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ICERIK
Floresan nedir?
Eksitasyon ve emisyon
Floresan mikroskobi prensipleri
Floresan mikroskop cesitleri

Immiinofloresan Yontemler

Floresan mikroskoplar nasil kullanilir?



Uygulama Alanlart

* Floresan goriintileme, 151k mikroskopunun ¢éziindrlik
sinirinin otesinde molekiilleri gorsellestirir

* Klinik tanida ;
— Immiinoloji
— Patoloji
— Mikrobiyoloji
— Sitogenetik
« Cesitli arastirma alanlarinda
— Jeoloji
— Metalirji
— Cevre mihendisligi



Floresan mikroskop ile neler yapabiliriz ?

Spesifik proteinlerin lokalizasyonu belirlenebilir

Organlarin, hiicrelerin ve hiicre igi yapilarin seklini
belirlenebilir

Proteinlerin dinamigi incelenebilir

Proteinlerin etkilesimleri veya protein konformasyonu
incelenebilir

Iyon yogunlugu incelenebilir



Floresan prensipleri

« 19 ylizyil

* Fluorspar minerali ==
uv 1sikla aydinlatildiginda,

* “Floresan" 1852 yilinda

Sir George G. Stokes



Floresan Mikroskobunun Kesfi

* 20. yuzyilin baslari

— August Kéhler

— Carl Reichert

— Heinrich Lehmann
Bakteri, hayvan ve bitki

dokularindaki otofloresansi
gozlemlemek igin kullanild

August Kéhler
(1866-1948)



Isik Mikroskobu ile Floresan Mikroskobu
Arasindaki Farklar

Isik Mikroskobu Floresan Mikroskobu
« Bir érnegin biyitiilmis » Ornekte bulunan floresan
bir goriintiisiini maddelerini uyaran daha

aydinlatmak ve uretmek KUkself YLSQ;‘IJMUkTG HL

icin gorinir 151G aynagt kuflanir

kullanir(400-700 . Flcz(risan maddeler., nglnal
151k kaynagi yerine, daha

nanometre) . . bilyitilmds gsrinti

Spectrum of “White” Light ‘ lreten daha digiik enerjili

15191 daha uzun dalga

lo-VIslble Wavelengths-v| boyuna dénigtirdrler.
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Floresan nedir?

« Bir maddenin baska bir i1sikla
uyarildiginda urettigi 1sik

« "Soquk 1g1k"

 Akkor ampul gibi sicak bir
kaynaktan gelmez




Floresan nedir?

Fluorophore Absorption and Emission Profiles
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* Bazi maddeler kisa dalga boyunda isikla aktive edildiklerinde , 11k enerjisini
absorbe ederler ve bunu uzun dalga boyunda gorindir 151k olarak yayarlar



Floresan Nedir?

« Cisimlerin kendilerine gelen isinlari ve bu
isinlardakinden farkli dalga boylarinda yansitmalari
olayina floresan

 Uyari enerjisi bir 11k kaynagiysa buna uyari
(excitation) 1s1g!

 Geri donuste yayilan |§|§a da emisyon (emission)

Excitation Fluorescence
nght Emission
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Floresan nedir?
&

Excitation Electron is

Ener kicked up to
ergy higher energy

state

@ Electron is

dropped down to
lower energy
state

Fluorescence
Emission

(~ 104 -10-8 saniye)



Floresan Boyalar

Florofor mms) Floresan boyalar

Belirli bir dalga boyunda (genellikle UV) eksitasyon
1S1gini emen ve kisa bir gecikmeden sonra daha uzun
bir dalga boyunda 1s1k yayan molekiillerdir

Emilim ve emisyon arasindaki gecikme, genellikle
nanosaniye diizeyinde 6nemsiz (~ 10-* -10-% saniye)

Daha sonra emisyon 1s1g1, floroforlarin yerini
gostermek igin uyarma i1sigindan filtrelenebilir



Floresan Boyalar

Fluorescein isothiocyanate (FITC)
Alexa Fluor

Akridin orange

Propidium Iodide

Texas Red

Coumarin

Allophycocyanine

Green fluorescent protein



Floresan Mikroskop Nedir ?

 Coqu hiicresel
bilesen renksizdir
ve mikroskop
altinda net bir
sekilde ayirt
edilemez

« Isik mikroskop ile
gorilemeyen
yapilari
degerlendirmede




Floresan Mikroskop Nedir ?

Isik mikroskobunda, numuneler distan, alttan veya tstten
aydinlanir ve karanlik nesneler 1sikl arka planda gérdldr

Floresan mikroskopide, numuneler ig 1sikla kendiliginden
aydinlanir

Parlak nesneler koyu renkli bir arka plana karsi canli renkte
Floresan mikroskobu ) ok hassas ve spesifik

Temel oncelik mmm)  belirli komponentleri floresan
boyalarla boyamak



Floresan Mikroskobunun Prensipleri

« Numuneyi aydinlatmak igin

¢ok daha yiiksek yogunlukta
1sik kullanir

Bu i1sitk 6rnekte bulunan
floresan maddeleri uyarip
daha uzun bir dalga
boyundan 151k yayar
Uretilen gériintd, orijinal
olarak ornek aydinlatmak ve
uyarmak igin kullanilan 1s1ga
degil, ikinci 11k kaynagina
veya floresan tirindn
emisyon dalga boyuna
dayanir

/ Rao Specimen

~ Principle of Excitation and Emission
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Floresan Mikroskobunun Prensipleri
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Floresan Mikroskobu
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Floresan Isik Kaynaklari

Arc-Discharge Fluorescence Lamps

Xenon XBO

Genellikle ultraviyole (360nm) ya da mavi 1s1k (400 nm)
Civa buharli lambalar, xenon gaz lambalari
Son yillarda argon iyon ve argon-kripton (iyon) lazerler



Filtreler

* Fluoresan mikroskopta kullanilan optik filtreler
— Eksitasyon (uyari) filtresi
— Bariyer/ Emisyon filtresi

— Dikroik ayna



Floresan Filtre Kibdu

Fluorescence Filter Cube (Block)
Emission to Detector

Retainer Mountin
Emissione——e | Flange
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Excitation
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Floresan Filtre Kibdu
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Floresan Mikroskop Cesitleri

« Konfokal mikroskobi
« Siper rezolisyon mikroskobi

 Light Sheet Floresan Mikroskobi vb.



Konfokal Mikroskobi

Floresan mikroskop goriintisinin (el Detectr
iy! lestirilmesi ., konfokal ol Bhleint
mlkf‘OSkOp ““““ confocal plane

Aradaki fark ; 1sik kaynagi civa

lambas! yerine lazer kullanimi S
Laser fight source (g—]) | ' g
Tarayici aynalariyla iletilen lazer N ainanm
ISINI NUMuneyi uyarir ve numune ety 87 i e
floresans sinyalini tek noktadan  Beam path of the excitation n |
. and emission light in a confocal - Objective
ve Tek glzglden floresan Isigini laser scanning microscope. \.‘ 7
emisyona ugratir The confocal pinhole screens ANV T Spedmen
off fluorescence signals from :
non-focal planes and thus ~ Focal plane 2y
Canli hiicrelerdeki YGPISC\I ve permits optical sections to '

be made.

molekdiler dinamiklerin
calisiimasinda



Goruntud Farkliliklar:

Konvansiyonel Floresan Mikroskobi Konfokal Mikroskobi




Konfokal mikroskobi ile li¢ boyutlu goriunti




Konfokal Mikroskobi
(Foto-Maniplasyon)

* Foto-stimilasyon programi araciligiyla, time lapse (zaman atlamali)
bir gérinti yigini (kimesi) olusturulabilir
 Stimdlasyondan dnce ve sonra yogunluk degisiklikleri analiz edilebilir



Konfokal Mikroskobi

Region measurement Profile

Yazilim ile bellirli analizler; alan, esik alani, yogunluk, histogram,
profil, kolokalizasyon, FRAP, FRET vb yapilabilir



Super Cozinirlikliu (Rezoliisyon) Mikroskop

== N

Siper ¢ozinurlukld gorintileme teknikleri,
Mikroskop eksitasyon/emisyon yollarinin modifikasyonu
Bilgisayar destekli gorinti analizleri



Light Sheet Floresan Mikroskobi

Fluosrescerec s

Excitation] Objective Lens
= : | !

e, Light T
. Sheet |

HTumirnaticr

Focal Plan&?

Dokulari gézlemlemek ve optik olarak kesit alabilmek igin bir 1sik diizlemi
kullanan bir mikroskop

Seffaf dokulari ve biitiin haldeki organizmalari derinlemesine
gorintileme

Zararsiz bir mikrotom islevi goruyor
Fototoksisite en az


https://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwjT1_Cj1_vXAhUS-qQKHaF7CRoQjRwIBw&url=https%3A%2F%2Fwww.photonics.com%2Fa56439%2FLight-Sheet_Microscopy_Advances_Biological_Study&psig=AOvVaw2FV3o0IQnIzAJRf-8bfy2W&ust=1512866027252672

Light Sheet Floresan Mikroskobi

« Yatay bir uygulamadir ornek, yergekimi ekseni boyunca asilmigtir

*  Numune, bir numune tutucusuna yukaridan takilir ve siklikla bir sivi dolu
bélmeye monte edilir

« Farkli yonlerde gorinti kaydetmesine olanak tanir



Light Sheet Floresan Mikroskobi Uygulamalar

A o> B o =€C = D =

Top View *

R

=]

a) Sert jele gomilmis b) Objektif dnine tutulmus ve yerlestirilmis
c) Tasiyici igine yerlestirilmis
d) Slayt lizerine yerlestirilmis 45 °C agiyla konumlandirilmigtir



Floresan Mikroskobu

 Dokulardaki ve serumlardaki antijen ve antikorlarin
gosteriminde

« Immiinofloresan Yontemler
— Direkt Immiinofloresan Yontemi

— Indirekt Immiinofloresan Yontemi



Direkt Immiinofloresan Yontemi

« Klinik 6rnekte antijen tespiti yapilir

» Ornek kalitesi ne kadar iyi ise (uygun yerde, uygun
zamanda, uygun miktarda hiicre igerecek sekilde)
yontemin duyarlihgi o kadar yiikselir



Direkt Immiinofloresan Yontemi

Alinan ornek lam tzerine yayilir ve metil alkol ya da
aseton ile tespit edilir

Daha sonra lzerine FITC ile isaretli 6zgil antikor
(konjugat) eklenir

30 dak 37°C'de inkiibe edilir

Bu siire sonunda preparat lzerindeki boya dokdilir,

fosfatl tfampon (PBS) ile yikanir ve gliserol (mounting
medium ) damlatilarak lamel ile kapatilir

Fluoresan mikroskopta 10X ya da 40X objekftif ile
incelenir



Indirekt Immiinofloresan Yéntemi

Hasta serumunda antikor tespiti yapilir

Burada kullanilan lamlar, lGizerine istenilen antijenlerin
(bakteri sispansiyonu, virisle enfekte hiicre, doku kesiti,
vb) fikse edilmesiyle hazirlanir

Hasta serumu ornekleri bu lamlar Gzerindeki ozel alanlara
damlatilir ve inkibe edilir

Fosfath tampon (PBS) ile yikama isleminden sonra FITC
isaretli anti-insan antikoru (konjugat) eklenir

Tekrar inkiibasyon ve yikama islemleri yapilir

Preparatin kurumasi beklenmeden gliserol damlatilarak
lamelle kapatilir ve incelenir




Indirekt Immiinofloresan

Floresan mikroskopta
degerlendirilir

I FITC-labelled anti-

: N h ibod
Floresan (FITC) isaretli anti human man antibocy
imminglobulin

Hastanin serumundaki antikorlar  specific human
Doku ve hiicreye baglanir antibody

Tissue with
antigen

Doku ve hiicre ornekleri

Microscope slide



Floresan Mikroskop Nasil Kullanilir?

« Ornekler floresan molekiilleri ile isaretlenir




1. Adim
 Mikroskop 15191 agilir

« TIsigin agildigi zaman
kaydedilir

* Floresan 1sik civa bazli
oldugu igin 151g1n agiga
cikmasi ve 1si1gin

kullanimi icin bir siire
beklenir




2. Adim

« Mikroskopun sag
tarafinda okiiler ve
objektifler arasinda
bulunan gegis
digmesini bulun

* Buanahtar, objektif
merceklerine civa

1IS1gInIn gegigini
kontrol eder




« Degerlendirilecek
lam, kiskaclar
agtlarak lam tasiyici
tablasina konur

* Kiskaglar yavasga
birakilarak lamin
tabla lizerinde
sabitlenmesi
saglanir




Kullanilacak olan
objektif, objektif
tagiyici Unitesinin
cevrilmesiyle
degerlendirilecek
olan lamin tizerine
getirilir

4 Adim




Binokdiler olan
mikroskobun
okilerlerini yiz
yapisiha gore
ayarlayarak
degerlendirmeye
baslayabilirsiniz




* Degerlendirme
esnhasinda
goruntu
netligini
saglayabilmek
icin
mikroskobun
her iki
tarafinda
bulunan mikro
ve makro
vidalari
kullaniniz




 Degerlendirdigi
niz lam lzerinde
farkli alanlara
bakabilmek icin
tablanin altinda
bulunan hareket
vidalarini
kullanarak,
laminizi dort
yone hareket
ettirebilirsiniz




* Bitirince 1511
kapatin ve zamani
kaydedin

« Isigi tekrar
acmadan once 30
dakika beklemeniz
gerekli




Otoimmun Hastaliklarin
Serolojik Tanisi

 Konagin kendi antijenlerine yanitsizlik halinin (self
tolerans bozulmast) ve kendi antijenlerine karsi
hiicresel ve /veya humoral immiin yanit olusturmasina

"otoimmdinite"

* Bu olay sonucu meydana gelen doku zedelenmesi v.b
gibi patolojilerle seyreden klinik hastaliklara da
"otoimmdin hastaliklar (OIH) denir



Otoimmun Hastaliklar

1. Organa 6zqlil

2. Organa 0zgil olmayan



Otoimmun Hastaliklar

1. Organa 6zqgiil otoimmin hastaliklar

Belirli bir organ/dokunun antijenlerine karsi immdun
yanit olusur

« Hashimoto tiroidi, Graves hastaligi: Tiroid
* Pernisiyoz anemi: Mide

- Myastenia gravis: Iskelet veya kalp kaslar|
» Tip I Diabetes mellitus: Pankreas

« Addison Hastaligi: Adrenal bezler
 Goodpasture hastaligi: Bobrek




Otoimmun Hastaliklar

2. Organa 6zqiil olmayan (sistemik) otoimmiin
hastaliklar

Bir ¢ok organ/dokunun (bobrek, deri, eklemler, kas,

akciger, kalp, gastrointestinal sistem, sinir sistemi
antijenlerine karsi immin yanit olusur

— Romatoid artrit (RA)

— Sistemik lupus eritematosus (SLE)

— Karigik Bag Dokusu Hastaligi (MCTD)
— Skleroderma

— Sjogren sendromu



Otoantikorlar

Organa 6zqgll ya da 6zgtl olmayan otoimmin hastaliklar
sirasinda ¢ok sayida otoantikor olusur

Bu otoantikorlar IgG sinifindadir

Otoantikorlar klinik imminolojide "marker” olarak
kullanilir

Otoantikor saptanmasinda en sik kullanilan yontemlerden
birisi imminofloresan ‘dir




Otoantikorlar

 Hicre yapilarina karsi
— Anti-nikleer antikor (ANA)
— Anti-mitokondriyal antikor (AMA)
— Anti-DNA antikoru
— Anti-sitoplazmik antikorlar

 Hicre yiizey reseptorlerine kars:
— Tiroid stimiile edici hormon (TSH)
— Reseptor antikorlari
— Asetil kolin reseptor antikorlar:
— Insiilin reseptor antikorlar!




Otoantikorlar

 Hormonlara karsi
— Intrinsik faktor antikorlar:
— Tiroid hormon antikorlari

« Doku antijenlerine karsi
— Anti diz kas antikorlari (ASMA)
— Anti-mide paryetal hiicre antikorlari (APA)
— Anti-mikrozomal antikorlar (LKM)




Homojen Boyanma (ANA)

Hep-2 Hiicreleri Maymun Karacigeri



Graniler Boyanma (ANA)

Hep-2 Hicreleri Maymun Karacigeri



Periferal Boyanma (ANA)
(Anti nikleer Membran Ab)

Hep-2 Hicreleri Maymun Karacigeri



Nikleolar boyanma (ANA)

%
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Hep-2 Hiicreleri Maymun Karacigeri




Nikleolar boyanma (ANA)
RNA polimeraz-1

Hep-2 Hiicreleri Maymun Karacigeri



Nikleer dots (ANA)

Hep-2 Hicreleri Maymun Karaciger:i



Nikleer dots (ANA)

Anti Sentromer Antikor

Hep-2 Hicreleri Maymun Karacigeri



Anti DNA Antikoru

Anti-dsDNA positive Anti-dsDNA negative Anti-dsDNA negative
(kinetoplast) (cell nucleus) (basal body)



Anti Notrofil Sitoplazmik Antikor (ANCA)




Bobrek dokusunda Anti-Mitokondriyal Antikor
(AMA) Boyanmasi




Tiroid Antikorlari




Anti Pariyetal Antikor




TESEKKURLER






