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 TUm deneysel bilimlerde oldugu gibi, hUcre biyolojisi
arastirmalari, hucre yapisini ve islevini incelemek icin
kullanilabilecek laboratuvar yontemlerine bagimlidir.

 HUcreleri anlamaya yonelik bir cok dnemli gelisme,
direkt olarak yeni arastirma kulvarn acan modern
yontemlerin gelisimini izlemistir.

 HUcre biyologlannin ellerindeki deney araclarnnin
degerlendirimesi, bu cok hizli gelisen bilim alaninin
hem guncel konumunun hem de gelecek
hedeflerinin anlasiimasi acisindan dnemlidir.



*  HoUcrelerin cogu ciplak gbézle gorulemeyecek kadar kucuk olduklarindan, hucre calismalari
agirlikl olarak mikroskop kullanimi gerekfirir.

2 _ “*Robert Hook 1665'de basit bir 1sikk mikroskobu ile, bir sise mantarn parcasini
7 gozlemleyerek "hUcre" sézcigunu ilk kez kullanmistir,

s Antony van Leeuwenhoek 1670'lerde, objeleri gercek boyutlarinin 300 kati
kadar bUyUten mikroskop kullanarak; sperm, kirmizi kan hocresi ve bakteriler

gibi farkl tUrde cesitli hUcreleri gdzleyebildi.

“*Hucre teorisinin 1838'de Matthias Schleiden ve Theodor Schwann tarafindan ortaya atiimasi, ¢agdas

hicre biyolojisinin dogusu olarak kabul edilebilir.
Schleiden tarafindan bitki dokularinin ve Schwann tarafindan hayvan dokularinin mikroskobik gézlemleri

ayni sonuca ulasmistir:

Bu gelismelerin hemen ardindan, huUcrelerin de novo olusmadiklar, ancak daha dnceden var olan
hicrelerin bélunmesiyle ortaya ciktiklar anlasildi.




HGcre yapisinin gittikce daha aynntill olarak goérintilenmesine olanak veren teknik gelismelerle
birlikte, 1sik mikroskobu hala biyologlarin temel araclarindan biri olarak kalmustir.

GUNUmMUz 1sik mikroskoplar objeleri yaklasik bin kata kadar bUyUtme kapasitesine sahiptir. Cogu 1
ile 100um capinda olan hUcreler 1sik mikroskobu ile gdzlenebildigi gibi, nUkleus, kloroplastlar ve
mitokondriler gibi bUyUkce hucre ici organeller de izlenebilir.

Bununla birlikte, 1sik mikroskoplart hUcre yapisinin cok ince ayrintilarnini géstermek icin yeterince
gUclU degildir.

IsIgin  kinlmasi, 15k mikroskobunun  ¢6zUONUOgUNU  yaklasik  2um  ile
sinrlandirmaktadir; birbirine bu mesafeden daha yakin olan iki cisim birbirinden
ayirt edilemez, tek bir cisim gibi gorunur. Isik mikroskopisinin bu kuramsal
sinirhh@ini, asagidaki esitlikte gorilen iki faktdr belirler —.goérinen 1sigin dalga boyu
(A\) ve mikroskop merceginin isik toplama gicU (nUmerik aciklik, NA) asagidaki
denkleme gore:

\lr/ Objective

. 0.61A
Rezoliisyon= —+
NA

GorGnen 15igin - dalga boyu 0. 4 ile 0. 7 ymdir, bu nedenle AN'nin degeri, Isik
mikroskobu icin yaklask olarak 0.5 ym civarnnda sabittir. NUmerik aciklik,
ornekten gectikten sonra, mikroskop mercegine giren sk konisinin bUyUkligU
olarak dusunulebilir. Isigin, érnek ile mercek arasinda yol aldigr ortamin kirma
indeksi n olarak alindiginda;

NA = n.sina esitligiyle belirtilir.

Hava icin n degeri 1.0'drr, fakat, érnedi bir damla yad Uzerinden incelemek icin yag-immersiyon lensi kullanilarak bu deger
yaklasik 1.4 ile maksimuma cikanlabilir. Alfa acisi, lens tarafindan toplanan isik konisinin genisliginin yansina denktir. Maksimum a
degeri 909dir. Bu durumda sin a=1 ve nUmerik acikligin en yUksek olasi degeriise 1.4'dUr.

Isik mikroskobunun kuramsal rezolUsyon sinin, asagidaki sekilde hesaplanabilir:

0.61x0.5

=022
14 0.22pm

Rezoliisyon =

Isik mikroskoplarinda ¢oziintirliigiin teorik sinirlarina ulasilmistir. Ancak, yeni yaklagimlar yeni metodlarin
gelismesine yol agarak (siiper ¢oziiniirliiklii mikroskopi) floresan mikroskopisinde, ¢oziiniirliik giiciinde, bu

.1imitin otesinde biiytiik artis saglanmstir. 4



* Hoicre yapisinin cesitli yonleriyle incelenmesinde, birkac farkh
tip 151tk mikroskobu rutin olarak kullanilir:

Benign bébrek timdrinden bir kesit

En basiti, 15igin direkt olarak hicreden gectigi ve hUcrenin farkli bdlgelerini ayirt edebilme kapasitesinin,
gorunen 151IgIN hucre bilesenleri tarafindan sogurulmasindan kaynaklanan kontrasta bagl oldugu, aydinhk
alan mikroskopisidir. Cogu zaman, hUcreler, hUcrelerin farkl bolgelerini ayirt edebilmek icin kontrast farklilikiar
olusturmak Uzere proteinlerle ya da nuUkleik asitlerle tepkime veren boyalarla boyanirlar. Boyama dncesinde,
ornekler, yapilannin saglamlastinimasi ve korunmasi icin genellikle sabitleyicilerle (alkol, asetik asit veya
formaldehit gibi) muamele edilirler. Sabitlenmis ve boyanmis dokularn aydinlik-alan mikroskopisi ile
incelenmesi, histoloji laboratuvarlarinda doku analizi icin standart bir yaklasimdir.

Bu tarz boyama islemleri hicreleri oldirdiginden, canli hicre gozlenmesini gerektiren birgcok arastirma igin
uygun degildir.

Boyama yapiimadigi zaman, isigin dogrudan dokudan gegmesi hicrenin ¢cogu bolumlerini ayirt edebilecek
kontrast saglamaz ve bu durum, aydinlik- alan mikroskopisinin kullanilabilirligini sinirlar.



Canl hucreleri goérintUlemek icin cok yaygin iki yontem, faz-kontrast mikroskopisi ve diferansiyel
interferens-kontrast mikroskopisidir. Her iki mikroskopide de, hucrenin farkli bdlgeleri arasindaki
yogunluk veya kalinlk farkhliklanni, sonuctaki gorintGde kontrast farkliiklarna dénUstGren optik
sistemler kullanilir.  Aydinlk-alan mikroskopisinde, saydam yapilar (nukleus gibi) 15181 ¢cok az
sogurduklanndan, dusuk kontrast verirler. Ancak, 1sik bu yapilardan gecgerken yavaslar ve ¢cevresindeki
sitoplazmadan gecen s1I9a kiyasla faz degisikligi olur. Faz-kontrast ve diferansiyel interferens-kontrast
mikroskoplari, bu faz farkilasmalarnni kontrast farklilasmalarina cevirerek, canl, boyanmamis hucrelerin
daha gelismis goéruntUlerinin elde edilmesini saglar.

. ' insan yanak hicrelerinin Aydinlik-alan mikroskobundaki
goruntusu

I

=
-

insan yanak hicrelerinin Faz-Kontrast mikroskobundaki
goruntUsu

insan yanak hUcrelerinin Diferansiyel interferens- Kontrast
mikroskobundaki géruntUsu

|



Isik mikroskobunun guUcU, video kameralar ve gérOntU analizi ve islenmesi icin
bilgisayarlarin kullaniimasi ile dnemli dlctde artinlmustir.

Bu gibi elektronik goéruntU-isleme sistemleri, 1sik mikroskobu ile elde edilen gérintulerin
kontrasthigini  artirarak, baska 100 saptanamayacak olan  kUcuUk  objelerin
gorulebilmesine olanak saglar. Ormegdin; video ile giclendiriimis diferansiyel interferens-
kontrast mikroskobu, organellerin, yalnizca 0.025 um capinda bir hucre iskeleti proteini
olan mikrotUbuller boyunca hareketlerinin gérinttlenmesine olanak saglamistir.

Bu gUc artisl, 1sik mikroskobunun yaklasik 0.2 um olan teorik rezolUsyon sininnin Ustesinden
gelemez. Bu nedenle, video ile guUclendirme, her ne kadar, mikrotGbuUllerin
gorUlebilmesini saglamissa da, mikrotUbuller 0.2 um capinda ve bulanik olarak gérinur
ve tek bir mikrotUbUl, yakinindaki yapilar arasinda ayirt edilemez.

Belirli molekulleri hucre icinde goruntuleme amacl isaretleme yontemleri sayesinde, isik
mikroskopisi molekUler analiz duzeyine ulastinimistir.  Spesifik genler veya RNA
transkriptleri, komplementer dizili nUkleik asit problar ile hibridizasyon yoluyla, proteinler
de uygun antikorlar kullanilarak saptanabilir. NUkleik asit problar ve antikorlar, 1sik
mikroskobuyla gdrUntUlenebilmeleri ve molekUlin hUcrenin icerisindeki  yerinin

belirlenebilmesi icin cesitli takilarla isaretlenebilirler. 4
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1 Gozbslimi

1 Engelleme filtresi

|~ Dikronik ayna

/Floresan 151k

Eksitasyon filtresi | _—Objektif mercegi

| _—Ornek 10um

Floresans mikroskopisi, molekUllerin hUcre icerisindeki dagilimini incelemek icin
yaygin olarak kullaniimaktadir.

Canli veya fikse edilmis hUcrelerin icindeki ilgilenilen molekUlU isaretlemek icin
bir floresan boya kullanilir. Floresan boya, 15101, bir dalga boyundan
absorblayip, ikinci bir dalga boyunda gdnderen bir molekuldur. Bu floresan,
incelenecek 6rnegi, floresan boyayl uyaran bir dalga boyundaki isikla uyarllip,
boyanin godnderdigi 6zgun 1siQin dalga boyunu yakalayabilen filtreler
kullanilarak saptanir.

Floresan mikroskopisi hucreler icerisinde cesitli - molekUllerin - arastinimasi
amaciyla kullanilabilir.

Sikk uygulamalardan biri, 6zgUl bir proteini hedefleyen antikorlarn floresah
bovalarla icaretleverak oroteinin hiicre ici dadiliminin cantanabilmesidir



O Floresans mikroskopisinde onemli bir gelisme, denizanasi yesil floresan
proteininin (GFP) canli hucrelerin icindeki proteinleri goruntilemek icin
kullaniimasidir.

Q GFP, standard rekombinant DNA yontemleri kullanilarak ilgi duyulan herhangi
bir proteinle birlestirilebilir ve GFP-eklentili protein hUcrede eksprese ettirilerek,
proteinlerin antikorla belirlenmesinde gerektigi gibi hucreleri  sabitleyip
boyamaya gerek olmadan, floresan mikroskopisi ile géruntulenebilir.

Q Cok yonlu kullanilabilirligi nedeniyle, hicre biyolojisinde GFP kullanimi son
derece vyaygmlasmistir ve genis cesitlilikteki  proteinlerin - canli hucreler
icerisindeki yerlesimlerinin calisiimasi amaciyla kullaniimaktadir.

Q Birbiriyle iliskili mavi, sarn veya kirmizi emisyona sahip ¢esitli floresan proteinler,

farkll proteinlerin es zamanl olarak gorintilenmesini mumkun kilarak bu

teknigin daha genis kapsamli kullanimina imkan vermektedir.

4 N

GFP ile isaretlenmis bir
proteinin floresan
mikroskopisi.

GFP ile fUzyon olusturmus
bir mikrotUbuUl iliskili protein
fare ndron kultOrondeki
hUcrelere aktanlarak
floresan mikroskobu ile
goruntulenmistir. Cekirdek
mavi boyanmistir.

5um



% Foto-agartma sonrasi floresan 1stmanin
geri kazanimi (Fluorescence Recovery
After Photobleaching: FRAP), GFP
etiketli proteinlerin hareketlerinin
calisiimasinda yaygin olarak kullanilan
yontemlerden biridir.

% Bu teknikte, hiicrenin GFP’-etiketli
protein eksprese edilen ilgilenilen bir
bolgesi, yiiksek yogunluklu 1s18a maruz
birakilarak agartilir.

Floresan o Aglrtﬂm1§ bélgeye, ag1rt11mam1§ GFP-
IsSimanin . . . . P 1
zamanla geri etiketli proteinlerin zaman igindeki
kazanimi gocl ile floresan 1s1manin geri

kazanilmasi, hiicre iginde ilgili bolgeye
protein go¢ hizimin belirlenmesine
olanak saglar.



Bir hiicre igindeki iki proteinin bir biri ile etkilesimleri floresan rezonans eneiji transferi (Fluorescence
Resonance Energy Transfer: FRET) adi verilen bir teknik ile analiz edilebilir.

Etkilesim yok
U oo Saciim
h""b\ » FRET deneylerinde, ilgilenilen iki protein, GFP'nin iki
‘\ farkli  varyanti gibi farkli  floresan boyalarla
etiketlenir.

« GFP varyantlan farkli dalga boylarndaki isiklari
absorbe etmek ve yaymak Uzere secilirler ve
boylece bir GFP varyanti tarafindan yayilan isik
ikincisini uyarir.

« |ki protein arasindaki etkilesim, birinci GFP
varyantini uyaran bir dalga boyundaki sk ile
hGcrenin  aydinlatmasi  sonrasinda  hicreden
yaylan 1sigin dalga boyunun analiz edilmesi ile

7 tespit edilebilir.

« Eger GFP varyantlan ile etiketlenen proteinler
hOcre icinde etkilesim halindelerse, floresan
molekUlleri birbirine yakin hale gelirler ve birinci
GFP varyantindan sacilan isik ikinci GFP varyantfinin
uyarimasint - saglayarak, sonucta ikinci  GFP
varyantina 6zgu dalga boyundaki stk emisyonu
gerceklesir.

Etkilesim var
Uyarma Saciim

Ozetle hiicreler GFP1’i uyarma ozelligindeki dalga boyuna sahip bir 1s18a maruz
birakildiginda ; proteinler etkilesim i¢inde degilse GFP1 tarafindan sacilmis 1s1k
tespit edilir, eger proteinler etkilesim halindeyse GFP1’den yayilan 1s1k GFP2"yi
wyarir ve buradan yayilan 1s1k tespit edilir. o



Odaklanmis » Geleneksel floresan mikroskobu ile elde edilen gérintuller,

Isik detektore odak-disi  floresan 1simalar  sebebiyle  bulaniklasir.  Bu
_odaklanir goruntUler, gérintUu dekonvolUsyon adi verilen bir bilgisayar
yaklasimi ile gelistiriiebilmektedir. Bu sistemde, farkli odak

— Konfokal derinliklerinden elde edilen gdruntUler bir bilgisayarda analiz
aciklik edilir ve tek bir odak noktasindan beklenenden daha net bir

goruntu  olusturulur.  Buna  alternatif  olarak, konfokal

mikroskopisi, drnekteki tek bir noktadan elde edilen floresani

— Odaklanmamis analiz ederek yUksek kontrastl ve detayl goruntllere imkan
1sIgin detektore  verir.

ulasmasi » Genellkle bir lazer ile saglanan kUg¢Uk bir 1stk noktast,

engellenir incelenecek ornek Uzerinde, beliri derinlikte odaklanir.

Yayilan floresan isik, video kamera gibi bir detektdr vasitasiyla

toplanir. Ancak, yayilan isik detektére ulasmadan dnce, tam

olarak, drnegin secilen derinliginden gelen 1519in odaklandigi

— Yayilan noktaya yerlestirilen bir igne deligi acikigindan (bir konfokal
floresan acikidi olarak adlandirlir) gecmesi gerekir.

Isik > Sonuc olarak, sadece odaklanilan dUzZliemden génderilen isik

detektére ulasabilir.  incelenen 6rnedin bastan  sona

— Odaklanmis taranmasi ile, odaklanan dUzlemin, standard floresan

— Odaklanmamis mikroskopisi ile elde edilenden ¢cok daha keskin bir iki boyutlu
goruntusu elde edilir.

— Ornek » Bunun da o&tesinde, &érnegin Uc-boyutlu bir gorintusini
kurgulamak icin, farkli derinliklerden elde edien bir dizi
goruntuden yararlanilabilir.
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Iki-foton eksitasyon

Multi-foton eksitasyon (uyan) mikroskopisi, canli hucrelerin incelenmesinde konfokal
mikroskopiye alternatiftir.

incelenecek ornek, tek bir dalga boyundaki isik ile aydinlahlir, éyle ki,_floresan boyanin
eksitasyonu icin eszamanh olarak iki veya daha fazla fotunun absorbansina ihtiyac
duyulmaktadir.

iki fotonun ayni anda floresan boyayi uyarma olasiligi, sadece, érnedin icerisine giren lazer
isininin odaklandigi noktada anlamhidir, boylece floresan yalnizca giren isigin odaklanmis oldugu
dizlemden yayilir. Bu c¢ok iyi sinirlanan eksitasyon sayesinde, yayian isigin konfokal
mikroskopisindeki gibi bir igne deligi acikhigindan gecirimesine gerek kalmaz. Ayrica, vyarinin
lokalizasyonu ornege verilecek hasarn en aza indirerek canli hicrenin U¢ boyutlu gorintistnun
elde edilmesine imkan verir.




mikroskobunun ¢&zunurlUgunun_sinirh_olusu, hucre yapisinin - daha
ayrintih analizi icin, 1930larda gelistirilen ve biyolojik drnekler Uzerinde ilk
kez Albert Claude, Keith Porter ve George Palade tarafindan 1940'larda
ve 1950'lerde kullanilan elektron mikroskobu gibi, daha gucli mikroskobik
yontemlerin kullanimini gerektirmistir.

Elektronlann dalga boyu siginkinden daha kisa oldugu icin, elektron
mikroskobu 1sik  mikroskobuna gdre cok daha yUksek ¢&zOnUrloge
ulasabilmektedir.

Bir elektron mikroskobunda elektronlarnn dalga boyu 0.004 nm kadar kisa
olabilir, ki bu, gbrinen 1sIgiINn dalga boyundan yaklasik 100,000 kez daha
kisadir. Teorik olarak bu dalga boyunun 0.002 nm ¢dzUnUrluk saglamasi
gerekir, ancak, ¢ozunurlUk sadece dalga boyuyla degil ayni zamanda
mikroskop merceginin numerik acikigiyla da belirlendiginden, pratikte bu
cOzUNUrluk elde edilemez. Elektromanyetik merceklerin dogasi, aciklik
acilanni yaklasik 0.5 derece ile sinirladigl ve bu da sadece 0.01 kadar bir
nuomerik acikliga denk geldigi icin, elektron mikroskopisinde nUmerik aciklik
sinirlayici faktordur. Boylece, optimum kosullarda, elektron mikroskobunun
cOzme gucU 0.2 nm kadardir. Bunun da otesinde, biyolojik drneklerle elde
edilebilen c¢OzOnUrlUk, dogal kontrast eksiklikleri nedeniyle daha da

e Sinirhdrr. o



» Sonuc olarak, biyolojik érnekler icin elektron mikroskobunun pratikteki
limiti 1-2 nm'dir. Her ne kadar bu c¢ozOnUrluk elektronlann dalga
boyuna godre hesaplanandan c¢ok daha az ise de, sk
mikroskoplarinin ¢6z0cU gucunun yuz misli Uzerinde bir ilerlemeyi
simgeler.

» Elekiron mikroskopisinin iki fipi -transmisyon ve tarama elekiron
mikroskopisi- hOcreleri incelemek icin yaygin olarak kullanimaktadir.

> Prensip olarak, tfransmisyon elektron mikroskopisi, boyanmis hucrelerin
aydinlik-alan mikroskobu ile gézlenmesine benzer. Ornekler sabitlenip,
sacillan elektronlar ile kontrast veren agir metal tuzlan ile boyanr.
Daha sonra, bir elekiron demeti ornekten gecirilip, floresan bir ekran
Uzerinde gorintU olusturmak Uzere odaklanir. Ornekten gecerken
agrr metal iyonu ile karsilasan elektronlar sapar ve son goruntide
paylar olmaz ve bdylece ornegin boyanan bdlumleri karanlik

gorunur.
o o



Pozitif
Boyama

> Doku ornekleriince kesitler halinde kesilir,
lipidler, proteinler ve nUkleik asit ile
reaksiyona girebilen agir metal tuzlar
(osmium tetroksit, uranil asetat ve kursun
sitrat gibi) ile boyanir. Bu agir metal
iyonlari, son géruntude karanlik
g6zUkecek olan cesitli hucre yapilarina
baglanirlar.

» Alternatif pozitif boyama yéntemleri de
hUcrelerdeki belirli makro molekulleri
saptamak amaciyla kullaniimaktadir.

Ornegdin, elektron-yodunluklu agir
metallerle (altin parcaciklar gibi)
isaretlenmis antikorlar, elekiron
mikroskobunda spesifik proteinlerin hucre
ici yerlesimlerini belilemek amaci ile
kullanilmaktadir. Bu yéntem, floresan
mikroskopisinde, floresan boyalar ile
isaretlenmis antikorlarn kullanimina
benzemektedir. Yapilarin 2-10 nm
cHzUNUrlUkteki Uc boyutlu géruntUleri
elektron tomografi metodu kullanilarak
da elde edilebilmektedir. Bu U¢ boyutlu
goéruntu, goéruntileme ydoninun
Uzerindeki sinirlardan alinan cok sayidaki
iki boyutlu goérintinun bilgisayar analizi
ile olusturulmaktadir.

» Bakteriler, izole edilmis hUcre ici
organeller ve makro molekduller
gibi bUutun halindeki biyolojik
yapilann géruntilenmesiicin
kullanilir.

» Bu ydntemde, biyolojik érnek
destekleyici birince tabaka
Uzerine konur ve bir agir metal
boyanin, bu érnegin yuzeyi
etrafinda kurumasi saglanir.
Boyanmamis drnegin cevresi,
elektron yogunluklu bir boya
tabakasi ile kaplanir ve bu
sayede karanlk arka plan
Uzerinde ornek aydinlik gérondr.




Metal gélgeleme ile hazirlanan hicre iskeleti aktin/miyozin flamanlannin elekiron
mikroskop géruntUst

Metal golgeleme yoéntemi izole ediimis hicre ici yapilarn veya
makromolekullerin yUzeylerinin fransmisyon elekiron mikroskobunda

goruntulenmesinde kullanilan diger bir tekniktir.

Ornek, platin gibi, buharlastinlan ince bir metal katmani ile kaplanir.
Metal, buharlastinian metal molekUllerinin kaynagina bakan ornek
yUzeyinin diger taraflardan daha yogun metal kaplanacagr bir
acidan drnek Uzerine puskOrtOlor. Bu farkl kaplama bir golge efkisi
yqrq’r||<r.,. boylece Ornegin elektron mikroskop goruntuleri U¢ boyutlu
gOzUkUr.
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Proteinler

Fosfolipidler

Orneklerin, metal gdlgelemesi ile kombine olarak dondurup-
caflaima (freze fraciurg) yontemi ile hoazrrlanmasi 6zellikle zar
yapilannin arastinimasinda onem kazanmistir. Ornekler sivi azot
icerisinde (-196°C) dondurulur ve daha sonra bir bicak agziyla
catlafilir. Bu islem genellikle, hUcre zarnin i¢c yUzeyini agiga
cikaracak sekilde, lipid cift tabakayi ikiye ayinr. Daha sonra drnek
platin ile gdlgelenir, biyolojik materyal asit ile ¢cdzUlerek, drnek
yUzeyinin - metal kalbr elde edilr. Bu kaliplar elektron
mikroskobunda incelendiginde, lipid cift tabakayr kat eden
proteinlere uyan bircok yUzey cikintisi gorulir. Dondurup-
catlatma  yonteminin, dondurup-sekil c¢ikarima olarak
isimlendirilen degisik bir tipi, hUcre zarlannin i¢ yuzlerine ek olarak
dis yUzeylerinin de goruntulenmesini saglar.



Tarama elektron mikroskopisinde
elektron demeti, ornegin icinden
gecmez. Bunun yerine, hUcrenin
yUzeyi agir bir metal ile kaplanir
ve bir elekiron demeti
kullanilarak, érnek bastanbasa
taranir. Elektron demeti hUcre
boyunca hareket ederken,
ornek yuzeyinden geri gelen ya
da sacilan elektronlar, Uc
boyutlu goruntu olusturmak
Uzere toplanir.
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Elekiron mikroskopisi, 151k mikroskopisinden daha yuksek
¢ozunurluk sunmasina ragmen ¢esitli dezavantajlarn vardir.

Elektron mikroskopisi pahali ve kullanimi teknik olarak zordur.

Elektron mikroskopisinde ihtiyac duyulan fiksasyon ve
boyama prosedurleri artifakt Uretebilmektedir ve elektron
mikroskobu canli dokularin incelenmesinde
kullanilamamaktadir.

Son villardaki heyecan verici bir gelisme olan sUper
cOzUNUrUKIO 1sik  mikroskopi teknigi kinima  engelini ogorak
floresan mikroskopsinin ¢&zUNUrIugunun sinirlarini 10-100 nm'ye
yUkseltmistir:  1sikk  mikroskobunun teorik kinlma limitinden
yaklasik 10 kat daha az.

2014 Kimya Nobel Odiilii yiiksek ¢oziiniirliiklii 1stk mikroskobunun
kesfinden dolay1 Eric BETZING, Stefan HELL ve William MOENER’e

verilmistir.




CozuNnUrligu, gorundr isiklann dalga boyundan molekUler duzeye degistiren floresan
prob kullanimina dayal cesitli sOoper ¢dzunUrloklo 1slk  mikroskopi  yontemleri
gelistirilmistir. Bu duruma verilebilecek en iyi ornek, yaklasik 20 nm ¢dzunurlge sahip
olan ve 2006 yilinda gelistirilen STORM (Rasgele optik yeniden yapilandirma
mikroskobu: stochastic optical reconstruction microscopy) yontemidir.

STORM ve lliskili yontemler, binlerce veya milyonlarca bireysel floresan molekUlin bir
araya getiriimesi ile yuksek ¢o6zUnurlUklU goruntU olusturmasi prensibi ile calismaktadir.
Standart bir floresan mikroskopide, bir érnekteki butin floresan probler ayni zamanda
floresan 15191 yaymaktadir. Her bir molekUlun floresan goruntUleri Ust Uste binerek, i1s1gin
kinimasi ile sinirlandinlmis ¢6zunUrlukte bulanik bir géruntu verirler.

STORM, karanlik ve floresan durumlar arasinda gecis yapan floresan problart kullanir.
Her hangi bir zamanda, floresan probun yalnizca kugUk tesadufi bir fraksiyonu isima
yapar, Oyle ki, bireysel floresan molekdl bir digerinden gelmis olabilir. Zaman icerisinde
bu sekilde cok sayida goruntunin yakalanmasi bir seri anlik resim verir, her resimde
farkl bireysel molekdlller 1sima yapmaktadir. Bu ¢ok sayidaki gorintU, kompozit bir
resim olusturmak Uzere bir araya getirilebilir, ki bu gorintGnin ¢o6zonOrlUQU, 1IN
kinlmasindan ziyade, yerlestirilen her bir floresan molekGluon hassasiyeti ile sinirhdir.




Geleneksel
floresan

STORM Konvaksiyonel floresans mikroskoplarnda,

2 ornekteki butun floresan moleklller ayni anda
" ISiMa yapar ve bulanik goruntu verirler.
" | STORM'da problarn yalnizca kiicUk rastgele
6 kismi herhangi bir zaman icinde rastgele 1sima
yapar. Bu, her bir floresan molekUlinden

Molekiillerin tamami
floresan verir - ayrismak
icin cok yakinlar

Her bir floresan molekiiliin rastgele ..stper ¢oziindr- Zamdan i(;eriSinde elde ed”en (;Ok SQijQ

aktivasyonu...

likte gorintu

olugmasiile goruntu birbirinden ¢cozUmlenir ve super
i ¢6zUNUrUKIO gorintU bilesenleri olusturulur.

Geleneksel

STORM
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MikrotUbullerin mikroskop gérintUlerinin karsilastinimasi




Elektron mikroskobu, hUcre yapisinin ayrintil
goruntUlenmesine olanak saglamasina karsin, okaryot
hUcrelerin cesitli bilesenlerinin islevlerinin . tanimlanmasi
iIcin mikroskop tek basina yeterli degildir.

HUcre ici organellerin fonksiyonlar ile ilgili bircok sorunun
yanitlanabilmesi icin, dkaryotik hucrelerin organellerini,
biyokimyasal calismalarda kullanilabilecek sekilde, izole
etmek gerektigi kanitlanmistir.

Bu, genellikle, 1940 ve 1950 yillarda Albert Claude,
Christian de Duve ve arkadaslarn tarafindan, hucrelerin
bilesenlerini boyut ve yogunluklarna gdre ayirmak
amaciyla gelistiriimis olan diferansiyel santrifugasyon
yontemiyle saglanr.




ik adim, hUcreninic
bilesenlerine zarar
vermeden plazma
zarinin parcalanmasidir.

Bunun icin, sonikasyon
(yUksek frekansta sese
maruz birakma),
mekanik homojenizator
ile 6gUtme veya yUksek
hizda blender
uygulamasi gibi cesitli
yontemler
kullaniimaktadir.

Lizozomlar, peroksizomlar ve zar
parcalar gibi hUcre alt
elemanlariniiceren parcalanmis
hUcre sUspansiyonu

Cekirdek
cozelfisi

Mitokondiri,
lizozom ve
peroksizom
cOzeltisi

SUpernatanin daha da
hizl devirde
santrifujlenmesi ile
plazma zarn ve
endoplazmik refikulum
parcalar
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Parcalanmis hUcre sGspansiyonu
(lizat ya da homojenat olarak
adlandirlir), yercekiminden 500,000
kat daha bUyUk bir kuvvet
olusturmak icin, érnekleri cok
yuksek hizlarda (1 00,000 rpm Uzeri)
ceviren bir ultrasantrifugasyon
yardimiyla, bir dizi santrifugasyonla
bilesenlerine ayrilir. Bu kuvvet,
hUcre bilesenlerinin bUyUklUklerine
ve yogunluklanna bagl olarak, en
bUyUk ve en agir olan en hizli
cOkecek sekilde, santrifUj tUpUNUN
dibine dogru hareket etmelerine ve
bir cdkelti olusturmalanna
(sedimantasyon denilen bir olay)
sebep olur.

Hucre homojenati genellikle, dUsuk
bir devirde santrifGjlenir, bdylece,
sadece parcalanmamis hUcreler
ve nUkleuslar gibi en bUyUk hicre
ici organeller coker. Bu sekilde
dUsuk hizdaki bir santrifGjle olusan
¢odkeltiden zengin bir nUkleus
fraksiyonu elde edilirken, diger
hicre bilesenleri sUpenatanda (geri
kalan ¢dzelti) asil durumda kalir.

Daha da hizli bir
devirde santrifGjleme
@ ile ribozomlar cdker ve




Ornek stikroz gradientinin

Uzerine yayilir.

g

Stkroz — &
gradienti

\

Santirfdj
_>-

topla

Gradient
fonksiyonlarini

>\J Farkli boyutlardaki partikiller

X

Yavas-¢coken partikiiller

ayri bandlar olarak ¢okerler.

Hizli-¢oken partikiiller

Q? oo C

-

JﬁJvﬁu

Yavas-coken

Hizli-¢oken
partikuller

partikuller

Diferansiyel santrifUj ile, zenginlesmis
fakat hala saf olmayan organel
fraksiyonlar elde edilir. Daha ileri

dUzeyde bir saflastirma, organellerin,
sUkroz gibi yogun bir maddenin
gradienti icerisinden gecirilerek
¢OktUrildogu, yoguniuk-gradient

sanfrifigasyonu |Ie elde edilebilir. Hiz
santrifOgasyonunda, baslangic
materyali, sukroz gradientinin Uzerine,
tabaka olusturacak bicimde eklenir.
Farkll buyUklUkteki partikUller, gradiyent
icerisinden gecerken farkl hizda
cOkerler ve ayr bandlar halinde
yUrUrler. Santrifbgasyondan sonra belirli
gradient fraksiyonlannin toplanmasiyla,
mitokondriler, lizozomlar ve
peroksizomlar gibi, benzer bUyuklUkteki
organelerin ayirt edilmesi saglanir.



Yogunluk gradientlerinde denge sanfrifigasyonu, hicre alfi
bilesenlerinin, bUyUklUk ve bicimlerinden bagimsiz olarak, yuzme
(buoyant) yogunlugu temeline gore aynstinimasi amaciylo
kullanilabilir. Bu islemde Ornek, yuksek konsantrasyonlu sukroz ya
da sezyum klorid gradientinde santrifuj edilir.

Cokme hizlarina gore ayirmaktan ziyade, ornek partikUller, yozme
yogunluklarn kendilerini cevreleyen suUkroz veya sezyum klorid
konsantrasyonu ile denge konumuna ulasana kadar sanftrifUj
edilirler.

Denge santrifuju degisik tiplerdeki zarlann birbirinden ayriimasinda
kullanilabildigi gibi, farkll izotoplarla isaretlenmis makro molekuUlleri
ayirt edebilecek kadar da duyarldir.

Klasik bir &rnek, agir ve hafif azot izotoplar (]SN ve MN) iceren DNA
molekullerinin, DNA replikasyonunun analizi amaciyla, sezyum
kloridli denge santrifugasyonu ile ayriimasidir.



s Hayvan hucre kulltorleri, bir parca dokuyu hUcrelerine ayinp, besi ortami iceren
kOItUr kabina suspansiyon halinde ekleyerek baslatilir. Fibroblastlar ve epitel
hUcreleri gibi bircok hayvan hucre tipi, hucre kOItOr0 icin kullanilan kabin plastik
yUzeyine tutunarak cogalir. Hizla cogalan hucreler icermeleri sebebiyle, embriyolar
ve tumorler baslangi¢c materyali olarak sikhkla kullaniirlar. Embriyo fibroblastiari
kiulturde oldukg¢a iyi uremeleri nedeniyle, en yaygin olarak kullanilan hayvan
hucresi tiplerindendir.

s Bununla birlikte, uygun kosullar altinda, bircok farkli hOcre tipi de kolturde
cogQaltilabilir ve bdylece, koniroll0 deneysel kosullarda farkllasan ozellikleri
incelenebilir. Embriyonik kék (ES) hicreler ozellikle deginilmesi gereken bir érnekfir.
Erken embriyodan alinarak koltor0 hazirlanan bu hicreler, eriskin organizmalarda
mevcut tum hocre ftiplerine farkllasabilme ozelliklerini korurlar. Sonuc¢ olarak,
embriyonik kdk hucreler, fare gelisiminde gorevli cesitli genlerin _islevlerinin
,arastinimasinda _énemli_rol _oynamislardir. insan _hastaliklarinda, transplantasyon
uygulamalari icin doku kaynagdi saglayarak, tedaviye katkida bulunabilme olanagd
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s Hayvan hocrelerinin cogalmasi icin gerekli koltor ortami, bakteri ve mayalarin
cogalmasini saglamak icin yeterli olan minimal ortamdan ¢cok daha karmasiktir.
Hayvan hucre kulturlerinde kullanilan ortam, tuzlara ve glukoza ek olarak, hUcrelerin
kendilerinin yapamadigi cesitli amino asitleri ve vitaminleri de icerir. KUltUrdeki
hayvan hucrelerinin buyUme ortami, hucre bdlunmesini uyarmak icin gerekli
polipeptid bUyUme faktdrlerinin kaynagr olan serum icerirler. Bu buUyUme
faktorlerinden birkact tfanimlanmistir. Cok hocreli organizmalarda, farkli hocrelerin
birbiriyle iletisim kurmasini saglayan sinyaller olusturarak hucre cogalmasinin ve
farklilasmasinin dnemli duzenleyicisi gorevini yaparlar.,

Ornedin, hayvan deri fibroblastlannin énemli bir fonksiyonu, bir kesime ya da
yaralonma sonucu olusan hasart onarmak Uzere cogalmalandir. Kanin pihtilasmasi
sirasinda plateletlerden salinan bUyUme faktoru, hasarll doku yakinindaki fibroblastlarin
cogalmasini uyararak, bdlinmelerini baslatir. Farkl bUyume faktorlerinin tanimlanmasi,
cesitli hucrelerin serumsuz ortamlarda (ilgilenilen hucrenin cogalabilmesi icin gerekli
buyUme faktoéronun, serum yerine kullanildigr ortam) cogaltimasina olanak saglamustir.,
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Bir parca doku, hiicre
stspansiyonu elde etmek
Uzere dagilr.

Huicre stspasiyonu \U

Sivi ortam

Primer kdilttirde hiicreler, kaba
tutunur ve kiltlr kabinin yizeyini
kaplayana kadar ¢cogalir.

Daha sonra hticreler kiilttr kabindan
alinip, daha seyreltilmis olarak,
sekonder kulturler olusturmak tzere,
yeni kultir kaplarina aktarihr.

Huicreler, besleyici
ortam icerisinde, bir
kultar kabina aktarilir.

Birincil
kaltar

-~

ikincil

Bir dokudon. boz[rlon.gn“boglonglg hUcre
kOltOrlerine BIRINCIL KULTURLER denir.

Birincil kUltUrdeki hucreler, genellikle, kOltUr kabinin
yUzeyini kaplayincaya kadar cogalrlar. Daha
sonra, kultur kabindan alinir ve seyreltilerek, ikincil
kOltOrleri olusturmak Uzere, tekrar kUltOr kaplarina
konur. Bu islem defalarca tekrarlanabilir, ancak
normal hocrelerin cogu koltUrde sonsuza kadar
cogaltlamaz. Ornegin, normal insan fibroblastlar
genellikle, 50 ile 100 kez populasyonu ikiye katlar,
sonra uUremeyi durdurur ve Olurler. Buna karsin,
embriyonik kok hUcreler ve tUmorlerden alinan
hUcreler cogunlukla, koltirde sUresiz cogalirlar ve
surekli ya da olumsuz hucre hatlan olarak
tanimlanirlar. Buna ilave olarak, normal kemirgen
fibroblast kUItOrOnden cok sayida dlumsuz hucre
hatti izole edilmistir. Benzerlerinin cogunun yaptigl
gibi dlmek vyerine, bu kultUrlerdeki birkac hucre
sinirsiz olarak cogalmayr surdUrir ve tumorlerden
elde edilenlere benzeyen hucre hatlar olustururlar.
Bu tUr surekli hUcre hatlar, kullanisl, klonlanabilen
ve laboratuvarda sonsuz cogaltilabilen, surekli ve
tek fip hUcre kaynagr sagladiklarindan, bir cok
deneyde ozellikle kullanilmistir.



* Olusturulan ilk insan hucre hath, 1951'de serviks

kanserinden izole edilen ve binlerce laboratuvarda insan
hucre biyolojisinin ¢alisiimasi igin kullaniimis olan Hela
hucreleridir.

Optimal kosullar altinda dahi, akfif olarak cogalan cogu
hayvan hucresi 20 saat aralarla bdolunur, ki bu, mayanin
bolunme suresinden 10 kat daha uzundur. Bu nedenle,
hayvan hucre kulturleriyle arastirma yapmak, bakteri ve
mayalara gére daha zordur ve daha fazla zaman alr.
Ornegin; tek hUcreden Uretilen E. coli veya maya
kolonileri bir gecede ortaya cikfiyl halde, tek bir hayvan
hUcresinin gorUlebilir koloni olusturmasi en az bir hafta,
hatta daha fazla sUrer. Yine de, hucre yapisint ve
fonksiyonlarini  anlayabilmemiz icin, kUltUrdeki hayvan
hUcrelerini genetik olarak manipule etmemiz
kacinilmazdir.



Hel.a Hucreleri

llk hUcre kOltUrleri, deneysel incelemeler icin uygun olmaktan cok
uzak bir kOItOr sistemi olan, doku fragmanlanndan alinan ve
plazma pihtisiicine gdmulen hUcrelerin cogalmasi seklindeydi.

En buyUk ilerleme, 1940'1ann sonlarnda, izole edilmis hucrelerin
kOItOr  kaplannin  yOzeylerine tutunarak cogaldiklan hUcre
hatlannin gelistirimesiydi. Bu hucrelerin ilki, 1942 yilinda olusturulan
ve L hucreler olarak adlandirnlan fare hUcre hatlanydl. Ancak,
kanser arastirmalarinda model olarak cok fazla istenmesine
ragmen, insan orijinli hocre hatlannin olusturulmasi oldukca zor
olmustur.

llerleme 1951'de George Gey ve arkadaslarnin servikal kanserler
dokusundan ilk insan hucre hattini, HeLa hUcreleri, olusturmalari
ile elde edild..

Hela hoUcreleri, Subat 1951'de Henrietta Lacks isimli 30 yasindaki
bir kadindan alinan servikal biyopsiden kuture edildi.



Hel.a Hucreleri

Bu hUcre hattinin arkasindaki hikaye ve erken hucre kOItOrU calismalarinin
arkasindaki hikayelerin bUyUk bir bdlumU Rebecca Skloot tarafindan
kaleme alinan " The Immortal Life of Henrietta Lack's, 2010" da
anlatilmistir.

Hela hucreleri, kanser arastrmalarinda ve diger insan hiucre biyolojisi
c¢alismalarinda en yaygin kullanilan hicre hath olmustur. Polioviruslerin
Hela hocrelerinin igcinde kolaylkla cogalabilmesinden dolayl, Hela
hucrelerinin kullanildigr en énemli ilk calisma polio asisinin gelistirildigi
¢alisma olmustur. Hela hiucreleri ginumuizde de; DNA replikasyonu, gen
ekspresyonu, hicre bolunmesi, viroloji, kanser ve hucre haberlesmesi
gibi insan molekiler ve hucresel biyolojisinin neredeyse butun
alanlarinda kullanimaya devam edilmektedir. Oneminin bir géstergesi
olarak, Hela hucreleri 70.000' den fazla yaymlanmis arastirma
makalesinde kullaniimistir. Bunun 6tesinde, ¢cok sayida diger insan hucre
hath olusturulmustur ve bu hucre hatlan guinumuz insan hucre biyolojisi
calismalarnnin temelini olusturmaktadir.



« Bitki hUcreleri de, uygun buyume
dUzenleyici molekUlleri iceren besi
ortami icerisinde bUyUtUlebilir.
Hayvan hOcrelerinin cogunun
Uremesini  duzenleyen  polipeptit
bUyUme faktorlerinin aksine,  bitki
hOcrelerinin - buyume reguUlatorler,
bitki hUcre duvarnndan gecebilen
kUcuk molekUllerdir. Bu buUyUme
dUzenleyici molekullerin uygun
kansiminin - saglandigl  kosulda, bir
cok bitki hucre ftipi koltirde cogalrr
ve kallus adi verilen farklilasmamis bir

hUcre kUmesi olusturur.




Bitki hUcrelerinin cogunun, sonunda bitkininin tUmMUOnNU
olusturmak icin gerekli olacak, farkl hucre ve doku
tiplerinden her birini olusturabilme yetisinde olduklarini
belirtmek gerekir. Sonuc¢ olarak, besinlerin ve bUyUme
dUzenleyici molekUllerin uygun kullanimiyla, koltOrdeki
farklilasmamis bitki hucreleri, kdkler, govdeler ve yapraklar
gibi cesitli bitki dokulanni olusturmak Uzere uyarilabilir. Cogu
zaman, kOlturdeki tek bir hucreden bUtUn bir bitki
gelistirilebilir. KUItOrde tek hucreden yeni bir bitki
olusturabilmesi, teorik yararinin yani sira, bitkilerde genetik
degisiklikler yapilmasini kolaylastinr ve tarimsal genetik
mUhendislikte dnemli olanaklar saglanir.



