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CALISMA II: MIKROSKOBUN KULLANILMASI VE PREPERAT HAZIRLANMASI

Pratik/Laboratuvar Amaglari: Mikroskobun kisimlarinin = 6grenilmesi, Mikroskobun
kullanilmasiin 6grenilmesi, Dogrudan preparat hazirlanmasinin 6grenilmesi, Mikroskopta net

bir goriintii elde edilmesi, Mikroskobun temizliginin 6grenilmesi

Arag ve gerecler: Gazete kagidi, sise mantari, lam, lamel, bistiiri, jilet, 2 adet gozliik bezi (biri

mikroskop temizligi digeri lam-lamel temizligi i¢in), 1slak mendil

MiKROSKOBUN KULLANILMASI
1. En kiiciik biiytitmeli objektifi (5x) doner tablayi ¢evirerek yuvasina getiriniz.
2. Preparati tablaya yerlestiriniz (lamel daima iistte olmalidir), her iki taraftan masa ile tutturunuz.

3. Isik kaynagini agimiz ve preparati saryo ile One-arkaya yada saga-sola hareket ettirerek

incelenecek cismin tablanin ortasina gelen 15181n iizerine gelmesini saglayiniz.

4.Tablay1 makrovida yardimi ile en yukariya kaldiriniz.

5. Goziiniiz okiilerde, makrovida ile yavas yavas tablay1 goriintiiyli bulana kadar asagiya indiriniz.
6. Gorlintilyii netlestirmek i¢cin mikrovida ile ince ayar yapiniz.

7. Isik ayarin1 diyaframla yapiniz

8. Goriintiiyli bliylitmek icin objektifi sirastyla 10X ve 40x’e getiriniz. Bu asamalarda makrovida
ile kesinlikle oynatilmamalidir (goériintiiniin yeri sabit) yalnizca mikrovida ile netlik ayari,

diyaframla 151k ayar1 ve saryo ile preparat hareket ettirilebilir.

DOGRUDAN PREPERAT HAZIRLANMASI VE INCELENMESI
1. Lam ve lamel gozliik bezi ile temizlenir.

2 Incelenecek madde bir kesit ise, kesitin ¢ok ince alinmasina ve lam iizerine konuldugunda
katlanmamasina, bir yayma preparat ise, materyalin lamelin altinda iyice yayilmis olmasina dikkat

ediniz.
3. Lam diizgiin bir yiizey {lizerine birakiniz, {istiine pastor pipeti ile bir damla su damlatiniz.

4. Inceleyeceginiz materyali su damlasi icine birakiniz ve damla i¢inde yayarak diizgiin bir yiizey

olusturunuz.



5. Inceleme materyali s1v1 ise, damlalikla bir damlasini lam {izerine birakiniz. Damlanin lamdan

tagsmamasina ve lamin altini 1slatmamasina dikkat ediniz.

6. Lamelin iki yan kenarini bas ve isaret parmaklariizla tutarak, bir kenar1 45 derecelik ag1
yapacak sekilde su damlasinin kenarina yerlestiriniz ve yavas yavas kapatiniz. Suyun lamelin
iistiine ¢ikmamasina ve lam ile lamel arasinda hava kabarcigi kalmamasina dikkat ediniz.
Hava kabarciklar1 kalmissa tirnagiizin ucu ile ya da kaleminizin arkasi ile lamele hafif hafif

vurarak kabarciklarin disar1 ¢ikmasini saglayiniz.

7. Preparat1 mikroskop tablasina koyunuz ve goriintii bulmaya baslayimniz.

MIKROSKOPTA INCELEME

Kesilmis gazete harflerinden birini lam iizerine damlatilan su iizerine birakiniz. Harfi c¢esitli
biiyiitmelerle karsilagtirmali olarak inceleyiniz. Farkli biiylitmelerde, ayni harfin mikroskobun
gortintii alaninda ne kadar yer tuttuguna 6zellikle dikkat ediniz. Sise mantarindan jilet veya bistiiri
ile ince bir kesit aliniz. Yukarida agiklandigi sekilde hazirladiginiz preparati ¢esitli biiyiitmelerle

inceleyiniz.



MIKROSKOP KISIMLARI

Okiller

Mikrovida
Makrovitla

Tiip

Doner Tabla (Revolver)

Objektifler (5, 10x, 40x,100x)

Masa
Preparat Tablas|

Divafram

Kondansor

Aydinlatma Lambas|

lstk agma-kapama digmesi

Sekil 1: Isik Mikroskobu Kisimlari



Genel olarak mikroskop iki biiyiik kisma ayrilarak incelenir: optik kisim ve bu optik kismi

iizerinde tagiyan mekanik kisimlardan olusur;
OPTIK KISIMLAR

Okiiler: Mikroskobun goz ile bakilan ve tiip i¢ine konulan yakinsak bir mercekten ibaret

kismudir. iki tanedir (binokiiler mikroskop). Farkli biiyiitmelere sahiptir (5x, 10x, 20x).

Objektifler: Donen bir tabla tizerine yerlestirilmis birden fazla ve incelen obje tarafinda

bulunan mercek sistemidir. Bilyiitme giicii 5x, 10x, 40x, 100x seklinde tizerinde yazilidir.
*Mikroskobun Biiyiitme Giicii= Okiiler biiyiitmesi X Objektif biiyiitmesi

Kondansor: Tablanin altinda bulunur, 151k kaynagindan gelen 15181 bir noktada yogunlastirarak

15181 preparata yonelten mercek kisimdir.
Diyafram: Isik kaynagindan gelen 151k miktarini azaltip gogaltir.
MEKANIK KISIMLAR

Tiip: Alt ucunda objektiflerin, iist kisminda okiilerin bulundugu mikroskobun hareketli

pargasidir.

Kol: Mikroskobun bir yerden bir yere taginmasi sirasinda tutulan kismidir.
Ayak: Mikroskobun {izerine oturdugu kismidir.

Tabla: Preparatin yerlestirildigi kisimdir.

Masa: Preparatin tabla iizerinde tutulmasina yarayan diizenektir.

Saryo: Tabla {izerine yerlesmistir, tablanin yan tarafinda bulunan iki vida yardimu ile preparatin

tabla lizerinde saga-sola ve One-arkaya kolayca hareketini saglayan diizeneklerdir.

Makrovida: Preparat tablasini asag1 yukar1 hareket ettirerek incelen cisim ile objektif arasinda

uzakligi ayarlar.

Mikrovida: Tablayr mikron seviyesinde asag1 yukar1 hareket ettirerek goriintiiniin netlesmesini

saglar



CALISMA III: HAYVAN VE BITKI HUCRESININ MiKROSKOPTA iNCELENMESI

Pratik/Laboratuvar Amaclari: Hayvan ve bitki hiicrelerinin incelenmesi

Arac ve gerecler: Sogan, Patates, , kiit uclu kiirdan , lam, lamel, bistiiri, jilet, 2 adet gozliik

bezi (birt mikroskop temizligi digeri lam-lamel temizligi i¢in), Islak mendil

DIL/YANAK EPIiTEL HUCRELERININ INCELENMESI

Laboratuvarda incelenebilecek canli hayvansal hiicreye en iyi 6rnek dil/yanak epitel hiicresidir.
Kiit uglu bir kiirdan ile dilden ya da yanaktan hafifge bastirarak 6rnek alinir. Kiirdan, lam iizerine
onceden hazir edilen su icine batirilir ve karistirilir. Lamel kapatilir ve 6nce kiigiik, sonra biiyiik
objektiflerde incelenir. Dil hiicreleri seffaf oldugundan, incelerken diyaframi kismen kapatmak

gerekir.

Sekil 2. Dil / Yanak Epitel Hicreleri



BIiTKiSEL HUCRELERIN INCELENMESI

Bitkisel hiicrelerin hayvansal hiicrelerden en belirgin farki, hiicre zarinin iistiinde ayrica seliiloz
bir ¢eperin bulunmasidir. Bu ¢eper hiicreye sekil verir, desteklik saglar ancak segici gecirgenlik

ozelligi yoktur. Vakuol bu hiicreler i¢in tipiktir, sentrozom yoktur.
SOGAN ZARI HUCRELERININ INCELENMESI

Kuru soganin etli kisimlarindan biri alinir, disa dogru katlanip kirilarak, kirilan yerden ince bir
zar tabakasi siyrilir. Zardan kiigiik bir parca kesilerek temiz bir lam {izerine konur. Zarda katlanma

varsa diizeltip, iizerine bir damla su damlatip, lamel kapatilarak mikroskopta incelenir.

Sitoplazma
Cekirdek

Hiicre ceperi

Sekil 3. Sogan Zari Hicreleri



PATATES HUCRELERININ INCELENMESI

Patates parcalarindan jilet veya bistiiri ile gok ince kesit alinir. Bir damla su ile preparat hazirlanir.

Kesitin en ince yeri bulunarak buradaki hiicreler 40X objektifle incelenir.

Nisasta taneleri

Hiicre ceperi

Sekil 4. Patates Yumrusu Hiicreleri



CALISMA IV: MITOZ DENEYI

Pratik/Laboratuvar Amaclari: Sogan bitkisinin ¢imlendirilmis kdk uglarinda mitozun

gbzlenmesi

Arac ve gerecler: Mikroskop, lam, lamel, beher, petri kabi, asetik asit, karmen boyasi, filtre,

pastor pipeti, kurutma kagidi, sogan, pens, bistiiri, biinzen beki

Aseto-karmen boyasi hazirlayiniz. Bunun i¢in 100 ml %50 asetik asit ve 2 gr karmen
boyasin1 beherin igerisinde yavas yavas isitarak 30 dk kaynatiniz. lyice calkalaymiz ve
soguduktan sonra filtreden gegiriniz. 4-5 giin siire ile suda ¢imlendirdiginiz sogan koklerinin
ucundan 5-6 mm’ lik parcalar keserek petri kabinda toplayiniz. Ustlerini drtecek sekilde aseto-
karmen boyas1 koyunuz. Petri kabin1 bir masa yardimiyla tutarak alevde yaklasik 5 dk 1sitiniz.
Isitilmis kék uglarini soguduktan sonra temiz bir pens yardimiyla lamin iizerine aliniz. Uzerine
1-2 damla aseto-karmen boyasi damlatilip lameli kapatiniz. Lameli sikica bastirarak kok
uglarmin lam ve lamel arasinda ezilmesini saglaymiz. Goriintii alanini X4/X5 objektifte
bularak, sirastyla X10, X40 ve X100 objektiflerde inceleyiniz. Mitozun evrelerini gézleyip X100

objektifte ¢iziminizi yapiniz.

Sekil 5. Sogan kok ucu hiicrelerinin mitozun farkli sathalarindaki mikroskobik gériintimii



CALISMA V: DNA iZOLASYONU

DNA

Canlilarin en temel 6zelligi, kendilerini ¢ogaltabilme yetenekleridir. Tiim organizmalar, kendi
yapt ve iglevlerini belirleyecek genetik bilgiyi ebeveynlerinden kalitirlar. DNA
(Deoksiriboniikleik asit) bazi viriisler hari¢ tiim organizmalarda, genetik bilgiyi tasiyan
molekiildiir. DNA, 5 karbonlu seker, bir fosfat grubu ve organik bir bazin (piirin veya
pirimidin) olusturdugu niikleotidlerden meydana gelir. Seker ve fosfat arasindaki fosfodiester
bag1 ile niikleotidler birbirine 5'—3' yoniinde baglanirlar. Birbirine zit yondeki iki iplik
niikleotidlerdeki bazlarin karsilikli gelerek hidrojen bagi olusturmasiyla birbirine baglanir.
Boylece dista seker-fosfat omurgasi, icte hidrojen bagi ile birbirine baglanan bazlar bulunur.
Bazlarin baglanmasi 6zgiin olup daima bir piirin bir pirimidinle eslesir (Piirinler, Adenin (A) ve

Guanin (G); Pirimidinler ise, Timin (T) ve sitozin (C) bazlaridir) (Sekil 6).

DNA, hiicre igersinde serbest halde bulunmaz. Belli bir organizasyonu vardir. DNA’ nin ¢ok
biiyiik bir kismi ¢ekirdekte, bir miktar1 ise mitokondri ve bitkilerde kloroplastta bulunur. DNA
molekiilleri ¢ekirdekte de serbest halde bulunmazlar. Histon olan ve olmayan proteinlerle organize

olmustur.

(a)

Copyaght © Poancn Eaucaton, ine publshing m fergamn Cummangs

Sekil 6: DNA’nin molekiiler yapisinin sematik gosterimi
Bazi1 kimyasal maddeler ve enzimler ile canli hiicrelere ait hiicre zar1 veya canli hiicre duvarinin
yikilip DNA’nin ortaya ¢ikarilmasina ‘DNA izolasyonu’ denir. Molekiiler caligmalarda
oncelikle DNA’ nin saf olarak, proteinlerden arindirilmis bir sekilde, elde edilmesi esastir.

Farkli izolasyon yontemleri olsa da genellikle 3 temel basamak bulunmaktadir.
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SPIN KOLON YONTEMI iLE DNA iZOLASYONU

1. Steril santrifiij tiipii i¢erisine 20ul Proteinaz K ve 200 ul EDTA’1 tiipte saklanan
periferik kan 400 pl lysis buffer eklenerek vortekslenir.

2. Ornekler 56 °C’de 10 dakika inkiibasyona birakilir.

3. Inkiibasyonu tamamlanan drneklerin iizerine 200 pl (%96-100) etanol eklenir. Giiglii bir
sekilde vortekslenir.

4. Hazirlanan karisim 2 ml’lik toplama tiipiine yerlestirilmis kolona aktarilir ve 8000 rpm’de
1 dk santrifiij edilir, toplama tiipii atilarak kolon yeni toplama tiipiine yerlestirilir.

5. Kolon tizerine 500 ul Wash Buffer I pipetlenir ve 8000 rpm’de 1dk santrifiij edilir.
Toplama tiipiindeki s1vi bosaltilarak kolon tekrar yerlestirilir.

6. Kolon tlizerine 500 ul Wash Buffer II pipetlenir ve maksimum hizda 10000 rpm de 1 dk
santrifiij edilir, toplama tiipii atilarak kolon 1,5 ml’lik steril saklama tiipiineyerlestirilir.

7. Kolon iizerine 1500 pl Elution Buffer pipetlendi. 2 dk oda 1sisinda bekletildikten sonra
10000 rpm’de 1dk santrifiij edilir,

Kolon atilir ve elde edilen DNA +4 °C’de saklanir.

1. Hiicrenin parcalanmas1 ve DNA’ nin agiga ¢ikmasi
2. DNA’ nin proteinlerden ayrilmasi ve ¢oziiniir duruma gelmesi
3. Protein, RNA ve diger makromolekiillerden ayrilmasi

Ogrenci laboratuvarlarinda uygulanabilecek kisa ve kolay metotlar ile DNA’ min eldesi
miimkiindiir. Ozellikle fazla arag ve gerece gerek duyulmadan yapilan bu ydéntemde muz,
sogan, bezelye gibi kolayca elde edilebilecek materyallerden biri kullanilabilir. Hayvansal
hiicreden DNA elde edilmesi isteniyorsa materyal olarak tavuk cigeri, dana timus bezi, et ve

yumurta (tavuk veya balik) kullanilabilir.
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MUZDAN DNA IZOLASYONU
Amac: DNA’nin tuzda ¢oktiirme yontemiyle muzdan eldesi ve gozlenmesi

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

(%96)
Yontem:
Bir adet muzu 125 ml su ile iyice eziniz ve bulamag haline getiriniz.
50 ml beher igine; 2 gay kasig1 deterjan
1 ¢ay kasi81 tuz

20 ml su koyunuz ve yavagca kopiirtmeden karistiriniz.
1. Deterjan karigiminin iizerine 4 ¢ay kasig1 muz bulamaci koyup 5-10 dk yavasea,

koplirtmeden karistiriniz.
2. Bu karisimi 50 ml’ lik behere, filtreden ya da gazli bezden gegirerek siiziiniiz.
3. Falkon tiipe soguk 10 ml alkol (%96) koyunuz.
4. Alkoliin tizerine siizdiigliniiz sividan 5 ml ilave ediniz.
5. 2-3 dk ¢alkalamadan bekleyiniz.
6. Beyaz bulut seklinde DNA’ y1 gézleyiniz.
7. Ependorf tiipe yaklagik 0.5-1 ml alkol koyunuz.

8. Falkon tiipdeki DNA” dan kiirdan yardimiyla bir miktar alip ependorf tiipdeki alkoliin

icine birakiniz.

Heparinli enjektdre 2ml kadar kan alinir. Daha sonra bek alevi yaninda i¢inde 5ml besiyeri
bulunan tiipe, enjektordeki kandan 5 damla ve 3 damlada fitohemaglutinin damlatilir. Tiip hafifce
sallananir ve 37 °C’lik etiivde 72 saat tutulur. Bu siirenin bitiminden son 1.5 saat 6nce 5 damla
kolsisin damlatilir. Siire sonunda tiip 1000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenip siipernatant1 atilir.
Uzerine yaklasik 12ml hipotonik soliisyon eklenir, 13 dakika bekletilir. Tekrar tiip 1000 rpm’de
10 dakika santrifiijlenip siipernatant1 atilir. Uzeri 5ml’ye fiksatifle (Metanol/ Asetik asit 3:1)
tamamlanir ve tekrar1000 rpm’de 10 dakika santrifiijlenip slipernatanti atilir. Bu islem ¢okelti
beyazlasincaya kadar tekrarlanir. Cokelti lamlar iizerine yayilip kurutulduktan sonra %5’lik

Giemsa boyasiyla boyanir ve incelemeye alinir.
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CALISMA VI: KARYOTIP ANALIZi

Pratik/Laboratuvar Amaclari: Kromozomlarin biiyiikliigli, boyutu ve sayisinin tespit edilmesi

Sekil 7:Human Male G-bands
KARYOTIP ANALIZI VE iDIOGRAM CiZiLMESI
Bilindigi gibi bir insan hiicresine ait ve Denver klasifikasyonuna gore, siralanmis kromozom
tablosuna karyotip denir. Insanda karyotip 23 ¢ift kromozomdan olusmustur. Bunlarin 22 ¢ifti
otozom ve 1 cifti de gonozomdur. Genel olarak otozomlar birbirinin homologu olan ikiser
kromozomdan gonozomlar diside bir ¢ift homolog X kromozomundan, erkekte ise biri X digeri
Y olan iki heterolog kromozomdan olusur. Insandaki bu 46 kromozom en biiyiikten en kiiciige
dogru dizilerek 8 grupta toplanir; bunlar A, B, C, D, E, F, G ve esey kromozomlaridir.
Kromozomlar sentromerlerinin durumuna gore de ayrilir.
1. Metasentrik  : Sentromer ortada ve iki kol hemen hemen birbirine esit boydadir.
2. Submetasentrik : Kol boylar1 birbirinden farkli olup sentromer ortada degildir.
3. Akrosentrik  : Sentromer kromozomun bir ucuna, digerinden ¢ok daha yakindir.
Size verilen preperatlar1 inceleyerek buradaki kromozomlari gruplandiriniz ve preperatta
gordigiiniiz herhangi bir degisiklik var ise nedenini tartisiniz; her gruba ait 6rnek bir kromozom

cizerek bir tanesinin kisimlarini isimlendiriniz.
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CALISMA VI: POLIMERAZ ZiNCIiR REAKSIYONU PCR (PZR)

PCR METODU UYGULAMA

DNA hiicrelerde dogal olarak replikasyon ile ¢ogalir. PCR ile istenilen DNA dizilerinin
replikasyonu, hizlandirilmis bir sekilde in-vitro olarak gerceklestirilir. YOntemin esasi,
DNA’nm iki zincirinin yiiksek 1s1 ile birbirinden ayrilmasi (denatiirasyon), daha sonra sentetik
oligoniikleotid (primer) dizilerinin hedef DNA zincirine baglanmasi (annealing), zincirin

uzamasi (polimerizasyon) ve bu sikluslarin belirli sayida tekrarlanmasina dayanir (Sekil 8).

Standart bir PCR ortamini su bilesenler olusturur:

= Kalip DNA: PCR’da genomik DNA’lar, plazmid ve faj DNA’lari, ¢esitli genler ve
hatta herhangi bir DNA parcasi kalip olarak kullanilabilir.

= Enzim (Taq DNA polimeraz): DNA polimeraz enzimleri, kalip zincire komplementer
bir DNA zinciri olusturmak iizere, orijinal kalip zincirdeki baz dizisini kullanarak
deoksiriboniikleotid trifosfatlarin da yardimiyla uzun poliniikleotid zincirinin sentezini
katalizleyen enzimlerdir. PCR’da en sik Thermus aquaticus’dan saflastirilan 1siya
dayanikli Taq DNA polimeraz kullanilir.

= Primerler: Oligoniikleotidler ticari olarak primer sentezi yapan laboratuvarlardan elde
edilebilen, ¢ogaltilmak istenen hedef diziye gdre tasarlanan niikleotid zincirleridir.
Primerler sentezlenecek boélgenin 3’ ve 5 uclarina komplementer olacak sekilde
sentezlenir.

* Deosiriboniikleotid trifosfatlar (AINTP-> dATP, dGTP, dCTP, dTTP): Taq
Polimeraz kalip zincire komplementer zincir olustururken PCR ortamindaki bu
niikleotitleri kullanir.

= Uygun pH ve iyon kosullarim (Mg+2) saglayan PCR tamponu: Mg+2 iyonlar
dNTP’ler ile c¢oziilebilir kompleksler olustururlar, polimeraz aktivitesini stimiile
ederler, primer-kalip etkilesimini saglarlar. Bu nedenle MgCl2’iin PCR’m 6zgiilligii

ve lirlin verimi iizerinde ¢ok dnemli bir etkisi vardir.

15



PCR ORTAMI

Distile SU.....ccoovierrineeneieceee, 12 pl
10XPCR BUFfer......ccccoveiierrnncne, S5ul
ANTP MiX (2MM)......vvooreeneen. 5l
Primer Forward ..........ccocvvvneenene. 1 ul
Primer REVerse.......c.ccovvevrveenenen. 1 ul
MgClz (25 MM).......orveeirecerrcenenens 1-2 pl

Tag DNA Polimeraz (2-5 Unit/pl) 0.5 ul
Genomik DNA........ccoveniinieinen, 3ul

PCR SARTLARI

1-ilk Denatiirasyon 1 Déngii

2-Denatiirasyon

3-Primer baglanmasi (Annealing)

4-Primer uzamasi (Extension)

5-Son Primer uzamasi 1 Dongii

2,3 ve 4. Kademeler 25-35 Dongii

ORNEK PCR SARTI

96°C— 2 dakika 1 Dongii

96°C— 30 saniye

58°C— 30 saniye 25-35 Dongii
72°C— 60 saniye
72°C— 7 dakika 1 Dongii

16
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Sekil 8. PCR asamalari

3- AGAROZ JEL ELEKTROFOREZ YONTEMI iLE NUKLEIK ASIT ANALIZI

DNA molekiillerinin analizinde ¢ok ¢esitli yontemler kullanilmakla birlikte laboratuvarlarda
siklikla kullanilan, basit ve hizli oldugu icin tercih edilen yontem agaroz jel elektroforezidir.
Elektroforetik analizinin temeli, DNA’ nin elektriksel bir alanda agaroz jel iizerindeki gogiine
dayanir. Agaroz, bir kirmizi alg tiiri olan Agar agar’ dan izole edilen dogrusal bir
polisakkarittir. Agarozun, sicak suda ¢oziiniirek sogutuldugu zaman polimerleserek jel yapisi
olusturma oOzelligi vardir. Bu 0zelliginden yararlanilarak bir tampon ig¢inde, farklh
konsantrasyonlarda agaroz ilave edilerek ve 1sitilarak jel hazirlanir. Sogumaya birakilan jel
polimerlesir ve bdylece agarozun konsantrasyonuna gore farkli biiyiikliikkte porlar olusur.
Ayrica DNA’ nin jelde goriiniir hale gelebilmesi igin jel sogumaya birakildiginda, jele etidyum
bromiir eklenmesi gerekir. Etidyum bromiir, DNA baglari arasina girerek 300 veya 360 nm’ de
15181 absorblamasi sonucu floresan etki gostererek DNA’ y1 jelde goriiniir hale getirme
ozelligine sahiptir. Bu etki DNA konsantrasyonuna bagli olarak kuvvetli veya zayif olabilir.

Etidyum bromiir kanserojen bir madde oldugundan asla solunmamalidir.

Elektroforez Yiiriitme Tamponu

10X TBE tamponundan distile su ile seyreltilerek hazirlanmis olan 1X TBE igerisine 0.5

pg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde ethidium bromide (EtBr) konularak hazirlanir.

% 3’liik Agaroz Jel Soliisyonu
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140 ml 1X TBE tamponu igerisinde 4.2 gr agaroz (Agarose plus) mikrodalga firinda

eritildikten sonra 0.5 pg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde EtBr eklenerek, hazirlanir.

PCR-RFLP veya sadece PCR iiriinleri jele yiiklenerek 30-45 dakika civarinda

yiiriitiilerek beklenen bantlarin goriintiilenmesi saglanir.

step six: pour cooled solution into fray

Sekil 9. Agaroz jel elektroforezi hazirlanmasi
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4- RESTRIKSIYON PARCA UZUNLUK POLIMORFiZMi (RESTRICTION
FRAGMENT LENGHT POLYMORPHISM, RFLP)

DNA sarmali iizerinde, 6zgiil restriksiyon endoniikleaz enzimleri (Restriction Endonuclease,
RE) ile taninan belli polimorfik bolgeler vardir. RE ile muamele edildigi zaman bu bolgeler
kesilir ve farkli uzunlukta dizilerler olusur. Bu dizilerler, RFLP olarak adlandirilir. Bu diziler,
bircok hastalikta kalitsal marker olarak kullanilirlar. Eger, DNA yapisinda tek niikleotidlik bir
degisim incelenmek isteniyorsa, 0 bolgeye spesifik bir RE kullanilir ve birbirinden farkli aleller
tespit edilir. Insersiyon ve delesyon sonucu olusan polimorfizmler ise iki allele sahip olduklar
icin bircok enzimle tanimlanabilirler. Sonucta elde edilen o6rneklerin jel goriintiileri UV

transimilator yardimiyla alinarak allel ve genotipler belirlenir.

400 bp

200 bp

Sekil 10. UV transimilator ile jel goriintiilenmesi
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