan isinlari, kullanan
floresan mikroskoplari, hatta dalga boyu 0.004
nm olan elektronlari kullanan elektron
mikroskoplari gelistiriimistir.



Floresan maddeler belirli bir dalga boyundaki
ISIgI absorbe eder sonra daha uzun dalga
boyunda tekrar yayarlar. Boyle bir bilesik,
absorbe ettigi dusuk dalga boyuna sahip isik
le aydinlatilir sonra sadece o0 bilesikten
yayilan isinlarin gecisine izin veren bir filtre
yardimiyla incelenirse karanlik bir fon iginde
parlak bolgeler olarak gorulur.



Bu ozellikten faydalanilarak, cesitli floresan
boyalarla boyanmis cisimleri incelemek icin
floresan mikroskoplar gelistiriimistir. Floresan
mikroskop ile 0.1mm kadar olan cisimler
iIncelenebilmektedir. Bu mikroskop normal isik
mikroskobu ile ayni yapida olup ondan isik
kaynagl ve bazi optik parcalari yonunden
farklilik gosterir. —
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Bu mikroskoplarda, 1sik kaynagi olarak
L ultraviyole dalga boyunda 1sik veren,
civa buharli ampuller kullaniimaktadir.
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Kulturdeki bir fibroblastin Mitoz bolunme’nin Anafaz
icindeki aktin filamentlerin Evresinin floresan
Dagiliminin floresan mikroskobik  mikroskobik
goruntulenmesi goruntulenmesi



Normal 1ISIK
mikroskobuna iIsIg!
polarize edici 2 levha

veya prizma ilave
edilerek meydana
gelir.
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X - Isinlari Mikroskobu

1 nm den daha kucuk atom ve
molekullerin yapilarinin
Incelenmesi IcIN X-1sInlari
mikroskobu kullanilir. Bu
mikroskobun mekanizmasi, kucuk
molekullere rastlayan X-isinlarinin
yol degistirmesi (kirinim-
diffraction) prensibine dayanir.




Bu sistemde elde edilen sekil, incelenen cismin
goruntusu olmayip o cismin yapi ozelligini gosteren
cesitli, konsantrik noktalar veya cizgilerdir. Boylece x-
Isinlari kironim mikrograflari elde edilir.

Beam stop

Xg= L1

Diffracting grain




Bu mikrograflarda ortaya ¢gikan konsantrik nokta ve
cizgiler degerlendirilerek o molekulun yapisi ortaya
konulur.

Bir hucre yuzey proteini



Elektronlar kullanilarak ayirma gucunun ¢ok
azaltilabilecegi, yine elektronlarin hizlari artirilarak
dalga boylarinin  kisaltilabilecegi  prensibinden
hareket edilerek olusturulan elektron
mikroskoplarinda elektronlarin dalga boyu 0.004 nm
ye kadar indirilebilmektedir.



Incelenmek  istenen
ornege gore kullanilan
IKI tip elektron ¥
mikroskobu vardir.

Cisimlerden alinan
kesitlerin ince yapisini
Inceleyen
Transmission
Elektron Mikroskobu
(TEM)




Cisimlerin u¢ boyutlu yapilarini inceleyen
Scanning Elektron Mikroskobu (SEM ) dur.




Golgi Kompleksi Mitokondri

Bir hucrenin transmission elektron mikroskobik
goruntusu




TEM ile incelenen kesitler, doku ve hucrelerin iki
boyutlu goruntuleridir. Ancak u¢ boyutlu bir goruntu
elde etmek icin Scanning Elektron Mikroskobu
(SEM) kullanilir.

SEM’de de goruntu icin elektronlar kullanilir fakat
bu elektronlar, ornegin icinden gecmeyip ornegin
yuzeyinden dagilirlar. Onun icin bu metotda
Incelenecek ornek, tesbit (flksasyon) islemini
takiben, cok ince olarak platin gibi agir bir metalle
kaplanir. Boylece inceleme sirasinda bu metalden
yansiyan elektronlar incelenen cismin dis yapisinin
uc boyutlu bir goruntusunu olustururlar.
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Bir bocegin SEM ile ¢ekilmis kafasi



Canl (Vital) inceleme

Vital inceleme; canli bir hucrenin, hucreye
zarar verilmeden sivi bir ortam icerisinde
mikroskop ile incelenmesidir. Bu inceleme
sirasinda hucre igin zararsiz veya ¢cok az zararli
notr kirmizisi gibi bazi boyalar kullaniimaktadir.
Vital Incelemelerde bazi o0zel mikroskoplar
kullanilir. Bu mikroskoplar arasinda

sayilabilir.



Faz-kontrast Interferans
Mikroskobu

Kulturdeki fibroblastlarin faz-kontrast ve interferans
Mikroskoplariyla cekilmis mikrofotograflari



Karanlik Alan Mikroskobunda goruntulenen paramecium
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Bu mikroskopla incelenen bir hucrede karanlik bir
sitoplazma zemini uzerinde nukleus, mitokondri ve
lipid damlalari parlak bir sekilde gorulur.



Hucre Kulturleri

Hucre kultur teknigi, hucre biyolojisi ile ilgili birgok
problemin cozumunde kullanilan bir metotdur.

Canlilar kendileriyle ilgili cesitli besinleri ve buyume
faktorlerini genellikle dis ortamdan temin ederler.

In vitro olarak da htcrelerin biylyip gelismesi icin
cesitli dis faktorlere ihtiyac vardir.

Bu nedenle kultur sistemleri in vivo sartlarin taklit
edilmesiyle ortaya cikmis olup halen c¢ok yaygin
olarak kullaniimaktadir.




Bu teknigin temeli, degisik dokulardan alinan
hucrelerin belirli ortamlarda saklanmasi ve bu ortamiar
icinde buyume yetenegi kazanmalarini saglamaktir.
Bu teknik icin cesitli ortamlar gelistiriimistir.

Bu ortamlarda genellikle;

kompleks karbohidrat karisimlari,

amino asitler,

tuzlar, vitaminler,
hormonlar

ve cesitli buyume faktorleri
bulunur.




Hiicre Bilesenlerinin Analizi Igin
Kullanilan Teknikler

-Hucre Dbilesenlerinin  incelenmesinde c¢ok cesitli
Kimyasal teknikler kullanilmaktadir. Bu sayede
proteinler, yaglar, nukleik asitler V.S.
tanimlanabilmektedir. Bu kimyasal tekniklere ilaveten
daha da kapsamli calismalar yapabilmek amaciyla
degisik tekniklerde gelistiriimistir. Bunlar arasinda;

Hucreyi kisimlarina parcalayarak o kisimlari inceleme
teknigini,



Hucreyi Kisimlarina Ayirma

Bu teknikte once cesitli mekanik ve kimyasal yollarla
hucrelerin sinirlari parcalanarak homojenize edilir.
Elde edilen homojenat icindeki cesitli organel veya
makromolekuller;

(Rate zonal centrifugation) veya

yogunluklarina gore (Equilibrium density - gradient
centrifugation) kisimlara ayirilir.

Daha sonra da bu kisimlar ¢esitli tekniklerle incelenir.



Homojenizasyon Teknikleri

Hucreleri parcalamak icin gunumuzde c¢ok cesitli
teknikler kullaniimaktadir. Bunlar arasinda;
ultrasantrifikasyon ve cok degisik yapilardaki
homojenizatorler kullanilarak gerceklestirilen teknikleri
sayabilliriz.

Homojenizasyon olayi bir veya

icinde yapilir. Sukroz kullaniimasinin
nedeni, sukrozun organel zarlarindan gegememesi
nedeniyle organellerde bir hasar olusturmamasidir. Yine
kullanilan tampon ¢ozeltilerinin - pH't ve igerikleri
homojenizasyonda cok onemlidir. Elde edilmek istenen
makromolekule oz tampon serileri secilmelidir.



Santrifuj Yontemileri

Santrifuj  yontemleriyle, farkli  buyukluk  ve
yogunluktaki cesitli organel veya partikuller, farkli
cokelme hizlarina sahip  olmalari  esasina
dayanilarak, ayri ayri elde edilebilirler. Bu nedenle
homojenize edilen hucreler once

sonrada ya kutlelerine
gore Rate - zonal santrifujlemeye veya partikulleri
yogunluklarina gore ayiran Equilibrium density
gradient santrifujlemeye tabi tutulurlar.



Kisimlarina (fraksiyon) ayirilmak istenen homojenat gittikge
artan santrifuj kuvvetine maruz birakilir. Her asamada,
santrifuj kuvveti ve suresi belirli bir fraksiyonun ¢cokmesi icin
ayarlanir. Her asamadan sonra dipte ¢oken tortu (pellet)
alinip ozel inceleme icin ayirilirken ustte kalan sivi kisim
(supernatant) tekrar daha yuksek hizda santrifuj edilir.
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Boylece homojenat icindeki tum fraksiyonlar ayri ayri elde
edilir.

Bu nedenle bu yontemle elde
edilen fraksiyonlara tekrar partikulleri kutle veya
yogunluguna gore birbirinden ayiran santrifuj teknikleri
uygulanir.
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Bu yontemde; daha once
elde edilen fraksiyonlar,
icinde 0Ozel bir solusyon
bulunan santrifuj tupune
llave edilirler.  Tupteki
solusyon genellikle sukroz
solusyonudur. Sukroz tupe
konulup santrifu;
edildiginde tupun dibindeki
Kisim tupun ust kismina
nazaran daha konsantre
olacak sekilde yer alir.
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Boyle Dbir tupe eklenen
homojenat santriflj edilince
partikuller  santrifuj  gucu,
partikulun kutlesi, partikul ve

ortamin  (sukroz) yogunluk
farki, partikil ve ortamin

surtunmesi tarafindan kontrol

edilen bir oranla tupte
yukaridan asagiya dogru
hareket ederler.  Santrifu;
tamamlandiginda farkl
buyuklukteki molekuller tup

icerisinde farkli bolgelerde yer
alirlar.
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Bu nedenle bu teknige rate-
zonal santrifujleme  adi
verilir. Tup icinde ustten
asaglya dogru  degisik
konsantrasyonda olacak
sekilde yer alan sukroz

cozeltisi santrifujun
hizlanma ve yavaslamalari
esnasinda birbirinden

kKutlelerine gore ayriimis
olan fraksiyonlarin tekrar
birbirine karismalarini onler.

Croekler tipiio st
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Fralziyonlar ayriayr toplanir



Rate zonal santrifujlemeye
benzer. Bu yontemde kullanilan
solusyon en vyaygin olarak

sezyum kloriddir (cesium chloride
= CsCl). Sezyum (Cs*) iyonlari
cok yogun olduklar IcIN
ultrasantrifujlemede bir guc¢ alani
olusturarak cokerler. Bu yuzden
tupun dibinde daha fazla Cs*
olmak Uzere bir gradient olusur.
Bu esnada yuku notralize etmek
icin Cs* u takip eden CI- iyonlari
da tupun dibinde daha fazla
bulunur.
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Srnekler CsCl sol usyono
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Burada verilen bu yogunluklar, bu
molekullerin hucre icindeki
yogunluklarindan farklidir. Bunun
nedeni solusyon icinde CsCl
lyonlarinin  protein ve nukleik
asitlere degisik oranlarda
baglanarak onlarin gercek
yogunluklarini biraz artirmalaridir.
CsCl solusyonundaki Cs* iyonlari
oroteinlere ¢cok az baglanirken
DNAya  fosfat  gruplarindan,
RNA'ya ise fosfat grubundan ve
ribozun hidroksil  grubundan
baglanirlar. Bu nedenle iclerinde
en yogun olani RNA dir.

Srnekler CsCl sol usyono
11: k arig hrllaral hirlikte
tiiplin st ks roina dekiiliir
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Rekombinant DNA Teknolojisi

Rekombinant DNA teknolojisi, kisaca genlerin bir
organizmadan alinarak uretiimesi (klonlama) ve
uretilen bu genlerin cesitli amaclar icin kullaniimasi
olarak tanimlanabilir.

'DNA teknolojisinde kullanilan yontemler 3
baslik altinda toplanabillir.
Bunlar:
Klasik uygulamalar,
Hibridizasyon yontemleri
Polimeraz zincir reaksiyonu yontemleridir.




Klasik Uygulamalar

rDNA teknolojisinde uygulanan tum yontemlerin temel
olan klasik uygulamalar 4 asamada gerceklesmektedir:

Restriksiyon endonukleaz adi verilen enzimler kullanilarak
Istenilen DNA fragmentlerinin kesilerek elde edilmesi.

Elde edilen bu fragmentlerin yine ayni enzimle kesilmis
uygun bir tasiyiciya (vektor) aktariimasi.

Fragment + vektor kompleksinin bir konakc¢i organizmaya
aktarilarak cogaltiimasi (klonlama).

Ozel DNA fragmentleri iceren klonlarin secimi.



Yabanci DNA

Restriction enzimi ile
kesim

¥

Rekombinant plasmid




Hibridizasyon yontemleriyle hucre ya da bir
mikroorganizmadaki ozel fonksiyonlardan sorumiu
bir genin veya DNA segmentinin var olup olmadigi
ortaya konulur. Daha onceden cogaltilip hazirlanmis
olan ve prob adi verilen ozel DNA fragmentleri lle,
ozellikleri  arastirimak istenen hedef DNA
molekulunun eglestiriimesi olayina hibridizasyon
denir. Cesitli laboratuvarlar tarafindan yaygin olarak
kullanilan hibridizasyon yontemleri:

1. Southern blot

2. Northern blot

3. Dot blot yontemleridir.



PCR yontemi; bir organizma veya bir mutant
gene iligkin, saglam veya parcalanmis DNA veya
RNA parcasinin in vitro olarak c¢ogaltiimasini
saglayan bir yontemdir.

Bu yontem sac teli, sperm gibi degisik
dokulardan elde edilen 1-2 hucreden bile sonuca
ulasiimasini saglar.

PCR yontemi, bir gen veya DNA bolgesinin, bu
bolgeye baglanan oligonukleotid primerler araciligi
le  bir dizi replikasyon dongusu gecirerek
cogaltilmasi iglemidir.



PCR yonteminde sozu edilen her replikasyon dongusu

1. DNA'nin denaturasyonu

2. Primerin baglanmasi

3. Primerin uzamasi

olmak uzere 3 asamada gerceklesir.



Cogalma

Denaturation
95-100° C

Primer baglanmasi

45-60° C

Primer Uzamasi
75-80° C




Bu donguler tekrarlanarak istenen sayida hedef
DNA bolgesi elde edilir. Bir dongu yaklasik 3-5
dakika surer ve bu olay yaklasik 20-40 kez
tekrarlanir. Her dongude olusan urun bir oncekinin 2
katidir. Boylece yaklasik 20 donguluk bir reaksiyon
suresi sonunda yaklasik 1 milyon DNA kopyasi elde

edilebilir.



