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Uygulama 1: Laboratuvar Calisma Kurallar

1. Laboratuvara yiyecek ve igecek getirilmesi yasaktir.

2. Laboratuvarda beyaz oOnliik giyilmesi zorunlu olup laboratuvar ¢aligsmasi siiresince onliik
diigmeleri iliklenmeli ve laboratuvar uygulamasi sonuna kadar ¢ikartilmamalidir.

3 Mikroskop kullanilan laboratuvar ¢aligmalarinda, mikroskobun taginmasina ve kullanimina
dikkat edilmelidir.

4. Kimyasal maddelere dokunmak, koklamak ve tatmak kesinlikle yasaktir.

5. Laboratuvar ¢alismasinin bittiginde, deneyde kullanilan cihazlar temizlenmeli, kullanilan
masalarin lizeri temiz birakilmalidir.

6. Su musluklari, elektrik diigmeleri ve mikroskoplarin isiklari ¢alisiimadigi durumlarda
kapatilmalidir.

7. Her ¢alismadan 6nce ve sonra eller mutlaka yikanmalidir.



Uygulamal.l. Laboratuvar Malzemelerinin Ve Cihazlarinin Tanitimi

1.1.1.Laboratuvarda Kullanilan Malzemeler

1. Lam: Mikroskopta incelenecek maddelerin, iizerine

konuldugu veya yayildig1 dar ve uzun yassi cam pargasidir.

2. Lamel: Lamin iistiine konularak mikroskop altinda
incelenecek maddenin iizerine kapatilan kare bigiminde ¢ok

ince cam parcasidir

3. Beher: Sivilar1 muhafaza etme, hacimlerini 6lgme veya
¢Ozelti hazirlama, maddelerin karistirllmasi, aktarilmasi,
isitilmast amaciyla kullanilan cam, porselen veya plastikten
yapilan silindir bi¢imindeki tabani diiz kaplara denir. Sivinin
kolayca akmasini saglamak amaciyla agiz kismi oluk

seklindedir. Istya karsi dayaniklidir.

4. Erlen: Cozeltileri hazirlama, c¢alkalama, saklama,
kristalizasyon ve titrasyon gibi laboratuvar iglemlerinde

kullanilan koni bi¢imde tabani diiz cam malzemelerdir.

5. Meziir: S1vi maddelerin 6lgiilerek kullanilmasi veya besiyeri
ve boyalarin hazirlanmasinda kullanilan silindir seklinde cam
malzemeden yapilmis {izerinde ml cinsinden bdlmelerin

oldugu 6l¢ti kabidir.




6. Balon: Bazi kimyasal reaksiyonlari
gerceklestirme, c¢ozeltileri hazirlama, 1sitma,
kaynatma gibi islemlerde ve sogutucuya takilarak

cesitli deney diizeneklerinde kullanilan iki veya

iic agizli da olabilen cam malzemelerdir.

7. Balon joje: Sivi hacimleri hassas olarak 6l¢me, belli
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derisimdeki c¢ozeltileri hazirlama, titrasyon sirasinda
: 1 ayarli ¢ozelti hazirlama ve saklamada kullanilan alt
kism1 yuvarlak olup, tist kismi dar ve uzun olan cam
malzemelerdir. Dar ve uzun boyun kisminda 0lgii

cizgisi net bir sekilde belirtilmistir. Balon jojelerin

kapaklar1 (silif) vardir.Balon jojenin i¢ine konulan
stvinin - sicakligi  balon jojenin iizerinde belirtilen

sicaklikta olmasi gerektigine dikkat edilmelidir.

8. Deney Tiipii: maddelerin birbirleriyle etkilesimini

180x18 mm

R ”‘"‘” gormek amaciyla kullanilan ince, uzun ve silindir
05 s il bicimindeki bir tarafi actk olan cam malzemelerdir. 100
i I i T °C sicakliga dayanikli olup gesitli ebatlara sahiplerdir.

= 9. Sale: Caligma sirasinda igerisine boya ¢ozeltisi konularan,

I, == lamin uzun veya kisa kenari iizerinde dik vaziyette durmasin
g
W _ saglayan preparatlarin ayr1 ayri1 dizildigi belirli bolmelere
1 ayrilmis, cam boya kaplaridir.
—— yriimis ya Kap



10. Pipet: s1vi maddelerin istenilen dlg¢iide bir kaptan baska bir
kaba aktarilmasinda kullanilan iizerinde hacim 6lgiileri bulunan
cam borulardir. 1 ml, 5ml, 10ml’lik pipetler laboratuvarlarda en
cok kullanilan pipetler olup ¢ok hassas ve az miktarda sivi

hacimlerinin 6l¢iimiinde kullanilir

11. Pastor pipeti: az miktarda sivinin alinmasi ve bagka bir kaba
aktartlmast i¢in kullanilan ug¢ kismi ince boru seklinde olantek

kullanimlik plastik pipetlerdir.

12. Otomatik pipetler: Hassas ve ¢ok az miktarda
Ol¢iim (0,1-1000 pl) yaparken kullanilan pipetlerdir.
Istenilen  miktarda  ayarlanabilir,  kolaylikla
degistirilebilen uca sahiptir. Bir piston yardimi ile
stv1 ¢ekilip baska bir kaba bosaltilabilir. Genellikle
hassas deneylerde(tip, genetik, molekiiler ve
kimyasal caligmalarda) kullanilir ve seri ¢aligma
icin kolayliklar saglamaktadir.

13. Mikropipet: Cok kii¢iik hacimleri (0,01- 0,1 ml)

arasindaki hacimleri aktarmak i¢in kullanilir.

14. Puar: Cam pipetlerin ucuna takilarak sivi ¢ekmeye ve bagka bir

kaba bosaltmaya yarayan laboratuvar gerecidir.



15. Piset: Laboratuvar ortaminda deneyde kullanilan tiipleri
ve siseleri yikamak i¢in sikilip figskirtilarak kullanilan

yumusak polietilen siselerdir. Pisetlere genellikle etanol,

izopropanol, aseton, deiyonize su veya deterjan

soliisyonlar1 konulur.

16. Siseler: kat1 veya sivi maddelerin muhafaza edilmesinde

- kullanilan degisik hacimlere sahip saklama kaplaridir. Isiktan
- etkilenen malzemeler icin kahverengi siseler kullanilir.
\ - Siseleri kullanirken dikkat edilmesi gereken en Onemli sey

S etiketlemedir.
‘ 17. Damlalik: Sivi maddelerin istenilen ortama az miktrda

yuvarlak damlalar halinde eklenmesi i¢in kullanilan bir ucu
kismina kauguktan yapilmis bir baslik, diger ucu ise sivri, plastik

ya da camdan yapilmis laboratuvar aracidir.

18. Huni: Sivilarin veya toz halindeki katilarin genis agizli bir kaptan dar

agizli bir kaba aktarilmasinda ve siizme yapmada kullanilan cam veya

plastik laboratuvar gere¢leridir.



1.1.2.Laboratuvarda Kullanilan Cihazlar
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1.Mikroskop: Gozle goriilemeyecek kadar kiiciik olan
nesneleri gérmemizi saglayan mikrosop
laboratuvarlarimizin ~ baglica  cihazlarindan  biridir.
Mikroskop ile ilgili detayl1 bilgi uygulama 2 béliimiinde

anlatilmistir

2. pH Metre: Sulu ¢ozeltilerdeki H* ve OH™ konsantrasyonlarini

logaritmik olarak ifade eden, pH degeri Glgen laboratuvar

cihazidir. pH bir maddenin asitlik bazlik (alkalinlik)derecesini

ifade eder.

3.Santrifiij: Merkez ka¢ kuvveti prensibine goére ¢alisan
santrifiij, farkli yogunluklara sahip olan kati ve sivi
maddelerin  yogunluklarina goére birbirinden ayrilmasini
saglayan laboratuvar cihazidir. Karisimdaki kati maddeleri
stvi olan kisimdan ayirirken ¢okelme prensibini kullanir.
Santrifiij kullanilirken oncelikle ayrigsmasini istedigimiz
maddeler santrifiij tiiplerinin igerisine esit miktarda konulur
daha sonra bu tiipler dengeyi saglamak adina simetrik bir
sekilde cihaza yerlestirilir. Tiipler simetrik olarak
yerlestirmedigi takdirde cihaz calisirken titresim olur ve
santrifiij tiiplerinin igerisindeki sivilar dokiiliip cihaza zarar
verebilir. Son asamada ise cihazin hizi, santrifiij isleminin

dakikasi ve sicakligi ayarlanir ve cihaz ¢alistirilir.

4.Vorteks: Kiiciik tilipler icerisindeki az miktarda sivinin girdap

olusturacak bir sekilde homojen karigmasini saglayan cihazdir.

Sabit bir mil iizerinde donen tek bir doner basliga sahip olup,

doner baghigin kapatilmasi ile otomatik olarak ¢aligir.



5. Su Banyosu: Tiip, erlen ve beher benzeri kaplar
icerisindeki maddelerin istenilen 1sida belirli bir siire
boyunca tutulmasina, donmus maddelerin ¢dziinmesine
veya inkiibasyon isleminde kullanilan cihazdir. Zaman ve

11 ayarli olan bu alet elektrik veya hava gaziyla 1sitilir.
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6. Etiiv: Inkiibatdr ve kuru hava sterilizatorii anlamina da
gelen etiiv, sicakligi ayarlanabilen kabin i¢inde belirli
bir sicaklik elde edilerek kurutma, mikrop {iretme,
dezenfekte, sterilizasyon, doku ve hiicre kiiltiirii
calismalar1 gibi amagclarla kullanilan, dis ortamdan iyi

izole edilmis bir cihazdir.

7. Hassas Terazi: laboratuvar ortamlarinda ve endiistriyel sektorlerde sikca
kullanilan ¢ok hassas ve kii¢iik Ol¢im birimlerinde tartim
gerceklestirebilen tartim cihazidir. Bir ¢ozelti hazirlarken veya bir
maddeden istenilen dlgilide tartim yaparken kullanilan bu teraziler gram ve
miligram diizeyindeki agirliklari 6lgmede oldukca yiiksek hassasiyete
sahiptir.
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8. Laminar Flow Kabin: Biyolojik agidan tehlikeli

olmayan malzemeler iizerindeki aragtirmalar, ilag
hazirlama, besiyeri plakasi hazirlama, mikroorganizma
ekimi, hiicre ve doku kiiltiirli aragtirmalari, sitogenetik,
DNA/RNA

DNA/RNA ile ilgili c¢alismalar, steril techizat ve

molekiiler genetik, izolasyonu ve
elektronik cihaz montaji gibi steril ortamda g¢aligilmasi
istenilen bir¢cok calismada kullanilir. I¢i steril, UV
1sinlart bulunan kapali ve ya yar1 acik calisilabilen
icerisinde hava sirkiilasyonunda oldugu giivenlik
kabinleridir. Yatay Laminar Flow kabin ve Dikey
Laminar Flow kabin gibi ¢esitleri vardir. Yatay Laminar
flow kabin havay1 bir filtreden gegirerek filtrelenmis
havay1 c¢alisma yiizeyine ve kullanictya dogru yatay
olarak sabit bir hizda yonlendirir. Dikey Laminar Flow
kabin havay: kabinin tizerinde duran bir HEPA filtreden
gecirerek filtrelenmis havayr dikey aciyla asagi dogru
calisma ylizeyine yoOnlendirir. Yatay Laminar flow
kabin, Dikey kabine gore daha genis bir ¢alisma alani

saglar ve daha yiiksektir

9. PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu ) Cihazi: DNA ‘nin
belirli bir bolgesinin primer denilen sentetik oligoniikleotid
diziler yardimiyla, Polimeraz Zincir Reaksiyonu yoluyla
cogaltilmasi isleminde kullanilan cihazdir. Denatiirasyon,
primer baglanmasi (Annealing) ve yeni zincir sentezi
(Polimerizasyon) olmak iizere 3 asamasi vardir. Cihaz
igerisinde Pcr tiiplerinin  yerlestirilecegi  kuyucuklar
bulunup aym1 zamanda dongli basamaklari, sicaklik ve

zaman ayarlamalar1 da istenilen sekilde yapilabilmektedir.



10. Jel Elektroforezi: Saflagtirilmis niikleik asit ve proteinlerin
molekiiler agirhigi, miktar1 ve alt tiplerinin saptanmasinda
kullanilan molekiiler inceleme ydntemine denir. Agaroz jel
elektroforezi ve poliakrilamid jel elektroforezi gibi cesitleri
vardir. Elektroforez, elektriksel bir alanda, anot(+) ve katod(-)
uclarla belirlenmis bolgelerde, ortamda ¢oziinmiis molekiillerin

elektrik yiiklerine gore go¢ etmeleri prensibine dayanir.

Molekiiliin agirligt jel lizerindeki yliriime hizini etkilemektedir.
DNA ve RNA molekiilleri serbest fosfat grubu icerdigi igin eksi
yiikli molekiillerdir bu nedenle jel elektroforezinde eksi

kutuptan (katoddan ), art1 (anota) dogru hareket eder.

11. Jel Goriintileme Sistemleri (UV Transiilliminator):
beyaz 151tk ve ultraviyole 15181 altinda agaroz veya
poliakrilamid jel elektroforezi sonrasi niikleik asitlerin ve
proteinlerin goriintiilenmesi, miktar ve biiyiiklik tayini,
optik dansitesi belirlememizi saglayan cihazdir. Aym

zamanda bakteri kolonilerinin de sayillmasina imkan saglar.

Cihazdaki goriintii bir kamera araciligr ile bilgisayara

aktarilir ve goriintii baz1 programlar ile analiz edilmektedir.

11.Buzdolabi: Calismalarda kullanilacak malzemelerin istenilen derecelerde muhafaza

edilmesini saglar. Gerektigi durumlarda derin dondurucular da kullanilir.



Uygulama 2: Isik Mikroskobu ve Kullantminin Ogrenilmesi

2.1.1s1k Mikroskobu
Isik mikroskobu mekanik ve optik olmak iizere iki kisimdan olusur.

2.1.1.Mekanik Kismin
Ayak (Alt Kaide): Mikroskobun tiim pargalarini tizerinde bulundurur.

Mikroskop Kolu: Mikroskobun arka kisminda bulunur ve tasima esnasinda mikroskobun

tutulmasini saglar.
Tabla: Preparatin yerlestirildigi yerdir.

Sikistirma Klipsleri: Preparatin tabla tizerinde iki tarafindan sabitlenmesini saglayan masa

vazifesini goren kisimdir.
Revolver: Uzerinde objektifleri tastyan hareketli (donebilen) pargadir.

Mikroskop Tiipii: Mikroskop kolunun iist kisminda bulunan parcadir. Ust kismina okiiler, alt

kismina ise objektifler yerlestirilmistir.

Ayar Vidalari: Mikroskop kolunun yan tarafinda bulunur. Kaba ayar vidasi (makro vida) ve
ince ayar vidas1 (mikro vida) olmak tizere iki tiptir. Distaki makro vidadir ve tablay1 asagi,
yukar1 dogru hareket ettirir. Makro vida, arama objektifi ile objenin ilk goriintiisii bulunup
netlestirmede kullanilir. Mikro vida ise makro vidanin i¢ kismina gegecek sekilde

yerlestirilmistir. Goriintliyli netlestirmek i¢in kullanilir

X ve Y Ekseni Ayar Vidalari: Tablanin ileri-geri ve saga-sola hareket ettirilmesini saglayan

pargalardir Bu sayede preparatin farkli kisimlari taranabilir.
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Okiiler

— Mikroskop tiipii

Revolver
Objektif
X ve Y ekseni ayar vidalar

e

Sikistirma vidalarn >
J

‘— Kaba ayar vidasi

Isik kaynagi Ince ayar vidasi

Isik siddet: ayar

Al vidasi

Isik agma kapama diigmesi

Isik mikroskobun mekanik ve optik kisimlar1

2.1.2.0ptik Kisminm1 Olusturan Parcalar
Objektif: Revolver iizerine monte edilmistir, Goriintliniin ilk olustugu ve goriintii netligi ile

ilgili pargadir. Bir 151k mikroskobunda genellikle 4 adet objektif bulunur. Bunlardan biiyilitme
giicii en kiiciikk (4X) olanina arama objektifi denir. Hazirlanan preparattaki objenin ilk
gorlintiisic arama objektifi ile  bulunur. “4X” ifadesi bu objektifin goriintiiyii 4 kez
biyittiginii ifade eder. Bunlarin diginda revolver lizerinde biiylitme giicii 10X, 40X ve
100X olan ii¢ tane daha objektif bulunur. 100X lik olan mercegin kullanilmasinda immersiyon

yagi kullanilir.

Okiiler (G6z Mercegi): Tiipiin list kismina monte edilmis ve objektiften gelen goriintiiyii
biiyiitmeye yarar. Mikroskopta bir tane okiileri bulunursa monokiiler, iki tane okiileri tasirsa

binokiiler ad1 verilir. Okiilerin biiyilitme giicii iizerinde yazilidir.

Mikroskop Biiyiitmesi: Bir mikroskobun toplam biiyiitme giicii okiiler ve objektifin biiyiitme
giiciiniin ¢arpimina esittir. MB= Okuler Biiyiitme Giicii X Objektif Biiyiitme Giicii ,Ornegin
kullandiginiz mikroskobun okiileri 10X biiylitme giicline sahipse ve siz objeyi 40X’lik
objektif ile inceliyorsaniz, o objenin goriintiisiinii 400 defa (10X x 40X) biiyilitmiis olursunuz.
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Isik Kaynagi: Mikroskop ayagina monte edilmis ve iist kisimdaki preparata dogru 1sik

yansitan parcadir.

Kondansor: Mikroskop tablasinin altinda bulunan ve kaynaktan gelen 1518in preparat

iizerinde toplanmasini saglayan mercek sisteminden olusan pargadir.

Diyafram: Kondansoériin altinda bulunan ve preparata ulasacak olan 1518 yogunlugunu

ayarlamaya yarayan parcadir.

12



Uygulama 2.1: Mikroskobik Inceleme

Deneyin Amaci: Cesitli renklerde dikis ipligi ve gazeteden kesilmis harflerin mikroskopta

incelenmesi
Gerecler: Mikroskop, lam, lamel, iplik, gazete pargasi, makas
Metod: Cesitli renklerde siyah, beyaz, kirmizi, mavi, sar1 iplikleri makasla kii¢iik pargalara

bolerek lam ortasina yerlestirip lameli kapatiniz en kiiglik objektiften baslayarak sirasiyla X4/,

X10 ve X40’luk objektiflerde inceleyiniz.

Bir gazete veya dergiden kiicikk puntoyla yazilmis ¢esitli harfler veya kelimeler kesiniz.
Lamin ortasina bu harfi okundugu sekliyle koyunuz. Lameli diizgiince kapatiniz. Sirasiyla X4,

X10 ve X40 objektiflerde inceleyiniz. Gordiiklerinizi yorumlayiniz ve sekillerini ¢iziniz.

Sonu¢ ve yorumlar:

Cizim:
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Uygulama 3: Okaryotik Hiicre

Uygulama 3.1. Bitkisel Hiicrenin Mikroskopta Incelenmesi

Deneyin Amaci: Sogan (Allium cepa) bitki hiicresinin 151k mikroskobunda incelenmesi

Gerecler: Mikroskop, lam, lamel, beher, su, pastor pipeti, sogan, metilen mavisi, bistliri,

kurutma kagidi

Metod: Soganin dis zarmmi soyduktan sonra kiigiik pargalara ayirip etli yapraklarinin dis
kismindan bir parga zar aliniz. Lamin lizerine pastor pipeti ile 1-2 damla su damlatiniz ve
aldiginiz bu zar1 lamin iizerine yerlestiriniz. Lamelinizi hava kabarcigi kalmayacak sekilde
45°°lik ac1 ile dikkatlice kapatiniz. Sirasiyla X4 , X10 ve X40 ‘luk objektiflerde inceleyiniz.

Calismanin ikinci asamasinda hazirlamig oldugunuz preparatinizi metilen mavisi ile boyamak
icin lamelin bir ucundan metilen mavisi damlatarak diger ucundan kurutma kagidi ¢ekiniz.
Preparatiniz1 sirasiyla X4, X10 ve X40 objektiflerde inceleyiniz ve elde ettiginiz goriintiileri

¢iziniz.

Sonu¢ ve yorumlar:

Cizim:
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Uygulama 3.2. Hayvansal Hiicrenin Mikroskopta Incelenmesi
Deneyin Amacr: Dil epitel hiicresinin incelenmesi

Arag ve gerecler: Mikroskop, lam, lamel, tahta gubuk, metilen mavisi, pastor pipeti, kurutma

kagidi

Metod: Dilin iizeri ¢cok tabakali yassi epitel hiicreleri ile kaplidir. Dilin epitel hiicrelerini elde
etmek icin tahta cubugu dilinizin iizerine arkadan 6ne dogru hafif¢e siiriiniiz. Bu sekilde dil
epitelinden alinan hiicreler, bir miktar tiikriik ile tahta ¢ubugun kenarinda toplanir. Bundan
sonra tahta ¢ubugun islak tarafini lam {izerine siiriiniiz ve ilizerini lameli dikkatlice ile
kapatiniz.(Lam tiizerine az miktarda su ekleyebilirsiniz.). Epitel hiicrelerini, hiicrelerin
cekirdeklerini ve sitoplazmasini goérmeye calisiniz. Hazirladiginiz bu preparati boyasiz
inceledikten sonra metilen mavisi ile boyayarak tekrar mikroskopta inceleyiniz.

Gordiiklerinizi ¢iziniz.

Boyama islemi: Boya bir taraftan lam ve lamel arasina pastor pipeti ile damlatilirken, diger

taraftan kurutma kagidi ile ¢ekilerek boyama gerceklestirilir.

Sonug¢ ve yorumlar:

Cizim:
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Uygulama 4.Prokaryotik Hiicre

Uygulamad4.1. Et Suyu Bakterilerinin Incelenmesi

Deneyin amaci: Et suyunda bulunan bakterilerin 1s1k mikroskobu altinda incelenmesi
Arag ve gerecler: Mikroskop, lam, lamel, et suyu, pastor pipeti, kurutma kagidi

Metod: Et suyunda bakterilerin olusumunu gormek i¢in ilk olarak et suyunu oda sicakliginda
5 ila 7 giin arasinda bekletiniz. Mikroskobu aginiz, lam iizerine bekletilmis olan et suyundan
pastor pipeti ile bir iki damla damlatiniz ve 45%°lik ac1 ile lameli dikkatlice {izerine kapatiniz.
[k olarak X4 objektifinde gdrmek istenilen alani bulunuz ve sonra X10 ve X40 objektiflerde
inceleyiniz. X10 ve X40 objektiflerde elde ettiginiz gorintiileri ¢iziniz.

Sonu¢ ve yorumlar:

Cizim:
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Uygulamad4.2. Yogurt Suyu Bakterilerinin Incelenmesi
Deneyin amaci: Yogurt suyunda bulunan bakterilerin 151k mikroskobu altinda incelenmesi

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

Metod: Yogurt suyundaki bakterilerin olusumunu gormek i¢in ilk olarak yogurt suyunu oda
sicakliginda 5 ila 7 giin arasinda bekletiniz. Mikroskobu aginiz, lam iizerine bekletilmis olan
yogurt suyundan pastdr pipeti ile bir iki damla damlatimiz ve 45°°lik ac1 ile lameli dikkatlice
iizerine kapatmiz. Ilk olarak X4 objektifinde gérmek istenilen alan1 bulunuz ve sonra X10 ve

X40 objektiflerde inceleyiniz. X10 ve X40 objektiflerde elde ettiginiz goriintiileri ¢iziniz.

Sonu¢ ve yorumlar:

Cizim:
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Uygulama 4.3. Dis Kiri Bakterisinin (Borrelia buccalis) Incelenmesi:

Deneyin amaci: Dis kirinde yasayan bakterilerin 151k mikroskobu altinda incelenmesi

Arac¢ ve gerecler: Mikroskop, lam, lamel, dis kiri, kiirdan, kurutma kagidi, pastor pipeti,

steril su

Metod: Dis kirinde yasayan bu bakteriyi incelemek i¢in temiz bir kiirdan yardimi ile dis
kirinizi kaziyarak lam iizerine birakiniz. Biraktigimiz dis kiri {izerine pastor pipeti ile bir
damla su ekleyerek yaymiz. 45°°lik ac1 ile lameli dikkatlice iizerine kapatiniz. ilk olarak X4
objektifinde gérmek istenilen alani bulunuz ve sonra X10 ve X40 objektiflerde inceleyiniz.
X10 ve X40 objektiflerde elde ettiginiz goriintiileri ¢iziniz. Mikroskopta goriilen egilip
kivrilabilen gomaklar seklindeki yapilar dis kiri bakterileridir.

Sonug¢ ve yorumlar:

Cizim:
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Uygulama 5. Kan yayma Preparatinin Hazirlanmasi ve Kan Hiicrelerinin Incelenmesi

Deneyin Amaci: Bu deneyimiz de yayma preparati hazirlamayr ve aym1 zamanda kanda

bulunan hiicre ¢esitlerini gérecegiz.

Arac ve gerecler: Mikroskop, lam, lamel, kan 6rnegi, saf su, metanol boyasi, giemsa boyasi,

kanada balmasi

Metod: kan Orneginin alinacagi pamagimizi antiseptikli pamuk ile temizleyiniz. Steril kan
lansetini parmaginiza batiriniz ve daha 6nceden temizlenmis lamin bir kenarina bir damla
kan damlatimz. ikinci bir lam1 45lik ac1 ile hemen kan damlasinin dniine yerlestiriniz. Bu
ac1 korunarak hizli bir sekilde lam ¢ekilip kanin yayilmasi saglanir. Béylece geride ince bir
kan tabakasi yayilarak preparat (kan froti) hazirlanmis olur. Lam iizerindeki kanin kurumasi

icin kisa bir siire bekletiniz ve bu yayma preparatin1 mikroskopta inceleyiniz.

Kan hiicrelerinin boyanarak incelenmesi; kuruma isleminden sonra lam fiizerine metanol
damlatiniz ve 5 dk bekletiniz. Saf su ile yikama yapiniz ve yikama isleminden sonra giemsa
boyast damlatiniz ve 15-20 dk bekletiniz. Boya fazlasi saf su ile yikaymiz ve preparati
kurutunuz.Uzerine 45%’1ik ac1 ile lamel koyunuz. Bu islem sonrasinda inceleme yapmak igin

mikroskoba geginiz.
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Sonug ve yorumlar:

Cizim:
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Uygulama 5.1: Kandan DNA izolasyonu
Canl1 hiicrelerde tiim 6zelliklerin kusaktan kusaga aktarilmasi genler araciligi ile olur. Genler,

kromozom iizerinde lokalize olmus bir veya daha fazla niikleotidden olusan pargaciklardir.
Hiicrelerdeki genetik, fizyolojik, biyokimyasal vb. olaylarin tamamini ydneten, genetik
bilginin kusaktan kusaga aktarilmasini saglayan DNA molekiiliidiir. Deoksiriboniikleik asit
olarak adlandirilan DNA molekiilii, 5 karbonlu seker, bir fosfat grubu ve piirin veya pirimidin
olarak adlandirilan organik bazlarin birlesiminden olusan, niikleotidlerden meydana gelir.
Piirinler, Adenin (A) ve Guanin (G) ; primidinler ise Sitozin (C) ve Timin (T) bazlaridir.
Bazlarin baglanmas1 6zgiin olup her zaman bir piirin bir primidinle eslesir. Bu eslesmede
daima Adenin(A) Timinle(T), Guanin(G) ise Sitozin(C) ile eslesmektedir. DNA hiicre
icerisinde serbest halde bulunmamakla birlikte, biiyiik bir kismi ¢ekirdekte, bir kismi ise

mitokontride bulunmaktadir. Bitki hiicrelerinde ise DNA kloroplastta bulunur.
Deneyin amaci: Kandan DNA elde etmek

Gerecler: Santriflij, etiiv, vorteks, steril tiip, ependorf tiipii, pipet, kurutma kagidi, buz
kaliplari, lizis tamponu, bidistile H.O, SDS, proteinaz-K, NaCl, kloroform/izoamil alkol, etil
alkol

Metod: 10 ml’lik steril bir tiipe 1 ml 5X lizis tamponu, tizerine 3 ml bidistile H2O konup
pipetle homojen hale getirdikten sonra bu karisima 1 ml EDTA” 11 tam kan ilave ederek tiipiin
kapagini kapatiniz ve alt-iist ederek homojen karisim elde ediniz. Karigimi buz i¢indel0 dk
inkiibe ediniz. Sonrasinda +4°C’de 4000 rpm’ de santrifiij ediniz ve iist siviy1 uzaklagtirmz.
Dipte kalan ¢o6zelti tizerine 2 ml bidistile H2O ve 0.5 ml 5X lizis tamponu koyunuz ve
pipetleme yaparak tiiplin dibindeki ¢okeltiyi tamamen dagitarak homojen arisim elde ediniz.
Sonrasinda +4°C’de 4000 rpm’ de 10 dk santrifiij ediniz ve iist siviy1 uzaklastirmiz. Cokelti
iizerine 1ml %10 SDS ve 20 mg/ml’ lik proteinaz-K’ dan 2.5 pl koyup kopiik olugturmadan
iyice pipetleme yaparak ¢ozeltiyi tamamen dagitiniz. Bu ¢ozeltiyi 65°C° ye ayarli etiivde
arada bir hafif¢e karistirarak 15 dk inkiibe ediniz. Karisim 10 ml’lik tiipten 2 ml ‘lik ependorf
tiipe aktarilarak buz i¢inde 5 dk inkiibe ediniz. Bu siire sonunda 300 pl sature (6 N) NaCl
ilave ettikten sonra tiip bir vorteks yardimiyla iyice calkalayarak beyaz goriinimlii igerigi
homojen hale getiriniz. Buz i¢inde 5 dk bekletiniz ve sonra +4 °C’de 13.000 rpm’ de 10 dk
santrifiij ediniz. Ust siviyr 2 ml’lik steril bir ependorf tiipe aktariniz. Bu tiipe 0.5 ml, 24:1
kloroform/izoamil alkol karisim1 koyunuz ve tiipii iyice ¢alkalayarak karigimi homojen hale

getiriniz. Bu islem sonrasinda tekrardan +4 °C’ de 13.000 rpm’ de 2 dk santrifiij ediniz.
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Santrifiij sonrasi iist siviy1 dikkatli bir sekilde 2 ml’ lik steril bir ependorf tiipe aktariniz. Tiipe
1 ml %99.5” lik etil alkol koyarak tiipii 8-10 kez yavasca bas-asagi ¢cevirip DNA’ nin presipite
olmasi saglaymniz. Bu asamada DNA yumak seklinde goriilecektir. +4 °C” de 13.000 rpm’ de
10 dk santrifiij ettikten sonra presipite olmus DNA ¢oktiiriilmiis olur. Daha sonra tiipii ters
cevirerek alkolii uzaklastirimz. Tiipe 1 ml %70 etil alkol koyunuz ve tiipii alt-iist ediniz son
olarak +4 0C’de 13.000 rpm’ de 5 dk santrifiij ediniz sonra tiipii ters cevirerek alkolii
uzaklastiriniz. Tiipiin agz1 bas asag1 gelecek sekilde bir kurutma kagidi iizerine koyarak
alkoliin tamamen uzaklagmasi i¢in 15 dk. bekletiniz. Tiipe 200 pl steril bidistile H2O koyunuz
ve DNA nin tamamen ¢oziinmesi ve DNaz aktivitesinin ortadan kaldirilmast icin 75 °C’de 10

dk bekletiniz. Boylelikle DNA izolasyonu gergeklestirilmis olur.

Sonu¢ ve yorumlar:

Cizim:

21



Uygulama 6: Niikleik Asit Analiz Yontemleri

Uygulama 6.1. Niikleik Asitlerin Spektrofotometrik Yontemle Kantitasyonu
Deneyin Amaci: Niikleik Asitlerin Spektrofotometrik Yontemle saflik ve konsantrasyonun

belirlenmesi

Geregler: Spektrofotometre, pipet, steril bidistile H2O, quartz tiip, DNA

Metod: DNA izolasyonu tamamlandiktan sonra DNA’nin mikrogram ve nanogram cinsinden
miktarint belirlemede spektrofotometrik yontemler kullanilmaktadir. Absorbsiyon temelli
olan bu yontemde, izole edilen DNA’nin konsantrasyonunun belirlemek i¢in 15181 ¢ozelti
icerisindeki iletilme orani kullanilir. Konsantrasyon 6l¢limii i¢gin ml hacimli iki adet quartz
tip almiz. Bunlardan blank olarak kullanilacak tiipe 1000 pl, ikinci tiipe ise 990 pl steril
bidistile H,0O koyunuz. ikinci tiipe elde edilen genomik DNA ‘dan 10 pl koyup iyice
pipetleme yapiniz ve homojen hale getiriniz. Her iki tiipiide spektofotometre de sirasiyla 260
ve 280 nm dalga boyunda ayr1 ayri okuduktan sonra DNA konsantrasyonunu ve DNA

safligin1 asagidaki formiille hesaplayiniz.

DNA konsantrasyonu hesaplamasi:

DNA konsantrasyonu = Absorbans (ABS)ze0 * Sulandirma Katsayisi* (50/1000)

Ornegin: 260 absorbans degerini spektrofotometrede 0.09 okudunuz. Bu durumda
konsantrasyon hesaplamasi su sekilde olacaktir:

DNA konsantrasyonu= 0.09*100*50/1000= 0.45 pg/ul (450 ng/ ul)

DNA safliginin ol¢iilmesi:

DNA safligi= Absorbans (ABS)2e0/ Absrbans (ABS)2gso seklinde hesaplamasi yapilir.

DNA saflig1 ((ABS)260/ (ABS)280) 1.8 — 2.0 araliginda bir deger olmalidir. Bu araligin disinda
olan DNA safliklar1 ¢alismalar icin net sonug elde etmemizi zorlastirir. Ornegin bu oran 1.5 in
altinda ¢ikarsa protein fazlaligindan dolayi, 2.0’ 1n {izerinde ¢gikarsa RNA fazlaligindan dolay:

PCR calismalarinda problem teskil edecektir.
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Uygulama 6.2. Jel Elektroforez Yontemi

Deneyin Amaci: PCR firiinlerinin agaroz jel elektroforezinde incelenmesi

Geregler: Isitici, Elektroforez sistemi, Erlenmayer, agaroz, TBE, ethidiumbromid, DNA

markir, PCR iirlini

Metod: 2.1 g agaroz tartarak 250 ml’lik bir erlenmayere koyun ve 140 ml 1X TBE tamponu
ekleyip (%1.5 lik agaroz) ve 25 mg/ml’lik ethidiumbromid’den 4 pl ilave ediniz. Hotplate
(1s1tic1) iizerinde kaynatiniz. Yaklasik 60 °C*ye kadar sogutulan agaroz jeli, jel kabina dokiip
donmas1 i¢cin oda sicakliginda 30 dk bekletiniz. Elektroforez taraklar1 jel dokme kabina,
tabanda 1mm bosluk kalacak sekilde ayarlanarak yerlestiriniz. Jel donduktan sonra taraklari
dikkatlice c¢ikartarak jel kabi1 elektroforez tankina yerlestiriniz. Jeldeki acilmis olan
kuyucuklara 10’ar pl miktarlarda sirasiyla DNA marker (pUC19/Mspl ) ve PCR iiriinleri
aplike ediniz. Jele elektrik akimi (60 Volt/cm) vererek 15 dk. elektroforez yapiniz. Olusan
bantlar1 jel goriintileme sisteminde inceleyiniz Agaroz jel elektroforezi tanklari ve giic

kaynaklar1 asagidaki resimde goserilmektedir.

-

-

-
-

Sonug¢ ve yorumlar:

Cizim:
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Uygulama 7: Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Deneyin Amaci: Polimeraz Zincir Reaksiyon karisimi hazirlama, PCR Cihazini kullanma

Gerecler ve Metod : Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) igin gerekli olan malzemeler,
kullanilacak miktarlar ve final konsantrasyonlari asagidaki tabloda verilmistir. Bu tablo

sadece bir 0rnek icin olup 6rnek saymiza gore uygulama yapabilirsiniz.

Reaksiyon Karisimi Kullanilacak Miktar(ul) Final Konsantrasyon
10X PCR Buffer(S) 2.5 1X
Forward Primer(Spmol/ul) |1 5pmol
Reverse Primer(Spmol/ul) |1 5pmol
MgCl2 (50mM) 1.5 1.5mM
DeoksiNTPs (25 mM) 0.5 0.256mM
Genomik DNA (50 ng/ul) 1 50ng
Tag DNA polimeraz (5 0.2 1U
U/ul)

Steril bidistile su 17.3

Toplam Hacim 25ul

Tablo1: PCR reaksiyon karisimi

PCR karistmi Laminar Flow Kabinde hazirlanacaktir. Gerekli olan diger malzemeler ise
otomatik pipet, mikropipet, pipet uglari, buz akiisii, vorteks, steril tlip, ependorf tiipiidiir.
Kabinde c¢alisma yaparken herhangi bir kontaminasyon tehlikesiyle karsilasmamak i¢in kabini
kullanmadan 6nce ve kullandiktan sonra %70’ lik etik alkol ile temizleyiniz. Kabin icerisinde
acilmig, kullanmilmis ve etiketi bulunmayan hicbir maddeyi kullanmaymiz. Kullanilan
malzemelerin steril oldugundan emin olunuz. Calismaya baglamadan 6nce mutlaka ellerinizi

yikayip steril ¢alisma eldiveni takiniz.

PCR karistmimi hazirladiktan sonra iyice vorteks yapip, PCR’miz1 asagida verilen
amplifikasyon sicaklik ve siirelerine gore ayarlayiniz ve cihazi calistiriiz. PCR sonucunu
yorumlamak icin Agaroz Jel Elektroforezine yiikleme yapiniz. PCR cihazi, programi ve

hazirlanip PCR’ a yiiklenen karigimlar asagida fotografta gosterilmistir.
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Reaksiyon | Tlk Denatiirasyon | Primer Zincir Son

Asamas1 | Denatiirasyon Baglanmas1 | Uzamasi Uzatma
(Annealing) | (Extension) (final

extension)

Dongii (1 defa) (24 defa) (1 defa)

Sayisi

Sicakhk | 94.0 °C 94.0 °C 68.0 °C 72:0°C 72.0 °C

Siire 7:00dk 0:30dk 0:40dk 0:50dk 5:00dk

Tablo 2: PCR programi

Sonu¢ ve yorumlar:

Cizim:
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Uygulama 8 : insan Kromozom Mikroskobisi

Deneyin Amaci: Insan kromozom karytipinin 151k mikroskobu altinda incelenmesi

Gerecler: Mikroskop, hazir insan kromozom preparati

Metod: Onceden hazirlanmis olan insan kromozom mikroskobsi preparatini mikroskoba
mikroskoba yerlestiriniz. Ik olarak X4liik objektifte goriintiiyii ve yerini tayin ediniz
sonrasinda sirastyla X10 ve X40’lik objektiflerde inceleme yapiniz. Hazir preparattan insan
kromozom karyotipi goriintiileri asagidaki fotograflardaki gibi olacaktir. Sizde elde ettiginiz

gorilintiiyli yorumlarak ¢iziniz.
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Sonug¢ ve yorumlar:

Cizim:
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