TRANSMISYON ELEKTRON
MIKROSKOBU - 3



1.TESPIT

Bu maddeler proteinler, yag ya da karbonhidratlardan olusan
unsurlarin yapilarina giren suyu cikararak, bu unsurlari
sekillendiren molekdullerin birbirlerine daha siki bir sekilde
baglanmalarini saglarlar. Burada dnemli olan husus, bu baglanma
sirasinda hticre ici ve disi organizasyonun degisiklige
ugramamasidir.

Alinan dokularin preparasyonunda basarili olunmasi icin ilk kosul
lyi bir tespit solisyonu secmis olmaktir.

Isik mikroskopta kullanilan tespit solusyonlari bu amaca uygun
dismemektedir.



» Tespiti etkileyen faktorler:

- Tespit maddesinin turu

- Tespitin pH’si

- Tespitin ozmotik basinci

- Tespitin iyon icerigi

- Tespitin 1sisi

- Tampon solisyonunun etkisi
- Tespiti uygulama yolu



 Tespit maddesinin tiirii: Elektron mikroskobun kullanilmaya
baslandigi ilk yillarda formaldehidten yararlaniimak istenmis
fakat bundan tatmin edici bir sonu¢ alinamamistir. Bu arada
daha bircok tespit solisyonlari denenmis ve sonunda, ozmik
asidin en iyi tespit edici ajan oldugu kanisina variimistir.



Ozmik asit dokulara yavas
isler. Bundan dolayi da,
sadece ozmik asitle tespit
edilecek doku pargalarinin
cok kiicik olmasi gerekir.
Ozmik asidin en iyi tespit
ettigi maddeler, yagli
(lipid’ler) maddelerdir.
Karbonhidratlar da oldukca
iyi tespit edilirler.
Proteinlerin cogunlugunu
ise ozmik asit iyi tespit
edemez.




Cesitli tespit sollisyonlarinin farkl
tespit edici 6zelliklerinden
yararlanmak amaciyla bir arada
kullanilmasi yaygin bir
uygulamadir. Bu amacla alinan
doku parcalarinin glutaraldehid
ile tespit edilmesinden sonra
ozmik asitte ikinci kez tespit
edilmesi rutin olarak kullanilan bir
yontemdir. Ctinku glutaraldehid,
cogu enzimler de dahil, proteinleri
ve karbonhidratlari iyi tespit eden
bir maddedir. Ayrica glutaraldehid
tespitinden sonra dokular tampon
solisyonlarinda, fazla
ekstraksiyona ugramaksizin
uzunca bir slire
saklanabilmektedir.




* Belli bir tespit solisyonu ile
tespitte her zaman ve her
hiicrede ayni sonucu almak
olanaksizdir. Tespit kalitesi bir
bloktan digerine degisebildigi
gibi, ayni kesitteki komsu iki
hiicreden biri digerinden
daha iyi de tespit olmus
olabilir.




Bu son durum, tespitle ilgili olabilecegi gibi, hiicrelerin farkl
fonksiyon asamalarinda olmalarindan da ileri gelebilir. Ornegin
cok aktif bir metabolizma fazinda olan hticreler, ideal bir tespit
solisyonu ile tespit edilseler bile, 6zellikle endoplazma
retikulumu kesecikleri, hatta perinikleer bosluk, siskin olarak
gozuklr. Bu durumu tespit hatasi olarak almamak gerekir.



*Tespitin pH durumu:

Morfolojik arastirmalarda genellikle 7.2-7.4
arasi bir pH kullantlr.



* Tespitin ozmotik basinci: Tespit solisyonlarinin ozmotik basinci,
tespit edilecek hiicrelerin ozmotik basinci ile ayni ya da ona ¢ok
yakin olmalidir. Eger sollisyonun ozmotik basinci
hicrelerinkinden daha distk olursa (hipotonik soliisyon), bu
durumda hicre ve icindeki sekilli unsurlar su alip siserler; buna
karsilik, distaki sulu ortama madde verirler.



Tespit isinde yogun (hipertonik) tespit sollisyonlari kullanilirsa,
bu sefer de hucreler disariya fazla su verirler, dolayisiyla da

buzulirler. Boyle dokularda hucreler birbirlerinden uzaklasmis
olarak gérundarler.

* Ayrica hiicre ici yogunluk arttigindan, sekilli unsurlar koyu
gorunurler; cesitli yapilar arasinda kontras farki azalir.

* Embriyonel dokular ve suda yasayan canlilara ait dokularda
oldugu gibi bliinyesinde fazla su tasiyan dokularin tespitinde
biraz hipertonik olan tespit soliisyonlari tercih edilir.

* Ozmotik basinci ayarlamak icin genellikle NaCl, sukroz veya
glukoz gibi maddeler kullanilir.



* Tespit soliisyonundaki iyon igerigi: Ekstraseliler sivilarda iyonlar
bulundugundan, tespit soltisyonlarinda da ayni maddeler
bulunmalidir. Aksi halde hiicre ici ve disi materyalde
ekstraksiyonlar olur. Bu nedenle, tespit soltsyonlarina bir miktar
bivalan katiyon (Ca veya Mg) katilir. Boylelikle, tespit ve
dehidrasyon sirasinda, 6zellikle membran lipidlerinin ve
mitokondriyon matriksinin ekstrakte olmasi énlenir; miyelin

figurlesmeleri azalir.



e Isinin etkisi: 11k tespit olarak ozmik asit kullanilacaksa, tespit
buzdolabinda (+4 °C) yapilmalidir. Bu madde dokulara yavas
islediginden, oda isisinda tespit sirasinda, doku parcalarinin derin
kisimlari iyi tespit olamaz.

 Aldehid grubu tespit maddeleri dokulara hizla islediginden,
bunlarla tespiti oda 1sisinda ya da buzdolabinda yapmanin belirgin
bir farki olmamaktadir. Ancak enzim demonstrasyonu s6z konusu
ise, tespiti, sogukta yapmak gerekir.



* Tampon maddesinin etkisi: Cok cesitli tampon maddeleri vardir.
Bunlardan en yaygin olarak kullanilanlar, fosfat ve kakodilat
tamponlaridir. Bu maddeler hem ozmik asitle hem de aldehid
grubu maddelerle kullanilabilmektedir.



Fosfat tamponlari kullanildiginda, tespitin dokularla daha iyi
uyustugu ve daha hizli isledigi bildirilmekte ve bundan 6tlri de,
ozmik asitle tespitte 6zellikle bu tampon tavsiye edilmektedir.
Ancak aldehid tespitlerinde daha ¢ok kakodilat tamponu

kullanilmaktadir.



* Tespiti uygulama yolunun etkisi:

Bilindigi gibi, tespit islemi immersiyon ve perflizyon olmak
Uzere iki sekilde yapilmaktadir. Bunlardan immersiyon tespiti
daha sik olarak kullanilmaktadir. Ancak merkezi sinir sistemini
olusturan dokularla bébrek ve kaslarda, perflizyon tercih
edilmelidir.

Sinir sistemine ait dokularla bobrek dokusu élimden sonra cok
cabuk bozulurlar. Perfiizyon bu bakimdan gereklidir. Kaslar ise,
kontraktil olduklarindan, tespit edilmeden yerlerinden
alinirlarsa kisalirlar ve normaldeki gorinuslerini kaybederler.



Eger perflizyonla tespit yontemi secilmisse, perfizyondan once
dolasim sistemini vicut isisindaki fizyolojik bir soltsyonla
yikayarak kani bosaltmak gerekir. Bu durum, kan hicreleri iri
olan canlilarda, 6rnegin kanatlilarda, daha da 6nem
kazanmaktadir. Eger kan, damarlardan atilmamissa, tespit
sollsyonlari ile pithtilasmakta ve bu pihti, tespit soltsyonlarinin
dokulara ulasmasini 6nlemektedir.



2.GOMME: Tespit edilen dokuda bundan sonraki is, tespit
solisyonundan kurtulmaktir. Bu amacla tampon sollisyonunda
(sodyum kakodilat) yikanir. Yikama islemi blokaj ve kesit alma
islemi icin cok onemlidir. Binyesinde tespit soltsyonu kalmis olan
doku parcalarina gdmme materyali istenildigi derecede niifuz
edemez. Kesitleri de duzgln ¢ikmaz.

* Tampon sollisyonunda yitkanan numunenin sudan arindirilma
islemi (dehidrasyon) dereceli alkollerle (30°, 50°, 70° alkol)

yaplilir.
* Etil alkollin blzucu etkisi oldugundan, 6nce dusuk dereceli alkol

serilerinden baslanir ve dokular dehidrasyon amaciyla sirasiyla
30°’luk 50°’lik ve 70°lik alkollerde yarimsar saat bekletilir.



Devaminda uranil asetat solisyonunda blok boyamasi
uygulandiktan sonra tekrar dereceli alkollerde bekletilir ve
gomme medyumuna kolayca uyum saglamasi icin propilen
oksitten gecirilerek gomulir. GBmme medyumu olarak 1sik
mikroskopta kullanilan parafin, cok ince kesit almak icin uygun
olmadigindan tercih edilmez. Onun yerine Epoksi recineleri
(Epon, Araldit vs.) kullaniimaktadir.

Gomme ve bloklamada en cok dikkat edilecek konu, gomme
materyalinin sertlik derecesini, kullanilacak dokularinkine gore
ayarlamaktir. Eger gdmme materyali dokudan daha
yumusaksa, kesitler onduleli bir hal alirlar; hticrelerdeki
yuvarlak sekilli unsurlar ovallesirler. Eger gdmme materyali
daha sertse, bu sefer de kesitlerde parcalanma olur.



Laboratuvarimizda, ilk
hazirlandiginda sivi halde
bulunan epoksi recineleri
kullaniimaktadir. Bu amacla
hazirlanan Araldit veya Epon,
jelatinden yapilmis kicuk
kaliplar veya kapsduller icine
dokalur.




Ince bir 6ze yardimi ile
yaklasik 1 mm3
blyukliglundeki doku
ornekleri kapsul veya kalip
icine gdmuliir. Once 45 °C de,
sonra da 60°C’deki etlivde
birer gun bekletilerek
polimerizasyonu (gomme
materyalinin yapisi
degismeksizin molekul agirhgi
daha yuksek bilesik meydana
gelmesi) saglanir. Boylece
doku parcasinin gomuldigu
plastik materyal iyice
sertlesir.




Sertlesmis bloklar etlivden
cikarildiktan sonra dokuldugu
kaliptan veya Uzerinde
bulunan jelatin kapsullerden,
sicak su yardimi ile eritilerek
cikartilir.




3.KESME: Blok tutucuya
yerlestirilen bloklarin 6n ve
yan yuzeyleri doku
tamamen ortaya c¢ikarilana
kadar piramitomda traslanir.




Traslanmis bloklardan ultra-
mikrotomda 1 mikron ()
kalinhginda alinan kesitler
lam Uzerine aktarilir ve
Toluidin mavisi ile boyanir.
Kapatici medyum araciligi
ile boyanmis kesitlerin tzeri
lamel ile kapatilir.
Incelenecek bélge
isaretlenir.




Istk mikroskopta incelenen
doku kesiti bu boyutu ile
elektron mikroskopta
incelemek icin yine de ¢cok
blyuktur. Bu nedenle daha
da kucultulmesi gerekir.
Yaklastk 1 mm?
buyukligundeki kesit
ylzeyinin arzu edilen 1/10
oranindaki bélimu secilerek
isaretlenir.




Piramitom yardimi ile
dokunun kesitte isaretlenen
bolimu disinda kalan diger
kisimlari tiraslanip atilir.

Blok bu haliyle kesik piramit
haline getirilir. Boylelikle kesit
yluzeyi daha da kucultilmas
olur.

Sonra bu bloklardan ultra-
mikrotom yardimi ile 500
angstrom (A) kalinhiginda
serit halinde kesitler alinir.




Ultra-mikrotom da kesit
almak icin camdan yapilmis
bicaklar veya elmas
bicaklardan yararlanilir.
Ucgen seklinde hazirlanan
cam bicagin keskin kenarina
kliclk bir havuzcuk dizenegi
hazirlanir.




* Bu havuzcuk bir enjektore
cekilen damitik su ile
doldurulur. Cam bicagin
keskin kenari ile serit
seklinde alinan kesitler bu
damitik suda yuzdaralar ve
onceden formvarla
kaplanmis bakir gridler
Uzerine aktarilir.




4.BOYAMA: Doku kesitleri agir
metal tuzlari iceren boyama
soltsyonlari ile boyanirlar.
Boylelikle kontrasth bir gorintu
saglanir. Ozmik asit tespit edici
ozelligi yaninda boyama amaciyla
da kullanilir. Diger elektron
boyalari Uranil asetat ve kursun
sitrat’tir.




* Gridler Gzerine alinan dokular, bu boyalarla boyandiktan sonra elektron
mikroskopta incelenirler.

* Doku kesitini agir metal tuzlarn, ¢okelti yapmak suretiyle boyarlar. Kesitin
bazi bélimlerinde fazla, bazi bélimlerinde ise daha az ¢cokelti meydana
gelir.

* Elektronlar dokudaki agir metallerle karsilasinca sahip olduklari kinetik
enerjilerinin bir boluminu kaybederek kesitin diger tarafina gecerler.

* Bir elektron ne kadar ¢cok agir metalle karsilasirsa o kadar az bir kinetik
enerji ile kesitin diger tarafina gecer.

* Doku kesitini terk eden elektron demetleri, mikroskobun
elektromanyetik alanlarindan gecerek fluoresan ekran lzerinde
odaklanir.

 Elektronlar mikroskobun fluoresan ekranina carpinca gorulir hale
gelerek 1sik sacarlar.

 Sahip olduklari farkli yogunluktaki kinetik enerjileri nedeniyle ekran
Uzerinde siyah ve beyazin tonlarinda doku kesitine ait goriintiler elde
edilir.
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