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Routine Techniques of Electron Microscopy

mechanical support to the tissue during microtomy.

dehydration, embedding and

staining are potentially capable of causing harm to workers, They can be absorbed either by skin contact or by

inhalation, Therefore, some precautions should be taken before handling.
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OZET

Biyolojik bir materyalin transmisyon elektron mikroskobunda (T.E.M.) incelenebilmesi igin baz kompleks

Anahtar Kelimeler: Elektron Mikroskop, Fikzasyon, Dehidrasyon, Gomme.

GIRIisS

Elektron mikroskobik calismalarda kullamilan Kimyasal Fikzasyon
mikroskop kadar incelenecek olan dokularm tesbiti ve : A i
hazirlamgi da gok 6énemlidir. Yapilmas: gereken 5 I;1kzasyd(;n;n m:?i;nhl‘:c?{l ?ﬁlm'.ygpﬁlia iﬂ
islemleri soyle siralayabiliriz. yain durumda koruyabilmek, bilesiklerindeki kayb:

en aza indirmek ve tespit sonrasi iglemlere kars1
(y1kama, dehidrasyon, bloklama, boyama ve elektron
1sinlanna maruz tutma) numunenin korunmasin;
saflamaktr,

1-Kimyasal Fikzasyon (Kimyasal Tespit), 2-
Yikama, 3-Dehidrasyon (Suyunu giderme), 4-Gomme
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Elektron  mikroskobu  igin  milkemmel
ozelliklere sahip olan tek bir bilesik olmadigindan,
kullanulacak fikzatifin scgilmesi, incclenccek olan
yapiun Kimyasal bilesimine ve g¢aliglacak olan
dokunun tipinc bagh olarak belirlenir. En fazla
kullamlan fikzatifler aldchidler ve osmiyum
tetroksittir. Bu amagla kullamlan maddeler amsinda
potasyum permanganat ve degisik metal tuzlan da
vardir. Doku numunesinin biavikligi ve fikzasyon
teknikleri gibi bir ¢ok faktor fikzasyon Kalitesini
etkilemektedir. Fikzatifin konsantrasyonu, 1sis1, pH's1
ve fikzasyon siiresi de olduk¢a 6nemlidir,

Fikzasyonun kalitesini etkileyen faktorler

1-Doku numunesinin boyutlar: Tatmin edici
bir fikzasyon igin istenilen 6zellikler arasinda
fikzatifin doku igerisine esit miktarda dagilmas: basta
gelendir.  Fikzatifin  egit miktarda dagilmas:
numunenin  boyutlanna ve dokunun ozelligine
baghdir. Doku numunesinin her bolgesinin esit
miktarda tesbit edilmesi isteniyorsa numunenin
boyutlan 0.5 mm’ yi gegmemelidir.

2- Fikzatifin pH’ si: Fikzatifin pH’s1, doku
pH'sina oldukga yakin olmaldir. Eger fikzatifin
pH’s1 oldukga yiiksek, yada disiik olursa, dokunun
ince yapist radikal olarak degisecek ve doku
proteinleri degisiklige ugrayacakur. Insan ve gogu
hayvansal dokulann pH’s1 7.4 tir. Bu nedenle ince
yapiun en iyi gekilde korunmasi, fikzatifin pH
degerinin 7.4 civannda tutulmas ile miimkindiir.

3-Tesbit edici maddenin doku igerisine
penetrasyonu: Dagiik molekiil agirhkli kimyasallann
ormegin formaldehidin, doku icerisine penetrasyonu
hizlidir. Bununla beraber molekiler apirhk ile
penetrasyon orami arasinda direk bir iligki yoktur.
Civa-II klonir oldukga yiksek molekiler agirhiga
sahip olmakla beraber dokuya iyi bir gekilde penetre
olabilmektedir. Fikzatif olarak gok sik kullanilan

formaldehid, glutaraldehid veya  osmiyum
tetroksit’ten, glutaraldehid ise osmiyum tetroksit'ten
daha fazla penetre olabilmektedir.

4- Sicakhk: 0- 4°C olmalidir.
5. Tespit siiresi: 1- 4 saat olmahdur.

6-Fikzatifin konsantrasyonu: Genel olarak,
diisiik konsantrasyonlu fikzatiflerde tespit stiresi daha
uzundur. Uzun tespit siresi enzimlerin inaktive
olmalarina, hiicre materyallerinin yapilannin
biitiinliiklerinin bozulmasina, dokulann bilziilmesine
yada sismesine yol agar. Fikzatif konsantrasyonun
yilksek olmast da benzer etkiler yapar. Genellikle
yiikksek yogunluk, embriyonal dokular gibi fazla su
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iceren dokularda kullamlir, Uygun konsantrasyonlar
fikzatiflerin her birinin ayn olarak cle alindif
kisimda bahsedilecektir.

Tamponlar (Buffer’lar)

Bir niimune, tamponlanmamis bir fikzatif ile
tesbit cdildiginde, hitcredeki tamponlama sistemleri
ortamdaki pH'nin korunmasin saglayamaz. Bir doku
nilmuncsi  tamponlanmamig fikzatifler ilc tesbit
cdilirse doku pH'st aside kayar. Neticede dokuda
normal olmayan olusumlar (artcfaktlar) sckillenir.
Omegin bir doku tamponlanmamig olan osmiyum
tetroksit (OsO4) ilc tesbit cdilirse. dokunun pH's1 48
saat icerisinde 6.2 den 4.4°c diiser. Asitlesmenin
sekilleninesi  kismi olarak soyle agiklanabilinir:
protein makromolekiillerinin geri déniigimsilz olarak
diigitk molekiil agirhigina sahip proteinlere doniigiimil
ve neticede ortamda karboksil iyonlanmin artigidir.

Tampon soliisyonlan, zayif asit ve zayif
bazlarla bunlann tuzlarim igerirler. Bufler
soliisyonuna kiigiik miktarlarda giiglii asit veya baz
cklendiginde solisyon H' iyon konsantrasyonunda
meydana  gelecek  olan degigikliklere  kars:
dayaniklidir. Bazi niimuneler degisen pH'ya karsi
toleransl olabilirlerse de bu ozellik, bu numuneler
icinde optimal bir pH'nin olmadig1 anlamina gelmez.
Genel olarak sadece farkhi doku tiirleri degil, aym
zamanda farkli hiicre tipleri ve organellerin de farkh
pH’ lara tepkileri degisiktir. Elde edilen arastirma
sonuc' ‘1 bir  nimunenin  bozulmaya  karsi
korunmasinda, pH'nin ne derece énemli oldugunu
gostermigtir. Bir doku érneginin derin kisimlarinin iyt
bir sekilde korunamamasi, sadece  tesbit
soliisyonunun dokunun derin kistmlanna yavas
penetre olmasi sonucu olusun otoliz neticesi meydana
gelmez. Bu olaya uygun olmayan tamponlastirmanin
da neden oldugu samilmaktadir.

Ortam sicakhgininda tamponun pH’s: iizernine
etkisi vardir. Omegin, soguk odada hazirlanmg ve
pH’s1 8.4 olan Tris tamponun pH'si oda sicakhiginda
7.8'e, 37°C de ise 7.4’e diiser. Tampon sisteminin
etkinliginin farkh pH seviyelerinde depisime
ugramasi pH'da meydana gelecek olan depisikliklenn
tampon igin ne derecede 6nemli oldugunu gosterir.
Omegin fosfat tamponun pH's1 7.5 uzerinde ise zayif
tamponlama kapasitesine sahiptir. Bununla beraber
triaminometan iceren tamponlar pH 7.5'in alunda ise
zayif bir etkiye sahiptirler. Bu sebebten dolayidirki,
bir tamponun pH’si, her kullammdan énce mutlaka

Slgilmelidir.

Tamponda bulunan spesifik iyon bilesiklerinin
nimunenin ince yapismin korunmast dzerinde ne
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derecede etkili olduguna dair c¢ok az ¢alisma
yapilnugur. Fikzasyonun kalitesi iizerine sadece pH
degil, aym zamanda tamponda  bulunan iyon
tiplerinin de etkisi vardir. Tamponda bulunan
iyonlann  dokudaki bazi  kimyasal gruplar ile
ctkilesime girdiklerinden, fikzasyon kalitesinin de
yonlara  bagh olarak degistigi  samlmaktadr.
Tampondaki spesifik  bilesiklerin molckiiler
Yapilanndaki degisiklikler, hiicre ve organellerin ince
‘Yapilannda degisikliklerin ortaya ¢ikmasina neden
olurlar. Tampon, fizyolojik olarak aktif iyonlar (Ca*?,
Na*, K* ve CI) iceriyorsa hiicrede kimyasal baz
degisikliklerin meydana gelmesine neden olurlar,
Hiicre zanmn yapisi  sabitlestirmek icin tesbit
sollisyonuna eklenen Ca*’ suda erimeyen fosfat
tuzlaninin - sekillenmesine ve bu tuzlann dokuda
presipite  olmasina sebep olur. Bu cokeltiler,
¢alkalama, postfikzasyon ve dehidrasyon islemleri
esnasinda bile uzaklagtinlamamaktadir. By tip
cokeltiler ince kesitlerde, yapimin her tarafina
dagilmis haldeki elektron yogun, koyu graniiller
halinde gézlenir. Tampondaki diger bazi bilesikler de
dokuda suda erimeyen tuzlarin olusumuna sebep olur.

Prefikzasyon ve postfikzasyonda kullanilacak
olan fikzatiflerin her ikisi de ayni tampon soliisyonu

ile hazirlanmalidir. ki farkl tampondan birinin
glutaraldehid ile yapilan prefikzasyonda, digerininde
OsO4 ile yapilan postfikzasyonda kullamilmast,
nimuneden alinan ince kesitlerde elektron yogun
graniiller halindeki artefaktlarin sekillenmesine yol
agmaktadir. Bunlar genellikle membranlar iizerine
oturmug halde gézlenmektedir. Artefaktlar, kokadilat

tamponunun prefikzasyonda, Bilimiloning
lamponunun  ise postfikzasyonda kullanilmas:
sonucunda da ortaya gikabilmektedir.

Tampon Tipleri

Kakodilat tamponu: pH 6.4-7.4 arasinda
etkindir, Bu tampon, fikzatifin pH’simin  sabit
tutulmasi yoniinden gok etkili degildir. (Ozellikle
hiicre membran permeabilitesinde degisikliklere
neden olur, Na-kakodilat insan saghg igin zararl
olan arsenik igerir. Deriden absorbe oldugunda veya
inhalasyon yolu ile alindiginda deride, karaciger ve
bébrekte yangiya scbep olur. Bu soltisyonun
hazirlanmasi veya tartimi esnasinda laboratuvarlarda
havalandirma sistemi kullanilmals ve eller eldivenler
ile korunmahdir.

Kollidin (Collidine) tamponu: pH’yr biyolojik
siurlar  (6.0-8.0) icerisinde tamponlayabilme
kapasitesine sahiptir. Bu tampon toksik olup, gigld
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bir kokuya sahiptir. Rutin elektron  mikroskop
¢alismalan igin genelde tavsiye edilmez.

Fosfat (Phosphate) tamponu: Diger tamponlara
kiyasla daha fizyolojiktir. Ciinkii canl sistemde
fosfor inorganik fosfat ve fosfat esterleri halinde
bulunur. Bu tampon, genelde fikzatif pH’simin sabit
tutabilmesi yéniinden, diger tamponlara kiyasla daha
etkilidir ve pH’st farkli sicakliklarda daha az
degisime uprar; sogukta ise bir kag hafta muhafaza
edilebilir. Bununla beraber muhafazasi siiresince,
yavag yavag kontamine olabilir ve presipitasyon
sekillenebilir.

Diger tamponlar ise HEPES (N-2-
hydroxyethylpiperazine-N’-2-ethane-sul phonic acid)
tamponu, MOPS (3-N-morpholine-propanesulphonic
acid) tamponu, PIPES (piperazine-N-N bis-2-
ethanesulphonic acid) tamponu, Tris (tris-
hydroxymethyl) tamponu ve Veronal Acetate
tamponudur.

Tamponlarin Hazirlamig:

1-Cacodylate tamponu (0.2M)

Soltisyon A

Sodium cacodylate 42.8 gr
Distile su 1000 ml
Soliisyon B

0.2M HCl 10 ml
Distile su 603 ml

Arzu edilen pH, solisyon B’den gereken miktard
soliisyon A’ya ekleyip toplam volumii sy ekleyerek 200 ml'y

tamamlamakla saglanabilir,

2-Collidine tamponu
Stok soltisyon

. Collidine 2.67 ml
Distile su ile soliisyon 1000 ml'ye tamamlanur,

Tampon
Stok soliisyon 50 ml
IN HC1 9 ml

Distile su ile soliisyon 100 ml’'ye tamamlanr.
PH’s17.4’¢ HCL asit ile ayarlanabilinir.
3-Hepes tamponu

0.2M N-2-hydoxyethylpiperazine-N’-2-
ethanesulphonic asit distile su igerisinde hazirlanur.
Solitsyonun pH’s1 istenen seviyeye 0.5M NaOH ile
getirilir, ’
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4-Mops tamponu

0.2M 3-(N-morpholine) propane-sulphanic asit
distile su igerisinde hazirlamir. Soliisyonun pH’si
0.5M NaOH ile istenen seviyeye getirilir.

5-Phosphate tamponu

Soltisyon A
Sodium phosphate dibasic -11.876 gr

Distile su ile 1000 ml’ye tamamlanar,

Soltisyon B
Potassium phosphate, monobasic 9.08 gr

Distile su ile 1000 ml’ye tamamlanir.

Arzu edilen pH, yeterli miktardaki soliisyon
B’yi, soliisyon A'ya eklemek sureti ile saglanabilir.

6-Tris tamponu

Soliisyon A

Tris aminomethane 303 gr
Maleic asit 29 gr
Soliisyon B

NaOH 4 gr
Distile su 96 ml
Distile su ile 500 ml’ye tamamlanr
Charcoal 2gr

Soliisyon kangtirilir, 10 dakika bekletildikten
sonra filtre edilir.

Arzu edilen pH, soliisyon B’den gereken
miktanin, 40 ml’lik soliisyon A tzerine eklenmesini
takiben toplam voliimiin distile su ile100 ml’ye
tamamlayarak elde edilir.

7-Veronal acetate tamponu

Stok soliisyon

Sodium veronal 2.94 gr
Sodium acetate 1.94 gr
Sodium chloride 34¢gr

Distile su ile soliisyon 100 ml’ye tamamlanir

Tampon

Stok solisyon 5 ml
Distile su 13 ml
1M CaCl2 0.25ml
0.1IM HCl 7 ml

Arzu edilen pH'ya ulasilincaya kadar HCI ilave
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Fikzatifler:

Bir ¢ok g¢aligma sonucu, glutaraldchiq %Ie
yapilan 6n fikzasyonu takiben osmiyum tetroksit ile
yapilan ikinci fikzasyon neticesinde bir qok.d.ok.u
sreginde enzim aktivitenin ve normal yapinin 1yl blr
sckilde korundugunu gostermektedir. Bu  cift
fikzasyon prokaryotlarda oldugu gibi, bitki ve hayvan
dokularimin da korunmasinda standart prosediir

ol.jirak kabul edilmigtir.
Glutaraldehid:

Bes karbonlu dialdehid olan basit bir
molekiiler yapiya sahiptir. Molekiil agirhipr 100.12
dir. Denenen  tim  aldehidler icerisinde
glutaralaehidin normal olan yapiy1 korumada daha
etkili oldugu tesbit edilmigtir. Glutaraldehid
prokaryotlarin, eukaryotlann, kolayca kinlabilen
tiirlerin, 6zellikle deniz omurgalilarimin, embriyo,
biyopsi omeklerindeki hiicrelerin ve mantarlarn
korunmasinda etkilidir. Glutaraldehidin degisme
epiliminde olabilen mikrotubulus, graniilsiiz ve
graniilli endoplazmik retikulum ve pinositik
kesecikler gibi hiicre ici organellerin korunmasinda
diger bilinen fikzatiflere kiyasla daha etkili oldugu
tesbit edilmistir. Doku niimuneleri bu fikzatif
icerisinde bozulmadan bir ka¢ saat Kkalabilir.
Giiniimiizde rutin elektron mikroskop ¢alismalarinda
kullanilabilecek olan en etkili ve giivenilir bir
fikzatiftir.

Glutaraldehid proteinlerde 6nemli miktarlarda
sekil degigikliklerine yol agmamakla beraber, bu
molekiillerde baz1 yapisal modifikasyonlara sebep
olur. Elde edilen bazi sonuglar, glutaraldehid ile
yapilan fikzasyonlar sonucunda proteinlerin denatiire
olmadifim gostermistir. Baz1 ¢aligmalarda ise
proteinlerin §ekil ve aktivitelerinin bozulmadan
kaldig1 gozlenmistir. Bunun basglica sebebi, 6zellikle
glutaraldehid igin hedef rolii oynayan veya bu
maddenin baglanmasi i¢in 6nemli olan aminoasit
gruplanimn proteinlerin yiizeyinde fazla miktarda
bulunmasidir.

Proteinler ile reaksiyonu: Glutaraldehidin doku
proteinleri ile olusturdugu reaksiyonun teshisi veya
izolasyonu  yapilamadigindan, bu  maddenin
proteinler ile reaksiyonunda olusan kimyasal olaylar
hala aydinlanlamamistir. Olugan reaksiyonlann
teshisindeki giigliiklerin, kismen glutaraldehidin
yapisinda fazla miktarda bulunan polimerize
formlarinin varhgindan kaynaklandig samlmaktadir.

Glutaraldehidin lizin aminoasit grubu igeren
proteinler ile reaksiyona girdigi saptanmugtr.
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Glutaraldehid aynica tirozin,
fenilalanin ve sistin
de reaksiy

triptofan, histidin,
gibi diger aminoasit gruplan ile
ona girmektedir, Ayrica aminoasitlerin alfa
aminogruplan ile, baz peptidlerin - N-terminal
aminogruplari ve sistinlerin sulfil  gruplarinada
baglandig gozlenmigtir. Lysine, protein grubunun
glutaraldehit  jle reaksiyona giren en 6nemli
bilesigidir.

Lipidler ile reaksiyonu: Glutaraldehid ile
lipidler arasindaki reaksiyonlar tamamen ortaya
konulamanugtir. Baz calismalar glutaraldehidin
fosfolipid tabakasinda meydana gelen kayiplan
onlemedigini gostermektedir. Fosfatidilserin
(phosphatidylserine) ve fosfatidiletanolamin
(phosphatidylethanolamine) gibi  fosfolipidlerin
glutaraldehid ile fikzasyon sonucu iyi bir sekilde
korunmasinin, glutaraldehidin bu lipidlerin igerdigi
amino  gruplan  ile baglanmas1  sayesinde
gerceklestirdigi tesbit edilmistir,

Glutaraldehid ile fikzasyon sonucunda fare
beyninde, bobrek ve dalakta lipidlerin ekstrakte
edildigi, fosfatidilserinin ise proteinler ile gapraz
reaksiyona girerek dokuda varhgint  siirdiirdiigii
gozlenmistir.  Fosfotidilserinin  baki kalmasinin
baglica sebebinin bu fosfolipid ile membranlarda
bulunan proteinler arasinda gigli bir hidrofobik
bagin bulunmasina bagh oldugu samilmaktadir.

Baz1 fosfolipidler disinda, glutaraldehidin
dokulardaki ¢ogu lipidler ile olan reaksiyonu oldukga
zayifur. Hatta lipidlerin gogu glutaraldehid ile
fikzasyon sonucu dokuda kalsa bile, bunlarin gogu

dehidrasyon veya gomme islemi esnasinda ekstrakte
olur.

Niikleik asitler ile reaksiyonu: Glutaraldehid
ile niikleik asitler arasinda mitmkiin olabilen iligkiler
hakkinda gok az bilgi vardir. Glutaraldehid ile tesbit
edilmis niimuneler TEM’de izlendiginde,
nimunedeki bazi niikleik asitlerin iyi korundugu
gbzlenmistir. Glutaraldehid ile muamele edilmis olan
DNA'da deoksiriboniikleik asitlerin énemli derecede
direngli olduklan ve bunun da sistidin ve
guanidindeki amino gruplanmin  dialdehid ile
reaksiyona girmesinden kaynaklandig samlmaktadir.
Bununla beraber fikzasyon siiresince numunede,
glutaraldehidin DNA ve RNA ile girdigi reaksiyon
tipleri ise kesin olarak belirlenememisgtir,

Karbonhidratlar  ile reaksiyonu:  Baz
karbonhidratlanin 6zellikle glikojenin glutaraldehid
ile tesbit edilen dokularda iyi tesbit oldugu
gozlenilmistir. Glutaraldehid ile fikzasyon sonucunda
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dokudaki glikojenin  %40-65°

inin  korundugu
bildirilmektedir..

Sicakhk: Bitki ve hayvan dokularimin rutin
tesbiti igin genellikle glutaraldehid ile muameleler 0-
4°C’ de 2 saalte gergeklestirilir.

Konsantrasyon: Genel olarak glutaraldehidin
yiksek konsantrasyonu (%37) dokuda son derecede
yiiksek oranda biiziilmelere neden olurken; diisiik
konsantrasyonu ise (%0.5) hiicre bilesiklerinin
ekstraksiyonuna sebep olur. Bitki ve hayvan
dokularimin tesbiti igin genel olarak glutaraldehidin
%1.5-4 liik konsantrasyonlan tercih edilmektedir.

PH: Hayvan dokularinin tespitinde genel
olarak glutaraldehidin pH’st 7.0-8.0 arasindaki
soliisyonlan tercih edilir.

Osmiyumn
0s04):

tetroksit (Osmium tetroxide;

Osmiyum tetroksit sadece fikzatif olarak degil,
aynt zamanda boya olarak da etki yapar ve iyi bir
kontrast saglar. Bu 6zelliginden dolayr diger
fikzatiflere kiyasla kullanim yoniinden daha avantajli
sayitlir.  Osmiyum tetroksit’in postfikzasyonda
kullamlmas: tercih edilmektedir. Bu sekilde doku
kalitesinin daha iyi korundugu tesbit edilmistir. En
onemli &zelligi ve avantaji lipidleri korumasidir.
Baslica dezavantaji ise bir ¢ok doku igerisine yavas
penetre  olabilmesi, proteinlerin ¢ogu ile capraz
reaksiyona  girememesi ve karbonhidratlan
koruyamamasidur. Sonucta OsO4 ile yapilan
fikzasyonda fikzasyon olayl tamamlanmadan &nce
doku yapisi depisebilir. Hatta dokunun boyutlan 0.5-
1 mm olsa dahi doku tamamen tesbit edilemez. By
Ozelliginden dolayr rutin elektron mikroskobu
¢aligmalan igin OsO4 prefikzasyonda kullanilamaz.
Bununla beraber osmiyumun postfikzasyon sirasinda
doku igerisine yavas penetre olmasi o kadar 6nemli
degildir.  Ciinkii  aldehidlerle gergeklestirilen
prefikzasyon olay1 ile dokunun tesbit olay1 asap
yukan tamamlanmustir,

Konsantrasyonu: Osmiyum tetroksit optimal
konsantrasyonda kullamld1g1 zaman oldukga etkilidir.
Yiiksek konsantrasyonu proteinlerin  yapilannda
parcalanmalara ve neticesinde de protein yapisinda
kayiplara yol agar. Genel olarak tampon igerisinde

hazirlanmig  %1-2" ik konsantrasyonu tercih
edilmektedir.

Sicakbk: Osmiyum tetroksit ile yapilacak
postfikzasyonun ~ 4°C’de  yapilmas: tercih
edilmektedir. Ciinki OsO4 doku icerisine yavag
penetre olur. Meydana gelebilecek otoliz olayim
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Onlemek igin bu sicaklik tercih edilir, Ciinkii sopukta
otoliz olayr yavas gergeklesir. Yiksck sicaklikta
yapilan  postfikzasyonlarda  mitokondriyonlarda
buziigmelere ve sitopluzmada granillesmelere yol
acar. Eger doku uzun siire OsO4 de kalacak ise soguk
151, oda 1s1sina tercih cdilir.

Tesbit siiresi: 30 dk ilc 2 saat arasi tercih
edilir.

Tesbit (Fikzasyon) Yontemleri
Baglica 4 ¢esit tesbit yontemi vardir.

1.Vaskiiler perfiizyon 2. Immersiyon 3.
Organ yiizeyine fikzatif soliisyonun damlatilmasi

4.Fikzasyonun organ igerisine direkt olarak enjekte
edilmesi

Bu metodlarin her birinin kendine dzgi
avantajlan  ve dezavantajlan  olmasina ragmen
vasktler perfiizyon yontemi tercih edilmektedir. Bu
yontem ile yapilan tespitte doku yapisimin daha 1yi
korundugu saptannugtir, Vaskiiler perfiizyon yéntemi
genellikle kiigiik hayvanlarda (rat, fare, tavsan)
uygulanir.  Insanlarda  ve biiyiik  hayvanlarda
uygulanmast miimkiin degildir. Bu yontem ile
vapilan fikzasyonda tesbit olayi, kan dolagimimin
sona ermesinden hemen sonra baslar, Yani &liimle
tesbit arasindaki zaman oldukca kisadir. Neticede
hiicre yapisinda minimum bir degisme goriliir. Bu
yontemin diger bir avantaji da dokunun tim
bolimlerinin aym: diizeyde ve ¢ok cabuk tesbit
edilebilmesidir.

Yikama

Nimune tesbit edildikien sonra dehidrasyon
oncesi yikanmahdir. Fikzasyon ve dehidrasyonda
kullamlan maddeler arasinda olusabilecek olan
reaksiyonlan azaltmak igin numunede bulunan fazla
fikzatif yikanip uzaklagtinlmaldir. Cift fikzasyon
olayinda aldehidlerle yapilan prefikzasyonu takiben
dokudaki fazla aldehit OsO4 ile yapilacak olan
postfikzasyon o6ncesi boélgeden uzaklastinlmalidir,
Eger fazla miktarda aldehit numunede birakilirsa,
0Os04 ile reaksiyona girerek OsO4’iin ¢okelmesine
neden olabilir. Bu durum, tespit edilen niimunenin
bozulmasina neden olur. Eger niimune tamponlu bir
fikzatif ile tespit edilir takibinde de su ile yikanirsa,
bu durum, tespit olmarmg bazi hiicre materyallerinin
pargalamp dagilmasina ve erimelere sebep olur.
Bundan dolayidir ki yrikama iglemi tespitte kullanilan
tampon ile gergeklestirilmelidir. Bunun diger bir
avaniaji da yikama esnasinda dokuda olugacak ani ve
siddetli degisiklikleri 6nlemektir.
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Cogu nimuneler igin 10-20 dakika siire ile 2-3
kere tampon igerisinde yapilacak olan y‘Lkamalar
yeterli olmaktadir. Bununla beraber bazi pﬂmunelgr
igin (stk1 doku v.b) bu siire daha uzun olabllmeklc?dfr.
Yikama islemi gereginden fazla uzun sﬁrm'emehdlr.
Ciinkii glutaraldchidin niimunede olusturdlfg? gapraz
bag rcaksiyonlarinin bir kismi geriye d(‘jnusjimludur
ve¢ niimunenin uzun siire ytkanmast sonucu 1nce yapi
yikamadan etkilenebilir. Yikama olayvl genel olarak
fikzasyon  olaymmn  gergeklestigi sicaklikta
yaptimaldur.

Dehidrasyon

Gom~. isleminde suyla kanigmayan resin
kullany™* -~ fikzasyon ve yikama esnasinda doku
igerisinde kalmis tiim serbest su, infiltrasyon ve
gomme isleminden once, uygun su ¢eken maddeler
kullanmak sureti ile uzaklagtirnlmalidir. Niimune su
ile kangabilen resin ile gomiiliirse, dokudaki suyun
uzaklagtinlmasina gerek yoktur. Niimunedeki fazla
su, nimunenin su ¢eken maddenin, konsantrasyonlan
gittikge artan serisi ile muamele edilmesi suretiyle
uzaklasunlir. Epoksi resin, etanol ve aseton
igerisinde ¢oziinebilir oldugundan, dehidrasyon bu
gOziicillerden birinin kullanilmasi ile gergeklestirlir.
Epoksi  resin, propilen oksit  igerisinde
¢Gziinebildiginden, bu ¢oziicii resin ile infiltrasyon
oncesi kullanilmalidir. Propilen oksit, basit homojen
bilesik olup; epoksi’nin su ile kangmasim saglar.

Propilen oksit, etanol dehidrasyon sivis1 olarak
kullan _finda dehidrasyonun son basamaginda
kullamlmalidir.  Ciinkii gogu resinler etanol ile
tamamen kangmaz. Aseton kullamldigi zaman,
propilen oksidin kullanilmasina gerek yoktur.

Asagida iki dehidrasyon prosediirii verilmigtir,
Prosediir I

1. Etanol (%5, %10, %20, %30, %40, %50, %60,
%710, %80, %90, %100) ...5 dk.

2. %100'lik propilen oksit (2 kere)...5 dk.
Prosediir I

Aseton (%S5, %10, %20, %30, %40, %50,
%60, %70, %80, %90, %100) ...5 dk

infiltrasyon

Uygun gémme materyalinin doku niimunesine
lamamen ve homojen bicimde penetrasyonu, arzu
edilen kesit islemi igin gereklidir. Bu, infiltrasyon ve
gomme ile saglamr. Infiltrasyon esas olarak
dehidrasyon soliisyonlannin gémme soliisyonu ile
asamal olarak yer degistirmesidir. G5mme ince kesit
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almay1 miimkiin kKilmahdir, Cinki yalmzea bir kag
doku, ilave destek vermeksizin ince kesitler alinacak
Kadar serttir, Gomme materyali sadece dokuya nilfuz
edip destck vermekle  kalmagz: ayrica dokulan
bloklara baglayarak kesit alma sirasinda islemlerin

Yukanda da bahsedildigi gibi infiltrasyonda
dehidrasyon soliisyonunun konsanLrasyonu giderek
azaltilirken, gémme soliisyonunun konsantrasyony
giderek artunhr, Eger dehidrasyon soliisyonu gmme
soliisyonu  ile kansabiliyorsa, dokular dogrudan
dogruya gomme ve dehidrasyon soliisyonu
kangimina alinabilir. Eger dehidrasyon soliisyonu
gomme  soliisyonu e karismiyorsa, dehidrasyon
solisyonu yerine gomme soliisyonu ile kansabilen
bir ara soliisyonun infiltrasyon &ncesi kullamlmag;
gerekir. Infiltrasyon siiresj doku tipine ve kullanilan
goémme soliisyonlarina gore tayin edilebilir. Rutin
infiltrasyon islemi asagidaki gibidir,

1. %100’luk asetonda son degigim

- %100’luk aseton ile resin kangimi (3/1)....20 dk

2

3. %100°litk aseton ile resin kangimi (2/1)... 20dx
4. %100’lak aseton ile resin kangimu (1/1)....20dk
5

- %100’lak aseton ile resin kangumi (1/2).... 204k
6. %100°]luk aseton ile resin kangimi (1/3)... 20dk
7. Resin kangim. ... 20dk
8. Resin kangima.... 20dk

Polimerizasyon &ncesi gergeklestirilecek olan
tim bu basamaklar oda 1s151nda stirekli kangtirma ile
gerceklestirilmelidir. Son gomme iglemi polietilen
kapsiiller  veya gomme  kaliplan igerisinde
yapilmahidir. Doku ve gémme materyalini igerisinde
bulunduran kapsiiller veya kaliplar 45°C de 12 saat
polimerize edildikten sonra, 60°C de tam polimerize
oluncaya kadar  bekletilir. Polimerizasyonun

tamamlanmas) igin gerekli zaman kullamlan resine
baghdur.

Gomme:

Dokularin ©0Bu  ince kesitler halinde
kesilebilecek sertlife sahip olmadigindan, uygun
materyaller igerisine gomilerek ince kesitlerin
alinmasi saglanir. Bundan bagka herhangi bir destege
gerek olmaksizin, kiigiik boyuttaki dokularin kolayca

F.0.Saghk Bilimleri Dergisi 2000, 14 (1)

tutulmast  saglanr, Cok az materyal clektron
mikroskobu icin gomme  materyali  olarak
kullanilmaktadir, By amagla  kullanilabilecek
maddelerde su 6zellikler olmalidir:

a.Yapinn iyi bir sekilde korunmasi, b. Hiicre
yapisinda ¢ok az kayip. c. Esit aralarda
polimerizasyon, d. Polimerizasyon ve sertlesme
csnasinda voliimde kiigiik degisiklikler, e. Elektron
isinlan altinda sicaklik ayarlayici 6zelligi, f Uygun
yapiskanlik ve yogunluk, g. Kesim esnasinda olusan
1siya karst dayamiklilik, h. Doku érneginin uygun
sekilde boyanabilmesi, 1. Diger gémme materyalleri
ile kangmama 0zelligi,i.Kolayca bulunabilmes;_

Resin, yukanda sayilan 6zelliklerin pek
¢oguna sahiptir. Uygun resin’in secilmesi amaca ve
niimunenin ozelligine bagldir. Gomme isleminde en
¢ok kullanilan materyaller epoksi resin, polyester
Tesin ve akrilik metakrilat’lardir.

Epoksi Resinler:

Epon 812: Epon 812 elektron mikroskoby i¢in
én fazla kullamlan gomme materyalidir. Kesitler
kolayca alinabilmekte ve Omek herhangi bir gugliikle
karsilasilmaksizin kolay bir bigimde
boyanabilmektedir. Epon 812°den alinan ince kesitler
elektron mikroskobunun kajan ortamindaki giicli
vakum ve sicaklig tolere edebilmektedir.

Epon, araldit’e kayasla doku icerisine daha
hizli niifuz edebilmektedir. Bunyp sebebi Araldit’in
daha  yiksek Vvizkoziteye sahip  olmasidyr.
Asitanhidrat (sertlestirici) ve amine hizlandincy ilave
edildiginde disik  sicaklikta daha  kolay
sertlesebilmektedir. Ep sik kullanilan asitanhidrit
dodecynyl succinic anhydride (DDSA) ve nadic
methyl anhydride (NMA), amine hizlandine ise 2-4-
6-tri (dimelilaminomcljl) phenol (DMP-30) ve benzil
dimetilamin (BDMA)'dur.

Formiil 1:

Kangim A Kansim B
LX-112 (Epon 80gr LX-112 75gr
bilegim)

DDSA ' %0gr NMA 75gr

Kangim A ve B birbirleri ile kanstunlip; by
kansimin her 10 gr'ina 0.14 gr DMP-30 ilave edilir.
Polimerizasyon 45°C de 20 saat, daha sonra 60°C de
24 saat bekletilerek saglanir.
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Formiil 2:

Epon 812 (veya bilesigi) 26gr

DDSA 22gr
NMA 9gr
enzildimetilamin %2-3

Araldite: Araldite elektron mikroskobu igin
gomme materyali olarak kullamima ilk defa Glauret
tarafindan sunulmugtur. Temeli gliserol veya
aromatik bir epoksi resinin olusturdugu aralditin,
polimerizasyonu sonras1 volimiinde gok az azalma
olusur. Araldite, yesile ¢alan resin olup, dibutilfitalat
(dibutyl phthalata) gibi uygun plastiklestiriciler ile
degisen sertliklerde hazirlanabilir. Bu resin igerisinde
bloklanmis olan doku, en sik olarak kullamlan
organik ¢oziicilerden her hangi birisi ile dehidre
olabilir. Bununla beraber etanol veya metanol
kullamldiglr zaman propilen oksit gibi ¢dzicilerin
kullamlmas:1 gerekir. Cinkii reaktive olmayan
alkoliin artiklan kesim kalitesini etkileyebilmektedir.

Araldite resin, uygun miktarlardaki svi
anhidrat, sertlestirici ve amine hizlandina ile
kanstinlabilir ve 1s1tmak sureti ile polimenize ettirilir.
Bloklar 60°C’de 24 saat veya daha fazla 1sttilir.

Formil I:
Araldit 502 10gr
DDSA 7-8gr
DMP-30 %01-5
Formal 2:
Araldit 502 68gr
DDSA 19gr
DMP-30 3gr
TAC 10gr
Formiil 3:
Araldit CY 212 10gr
DDSA 10gr
BDMA 0.4gr
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Bloklanin son sertligi, sertlestirici  veya
plastiklestiricinin oranlarni degistirmek sureti ile
ayarlanabilir. Hizlandincinin oraninda yapilacak Ol.:ll.l
kiigiik degisiklikler, bloklarin parlakligini ve rengini
etkiler.

Vinilklorhekzendioksit (vinylclorhexene
dioxide), maraglas ve quetol 651 de cpoksi
resinlerden olmakla birlikte Epon ve araldite bunlarin
en yaygmn olarak kullanslanlan ve c¢n koI.ny
bulunanlan oldugu igin burada bu maddeler ile
hazirlanan formiilleri verilmigtir.

Poliester resinler: En fazla kullanilan

polieste:  inler vestopal w ve rigolac'ur. Diger
poliester resin gomme materyalleri  selectron,
thodester ve  beetle’dir.  Bunlar  nadiren
kullamlmaktadir.

Vestopal w

Formiil

Vestopal W 100 ml

Bezoyl peroxide 1ml

Cobalt naphthenate 0.5 ml

Rigolac

Formiil

Rigolac 2004 75 ml

Bez Rigolac 70F 25 ml

Benzoyl peroxide paste 1 gr

Metakrilatlar (Methacrylates):

Metakrilatlar renksiz ve seffaf olup, biyolojik
materyallere ince kesitlerin alinmasi i¢in gerekli olan
dayamklif saglar. Metakrilatlar monomerlen etanol,
aseton ve diger organik ¢oziciler ile kansabilir ve
doku icerisine dehidrasyon olayr tamamlayincaya
kadar niifuz etmezler. Bu resin daha az vizkoz olup,
bu 6zelliginden dolay1 da dehidre olmus doku
igerisine daha kolay niifuz eder. Metakrilit tiri
resinler, uygun siirede kendiliklerinden polimerize
olurlar. Bu ozelliklerinden dolayr depolama veya
nakil esnasinda polimerizasyonu énlemek amaci ile
bu resinlere hydroquinone inhibitéri ilave
edilmektedir. Digiik sicakhik ve karanhk ortam
kendiliginden gekillecek olan polimenzasyonu
geciktirir. Inhibitér madde blogun dzelliklerini geri
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donisiimsiiz  bigimde etkilemediginden polimeri-
zasyon oncesinde bu maddelerin uzaklastirmasina
gerek  yoktur. Inhibitér sadece polimerizasyon
izerine etki cunektedir. Bu durum fazla miktarda
katalizor (benzoyl peroxide veya 1,2-dichlorobenzoyl
peroxide) ilave etmek sureti ile de dnlenebilir. Eger
gerckli ise inhibitor. distile su ile hazirlanmg %20

lik NaOH soliisyonu igerinde resinin yikanmast ile
uzaklastinlabilir.

Dokularin Bloklanmas: ve Isaretlenmesi

Dokular  genellikle  bloklarin kolaylikla
icerisinden uzaklastirilabilecekleri polietilen veya
Jelatin  Kapsiiller icinde bloklamirlar, Bloklar
polietilen kapsiillerden, kapsiillerin jiletle kesilmesi,
jelatin kapsiillerden ise kapsiillerin 70°C de stcak su
banyosu igerisinde eritilmesi ile uzaklagtinlir, Eger
doku blok iginde &zel bir sekilde yerlestirilecekse
diizgiin gomme kaliplan icerisinde bloklanr.

Dokular bloklanmadan once, sinnga veya
Pastor pipetleri yardimu ile kapsiiller sicak resin ile
doldurulur. Bu basamakta gémme materyali karisimi
icerisinde hava kabarciginin  kalmamasina dikkat
edilmelidir. Doku daha sonra kiirdan cubuklar ile
kapsiil igerisine yerlestirilmeli ve dibe dogru batmas:
saglanmahdir. Doku 6rnekleri kiigiik olduklarindan
ve kolaylikla zarar gorebilecekleri igin forseps
kullamlmas: tavsiye edilmemektedir. Diizgiin gomme
kaliplant  kullamildigi zaman, kaliplar resin ile
tamamen doldurulur ve kiirdan gubuklan kullanmak
sureti ile dokunun transferi ve yonlendirilmesi
saglanir.

Bloklanmis dokularin etiketlenmis olmasi
gereklidir. Katlagmis bloklar ince gelik igneler ile
isaretlenebildigi gibi, blogu tamitan kodun kagit
iizerine yazilip, doku ile birlikte gémiilmesiyle de
etiketleme yapilabilir. Etiketin kapsiil icerisine
yerlestirilmesi, kapsuliin resin ile doldurulmasindan
6nce  yapilmahdir.  Kodlama, mikrograflarin
degerlendirilmesinde hangi dokudan geldiklerinin,
hangi deneye ait olduklarinin bilinmesi ve ilerde ayn
bloktan tekrar kesit alma gerektiginde o blogun
bulunabilmesi yoninden énemlidir,

Tehlike ve Onlemler

Elektron mikroskobu igin hazirlanacak olan
numunelerin  gegirildikleri  islemler  sirasinda
kullamlan kimyasal maddelerin hemen hemen hepsi
degisen derecelerde zararhidir. Fikzasyon, yikama,
dehidrasyon, gémme ve boyama esnasinda kullanilan
kimyasallar ¢alisanlara zarar verebilecek ozelliklere
sahiptir. Bu kimyasal maddelerin gogu ya deriden

F.U.Saglik Bilimleri Dergisi 2000, 14 (1)

yada solunum yolu ile absorbe edilebilir. Bu sebepten
dolayr clcktron  mikroskobu ile calisanlarin
laboratuvarlarinda iyi bir havalandirma sistemlerinin
olmasi gerckir. Ayrica birkez kullanilan ve gegirgen
olmayan (polietilen) cldivenler ve gozler icin de
koruyucu gozliikler kullanilmalidir.

Elektron  mikroskobu laboratuvarlarinda,
tampon olarak en fazla kullamlan, sodyum kakodilat
(sodium cacodylate) agirhiginin %30 u kadar arsenik
icerir. Arsenik deri ile temas, sindirim ve solunum
yolu ile alindig1 zaman oldukga tehlikeli bir kimyasal
maddedir. Sodyum (-Na) -kokadilat ile uzun siire
temas sonunda deride, miik6z membranlarda, dalak
ve boébreklerde yang, sinir felgleri, deri, akciger ve
dalakta kanser geligebilir. Tampon soliisyonu
hazirlamirken ve bu kimyasal madde tartilirken
havalandirma  sistemi  kullanilmali ve gozler
gozlikler ile korunmalidir. Arsenik buhan
olusumunu 6nlemek igin bu kimyasalin asitler ile
temasina mani olunmalidir. Kokadilat tamponu H,S
ile reaksiyona girdiginden, her ikisinin aym
soliisyonda kulanilmasindan kagimilmalidir.
Kokadilat soliisyonu kullanildiktan sonra direk olarak
lavobaya dokiilmemeli, 6zal siseler icerisinde
saklamilmahdir. Cinkii  soliisyon  lavobada
bulunabilecek diger kimyasal maddeler veya temizlik

maddeleri ile reaksiyona girerek arsenik gazi
olusturabilir.

Osmiyum  tetroksit  oda sicakliginda
buharlagabilir. Buhari, burun, g6z ve bogazda
yaralanmalara neden olur. Eller veya viicudun diger
bolimleri bu madde ile temas ettirilmemeli,
kullanimi esnasinda havalandinic: calishnlmali ve
diger koruyucu énlemler alinmahdir. Aldehidler de
degisen derecelerde zararhdir. Inhalasyon yolu ile
alindiklarinda solunum yollarinda vangl, deri ile
temaslan sonucunda ise dermatitis’e neden olurlar.
Aldehid dokiintiileri Fehling soliisyonu kullanmak
sureti ile zararsiz hale (renk maviden kirmiziya
doniigiir) déniigtiiriilebilir. Glutaraldehid dokiintiileri
ise glisin kullanmak sureti ile nétralize edilir.

. Tim epoksi resin bilesikleri zararhdur.
Inhalasyon veya deri yolu ile absorbe edilirler.
Baghca toksik etkileri kalp bozukluklan. kan

dolagimi ve sinir sisteminde bozukluklar ve
istahsizhiktir.

Uranyum ve bilesikleri, radyoaktif ve yiiksck
toksisiteye sahip olan bilesiklerdir. Boyamada
kullanilan kursun ve civa tuzlan da oldukga toksiktir.
Tannik asit oldukga zehirli, diaminobenzidine
kanscrojeniktir, Bismut, gimiis nitrat, dimethil
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sulphoksit, krom, potasyum ferrosiyanir ve
potasyum permanganat insan sadlif1 igin oldukea
zararh olan maddelc-dir

Laboratuvarda kullailan bir ¢ok organik
¢ozilcii yamia 6zellifine sahiptir. Bazi ¢bziiciller ise
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