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izole Hiicrelerin Taramali Elektron Mikroskobunda Incelenmesi I¢cin Hazirlama Yontemlerinin

Gelistirilmesi

OZET

Bu ¢alismada izole hiicrelerin taramah elektron mikroskobunda incelenebilmesi igin hazirlama
yéntemlerinin gelistirilmesi amaglandi. [zole hiicreler olarak kan hiicreleri kilttir hiicreleri, ovositler ve
spermatozoonlar kullanildi. Bu hitcreler Trump’s ¢6zeltisi, Karpowsky ¢tzeltisi ve gluteraldehit+sodyum fosfat
tamponu ile degisen zaman uzunluklarinda fiske edildi. Ardmdan hiicreler osmiyum tetraoksit+fosfat
tamponunda degigen siirelerde ikinci kez fiske edildi. Postfikse edilen hiicreler aseton ya da etanol kullanilarak
dehidrate edildi. Hiicreler, kritik nokta kurutucusunda (CPD) ya da havada kurutma ytntemiyle kurutuldu.
Kurutulan hiicreler degisik kalnliklarda altin-paladyum (Au-Pd) ile kaplandi ve SEM’de sekonder elektron

dedektorii kullanilarak incelendi.

Uygulanan bu kimyasal ve mekanik islemler sirasinda hiicrelerin ytizey yapilarmin ne kadar korundugu

ve hiicre kaybinm olup olmadips arastirldi.

Sonug olarak Trump’s fiksatifinin biitiin hiicreler igin uygun fiksatif olduguna karar verildi. Fiksasyon
stireleri hiicrelere gbre 30dk ile 24 saat aralifinda degisik uzunluklarda tutuldu. Kiitiir hiicreleri ve ovositler
postfikse edildifinde daha iyi sonug aliurken kan hiicrelerinde ve spermatozoonlarda postfiksasyona gerek
duyulmadi, Tek hiicrelerin hepsinin, kurutma asamasimi kolaylastiran ve ylizey gerilimini en aza indiren etanoliin

artan derisimlerinde 10-15dk arasinda dehidrate edilmesine karar verildi. Kan hiicreleri disinda biitiin hiicreler

CPD’de ii¢ kez yikanarak kurutuldu. Daha sonra hiicreler ylizey yapilarma ve bitylikliklerine gore 10—15nm
kalinhgmda Au-Pd ile kaplandilar.

Yukardaki islemlerin uygulanmast halinde yapilan ¢ahismalarda ylizeye tutunma probleminin ortadan

kalktig1, hiicre kaybinin olmad:ig: ve yiizey yapilarmm iyi korundugu gértilda.

Anahtar Sozciikler: kan hiicreleri, kititir hiicreleri, ovosit, preparasyon, spermatozoon, taramal

elektron mikroskobu



Development of Preparation Methods For Examing Single Cells In Scanning Electron Microscope

ABSTRACT

In this study we aimed to develop preparation methods for examining single cells for scanning electron

microscopical detection. Blood cells, culture cells, oocytes and spermatozoons were used as single cells.

These cells were fixed for different time periods with Trump’s solution, Karnowsky solution an
glutaraldehyde+sodium phosphate buffer. Then the cells were fixed for different time periods with osmium
tetraoxide+ sodium phosphate buffer. The cells which were postfixed were then dehydrated by using acetone or
ethanol. The cells were dried using critical point dryer (CPD) or in air. Dried cells were coated with gold-
palladium (Au-Pd) using a sputter coater in different thickness and examined in scanning electron microscope
using secondary electron detector.During the chemical and mechanical processes implemented, how good the

surface structure of the cells were protected and whether there is cell loss or not have been investigated.

As a result, were Trump’s fixatvie appeared to be the most suitable fixative for all cells. Varying
fixation periods tested from 30 minutes to 24 hours. When cultured cells and oocytes were postfixed, better
results were taken however post-fixation is not so effective in blood cells and spermatozoa. It is concluded that
all of the single cell preparations need have been dehydration using varying concentrations of ethanol, which
facilitates the drying process and minimizes surface tension in 10-15 minutes. Furthermore, all cell preparations

had to be coated with Au-Pd in 10-15nm thickness in order to preserve the surface ultrastructure.

In the condition that the mentioned procedures above have been implemented, it is concluded that the

problem of implamantation to surface has been disappeared, there has not been cell loss and the surface

structures have been protected in good condition.

Conclusively, fixation, dehydration and drying processes used in isolated cell preparations vary due to

the all type.

Key Words: blood cells, cultured cells, oocyte, preparation, scanning electron microscope,

spermatozoon
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ONSOZ VE TESEKKUR

Taramal1 elektron mikroskobunun gegmisi oldukga eski olmasina karsin Ornek hazirlamaya iliskin
yapilan galigmalara pek sik rastlanmamaktadir. Teknolojinin gelismesiyle birlikte kullanim alani oldukga
genisleyen taramal1 elektron mikroskobu hiicre, doku ve organlarm incelenmesinde kullaniimakta ve bunun i¢in
teknikler gelistirilmektedir. Bu calisma izole hiicreler gibi hazirlanmas: olduk¢a zor olan drneklerin taramah
elektron mikroskobunda incelenmesi i¢in hazirlama yontemlerinin gelistirilmesini amaglamaktadir ve Ankara

Universitesi Aragtirma Fonu Miidurliigii tarafindan 2001 K 120240 no’lu proje kapsaminda desteklenmistir.

Bana arastirma olanagi saglayan ve beni yonlendiren danisman hocam Saym Prof.Dr. Alp CAN’a
(Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi), Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali Bagkani Saymn Prof. Dr. Canan
AKBAY’a ve tim Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali hocalarmna, Histoloji Embriyoloji Anabilim Dali
asistanlart; Dr. Ozgiir CINAR’a, Dr. Sinan OZKAVUKGCU’ya, Dr. Ser¢in KARAHUSEYINOGLU na, Dr.
Abdullah SEKER’e, Dr. Tugba ZEYREK e ve teknisyenimiz Remzi ATA’ya tesekkiirlerimi sunarim.

Burcu Emine TEFON
Ankara, Ekim 2004
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GIRiS

Elektron mikroskoplarinin (EM) kullanilmaya baglamasi 60 yil &ncesine dayanmaktadir. Bu
mikroskoplarin kesfinin asil sebebi 15tk mikroskoplarindan saglanan gériintiilemedeki sinirlamanmn tistesinden
gelmektir. Bu ise elektron mikroskoplarinda elektronlarm kullaniimasiyla dalga boyunun 0,Inm’den daha aza
dustiriilmesi, boylece 0,5um goriiniir dalga boyu ile goriintli almada 131k mikroskoplarinm sinirlandirilmasinin
ortadan kaldirilmas1 demektir.

EM’nin analiz yapmada kullanim alanlarmin bu kadar genis olmasi geligsimlerinin de hizh olmasini
saglamistir. Gliniimiizde EM iki ana grup altinda incelenmektedirler: ilki olan taramali elektron mikroskobu
daha ¢ok ylizey yapilarmmn incelenmesinde kullamilir, ikinci olan gegirmeli elektron mikroskobu orneklerin

igyapilarinin incelenmesinde kullanihir.

Taramal elektron mikroskobu, kullanma amacina gore degismekle birlikte genel olarak ylizey
yapilarimin incelenmesi saglar. Goriintli 6rnek {izerine elektronlarin gonderilmesi ve Omekten yansiyan
elektronlarin yakalanarak sayisal ortama aktarilmasiyla elde edilir. Taramali elektron mikroskobunun,
maddelerin topografik 6zelliklerini gdstermek, element analizlerini yapabilmek, kimyasal kompozisyonlar
hakkinda bilgi vermek gibi ¢ok yonlii kullanim alanlarinin olmasi 6zellikle yasam bilimleri bagta gelmek tizere
metalurji, kimya miihendisligi gibi pek gok alanda kullanimmi zorunlu kilmaktadir.

Taramal elektron mikroskobundan alinan gdriintiilerde ¢6ziintirlitkkteki ve alan derinligindeki bagarili
sonuglar 151k mikroskobuyla kiyaslandiginda biiylik ses getirmistir.

Taramali elektron mikroskobunun kullanimmin bu kadar fonksiyonel olmasi sonucu o6zellikle
hticrelerin, dokularin ve organlarin incelenmesine 6nem verilmig, orneklerin incelenmesi igin hazirlik
yontemleri geligtirilmis ve bu konularda birgok ¢aligma yapilmustir. Ancak genel olarak bakildifinda izole
hiicreler olan kan hiicreleri, spermatozoon, ovosit, kiiltiir hiicreleri gibi bagimsiz olarak bulunan hiicrelerin
taramal1 elektron mikroskobunda ¢aligilmasinin ne kadar zor oldugu goriilmektedir. Belli bir tutunacak dokuya
gerek duymayan bu hiicrelerin incelenme igin hazirlanmalar1 agamasinda ylizey yapilarmn bozulmadan

korunmasi oldukga giigtiir ve bu da yapilan ¢aligmalarda arastiricilarin dniine problem olarak ¢ikmaktadir.

Yapilan bu tez g¢aligmasinda izole hticrelerin taramali elektron mikroskobu igin hazirlanma
yontemlerinin gelistirilmesini amaglanmistir. Calismamizin, bu teknigin ilerlemesine ve yeni galigmalara 151k

tutmasina faydali olacagni diistintiyoruz.



KURAMSAL TEMELLER

Genel bilgiler kisminda taramali elektron mikroskobunun yapisi hakkinda bilgi verilmis, goriintii
almadaki degigskenlerden ve dokular igin uygulanan genel hazirlik islemlerine de kisaca yer verilmisgtir.

Genel bilgiler kisminda kullanilan mikrograflar Prof. Dr. Alp CAN ve Burcu Emine TEFON tarafindan

alimmigtir.
2.1. Elektron Demeti - Ornek Etkilesimleri

Herhangi bir cisim {izerine elektron demeti goénderildiginde elektronlarin Ornege ulastiktan sonra
izleyecekleri iki yol vardir; elektronlar ya 6mege garpip geri yansirlar ya da 6rnekten gegerler. Ornekten gegen
elektronlar gegirmeli elektron miicroskobinin konusudur. Taramali elektron mikroskobunda inceleme, drnek
lizerine gonderilen elektron demetinin (primer elektronlar) drekten yansimasi sonucu olusan elektronlarin
kullamlmasi esasina dayanir. Primer elektronlarin ornege penetre olmasi Ornegin atomik numarasina,
bombardiman sirasindaki enerji yoguniuBuna ve dregin egimine baghidir (Yanez ve Barbosa 2003). Ismlar ve
ornek arasindaki etkilesim kullamlarak, farkli tiir inceleme yontemleri sayesinde 6rnek hakkinda ¢ok gegitli
bilgiler edinilebilir. Ornegin gegirmeli elektron mikroskobu (Transmission Electron Microscope-TEM) Srnekten
alinan kesitten gecen elektronlarin farkli agilarla yayilmasindan kaynaklanan kontrast bir gériintii olugturur.
Taramali elektron mikroskobu (Scanning Electron Microscope-SEM) ise yansiyan elektronlart kullanarak
goriintii olusturur. Ornekten yansiyan elektronlar geri yansiyan elektronlar, ikincil elektronlar ve x-1gint demeti
olmak lizere ii¢ ¢esittir ve hepsinin kullanimi farkli amaglar i¢indir (Sekil 2.1.).

2.1.1. Geri yansiyan elektronlar (Backscattered electrons)

Gelen elektronlarla yanstyan elektronlarin enerji diizeyleri aymdir yani bu elektronlar rmege garptiktan
sonra enerjilerinden kaybetmeden geri yansirlar (Sekil 2.1.’de d). Bu elektronlar kullanilarak 6rnekteki kimyasal
faz farkhiliklar1 hakkinda ve az da olsa 6rnegin topografisi hakkinda bilgi edinilebilir.

2.1.2. Ikincil elektronlar (Secondary electrons)

Bu elektronlar Srnekteki bir atomun yiiksek enerjili elektron demetini sogurmasi ve diisiik enerjili bir
elektron demeti yaymasi sonucu ortaya ¢ikan elektronlardir (Sekil 2.1.’de e), 6rnek iizerine gelen elektronun
enerjisi yansiyan elektrondan daha fazladir. Ikincil elektronlar SEM’de goriintti almada en sik kullanlan
elektronlardir ve Ornegin topografik resminin olusmasim saglarlar. Bu elektronlarin olugturdugu sinyalle
blyiikliik, yayilim ve &rnegin morfolojisi hakkinda bilgi edinilir (Yanez ve Barbosa 2003). Bu tlir sinyaller
kinetik enerjileriyle simrlidirlar, 6rnek tarafindan biitiin elektronlar 50 kV’dan daha dilsitk bir enerji ile yansirlar
(Goldstein et al. 1992).



2.1.3 X-Isin1 demeti

Gelen elektron demetinin &rnekteki bir atomun i¢ yoriingelerinden bir elektron koparmasi ve bunun
yerine dig yoriingelerden bir elektron ge¢mesi sonucu olusan x-igin1 demetidir (Sekil 2.1.°de f). Bu ism

yayihmiyla da 6rnegin elemental analizi yapilabilir.

A /
a

Sekil 2.1. Ornekten yansiyan elektron demetleri: (E) primer-gelen elektronlar (d) geri yansiyan elektronlar, (e)
ikincil elektronlar, (f) x-151m yayilimlar:

2.2. Taramah Elektron Mikroskobunun Temel Yapisi ve Calisma Prensibi

SEM’de goriintli olusturma &rnek lizerine gonderilen elektron demetinin 6rnekten yansimasi ve
yansiyan sinyallerin algilanmasi esasina dayanir. SEM ile yapilan galismalarda elde edilen goriintiiler ii¢ boyutlu
goriintiilerdir. SEM tekniklerinin kullanilmasi goriintillerde mitkemmel alan derinligine ve ii¢ boyutlu
morfolojiyi tanimlamaya oldukga elveriglidir (Yanez ve Barbosa 2003).



Sekil 2.2, Taramal: elektron mikroskobu

2.2.1. Taramah Elektron Mikroskobunun Temel Yapis1

Elektron Tabancasi: Kolonun en dst kismmda bulunur, elektron kaynag: olarak gorev yapar. Isitilan

tungsten filamandan ayrilan elektronlar vakumlanmis kolon iginde anoda dogru hiz kazanarak hareket ederler ve
mikroskobun merkezinde yer alan kondansér mercefinden gegerler, bdylece 1-30 kV arasinda belli bir voltaj
olugmas saglanir (Chescoe ve Goodhew 1990). Burada yer alan &zel bir aygit ayni zamanda tabancayi terk edip

ornek tizerine gonderilecek elektron sayisim kontrol eder.



Elektron
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1= Elektron
Igin demeti
Kondansir
mercegi
Izin saptiric
‘-!I Tarama jeneratiri
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Primer elektranlar
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elektranlar \
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Sekil 2.3 Taramalr elektron mikroskobu yapisi

Kondanstr Mercegi: Manyetik bobinlerden olugurlar, modern mikroskoplardaki biitiin mercekler ayni

yontemle caligir. Mikroskobun eksenine paralel olacak sekilde elektromanyetik alan yaratirlar (Chescoe ve
Goodhew 1990). Elektron tabancasindan ¢ikan elektronlar: sikigtirip bir elektron demeti olusmasini saglarlar.

Isin Saptirici: Olusan elektron 15m demeti 1gin saptirici adi verilen manyetik bobinler tarafindan

saptirilir, bdylece elektronlarin érnek tizerinde gizgiler seklinde tarama yapmasi saglanir.

Objektif Mercegi: Elektron demetinin drnegin lizerine odaklanmasinda gorev alir. Objektif lensinin
icinde platinden yapilmis bir disk bulunur. Gorevi lens hatalarim en aza indirmek ve goriintiiniin derinligini

ayarlamaktir.

Omek Tutucu: Ornek odacifi adi verilen kisimda yer alir. Mikroskopta incelenecek olan
orneginyerlestirildigi boltimdiir. x, y, z, diizlemlerinde hareket ederek, 6rnegin saga sola hareketini ya da 6rnegin
kendi etrafinda dénmesini (R) ve yatirilmasini (T) saBlayarak incelenecek yiizeyi degistirmeyi ve goriintii almay:
kolaylagtirir.

Dedekttrler: SEM’de yapilacak olan incelemeye gore degisik enerji diizeylerinde yansiyan elektronlar:
algilayan sistemlerdir. Ornek ylizeyine garpip yansiyan elektronlar burada toplanir ve PMT’ye aktarilirlar.



Ornekten yansiyan elektron gesitlerine gére degisik dedektdr tipleri vardir. Mikroskoplarin birgogunda
iki-ti¢ tip dedektdr bir arada kullanilabilir. Ornegin ve dedektorlerin konumu gelen elektron demetinin 6rnege
ulagmasina izin verecek ve drnekten yansiyan elektronlarin miimkiin oldugu kadar ¢ok toplanmasini saglayacak
sekilde ayarlanmalidir. Dedektorlerin sabit olmas: nedeniyle elekironlarm daha iyi yakalanmasini saglamak igin
ornegin yeri degistirilir, 5rnek egilir ya da ekseni etrafinda dondiiriiliir.

Ikincil elektronlan yakalamak igin genelde Everhart-Thornley dedektorii kullanilir. Dedektor, 6mekle
arasinda yaklagik 45° a¢1 bulunacak sekilde yerlestirilir. Genis yayilim g6steren ikincil elektronlarin dedektor
tarafindan tutulabilmesi igin dedektorle 6rnek arasmdaki egimin iyi ayarlanmasi ve 6rnek-dedektor arasindaki

mesafenin en aza indirilmesi gerekmektedir.

Yiiksek enerjili geri yansiyan elektronlar i¢in de Everhart-Thornley dedektérii ikincil elektronlarin bu
dedektor tarafindan algilanmasmi engelleyecek 6zel bir mekanizma ile birlikte kullanilir. Dedektor ile drnek
arasindaki ag1 90° olmalidir. Bu pozisyonla dedektdr drnekten yansiyan geri yansiyan elektronlarin ¢ogunu
yakalayabilir.

X-i5m1 dedektodrleri 6rnefe miimkiin oldugunca yakin yerlestirilir. Silisyum (Lityum) yari iletken
dedektor hareket edebilen bir mekanizma iizerine yerlestirilir ve boylece drnek ile dedektér arasmdaki mesafe
ayarlanabilir. Ornege 45°’lik agtyla ve yakin yerlestirilen dedektorlerin, 45°’lik agtyla ve uzak yerlestirilen
dedektorlerden daha iyi sonug verdigi tespit edilmistir (Chescoe ve Goodhew 1990).

Isin Cogaltici Tiip (Photo Multiplier Tube-PMT): Detektorierce tutulan elektronlarin olusturdugu

sinyaller burada amplifiye edilir ve bu sinyaller saysal analog ¢eviricilere aktarilarak sayisal goriintiiniin

olugmasi saglanir.

Vakum Sistemi: Elekiron mikroskoplarindaki vakum sisteminin iki temel dzelligi vardir. Iiki, elektron
demetlerinin gaz molekiillerine ¢arpip sagilmalarim engellemek ve elektron tabancasindan Ornege giden
elektronlarin bir metre yol alabilmelerini saglamak igin kolondaki havay: uzaklastrmaktir. Ikinci 6zelligi ise
Ornegin, lenslerin ya da elektron tabancasmm havadaki gazlarla (6zellikle karbon) kontamine olmasini
engellemektir. Giiniimiizdeki vakum sistemleri kolon igindeki basmci 10°-107"' mm Hg’ye kadar
diigiiriilebilmektedir ki bu da hava basmcinin yaklagik 1/1,218,000” i kadardir (Chescoe ve Goodhew 1990).
Vakum elde etmek i¢in birkag tiir pompa ardarda yerlestirilerek dereceli vakum saglanir.

a) Dairesel Pompa: Gaz1 uzaklastirmak igin kullamlan en basit mekanik pompalardir, bunun igin yag
tankina gdmillmiis devirli vanalar kullamlir. Olduk¢a ucuz maliyeti olmasina kargin giirtiltiilii ¢alismasi, koku
yapmasi ve titremeye neden olmasi nedeniyle ancak ¢ok gerekli oldugunda kullamirr.

b) Turbomolekiiler Pompa: Giiniimiizdeki birgok elektron mikroskobunda dairesel pompayla birlikte
bulunmaktadir. Olduk¢a hizli dénen bir fan sistemi ile ¢aligir ve gazi bogaltim sisteminden digar: atar. Atmosfer



basmcin 107 Torr’a kadar dsiirebilir ve sistemin yag ile kontamine olmasini engelleyici 6zelligi vardir. Fanin
¢ok hizh devir yapmas yiiziinden 8mrii azdir.

¢) Difizyon Pompasi: Yag ya da civa ile galigir. Yag ve civa isitilinca oldukga fazla buhar
olusturabilirler. Difiizyon pompalari, basing 10~ Torr'un (10 Pa) altindayken iy gorebilir, bu nedenle
mikroskobun basinc: dairesel pompa ile diislirilmelidir. Dezavantaji; 1sitilarak olugturulan buharm kolondan
uzaklagtirilmasmin zorlugudur. Birgok taramali elektron mikroskobunda difiizyon ve dairesel pompa yerini
turbomolekiiler pompaya birakmistir.

2.2.2. Taramal Elektron Mikroskobunun Caligma Prensibi

SEM basit olarak kapali devre bir televizyon sistemi gibi karakterize edilebilir. Mikroskop siitununun
ist kisminda bulunan elektron tabancasinda yer alan ve katot gérevi goren tungsten filamammn isitilmasiyla
elektronlar yayilmaya baglar. Katot genelde 1-30 kV arasinda tutulur. Elektron tabancasi elektron kaynag olarak
gorev yapmaktadir.

Tabancanin alt kisminda ii¢ sira olarak dizilmis elektromanyetik lens yer alir. Bunlar hem elektron
tabancasindan ¢ikan elektronlara hiz kazandirirken hem de elektronlarin kiigiik bir noktada odaklanmasini
olanakli kilarlar, béylece bir elektron demeti olugturulur.

Olugan elektron demeti 151 saptirict bir mekanizma yardimiyla 8mek iizerinde taramalar yapar. Ismn

saptiricilar objektif merceginin iist kisminda yer alir.

Omek odas1 mikroskop stitununun taban kisminda ve elektron demeti dogrultusunda yer alir. Ornek

odasindaki tablaya ornek yerlestirilir ve bu tablann ¢esitli eksenlerde hareket etmesi yardimiyla drnek incelenir. .

Objektif lensi elektron demetinin 8rnek ylizeyine diismesini saglar. Isin saptiricilarca tarama yapan
ismlar objektif merceginden gegerek drnek ylizeyine ulagirlar. Ornege en yakin olan bu kismin temiz olmas: ve
dogrultusunun degismemesi gerekmektedir. Boylece yliksek ¢Ozinlrlikk saglanabilecegi gibi astigmatizm
hatalar1 ve elektron y151lmasi nedeniyle olusacak kirlilikler de engellenmis olur.

Diflizyon pompasi ve dairesel pompa siitun ve 6rnek odas1 kisminda yer alir. SEM’in en iyi sekilde
¢aligabilmesi i¢in 6rnek odasi ve siitundan uygun vakumda tutulmasi gerekmektedir. Bu vakum diizeyi genelde
107 Torr’dan daha diisitktiir. Ornek odasindaki vakumun kalitesi ¢oziniirligii arttiracagi gibi kontaminasyonu
da en aza indirir. Uygun olmayan vakumda hidrokarbonlar elektron demetinin dogrultusunu bozacak ve
kontaminasyon gok hizl1 ger¢eklesecektir.



2.3. Taramal Elektron Mikroskobu Cesitleri

2.3.1. Kriyo-SEM

Orneklerin dondurulup incelenmesine yarayan bir sistemdir. Bu incelemeyi yapabilmek igin taramali
elektron mikroskobunda diiglik sicakliklarda incelemeyi saglayan &zel bir aparatin takilmas: gerekmektedir. Aym
zamanda sogukta preparasyonu saglayacak aletlerin de bulunmas: gerekir. Ornekleri dondurma islemi sirasmda
daha ¢ok s1vi nitrojen kullanilmaktadir.

Kriyo-SEM’in kullanilmasiyla oda isisnda sivi halde bulunan dis macunu, dondurma, bal gibi
maddelerin incelenmesi saglanabilir. Incelenecek materyallerin 6nce dondurulup sonra kirilmas: yéntemiyle de

bu materyallerin igyapilar1 dogal olarak incelenebilir.

Bu yontemle kimyasal fiksasyon asamasmin kaldiriimasiyla ornekteki dogal yapilar korunarak
incelenebilmektedir. Dehidrasyon sirasinda olabilecek ince yapilarin kaybr da dehidrasyon agamasmna ihtiyag
duyulmadigindan ortadan kaldirilacaktir. Preparasyon asamasi 10dk kadar kisa olabildiginden zaman kaybi

yasanmayacakitir.
2.3.2. Cevresel Taramah Elektron Mikroskobu (Enviromental Scanning Electron Mikroscope-ESEM)

Yeni bir teknik olan ESEM klasik SEM’in biitiin avantajlarina sahip olmakla birlikte ek olarak
vakumun &rnek gevresinde olugturdufu baskiyr ortadan kaldirmaktadir (Danilatos 1991). ESEM’in temel

avantajlari su sekilde siralanabilir:

1)  Kontaminasyon ESEM’e zarar vermez. Kirli ve digariya gaz veren 6rnekler preparasyona tabii tutulmadan

incelenebilmektedir.

2) Omek odacigindaki gaz iyonizasyonu yitklenme etkisine sebep olan gegirgen olmayan Grneklerin
gortintiilenmesini miimkiin kilar.

3)  Ozel bir detektoriin kullanilmas1 nedeniyle 1siya duyarlilik ortadan kaldirilir ve 1st iligkili galigmalar
yapilabilmektedir. Ornegin; oksidasyon-korozyon (Link 1993), lehim ve maden pargalarmnin yapistiriimas

¢alismalan (Kirchner 1993), polimerizayon siirecinin in situ incelenmesi (Manero et al. 1999).

4)  Islak orneklerin kurutulmasmna gerek kalmamaktadir. ESEM ortama doygun su buhart vererek Srnegi
tamamiyla sulu tutmaktadir.

5) ESEM olduk¢a dinamik bir stiregtir. Hidrasyon, dehidrasyon, dondurma, 1sitma testleri olduklar anda
kaydedilebilmektedir (Tartera et al. 2000).



6)  ESEM’de yapilan incelemelerde minimal preparasyon kullanildig) i¢in artefaktlarin olugmasim engeller ve

zaman kazancin arttirir, gok gesitli 6rneklerin incelenmesini olanakli kilar (Manero et al. 2003).

2.4. Elektron Mikroskobunda Goriintii Almada DegZiskenler

2.4.1. Hzlandinlmis Akim (Accelerating Voltage)

Ornek iizerine gonderilen elektron miktaridir,

Hizlandirilmis akim ne kadar az olursa Srnek ylizeyine garpan elektron miktari da o kadar az olacaktr,
Eger 6rnegin yiliklenmeye karst dayamiklilifi azsa &rnek lizerine génderilen kV’nin azaltilmasiyla garpan
elektron sayisi1 belli bir dengede tutulur ve bu problem ¢ozilebilir. Hizlandirilmig akimmn azaltilmasiyla
6meklerde yiiklenme olmayacak ve bazi 6rnekler altin ya da karbonla kaplanmadan incelenebilecektir (Chescoe
ve Goodhew 1990). Ancak unutulmamalidir ki en iyi goriintiiye ulagabilmek i¢in iletken olmayan Srneklerin

kaplanmasi zorunludur.

Genelde SEM’de ¢ozimiirliigii arttirmak igin 20-30 kV kullaniimaktadir. Ancak caligilan kV 8lgiitii
6mek ylizeyine de bagl olarak degistirilebilir. Genelde diizglin ylizeye sahip 6rneklerin incelenmesinde diigtik
kV yeterli iken piiriizlii yiizeylerin incelenmesinde yiiksek kV’ye ¢ikilmaktadir (Chescoe ve Goodhew 1990).
Diisiik kV’da sinyali optimize etmek igin anot ile katot arasindaki mesafe azaltilir bu da anodun bagka bir
geometriyle yerlestirilmesiyle miimkiin olabilir.

Ornek iizerine gonderilen elektronlarin fazla olmasi genelde alinan goriintiide ayrinti kaybina,
golgeleme etkisi dedigimiz gok fazla aydmlk ve gok fazla karanlik alan olusmasina, 6rnekte yiiklenmeye ve
buna bagli olarak da drnegin zarar gérmesine neden olur. Ancak rnek tizerine ne kadar ¢ok elektron gonderilirse
¢oziiniirliik ad1 verilen, yani iki noktanin ayirt edilebilme giicii de o oranda artacaktir. Buna gére 8rnek lizerine
gonderilen akim ne kadar diigiik olursa ¢oziiniirlik o aranda azalacaktir ancak olumlu olarak Ornek
yliklenmeyecek, hasar gbrmeyecek, golgeleme etkisi azalacak ve drnek ylizeyindeki ayrint1 kaybi da o oranda

engellenmis olacaktir.

Taramali elektron mikroskobunda inceleme yaparken her Srnegin en iyi goriintiiyil verebilecegi
optimum akim bulunmaldir. Digiik voltajdan yliksek voltaja ¢ikilarak uygun deger bulunursa Ornegin
yiiklenmesi ve sonuncunda da bozulmasi da 6nlenmis olur. Ornek tizerine gonderilen akim ne kadar bityiik
olursa polimerlerin yiiksek bitylitmede incelenmesi sirasinda ve 6zellikle 8l¢limlerde hata orami o kadar yiikselir
(Yanez ve Barbosa 2003).
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Sekil 2.4. Hizlandwilmis akimin goriintii almadaki diger degiskenlerle iligkisi

2.4.2, Golgeleme

Alinan mikrograflarda ¢ok aydmlhk ya da ¢ok karanhk alanlarin bulunmasma golgeleme denir.
Golgeleme etkisi nedeniyle ylizeyde ayrint1 kaybi olacagindan istenmeyen bir degiskendir.

Géolgelemenin nedenlerinden biri incelenen drnek yiizeyinin diizgiin olmamasidir, bu gélgeleme etkisini
arttirir, Ylizeyden yansiyan elektronlarin sinerjisiyle incelenen alanda ¢ok aydinliga ve karaliga neden olmast da
golgeleme ozelligini arttiran bir diger degiskendir. Hizlandirlmig akimin az ya da gok olmasi da golgelemeye
sebep olabilir. Yiiksek voltajda gblgeleme etkisi artar.
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Sekil 2.5. Diizgiin olmayan yiizeylerde elektronlarin yansima gekilleri. (a) gikintily yiizey (B) sivri kenarl:
yiizey (c) yuvarlak yiizey

2.4.3. Ornek Egimi

Ornek egimi de gorlintli almadaki degiskenlerdendir. Taramali elektron mikroskobunda 6rnek
incelenirken 6mege kazandirilan her egim farklh bir ylizeyi inceleme sansi verecek bu da farkli topografik

bilgiler saglar.

Ornege verilen optimum egimle drnekten yansiyan, detektorierde toplanan ikincil elektronlarin miktar:
o oranda artar ve alman goriintiiler daha iyi goriintiiler olur. Omek ylizeyine uygun egim verilince; drnek
yiizeyindeki parlaklik farkliliklari ortadan kalkar.

2.4.4. Geri Yansiyan Elektronlar (Backscattered Electrons)

Geri yansiyan elektronlar1 kullanarak ornek hakkinda iki gesit bilgi elde edilir. Ik olarak uygun
boyamalarla ve uygun preparatlarla kimyasal kompozisyonu hakkinda, ikinci olarak da ikincil elektronlardan
elde edilen kadar iyi olmasa da rnegin topografisi hakkinda kismi bir bilgi edinilebilir.

Geri yansiyan elektronlar gliclit olarak drnekten yansidiklar: igin bunlarin yayilim alanlar1 da o &lgiide
genistir. Bu nedenle bunlarm olusturduklar1 goriintiide ¢oziinlirlik ikincil elektronlarm olugturduklar:
gortintiideki ¢oztinlirllife gore daha diliiktiir. Belirli bir alandan alinan veri bunlarda daha dagmiktir. Ne var ki
bunlar ikincil elektronlardan daha yiiksek enerjiye sahip olduklarindan 6rnek bu elektronlar kullanildiginda
yiiklenmeye ve kontaminasyona daha dayanikli olur.

Ornegin yiizey topografisi hakkinda elde edilen bilgi, geri yansiyan elektronlarm sayisi ve drnegin
atomik numarasmin iligkisi sonucu olugan kontrast nedeniyle baskilamir. Eger bu sinyaller ortadan kaldirilirsa
topografik bilgi tekrar elde edilebilir (Chescoe ve Goodhew 1990). Ornek izole edici bir tabakayla kaplanirsa
ikincil elektron goriintiileri 6rnegin yliklenmesini engeller. Biitiin taramali elektron mikroskoplarinda ikincil

elektron detekt6rii olmasina kargin geri yansiyan elektron detektorleri sonradan eklenebilir.
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Sekil 2.6. Geri yansiyan elektronlarla alinan damar Sekil 2.7. Geri yansiyan elektronlarla alman
ici goriintiisi (Biyiitme:750x) siinger goviintisi (Biyiitme:350x)

2.4.5. Ornegin Yiiklenmesi

Taramal elektron mikroskobunda inceleme yapmak igin 6rnegin tzerine elektron gtnderilir. Bu da
demek oluyor ki 6rnek inceleme sirasinda elektron bombardimanina tutulur, bu bombardiman sonucu &rnek
yiiklenebilir. Ornegin yliklenmesi alinan mikrograflarda normal olmayan kontrasta sebep olurken ayn1 zamanda
goriintiide ve preparat yapisinda deformasyona sebep olur.

Bu istenmeyen sonuglarm olmasmi engellemek igin hem 6mek tizerine gonderilen kV diigtirtilmelidir
hem de 6rnek iizerine gelen elektronlarla Srnekten yansiyan elektronlar arasinda 6rnege verilecek uygun bir

egimle denge saglanmalidir.

Yiiksek voltajda 6rnegin yiiklenmesi sonucu goriintiide olduk¢a fazla kontrast olusur ve buna bagh
olarak da ayrmtilar kaybolur. Ornek {iizerine gonderilen akim siddeti azaltilinca bu kontrast ve ornegin
yitklenmesi etkisi ortadan kaldurir.

2.4.6. Ornegin Orselenmesi

Omnek tizerine gonderilen akim miktarinin fazla olmasi, drnegin akima birakildig: slirenin uzun olmasi

ve Ornegin yapisindan kaynaklanan nedenler 8rnegin drselenmesine sebep olabilir.

Ornegin zarar grmesini engellemek igin; génderilen akim giddeti minimumdan baslayarak arttirilir,
bdylece optimum akim siddeti bulunurken 6rnek daha az bombardimana maruz kalacagindan daha az hasar
gorecektir. Ayni zamanda 6rnegin kaplama kalinhgm degistirmek de Ornegin zarar gérmesini engeller (kaplama
islemi ornegi iletken hale getirdigi igin Uzerinde elektron birikmesini engelleyecektir). Oregin elektron
bombardimanina tutuldugu siirenin azaltilmastyla da 6rek hasara ugramaktan alikonulabilir.
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2.4.7. Kontaminasyon

Gorlintii alirken istenmeyen gaz ¢ikigi nedeniyle incelenen kisimda kararma ve bozulma meydana gelir.
Bu gaz ¢ikig1 6rnegin kendinden, 6rnegin yapistinldifi yapistiricidan ya da 6rnek ve yapistiricr arasindaki
etkilesimden kaynaklanabilir. Ornegin kendinden kaynaklanan kontaminasyona uzun elektron bombardiman

nedeniyle 6rnekten ayrilan karbon atomlari neden olur.

Kontaminasyonu engellemek igin yapistirici az kullanilmali, 8rnefin bombardimana tutuldugu stire
azaltilmali ve inceleme sirasinda miimkiin oldugunca kiigiik biyolojik materyaller kullanilmalidir.

2.4.8. Calisma Arah@ (Working Distance-WD)

Objektif mercegiyle Ornek arasindaki mesafeye denir. Bu mesafe ne kadar kii¢tik olursa odaklanan
alandaki ¢6ziintirlikk o derece artar ancak alan derinligi denilen, yani goriintliniin her yerinde aym derecede netlik
saglayabilme olasili31 o oranda azalir. Caliyma mesafesi blytidiikge ¢ozlinlirlik azalir ancak bu kez de alan
derinligi artar,

Asagida Sekil 2.8. ve Sekil 2.9.’da goriildiigti gibi 3mm’lik ¢aligma mesafesinde ¢oziiniirlik fazlayken
alan derinligi azalmstir. ikinci resimde ise WD 38mm’ye ¢ikarildiginda alan derinligi artmis ancak ¢6ziiniirlitk
azalmagtir.

Sekil 2.8. Ovosit goriintiisit WD:3mm Sekil 2.9. Ovosit goriintiisii WD:38mm

13



| Yiksek cozinriik | | Disgik alan derinligi |

Cahgma araliji g’g
i

[ Dustk gozunoriok | Biiyiik | Yiksek alan derinligi |

Sekil 2.10. Calisma mesafesinin gorintii almadaki diger degiskenlerle iliskisi

2.4.9, Sayisal Aciklik (Aperture Size-NA)
Objektif lensinin agiklifna denir.

Bu agikligin ayarlanmasiyla Srnekteki birim alana diigen akim yogunlugu ayarlanabilir. Sayisal agiklik
ktigtildiikge alan derinligi ve ¢oziiniirlik artacaktir, ancak bu gdriintiiniin kumlu olmasmna neden olur. Eger
sayisal agiklik artirihirsa alan derinligi ve ¢oziinlirlitk azalacaktir. Geri yansiyan elekironlarla yapilan analizlerde
ve X-15m1 analizlerinde sayisal agikhifn bitylik olmasi tercih edilir, bu sekilde 6rnek lizerine gelen akim daha
siddetli olur. '
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[ Yiksek akim ] | Disik cézinirlik |

(BE, X-151m analizleri)

| Dusilk alan derinligi |

Z

| Yiksek cozunurik |

| Kumlugérunta |

Y0ksek alan derinligi

Sekil 2.11. Sayisal agikiigin gorinti almadaki diger degiskenlerle iligkisi

Sekil 2.12. Kiimiilils ovosit kompleksi goriintiisii Sekil 2.13. Kiimiiliis ovosit kompleksi gorintiisii
NA:30 ym NA:50 um
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Ustteki resimlerde alman gorintiilerde sayisal agikligin kiiciilmesiyle alan derinliginin ve ¢dziiniirliigiin
artmakta oldugu, sayisal agiklifin blylimesiyle ise hem alan derinlifinin hem de ¢bzinirligin azaldig
goriilmektedir.

Elektron mikroskobu mikrograflarinin en iyi sekilde olmasi igin astigmat hatasmnin ortadan kaldirilmasi
gerekir, astigmat hatasi gelen 15min dogru aksta gelmemesinden kaynaklanir. Goriintli almada diger degiskenler
optimum aydinlik ve kontrastin bulunmasi gibi gorlintiiyii alan kisiye bagh olarak degisebilecek degiskenlerdir.
Goriintii alma cihazin kendisinden, ¢aligilan laboratuvar kogullarindan etkilenebilir.

2.5. Taramah Elektron Mikroskobu i¢in Doku Hazirlama Yontemleri

SEM’in hiicreler ve yumusak dokular i¢in kullanilmaya baglamasi iizerinden uzun bir siire ge¢mistir.
Isik mikroskobuyla karsilagtirildig1 zaman alan derinligi ve ¢oziintirlikte sagladig biiytik artig sayesinde SEM
canh bilimlerinde biyolojik yapilarin daha ayrintili olarak incelenmesine olanak saglamigtir (Kessel ve Shih
1976) .

Ancak SEM’in kullaniminda gegmiste bazi problemler ortaya g¢tkmugtir. Bécek agzi, polen kemik, dig
gibi morfolojik yapilarnin korunmas: kolay olan sert materyallerin SEM’de incelenmesi basariyla
gerceklestirilirken yumugak, sulu dokularmm korunmasinda zorluklar bag gdstermistir. Bu zorluklar ilk tespit,
ikincil tespit, dehidrasyon, kurutma ve kaplama gibi yontemlerin geligtirilmesiyle ortadan kaldirilmaya
¢alisiimigtir,

Ik olarak taramali elektron mikroskobu gahgmalarinda dis, sag, kemik, tinak gibi sert dokular
kullanilmigtir (Boyde ve Stewart 1962). Bu tiir 6rnekler daha 6nce bahsedildigi gibi kurutma agamasinda 6zgiin
yapilarmi koruyabildikleri gibi disiik voltaj ve diislik bilyiitmelerde metal kaplamaya gerek duyulmaksizin
incelenebilirler. Kayalar, kabuklular, kiigitkk bocekler ve polen gibi bitki yapilari ise SEM’de tespite gerek
duyulmadan incelenebilirler. Ancak goriintlilenmeden nce bu yapilarin altin-paladyum, karbon gibi iletken
maddelerle kaplanmasi elektron bombardimanina tutulduklarinda Srneklerin yliklenmesi gibi etkileri ortadan
kaldiracaktir. Genelde EM’da incelenecek drnekler vakum altinda tutulurlar ve basing 107* ile 107 Torr arasinda
degisir.

2.5.1. Tespit (Fiksasyon)
Incelenen canli ister bitki ister hayvan olsun i¢ ve dis yapisi aragtirilirken miimkiin oldugu kadar dogal
yapisina uygun kalsin istenir. Biyolojik materyallerin incelenmeleri sirasinda dogal yapilarim kaybetmemeleri

i¢in tespit edilmeleri gerekir.

Ancak canlilardan alman orneklerde protein igerdiklerinden dolay: bunu saglamak oldukg¢a zordur.

Tespit islemi Ornekteki proteinleri geri doniisiimsiiz olarak lineer hale gecirirken lipidlerin de birbirlerine
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sabitlenmesini saglar. Aym zamanda tespit edilen doku tespit islemi sayesinde sonraki iglemlerin zararlarma

kars1 da korunmus olur.

Hiicrelerin, Dokularin ve Organlarin Kimyasal Tespiti:

SEM c¢ahismalar1 sirasinda ¢esitli tespit ¢ozeltileri denenmigtir. Genelde fiksatiflerin ¢ogu TEM’de
kullanilanlara olduk¢a benzemektedir.

D %1 ya da %2’lik osmiyum tetraoksit (OsO,) 0,5 M ya da 1,0 M sodyum fosfat ya da sodyum kakodilat
tamponu i¢inde ¢8ziilmiis (pH:7,2-7,4)

2) %1,5-3 gluteraldehit (GA) 0,5 M ya da 1 M’lik sodyum fosfat ya da sodyum kakodilat tamponunda
(pH:7,2-7,4)

3) Karnowsky’s ((Karnowski 1965) paraformaldehit-gluteraldehit fiksatifi

4) Trump’s paraformaldehit-gluteraldehit fiksatifi

5) GA ve 0sO,’ten olusan “kokteyl” fiksatif. Daha ¢ok %1,25’lik GA ile %2’lik OsO,’lin 0,1 M sodyum
kakodilat tamponu iginde (pH:7,2-7,4) hazirlanmasiyla elde edilir.

Biyolojik materyallerin tespitinde daha ¢ok aldehit grubu tespit ¢ozeltileri tercih edilir: Bunlardan
baglicalar1 gluteraldehit (GA) ve formaldehittir (FA). Gluteraldehit ve formaldehitin 0,1 M fosfat tamponu iginde
¢ozlinmiis %2,5-3’luk ¢dzeltileri pH: 7,2-7,4 olacak sekilde kullanilir. Ancak daha ¢ok su igeren dokularda pH
daha alkali olarak ayarlanabilir (pH:7,6-8,0).

Yaygin olarak drnekler éncelikle ilk fiksatif olarak kullamlan GA ile tespit edilir, bunu bir tampon
gozeltisiyle yikama takip eder ve ardindan ikincil fiksatif olan OsO, kullanilir. Hem GA hem de OsO,
nonkoagiile fiksatiflerdir (Hayat,1970). Baz: durumlarda ise dokularin sadece OsO, ile tespit edilmesi
miimkiindiir.

Genelde tespit ¢ozeltisinin dokuya girme stliresi 1mm igin 1 saattir, kisa stire yapilan fiksasyon dokunun
tam olarak tespit olmamasina neden olurken uzun stiren fiksasyon ise dokuda kirilmalara yol agar. GA, FA’ya
gbre daha yavag penetre olan bir fiksatiftir aym zamanda toksik 6zellik gosterdigi icin ¢alisilirken dikkatli
olunmalidir. OsO, de dokulara GA gibi olduk¢a yavag girer. Bu nedenle iyi bir fiksasyon igin drneklerin kiigiik
doku bloklar1 halinde hazirlanmalan gerekmektedir. Ek olarak GA’da fiksasyon dokular igin yaklagik 24-48 saat
kadar siirer ve bu siire zarfinda fiksatif iki kere degistirilmelidir (Kessel ve Shih 1976).

Birgok tek hiicre §rnegin; protozoa, kan hiicreleri, sperm vb gibi fiksatifin osmolalitesine karg: olduk¢a
duyarhdir (Bessis ve Weed 1972). Ornegtin memeli eritrositleri hipertonik ortamda yiizeylerinde ¢ikintilar olugur
ya da hipotonik ortamda bikonkav yapilarmi kaybederek yuvarlaklagirlar, Béyle durumlarda fiksatif
yogunlugunu fiske edilen dokuya yaklastrmak gerekir. Bunun i¢in fiksatife siikroz ekleyerek osmolalitesi

ayarlanir.
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Mukus tabakasiyla kaplh olan mide, bagirsak, trakea gibi dokularin fiksasyonunda OsO, kullanilmasi
olduk¢a yaygmdir. Ancak bu dokularn fiksasyondan 6nce bir tampon ¢ozeltiyle ya da Ringer’s soliisyonuyla
yikanmasi gerekir. Doku bloklarindan mukusun uzaklagtirmasi igin Srneklerin %1°lik sodyum karbonat
cozeltisiyle yikanmasi gerekir. Sodyum karbonat ¢ozeltisinin hazirlanmasinda Ringer’s soliisyonu kullanilir, pH
hidroklorik asit ile 8¢ ayarlanir (Kessel ve Shih 1976). Genelde biyolojik materyallerin SEM igin tespiti
aldehitlerle yapilir ve fiksasyon stiresi saatlerden giinlere kadar degisebilir. Doku daha sonra tamponla, tuzla ya
da distile suyla 30-60dk arasinda degisen stirelerde birgok kez yikamr. Ardindan ikincil fiksasyon igin %1-2’lik
Os0, kullanilir ve bu tespit 1-3 saat kadar +4°C’de gergeklestirilir.

Biyolojik materyallerin SEM i¢in hazirlanmasi oldukga genis bir alandir literatiirde ¢ok g¢esitlilik

gosterebilir, eklemeler yapilabilir.

Laboratuvarlarda SEM ¢aligmalarinda en ¢ok kullanilan tespit ¢8zeltilerinin hazirlaniglar::

Trump’s Fiksatifi (4F:1G):

10 ml %37-40’1ik Formaldehit
4 ml %25’lik Gluteraldehit
1,16 g NaH,PO,

0,27 g NaOH

86 ml distile su

(pH=7,2-7,4)

+4 °C’de en az 3 ay saklanir

Gluteraldehit+ Kakodilat Cozeltisi:

%4’ liik stikroz

3,2 g kakodilat

10 ml %25 lik gluteraldehit
90 ml distile su
(pH=7,2-7,4)

+4 °C’de en az 3 ay saklanir

Karnovski Cozeltisi:

25 ml %4’ liikk formaldehit

5 ml % 25°1ik gluteraldehit

50 mI’ye tamamlanacak sekilde 0,2 M Sorenson sodyum fosfat tamponu
(pH=7,2-7,4)

+4 °C’ de 1-2 hafta saklanabilir
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%2.5°lik Gluteraldehit+ 0,1M OsO, Czeltisi
10 ml %25°lik gluteraldehit

10 ml 0,2 M sodyum fosfat tamponu

40 ml distile su

(pH=7,2-7,4)

+4 °C’ de 1-2 hafta saklanabilir

2.5.2. Suyunu Giderme (Dehidrasyon)

Omnegin igindeki suyun bir sonraki basamak i¢in hazirlanmasi igin araci ¢dzeltilerle yer degistirmesi
gerekmektedir. Bunun igin de daha ¢ok alkol, asteon veya toksik Ozellik gosteren amil asetat serileri
kullamlmaktadir. Omek sirasiyla %50 - %75 - %95 ve %100°lik alkollerden gegirilir. Bu sirada 6rnek igindeki
suyun alkolle yer degistirmesi kademeli olarak saglanir. Dehidrasyonun siiresi inceleme yapilacak materyale
gore degisiklik gosterebilir ancak genelde 3-5mm’lik dokular ve hiicreler i¢in her derisimde 15dk tutulmasi

yeterli olur.

Organ ya da doku bloklarmin dehidrasyon sirasinda taginmasi kolaydir ancak izole (tek) hiicrelerin (&r;
spermatozoa, protozoa) ince lamellere tutturulmasiyla ya da santrifiij tiipleri iginde dehidrate edilmeleriyle
gergeklestirilir. Santrifiij edilen hiicreler soliisyon degistirilmeden 6nce tlipiin dip kismindan alinir. Dehidrate
edilen 6rnekler saf alkol ya da asetondan alinarak kurutma islemine tabii tutulur.

2.5.3. Kurutma

Dehidrasyondan sonraki basamak kurutmadir. Kurutma biyolojik materyaller i¢in iki sekilde olabilir:

1-Havada Kurutma
2-Kritik Noktada Kurutma

Havada Kurutma: Bu tiir kurutma yumusak dokularin biiziilmesine neden olacagi i¢in daha ¢ok kemik,
dis gibi sert materyallerin kurutulmasinda tercih edilir. Kurutmada ortaya ¢ikan artefaktlar, eger hiicreler ve
yumusak dokular incelenecekse oldukga dnem kazanwr. Gegmiste drnekler genellikle tespit edilir, distile suyla
yikanir, vakumlu desikatdrde kurutulur ve hemen ardindan SEM’de ¢aligilirdi. Ancak daha sonralar1 havada
kurutma sirasinda hiicrelerdeki ve yumugsak dokulardaki suyun ya da tespit ¢6zeltisinin buharlagmasi sirasinda
olusan yiizey gerilimi nedeniyle yapilarinin bozuldugu gézlemlenmis ve bu yontem terk edilmigtir,

Kritik Noktada Kurutma: Bu teknik elektron mikroskobiye Anderson (1951) tarafindan kazandirilmistir
ve giiniimiizde CO,’nin kullanildig; kritik noktada kurutma yaygin olarak uygulanmaktadir (Anderson 1951).

Incelenecek olan 6rnegin havada kurutulmasi Srnekte deformasyona ve yapisinda hasarlara neden

olabilir. Bu tir hasarlarin birincil nedeni yiizey gerilimi etkisidir. Ornekteki sivi buharlagirken 6rnek, faz
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smirinda bulunan birgok gliciin etkisi altinda kalabilir. Ornek ortami olarak kullanilan suyun olugturdugu yiizey
gerilimi asetonun olugturdugu gerilimden gok daha fazladir. Havada kurutma sirasinda suyun olugturdugu yiizey
gerilimi sonucu olugan hasarm, suyun daha az yiizey gerilimi olugturan bagka bir siviyla yer degistirmesiyle

azalmasi beklenir.

“Maddenin Bulundugu Halin Devamliligy” adi verilen durum yiizey geriliminin sifira indirildigi bir
kurutma teknigidir. Sivilagtirilan gazin 1s1s1 arttirildifinda Srnekteki icblikey yapir diizelecek ve ylizey
geriliminde de azalma gorillecektir. Eer ylizey gerilimi ¢ok azalirsa siv1 ylizeyi kararsiz hale gelir ve sonugta
ortadan kalkar. Bu “Kritik Nokta’ya” ulagildifinda sividan gaza gegis sirasinda 6rnekte hal degisikligi
olmayacaktir. Siv1 igindeki bir 6rnegin kuru gaz ortama gegisiyle ylizey temasinin engelledigi belirlenmigtir bu
da kritik noktada kurutma olarak adlandirilir.

Sonugta CO,’ nin kullanimina kadar gotilren deneylerin prensibinde sabit kiitlede, degisik sicakliklarda
ve belli bir basing altinda gazin hacim degisikliklerinin 6l¢limii yer almaktadir. Sonuglar en iyi basing ve hacim
grafik serilerinde degerlendirilebilir. Sekil 2.14’te goriilen egriler izotermaller olarak adlandinlmigtir.

|
500 C
1500 4
Basing v &
1000 :
u
- as 20°C
/ \\ 10° C
huhar-sv buhar
Hacim

Sekil 2.14. CO; izotermalleri

10°C’deki izotermallere bakildiginda, diisiik basingta CO,’nin buhar halinde bulundugu ve R-S
noktalar1 arasinda gaz karakteristikleri sergiledigi goriilmektedir. S noktasindan sonra basingtaki ¢ok az artigla
buhar agamasmdan sivi agamasina gegtigi goriiliir. Bu doygunluk fenomeni olarak isimlendirilir. S-T arasinda
basmg gergek olarak sabit kalir. Bu sirada hacim azalir ve T noktasinda grafik neredeyse dikey hale gelir, bu
agamadan sonra basincin artmasiyla birlikte hacimde yok denecek kadar az degisiklikler goriiliir, siv1 baskidan
tamamen kurtulur. 20°C izotermalindeki karakteristikler de genelde bahsedilen gibidir ancak V ve W noktalan
arasinda kiigik farkliliklar goriiliir. 10°C’lik izotermalde S-T noktalar1 buhardan sivi hale gecis sirasinda
hacimde meydana gelen degisikligi g6stermektedir. Bu da doymug buhar ve sivimin yogunluklarmin birbirine
yaklagtiginin ispatidir. Dikey W’deki ¢ok az sapma yiiksek basingta baskimin yiiksek oldugunu gosterir. Bu
ipuglari da s1v1 ve gaz durumlar: arasindaki 6zelliklerin birbirine ¢ok yakin ve tesadiifi oldugunu gésterir. Buna
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ek olarak 31°C’deki izotermal dikey bir devamlilik gostermez. Bunun oldugu noktaya da kritik sicaklik denir ve
kritik basing ve yogunlukia ilgilidir. Eger bir sivi kritik sicaklia kadar isitilirsa yapida igbikeylik
goriillmeyecektir, ylizey gerilimi sifir olacaktir ve sivi ya da gaz 6zelliklerinin hangisini tagidi1 ayirt etmek
miimkiin olamayacaktir. Boylece durumda devamlilik saglanmig olacaktir. Bu ismin iizerinde gaz, basing
uygulamasiyla sivilagtirilamaz ve kesin olarak konusulursa bir madde yalnizca kritik 1sinm {izerinde gaz olarak
smiflandirtimalidir. Basing uygulamasiyla sivilagtirma olasilifmin oldugu daha diislik 1s1 da gaz buhar olarak

isimlendirilir.

Kritik noktada kurutmanm, sividan gaza gegisi ylizey gerilimi ve buna bagh etkiler olmadan
gergeklestirebilen bu nedenle de hassas biyolojik materyaller i¢in uygun bir kurutma teknigi oldugu anlagilabilir.
Tablo 1’de CO, ile birlikte yaygin olarak kullanilan maddelerin kritik deger sabitleri goriilmektedir. Yapilan
caligmalarda suyun direkt Ornekten uzaklagtirilmasi sirasinda oldukga yiiksek 1s1 hasarma neden oldugu
goriilmiigtiir.

KRITiK DEGERLER
MADDELER KRITIK SICAKLIK ( °C) KRITIK BASINC (psi)
Hidrojen (H,) -234,5 294
Oksijen (Oy) -118 735
Nitrojen (N,) -146 485
Karbon dioksit(CO,) +31,1 1072
Karbon monoksit (CO) -141,1 528
Su (H,0) +374 3212

Tablo 1. Kritik noktada kurutmada kullanilan maddelerin kritik sicakitk ve basinglar

Bu nedenle karbon dioksitin kritik noktada kurutma ybnteminde en uygun ortam olduguna karar
verilmis, bdylece gegis swvist (transitional fluid) olarak adlandiriimistir. Ancak CO, suyla uyumlu olmadigindan
CO,’ye uyumlu bagka bir sivimin 6nce suyla yer degistirmesi saglanir, buna da arac: svi (intermediate fluid)
denir. Ideal olarak drnekteki su gikarildig1 igin dehidrasyon swvist (dehidration fluid) da denilebilir. Bunun igin
her iki iglemin kullamldif1 yere veya zamana gére bu iglemler degisik isimlendirilirler. Ornek hazirlama

islemleri sirasinda hangi agsamada kullamldifina gére dehidrasyon sivisi ya da araci sivi adimnu alir.
a) ARA BASAMAK: Dehidrasyon ya da arac sivinin oldugu agamay: igine alir.
(Islak Ornek) H,O — Aseton — CO,— Kritik Noktada Kurutma— Kuru Ornek
Ormnek genelde degisik yogunluklardaki dehidrasyon sivisi ile muamele edilir, sonugta suyun bir aract
siv1 ile yer degistirmesi saglanir. Bunun nedeni araci sivinin olugturdugu yiizey geriliminin daha az olmasidir.

Buna bagli olarak da 6rnekte drnek odasmna taginmasi sirasmda meydana gelebilecek buharlasma sonucu olusan

hasarlarin en aza indirilmesi saglanmis olur. Ayrica bu CO, ile uyumlu oldugu i¢in kritik nokta kurutma

21




cihazinda (CPD)’de sert gergeklegen yikama iglemi sonrasinda &rnegin bozulmadan kalmasim saglar. Tablo 2°de
araci sivilarin ytizey gerilimi gorillmektedir.

(Islak Ornek) H,0— Aseton — %30%---%50 — CO,** — CPD( Kuru Ornek)
*50/60/70/80/90 her biri i¢gin 10 dk

** 3 kere yikama

CPD ICIN DEHIDRASYON SIVILARI/ARACI SIVILAR
MADDE YUZEY GERILIMI (dyn/cm)
Etanol 23
Aseton 24
Freon (113) 19

Tablo 2. Dehidrasyonda kullanilan swilarmn yiizey gerilim degerleri

Ornek arac1 siv1 iginde odaciga transfer edildikten sonra odacik araci stvinin gegis sivistyla yer

degistirmesi igin bir ka¢ kez yikanir.

b) GECIS BASAMAGI: yukarida belirtildigi gibi kritik noktada gegis degerleri belirlenmistir (CO, igin 31,1°C
ve 1072 psi). Ancak unutulmamalidir ki bu izotermaller belli bir kiitlede ve basing altinda degisik serideki
sicaklik sabitleri i¢in belirlenmistir. CPD uygulamalarinda gegig sivisi ile hacim sabit tutuldugunda baz: bilgilere
ulagilmugtir. Freon 13 ve nitroz oksit de siklikla olmasa da CPD’de CO3 yeriye kullamilabilir (Porter 1972).

CPD ICIN KULLANILAN GECIS SIVILARI

MADDE KRITIK SICAKLIK (°C) KRITIiK BASING (psi)
Karbon dioksit +31,1 1072
Freon 13 +28.,9 562
Freon 23 +25,9 495

Tablo 3. CPD igin kullamlan gegis sivilarinin kritik sicakitk ve 4kritik basing degerleri

Basinglar sicaklik uygulanmasiyla belirlenmigtir. Kritik noktanm altinda bir sivi alinir, kritik noktanin

uistlinde gazin gegisi belirlenir boylece baglangig ve bitis noktalar1 arasindaki iligkiye bakilir. Bu déngli CPD’nin
tasarim ve performansina baglidir. CO, izotermalleri (Sekil 2.15. ) giinlimiizde halen kullamlmaktadir. Oklar ise
CPD’de farkli durumlari temsil etmektedir.
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Basing

Degigen Hacim

Sekil 2.15. CO,; izotermalleri

X durumu (odacik yarisindan fazla dolu) goz oniine alnirsa ve 1s1 10°C°den 35°C’ye ¢ikarilirsa sivimn
gaza gecis yapmasin saglanir. Basing artig1 s1v1 genisleyene kadar oldukga hizli olacaktir ve bu kademeye kritik
1stya ulagilamadan gelinecektir. Bu Going Around (Etrafindan Gegme)Kritik Noktas: olarak adlandirilacaktir.
Boyle durumlarda fazla basmnci diigiirmek igin basing supabi kullanilir. Y durumunda (odacik yarisi kadar dolu)
ise kritik basinca ve sicaklifa ulagma zamanmnda gergeklesecektir. Z durumunda (oda yarisindan az dolu) ise
buharlagma kritik sicaklifa ulasmadan gerceklesecektir ve aymi zamanda ornek tamamen gegis sivisiyla
kaplanmadig: i¢in kaplanmayan kisimlarda buharlagma meydana gelecektir. Bu nedenle tiim hacminin %50°lik
kismmin doldurulmasi idealdir. Bu yikamalar sirasinda Ornegin tamamen kaplanamamasi durumunu
engelleyecek ve ek olarak kritik sabitlere fazla basing ya da buharlagma gibi durumiar olmadan ulagilmasmni
saglayacaktir.

Goris
pozisyonu

Lexan tablasi

Sekil 2.16. CPD odasi ve tasarimi
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Ayrica basinci azaltma evresinde 1s1y1 bir gekilde kritik 1smin Uzerinde siirdiirmek tavsiye edilen bir
durumdur. Bunun yapilmasinin nedeni gazm tekrar yoBunlagmasindan kaginmaktir. Bunun diginda, basmcm

esitlenmesi stirecinde 6rnegin zarar grmemesi igin bu azaltma kontrollit olmalidir (Anonim 1999).

Ornekler 8rnek odasinda kururken gok degisik aygitlar tarafindan tutulurlar. Delikli metal tagtyicilar ya
da delikli plastik kapsiiller bu amagla kullamlabilmektedir. Bu tastyicilardaki delikler buharlagmayr ve
dehidrasyon sivisinin uzaklagmasini kolaylagtir. Hiicrelerin lamellere ya da plastik petrilere tutunmasi
saglandiysa bu lamelleri ist liste dizerek kurutulan drnek sayisim arttirmak miimkiindiir.

Sekil 2.17. Kritik nokta kurutucusu
2.5.4. Kaplama

Taramali elektron mikroskobunda inceleme 6redin lizerine elektron génderilmesi ve gonderilen
elektronlarm 8rnek ylizeyinden farkll yansimasi ve yanstyan bu sinyallerin degerlendirilmesi sonucunda yapalir.
Buna gore ornek ylzeyinin gorintiilenebilmesi igin elektronlar1 en iyi sekilde yansitacak bir medde ile
kaplanmasi gereklidir. Ayn1 zamanda inceleme sirasmda drnek lizerine gonderilen elektronlar da 6rnege yik
kazandirir, 8rnegin yapisini bozar, bu nedenle taramali elektron mikroskobunda incelenecek preparatlarin iletken
olmas1 gerekir. Bu hem gboriintii kalitesini hem de ¢dziintirligii arttirir. [letken olmayan 6rnekler genelde iyi
iletken maddelerle kaplanir. Bunlar altin, paladyum, platin ve bazen de alliminyum olabilir. iletken olan

maddelerin inceleme igin kaplanmasina gerek yoktur.
Kaplama islemi, “sagarak kaplama” (sputter coater) adi verilen 6zel kaplama cihazlarinda yapilir. Once
ortamdaki havanin argon gaziyla yer degistirmesi, daha sonra vakumlu ortamda plazma fazmna gegen altin-

paladyum taneciklerinin 6rnegin lizerine istenilen kalinlikta sagilmasi saglanir.

Ustte bahsedilen sa¢ilma, gazli parlama durumunda anot ve katot arasindaki yiikk degisimiyle saglanir.
Bu olay uygun gazin ve uygun materyalin segilmesiyle giiglendirilebilir. Kaplama kalinlig1 aliman mikrograflarin
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kalitesinin iyi olmasinda oldukg¢a etkilidir, fazla kalinlik gélgeleme etkilemesine neden olur, az kalinlikta ise
¢oziniirlitk diiger, drnek yiiklenir.

Gegis ¢
Lo g | Zan :
akim K / Ark

Warmal olmayan
parlama

t

Townsend
i ylk degigimi

RN SOV

Vb ltaj

W,
D
Ja—

Vbb

Sekil 2.18. Gazlh yiik alisverigindeki akim karakteristikleri

Eger Argon gibi agir bir gaz katot gaz tiipline konursa, serbest iyonlar ve elektronlar dier elektroda
hareket edecektir ve bu sayede diiglik bir akim olugacaktir.

Voltajm arttirilmasiyla, elektronlarin gaz atomlariyla ¢arpigmasi sonucu bir iyonizasyon meydana gelir
ve bu “Townsend” yiik degisimi olarak adlandirilir. Voltaj kirilma potansiyelini (breakdown potential) agtigmda
ise kendini besleyen 151kla karakterize edilen parlak bir yiik degisimi meydana gelir.

Akim yogunlugu ve voltaj azalmasi (voltage drop) goreceli olarak sabit kalir, parlakligin arttig1 alanda

ise toplam akimdaki artiy doyuma ulagir. Halihazirda bulunan voltajin artisiyla akim yogunlugu ve voltaj diigiigii

artar, buna normal olmayan parlama alan: (abnormal glow region) adi verilir.

Mevcut enerji kaynagindaki daha fazla artig katot noktasma dogru parlamay: arttiracaktir ve burada ark
ylik degisimi belirgindir.

Boyle kuvvetli bir yikk degigimi meydana geldiginde, tiipte karakteristik parlak yiik degisimi
sergilenecektir. Yapilan bu tiirli adlandirmanin sebebi bu olaymn 1s1k parlamasiyla ger¢eklesmesidir. Serbest
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iyonlarin ve elektronlarin diger elektroda hareketi swrasinda Bir yiik degisimi oldugu bilinmektedir. Bu ytik
degisimi katottaki pozitif iyon bombardimaniyla hareketlenen iyonlarin hareketlenmesi sonucu meydana gelen
ve kendini besleyen bir yiik hareketidir. Bu hareket ikincil elektronlarin ve gliglendirilmis iyonlarm olugmasina
neden olur. Sonugta pozitif iyonlarin agir1 hareketlenmesiyle katot yakminda pozitif ylikli bir alan olugur.
Voltajdaki diisiis ise katot diigiisii (cathode fall) olarak adlandirilir. Eger yilkk degisimi uzun ve dar bir tiipte
olusursa gegitli karakteristikler sergileyecektir.

Crookes karanhk alam denilen alandaki pozitif iyon yogunlugu olduk¢a ytiksektir. Sonugta bu alanla
katot arasinda oldukg¢a dikkat g¢ekici bir voltaj diiglisti (voltage drop) tespit edilmigtir. Olugan elektrik alani
katottaki ikincil elektron yayllimmm meydana getiren pozitif iyonlart hizlanduir. Bu elektronlar anot
dogrultusunda hizlanirlar ve yiik degisimine neden olan pozitif iyonlarin iyonizasyonunu saglarlar. Ortamda gaz
bulunmas1 sonucu da negatif parlaklik bodlgesinde siddetli bir 151k parlamas: goriiliir. Bu asamadan sonra
elektronlar yetersiz iyonlagma enerjisine ya da tahrik enerjisine sahip olurlar, bu alanda Faraday karaniik alam

denir. Anoda dogru kiigiik ve hizlandirilmig olan bir iyonizasyon tahriki olugur, boylece gaz tekrar parlak hale
geger.

Parlak yiik degisimi durumunda katot iyon bombardimanma maruz kalir, katot materyalindeki erozyon
da plazma sagumas: (plasma sputtering) olarak adlandirilir. Sagilmay: takiben sagilan atomlarin gok yonlii
depolanmas1 sonucu orijinal katot materyalin kaplanmas: gergeklesir. Bu uygulama taramali elektron
mikroskobunda 6rnek yilzeyinin goriiniir hale gelmesini saglamak igin elektrik iletkenligi olan ince bir film
olusturulmasm: amaglar. Elektrik iletkenligi olan film yliklenmeyi engeller, 1s1 hasarini azaltir ve ikincil elektron

yayilimm giiglendirir.

Direk akim (direct current), kaplama i¢in en g¢ok kullamlan diizenlemede, negatif katot hedef materyalin
sagilmasimi saglar (tipik olarak hedef materyal i¢in altm kullamlir), kaplanan 6rnek anot tarafinda yer alir (anot
topraklanmigtir ve etkili bir zemin potansiyeli vardir). Arzu edilen galigma basinci (relative vakuum) genelde iki
kademeli olan devirli pompayla saglamr. Argon gibi bir gazm igeri alinmasi ise hassas kontrol supabiyla

gergeklestirilir.

Sacilma sirasindaki parlak yiik degisimi hedef materyalin ve ¢evresel gazin basincina baglidir. Hedef
materyal i¢in daha ¢ok altmn, altin-paladyum, platin ve glimiis serileri kullanilir, Altin yitksek elektrik iletkenligi
nedeniyle tercih edilen bir materyaldir. Sagilma bag1 ve sa¢ilma gii¢ kaynap1 karsidaki hedef 6rnegin simirlar
iizerinde etkili olacaktir. Depolanma miktar: akim bagiml olarak gergeklesir. Eger dogru parlaklik alaninda
caligiliyorsa karakteristikler daha 6nce anlatilan gibidir, akimdaki degisiklikler sagilma voltajindaki kiigiik
degismeler igin uygundur. Depolanma orani sistemde denenen kiiglik basmg deZismelerine karsi ise hassas

olmamalidir.
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Uygun sagilma kafasi tasarimi diigikk voltajda ¢aliymalidir ve sonugta cihaza verilen enerji diistik
olmalidir. Boylece hedef ve yliksek enerjili elekironlardan (hassas ornekler igin en Onemli hasar nedeni)
kaynaklanan 151kl1 1s1nma azaltilir. Sagilma bagmin verilen materyal i¢in uygun tane biyiikligii (finer grain size)
olusturmas: gerektigi de belirtilmigtir. igeri alman gazin parlak yilk degisimi swrasinda pargalanmamasi-
bozulmamasi gerekmektedir. Argon yiiksek atomik Kkiitleye sahip olduBundan hedef materyalin etkili
bombardimam i¢in uygun iyon kaynagmi olugturur. Bu etkinlik miktari basingla ters orantil olan main free
path’e (mfp) baghdir. Eger mfp ¢ok kisa olursa bombardiman ig¢in yetersiz bir enerji kaynaklik edecektir ve bu
da hedeften sagilan materyalin hareketini engelleyecektir. Eger mfp ¢ok uzun olursa eksik yetersiz ¢arpigmalar
meydana gelecektir ve buna ek olarak sagilan materyalin akis1 gaz diftizyonu nedeniyle degisecek ve etkili gok
yonlii yitk degisimi azalacaktir.

Eger sagilma baginda bahsedilen karakteristikler gergeklestirilirse uygulamalarmn ¢ogunda Ornegin
kondugu yeri sogutmak gereksizdir. Eger bu karakteristiklere uyulmazsa érnegin temel 1s1sinin azalmasina neden
olacaktir ve zaten gofu 6rnegin 1s1 gegirgenligi ditsiiktiir. Hassas 6rneklerde 6n 1sitma yapilmasi ve temel 1smin
azaltilmasi istenir ve bu kaplamada uygun tane buylikliidtiniin azalmasim saglar. Ag¢iktir ki performansla
uyusmadig halde bu gok yonlit sistem taramali elektron mikroskobunda istenen bir durumdur. Ozellikle uygun
tanecik biiytkliigl, tek tip kaplama ve dusiik sicaklik girisi gibi karakteristikler g6z oniine alinirsa uygun
sogutucu sistemin gergeklestirilmesi miimkiin olacaktir. Ampirik tasarimlarla da kanitlandigi gibi parlak yiik
degisimi igin pozitif iyonlarm olugmasi sarttir. Bazi sagilma kafalarinda disk hedefle birlikte halkasal bir

miknatis ve toplayici bulunur.

Biitiin sonuglar kaplayicida az enerji girisli diistik voltajin temel almdigin gosterir. Isikli 1sinma ve
elektron bombardimani dolayisiyla olugabilecek 1s1 hasar1 olasilig1 ise burada énemsiz tutulmaktadir.

OZELLIKLER DEGERLER

Vakum (Torr) 0,1-0,05 Torr
Sagilma voltaji (V) 100-150 V
Akim (A) 0-50 mA
Kaplama kalinhig1 (nm/dk) 0-50 nm/dk
Pargacik biiyiikligii (nm) 5 nm’den kiigiik
Is1 miktar: (°C) 10°C’den diigtik

Tablo 4. Kaplama cihazindaki parametreler

Hedef materyalin voltajla depolanma akimmin ve vakumun seg¢iminde kesin parametreler kullanilmasi
tatmin edici olabilir. Bu kogullar saglandiinda 10 nm kaplama kalmhgmna, 2 nm tanecik biiylikligtine ve
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1°C’den daha diisiik 1silara ulagmak miimkiin olabilir. Kaplama cihazinin kullanimi kesin olarak belirlenmigtir.
Taramali elektron mikroskobunun performansinin daha da artabilmesi kaplama cihazi serisinin kapasitesine
baghdr.

Katodda hedef materyal olarak siklikla altm kullamlir. Daha kitgtik tanecik biiytikligl ve daha ince
kaplama igin hedef materyal olarak ise krom kullamlabilir. Ancak bu materyalle sagilmay: gergeklestirebilmek
i¢in devirli vakum pompasiyla saglanandan daha iyi bir vakum saglamak gerekmektedir.

Sekil 2.19. Sagarak kaplama cihazi

2.6. Doku Hazirlamada Fiziksel Yontemler
2.6.1. Dondurma Yontemi

Bu teknikte dondurulan doku ve organlar SEM’de incelenir. Bu teknik hizli preparasyona olanak
sagladif1 gibi drnegi de canlilik ozelliklerine yakin halde korur. Buz olusumu nedeniyle artefaktlar olsa da
bunlar dikkate degecek derecede dnemli sonuglar dogurmazlar. Ancak bu yontem kullanildiginda dokunun gabuk
incelenmesi, diisiik bliyiitmede galigilmasi gerekir.

Donmug 8rneklerin incelenmesini miimkiin kilan soguk preparat tablasim igeren SEM ilk olarak Echlin
ve Moreton (1973) tarafindan denenmistir. Bu yontemin sonucu olarak gilinlimiizde Kriyo SEM olarak

adlandirilan elektron mikroskobu ve bunun preparasyonu i¢in kullanilan 6zel aletler gelistirilmigtir,
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2.6.2 Dondurma Kurutma Yo6ntemi

Bu teknik 6rnegin dondurulmus haldeyken kurutulmasi esasina dayanir. Ik kullanilma amaci kiiltiir
hiicrelerinin SEM’de incelenmesi igindir. Tespitin ardindan ¢ok az suyla kaplanmis hiicreler sivi nitrojende
sogutulmug Freon 12 vasitasiyla 158°C’ye sogutulur. Ornekler 80°C’deki dondurma kurutma Unitesine aktarilir.
Birkag saat sonra suyun siiblimlegmesinin ardindan 6rnekler 40°C’ye 1sitilir, b8ylece 2—6 saat iginde 6rneklerin
kurutulmasi saglanmis olur. Bir siv1 nitrojen sogutma cihazi kurutma iglemi sirasinda ortaya ¢ikan suyu tutmak

i¢in kullanilir. Daha sonra drnekler SEM’de incelenmek tizere kaplanir.

Bu yontem CPD islemi sirasinda gegitli artefaktlarm olugmasini 6nledigi gibi 6zellikle hiticrelerdeki
filopodya, mikrovilli, lamellipodya gibi yapilarin incelenmesinde kullanilir (Porter et al. 1972). Bu yontemin

geligtirilmesi incelenen 6rneklerdeki ayrintilarin korunma olasiligim arttiracaktir.

2.7. Doku Hazirlamada Kullanilan Ozel Yéntemler

2.7.1 Istkk Mikroskobu i¢in Hazirlanan Dokularin SEM l¢in Hazirlanmas:

Birgok ¢aligmada 6rnekler 151k mikroskobunda incelenmek amaciyla parafine ya da kolodyuma
g6miillir. Bu doku bloklarmin da basit bir prosediirle SEM igin uyarlanmasi miimkiindtir (Hodgkin 1972).
Parafin benzenle iki yikama sonucunda uzaklastirilir, ardindan doku %100°liikk etanol ya da asetona alnir, CPD
metodu kullanilarak kurutulur, kaplanir ve SEM’de incelenir. Kolodyuma gomiulmiis &rnekler ise asetonla

muamele edilir, bdylece kolodyum uzaklagtirir ve 6rnegin hazirlanmasina devam edilir.

2.7.2 Replikasyon

Replikasyon, deri ve dis gibi canli 6rneklerin yerinden oynatilmadan negatif ya da pozitif kopyalarinin
olusturulmasi esasina dayanan, indirekt incelemeye olanak saglayan bir yéntemdir. Incelenecek deri dokusunda
tiiylerin korunmasmun istenildigi bolgelerde silikon lastik ya da epoksi kalip kullanilarak derinin kopyas:
¢ikanlir. Bu teknikte silikon lastik deriye bastirilir, olugan kopya alinir, kaplanir ve SEM’de incelenir. Avug igi
derisinde ise seliilozik bir tabaka avug i¢ine birka¢ dakika bastirilir, olugan negatif kopya direkt olarak SEM’de
incelenebilir ( Fujita et al. 1961).

Mine, dentin gibi sert dental yapilarin incelenmesi iki basamakta gergeklestirilir. Orijinal materyal bir
tarafi asetonla yumugatilmig olan asetat teyple kopyalanur. Islak taraf 6rnege gelecek sekilde yerlestirilir, teybin
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yitksek olmayan bir basingta sertlesmesi saglanir. Negatif kopya alindiktan sonra i¢i silikon lastikle doldurulur
ve polimerizasyonunun gergeklesmesi beklenir. Polimerizasyon ger¢eklesince pozitif kopya kaplama ve
inceleme i¢in hazirdir. Yumusak dokularda ve kirilgan yapilarda ise hidrokolloid bir materyal kullanilabilir (

Pameijer ve Stallard 1973).

2.7.3 Dondurma Kirma Yontemi

Bu metodun uygulanmasiyla 6rnegin hem i¢ hem de dis yapilari incelenebilir. Bu metotla intraseliiler

yapilarin ekstraseliiler yapilariyla iliskilerini 6grenmek de miimkiindiir.

Sivi nitrojende dondurulan doku bir bigak yardimiyla ikiye kesilir, pargalar tekrar sivi nitrojene atilir.
Kirilma yoniinii kaybetmemek i¢in doku ¢entik atilarak isaretlenir. Dondurup kirma ornegin preparasyonu
sirasinda her asamada gergeklestirilebilir. Eger fiksasyon ardindan bu islem uygulanacaksa dokunun gliserinde
bekletilmesi gereklidir ( Nemanic 1972). Eger bu islem % 70’lik alkolden sonra uygulanacaksa sivi nitrojende
doku kendiliginden kwrilabilir (Lim 1971). Bu kendiliginden kirilma o6zellikle i¢ kulak gibi hassas yapilarda
olduke¢a fonksiyoneldir. Dondurma kirma metodu %100’liik alkolden ya da 6rnek CPD ile kurutulduktan sonra

da uygulanabilir (Kessel ve Shih 1976)..

Ry

Sekil 2.20. Dondurma-kirma yontemiyle hazirlanmig bobrek; glomerul ve bowman kapsiilii (Biiyiitme:2500x)

Sekil 2.20.°de goriilen 6rnek,2 saat GA ile fiske edildikten sonra sivi nitrojende dondurulmus, kirilmus

ve GA ile tekrar 1 saat fiske edilmistir. Ornek CPD’de kurutulmus 20 nm kalinliginda Au/Pd ile kaplanmigtir.
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GEREC VE YONTEM

3.1. Kiiltiir Hiicreleri

Taramal1 elektron mikroskobu igin kiiltiir hiicrelerinin hazirlanmasi asamasinda 12, 24 ve 48 saat
kiiltiire edilmis maymun b&brek fibroblastlari olan Vero hiicreleri kullanildi. Hiicreler 24 gézlii kiiltiir kaplarinda

ince lameller iizerinde yetistirildi.

SEM igin 6rnek hazirlama proseduriinde hiicreler sirayla fiksasyon, postfiksasyon, dehidrasyon,
kurutma, kaplama asamalarindan gecirildi. Bu islemlerden gegirilen hiicreler taramali elektron mikroskobunda

incelendi. Orneklerin hazirlanisi ve sonuglar Boliim 4.1.de verilmistir.

3.2. Kan Hiicreleri

Parmak ucu delinerek elde edilen 1ml periferik kan bir lamel lizerine damlatilarak yayma preparasyon

hazirlanda.

SEM i¢in o6mek hazirlama prosediiriinde Ornekler sirayla fiksasyon, postfiksasyon,
dehidrasyon, kurutma, kaplama asamalarindan gegirildi. Bu islemlerden gegcirilen hiicreler taramah elektron

mikroskobunda incelendi. Orneklerin hazirlanisi ve sonuglar Bsliim 4.2.de verilmistir.

3.3. Spermatozoonlar

Laboratuvarda devam eden c¢aligmadan kalan ejakiile spermatozoonlar kullanildi.

SEM i¢in 6rnek hazirlama prosediiriinde spermatozoonlar sirayla fiksasyon, postfiksasyon, dehidrasyon,
kurutma, kaplama asamalarindan gegirildi. Bu islemlerden gegirilen hiicreler taramali elektron mikroskobunda

incelendi. Orneklerin hazirlanisi ve sonuglar Boliim 4.3.te verilmistir.

3.4. Ovositler

Laboratuvarda devam eden bagka bir calismada Bulb-C tiirii farelerden alman kiomiilis ovosit

kompleksleri ve ¢iplak ovositler kullanildi.
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SEM igin 6rnek hazirlanma prosediiriinde ovositler sirayla fiksasyon, postfiksasyon, dehidrasyon,
kurutma, kaplama asamalarmdan gecirildi. Bu iglemlerden gegirilen hiicreler taramali elektron mikroskobunda

incelendi. Orneklerin hazirlanis1 ve sonuglar Béliim 4.4.te verilmistir.
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ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

Giintimiizde bir¢ok hiicre, hiicre kiiltirii ve doku kltiirii tekniklerinin geligmesiyle beraber izole edilip
kullanilabilmektedir. Bu da beraberinde in vitro ortamda normal ve normal olmayan hiicrelerin incelenmesini
kolaylagtirrken hiicre farklilagmasi, hiicre-hiicre etkilesimleri, hiicre transformasyonlar1 ve hiicre kimyasi gibi
konularda bilgi edinmemizi kolaylagtirmaktadir. Isik mikroskoplarinun sinirh ¢dziniirlikleri ve alan derinlikleri
nedeniyle yiizey incelemelerinde taramali elektron mikroskoplar1 bdyle aragtirmalar i¢in tercih edilmektedir

(Kessel ve Shih 1976).

In vitro fertilizasyon tekniklerinin gelismesiyle spermatozoon ve ovositlerin yapisinin anlagilmast,
dollenme sirasinda birbirleriyle olan iligkileri gibi konular 6nem kazanmigtir (Xia et al. 2001). Bir¢ok canlinmn
iireme hiicrelerinin gelisimi elektron mikroskobu kullanilarak tanimlanmaya ¢alistimistir (McClusky 2003). Yine
fertilizasyon esnasinda Zona pellucida ya da ovositlerdeki yiizey degisiklikleri, zigot gelisimi ve boliinmeler
tizerine taramali elektron mikroskobu kullanilarak c¢aligmalar yapilmistir (Phillips and Shalgi 1980).

Spermatozoonlardaki anomaliler bu yontem kullanilarak tespit edilebilir.

Tek hiicrelerle ilgili ¢alismalar biitiin zorluklarina ragmen stiregelmektedir. Izole hiicreler olan kan
hiicreleri, spermatozoon, ovosit, kiiltiir hiicreleri gibi bagimsiz olarak bulunan hiicrelerin taramali elektron
mikroskobunda calisilmasi oldukg¢a zor olan materyallerdir. Belli bir tutunacak dokuya ihtiyag duymayan bu
hiicrelerin incelenme i¢in hazirlanmalar1 agamasinda yiizey yapilarinin bozulmadan korunmasi oldukga giigtiir
ve bu da yapilan galigmalarda arastiricilarin oniine problem olarak ¢ikmaktadir, Aymt zamanda bu hiicreler
mekanik islemlere maruz kaldiklarinda bulunduklari yiizeylerden ayrilmakta ve kaybolmaktadirlar, 6zellikle
ovosit gibi yuvarlak hiicrelerde bu problem olduk¢a énemli olmaktadir. Ovositin yiizeyini kaplayan Zona
pellucida’nin ve ovosit yiizeyinin neye benzedigi arastirmacilar i¢in hala tartigilan bir konu olmaktadir. Zona
pellucida’nin ve ovosit hiicrelerinin SEM icin hazirlanmast sirasinda korunmasi ¢ok zordur. Yapilan birgok
yayinda yizey yapilar: farkli bulunmus ve bunun artefaktlar nedeniyle olabilecegi belirtilmistir (Phillips ve
Shalgi 1980). Yine ornekleri SEM ig¢in hazirlamanin var olan birgok degisken (mekanik, gézlemsel, deneysel)

nedeniyle zor oldugu bilinmektedir.

Bu c¢alisma hem incelenmesi bu kadar onemli ve yaygin olan izole hiicrelerin hazirlanmasim

gelistirmeyi hem de yukarida s6zii edilen soru isaretlerini ortadan kaldirmayi amaglamaktadir.

izole hiicrelerin taramali elektron mikroskobunda incelenmesi igin hazirlama yontemlerinin

gelistirilmesini amaglayan bu ¢alisma i¢in agagidaki yontemler izlenmistir.
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4.1. Kiiltiir Hiicreleri

Taramal1 elektron mikroskobu ig¢in kiiltiir hiicrelerinin hazirlanmasi asamasinda 12, 24 ve 48 saat
kiiltiire edilmis maymun bobrek fibroblastlar: olan Vero hiicreleri kullanildi. Bu hiicreler 24 gozlu kiiltiir
kaplarinda ince lameller tizerinde yetistirildi. Bu hiicreler tek kath hiicreler olduklari igin bu tiir caligmalarda

tercih edilen hiicrelerdir ( Santos et al. 2001).

Degisik siirelerde kititiire edilen hiicrelerin vasatlar1 alindiktan sonra kurumaya neden olmadan hiicreler
+4°C’ de ya Trump’s fiksatifinde (pH:7,2-7,4) ya Karnowsky c¢ozeltisinde (pH:7,2-7,4) ya da %2,5’lik
gluteraldehit 0,1M sodyum fosfat tamponunda (pH:7,2-7,4) fiske edildi. Fiksasyon stireleri 0,5 saatten

baglayarak 1 saat, 2 saat, 3 saat olarak artiridi.

Fiksasyondan sonra hiicreler kurutulmadan sodyum fosfat tamponu ile 30dk yikandi.

Bazi hiicreler hemen dehidrasyona almirken bazi hiicreler ise %1°lik OsO, + 0,1 M sodyum fosfat
tamponu (pH:7,2-7.4) ile post fiksasyona tabii tutuldu. Postfikse edilen hiicrelerin fiksasyon siireleri 15dk.dan
baslayarak 30dk, 60dk, 90dk.ya kadar ¢ikarilds.

Postfikse edilen hiicreler kurutulmadan sodyum fosfat tamponu ile 30dk yikandt.

Fiksasyon agamaswmin ardindan hiicreler dehidrasyona alindi. Bu agamada iki degisken olarak hem
etanol ya da aseton (Applichem) kullaniidi. Hiicreler, oda 1sisinda %50-%75-%95 ve %100°liik etanol ya da
aseton serilerinden gegirildi. Her asamada hiicreler 5dk.dan baglayarak 10dk, 15dk ve 20dk tutuldu.

Dehidrate edilen hiicrelerin bir kismi havada kurutulurken bir kismi kritik nokta kurutucusuna (CPD,
Emitech K850) alindi. CPD’deki hiicreler en az 3’ten baslayarak en fazla 8’¢ ulasan banyo seferlerine tabii

tutuldu.

Lameller aliiminyum iletken bantla (EMS), iki taraflt yapistirici karbon bantla (EMS) ya da iletken
karbon yapistirici (EMS) kullanilarak 6rnek tutuculara (EMS) yapistirildi.

Ornek tutuculardaki lameller kaplama cihazi vasitasiyla (Emitech K850) 10nm kalinliktan baglayarak

15nm, 20nm ve 25nm kalinliklarinda altin paladyum ile kaplandi.

Hazirlanan preparatlar taramali elektron mikroskobunda (Leo 438 VP) incelendi.
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incelenme sonucunda hiicreler igin belirli kistaslar bulundu. Incelenen hiicreler fibroblast benzeri
hiicreleri oldugu i¢in bu hiicrelerin kiiltiir stireleri uzatildiginda yaslandiklar1 ve dolayisiyla lamellere ¢ok iyi
tutunduklari igin ylizeyden c¢ok fazla ayirt edilemedikleri tespit edilmistir (Sekil 4.1.-Sekil 4.2.). Yapilan

¢aligmalarda 48 saat kiiltiire edilen hiicrelerden daha iyi sonug almmuistir.

.

Sekil 4.2. Yaslh: fibroblast (Biiyiitme: 1000x)

Fiksasyon stiresini belirlemede az fiske edilen hiicrelerin yapilarmm korunmadig: (Sekil 4.3.) ¢ok fiske
edilen hiicrelerde ise kirilmalar tespit edilmistir. Yine fiksatif tercihinde Trump’s ¢dzeltisinin kullanilan diger
fiksatiflere nazaran daha iyi sonug¢ verdigi gozlemlenmistir. Bu nedenle hiicrelerin 1 saat Trump’s ¢ozeltisi

(pH:7,2-7.4) ile fiske edilmesine karar verilmistir.

R

Mag= 203 KX Detector = SE{
EHT = 1293 kV Date :28 Apr 2003

Sekil 4.3. Yeteri kadar fiske edilmemis Vero hiicresi. Yiizey yapilarimin korunamadigi, hiicrenin seklini
kaybettigi gozlemlenmektedir (Bibyiitme: 2030x)
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Hiicrelerin 30dk sodyum fosfat tamponu ile yikanmasinin yeterli oldugu gériilmiigtiir.

Vero hiicrelerinin %1°’lik O0sO4 + 0,1 M sodyum fosfat tamponu (pH:7,2-7.4) ile 30dk
postfiksasyonunun yiizey yapilarmin korunmasi agismdan ideal oldugu bulunmus, daha uzun ve kisa fiksasyon

siirelerinde iyi sonug alinamamastir.

Dehidrasyonda yaymlarda da ¢zellikle kullanildigr belirtilen (Santos et al. 2001) ve ylizey gerilimini en
aza indirdigi bilinen etanol kullanildi. Etano]l CPD’de kurutmaya gegcis i¢in onerilmektedir (Anonim 1999).
Hiicrelerin - %50-%75-%95-%100 etanol serilerinde 10dk dehidrate edilmesinin iyi sonug verdigi

gozlemlenmistir.

Kurutmada havada kurutulan hiicrelerin yiizey yapilariu koruyamadig1 ancak kritik nokta metoduyla
kurutulan hiicrelerin ise iyi sonu¢ verdigi belirlenmistir. Lamellerde kiiltiire edilen bu hiicrelerin mekanik bir
islem olan CPD’de kuruma sirasinda kayboldugu gozlenmis ve bu kaybir en aza indirmek igin dehidrasyon

stvismnm CQO; ile yer degistirdigi basamak olan banyo asamasmin 3 kez tekrarlanmigtir.

Kurutulan 6rnekler érnek tutuculara aliiminyum iletken bantla iki tarafh yapistiric1 karbon bantla ya da
iletken karbon yapistirict kullamilarak 6rnek tutuculara yapistirilmistir ve bu tic yapistiricmm kullanilmasinin

sonucu etkilemedigi gézlemlenmisgtir.
Kaplama igin optimum kalinlik 10nm olarak bulunmug ve hiicreler 10nm kalmliginda Au/Pd ile
kaplanmigtir. Daha kalin kaplamalarda gdlgeleme efekti olusurken daha ince kaplamalarda érnek yiiklenmekte

ve deformasyona maruz kalmaktadir.

Kaplanan érnekler taramali elektron mikroskobunda incelenmistir.
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1 Detector = SE1
EMT = 10.00 kv Date .5 Feb 2003

Sekil 4.4 Mitozun anafazindaki Vero kiiltiiy hiicreleri (Biiyiitme: 1950x). I saat Trump's ile ardindan 30dk
Os0, ile tespit edilen hiicreler dehidrate edildi, CPD de kurutuldu velOnm kalinliginda kapland.

Sekil 4.4.°te ve Sekil 4.5 ‘te goriilen iki ornek yukarida anlatilan prosediirlere uyularak hazirlanmistir.
Sekil 4.4. mitozdaki hiicreleri gdstermektedir. Sekil 4.5.’teki 6rmekte hiicrenin filopod ve lamellipodlar: net

olarak goriilmektedir.
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Sekil 4.5. Yaslanmaya baslamis olan Vero kiiltiir hiicresi etrafinda hiicrelerle ok sayida temas yiizeyi
gergeklestivilmisti(Biyiitme: 8000x).1 saat Trump'’s ile ardindan 30 dk OsOy ile tespit edilen hiicreler dehidrate
edilidi, CPDde kurutuldu velOnm kalinliginda kapland..

4.2. Kan Hiicreleri

1 ml taze insan periferik kani lamelin tizerine damlatildi. Hucreler ikisi de yaymnlarda kullanildigt
belirtilen Trump’s fiksatifinde (pH:7,2-7,4) ya Karnowsky c¢ozeitisinde (pH:7,2-7,4) vya da %2,5’lik
gluteraldehit +0,1M sodyum fosfat tamponunda (pH:7,2-7,4) ,+4°C’de 20dk fikse edildi.

Fiksasyonla birlikte kan hiicreleri havada 15dk kurutuldu.

Lameller aliiminyum iletken bantla (EMS), iki tarafli yapistirici karbon bantla (EMS) ya da iletken
karbon yapistirict (EMS) kullamlarak 6rmek tutuculara (EMS) yapistirildi.

Ornek tutuculardaki lameller kaplama cihazi vasitasiyla (Emitech K850) 10nm kalinliktan baslayarak

10nm, 20nm ve 25nm kalinliklarinda altin paladyum ile kaplandi.

Hazirlanan preparatlar taramali elektron mikroskobunda (Leo 438 VP) incelendi.
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Yapulan yayma kan preparati 15dk %2,5’luk gluteraldehit+0,1M sodyum fosfat tamponu (pH:7,2-7.4)
+4°C’de 20 dk ile fiske edildi ve kurutuldu. Kurutulan preparat dehidrate edilmedi. Kan hiicreleri 10nm Au/Pd

ile kaplandiginda optimum sonug alinmistir.

Sekil 4.6. bu prosediire uyularak alnmis bir gérintiidiir. Eritrositlerin ortasinda megakaryositlerden

olusan kan pulcuklar (trombositler) goriilmektedir (Biiyiitme: 5000x, 16,50 kV).

Detector =

Mag= B00KX
EHT = 1200 kV ‘ ! Date :17 Nov 2003

Sekil 4.6. Trombositler ve eritrositler. Lamel iizerindeki insan periferik kant 15dk GA ¢ozeltisi ile fiske edildi,
havada kurutuldu, 10nm kalmliginda Au/Pd ile kapland.

Sekil 4.7.de hipertonik Karnowski fiksatifinde tespit edilen eritrositin bikonkav yapismi kaybedip yiizeyinde

¢ikintilar olustugu goriilmektedir.
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Mag= B500KX Detec!
EHT = 7.00kV Date 119 Nov 2003

Sekil 4.7. Hipertonik KAarnowski fiksatifinde eritrosit (Biyiitme: 5000x). Lamel iizerindeki insan periferik kan
15 dk GA ¢ozeltisi ile fiske edildi, havada kurutuldu, 10nm kalinliginda Au/Pd ile kapland..

Mag= BO0KX Detector = 8E1

EHT = 700 kV l l Date :18 Nov 2003

Sekil 4.8. Eritrositler. Lamel iizerindeki insan periferik kani 15 dk GA ¢ozeltisi ile fiske edildi, havada
kurutuldu, 10nm kalinhiginda Aw/'Pd ile kaplandi.

Sekil 4.8. bikonkav yapilan kaybedilmemis, iyi fiske olmus eritrositlerin 8000 bilylitmede alinmis

resmini gostermektedir.
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Sekil 4.9.’da 5000 biyiitmede 8 kV ile alinmis 16kosit ve eritrositler goriilmektedir.

Mag= S500KX Detector = SE1

EHMT = 8.00kV l ' Date 119 Nov 2003

Sekil 4.9. Eritrositler ve lokosit.

4.3. Spermatozoonlar

Laboratuarda devam etmekte olan deneyden arta kalan ejakille spermatozoonlar kullanildi. Bu

spermatozoonlar sodyum fosfat tamponuyla ii¢ kez 600g de 10dk santrifiij edilerek yikandi.

Bu hiicreler 1 saat, 2 saat ile 3 saatlik siirelerde +4°C’de (Mortimar 1994) Trump’s fiksatifinde
(pH:7,2-7.4), ya Karnowsky c¢ozeltisinde (pH:7,2-7,4) ya da 9%2,5’lik gluteraldehit +0,1M sodyum fosfat
tamponunda (pH:7,2-7,4) fikse edildi.

Fikse edilen hiicreler sodyum fosfat tamponu ile 3 kez 600g de santrifiij edilerek yikandi.

Bu agsamadan sonra iki yontem izlendi. Ya hiicreler %1°lik poli-L-lizin kapl lameller iizerine
damlatilarak alindi ya da sperm siispansiyonu 0,45um ¢aph bir filtreden gegirildi, Filtre iizerinde toplanan

hiicreler 10 ml taze tamponun filtreden gegiriimesi ile yikandi, kurumamasina 6zen gosterildi.
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Filtredeki ve lamel tizerindeki hiicreler %50-%75-%95 ve %100’liik etanol ya da aseton (Applichem)
serilerinden ge¢irildi. Her asamada hiicreler 5dk.dan baslayarak 10dk, 15dk ve 20dk tutuldu.

Dehidrate edilen hiicrelerin bir kismi havada kurutulurken bir kisnu kritik nokta kurutucusuna (CPD,
Emitech K850) alindi. CPD’deki hiicreler en az 3’ten baslayarak en fazla 8’e ulasan banyo seferlerine tabii

tutuldu.

Lameller aluminyum iletken bantla (EMS), iki tarafli yapistirict karbon bantla (EMS) ya da iletken
karbon yapistirict (EMS) kullanilarak 6rnek tutuculara (EMS) yapistirildi.,

Ornek tutuculardaki lameller kaplama cihazi vasitasiyla (Emitech K850) 10nm kalinliktan baslayarak

15nm, 20nm ve 25nm kalinliklarinda altin paladyum ile kaplands.

Hazirlanan preparatlar taramal elektron mikroskobunda (Leo 438 VP) incelendi.

Yapilan incelemelerde spermatozoonlarin elektron mikroskobunda incelenmeye hazirlanmasi igin

uygulanmasi gereken prosediir agagidaki sekilde bulunmustur:

Spermatozoonlar yaymlarda siklikla kullaniddigy belirtilen sodyum fosfat tamponuyla ii¢ kez 600g de
10dk santrifiij edilerek yikanir. Bu hiicreler 2 saat boyunca Trump’s fiksatifinde (pH:7,2-7,4) bekletilir. Fikse
edilen hiicreler sodyum fosfat tamponu ile 3 kez 600g de santrifiij edilerek yikanir. Hiicrelerden bir kismi
%1°1ik poli-L-lizin kaplt lameller tizerine damlatilarak almabilir ya da sperm siispansiyonu 0,45um ¢apli bir
filtreden gecirilir. Filtre iizerinde toplanan hiicreler 10ml taze tamponun filtreden gegirilmesi ile yikanir,

kurumamasina 6zen gosterilir.

Filtredeki ya da lamellerdeki hiicreler %50-%75-%95 ve %100’lik etanol serilerinde 600g’de 10’ar dk

santrifiij edilerek dehidrate edilir.

Bu hiicreler CPD’de 3 banyo tekrartyla kurutulur. Kurutulan 6rnekler 6mek tutuculara aliiminyum
iletken bantla, iki tarafli yapistirict karbon bantla ya da iletken karbon yapistirict kullanilarak érnek tutuculara

yapigtirilir.

Spermatozoonlar diger hiicrelerde oldugu gibi 10nm kalinliginda Au/Pd ile kaplanir. Kaplanan 6rnekler

taramali elektron mikroskobunda incelenir.
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Mag= 820X
EHT = 15.31 kV Date :26 Mar 2003

Sekil 4.10. Filtre metoduyla hazirlanan spermatozoon goriintiileri. 24 saat Trump'’s ile fiske edilen
spermatoozoonlar yikawnp filtreden gecirildi, dehidrasyondan sonra CPD de kurutuldu 10nm kalinliginda
Au/Pd ile kapland:.

Sekil 4.10.’da filtre yontemi kullanilarak hazirlanmis spermatozoonlarm 620x bilyiitmede ve 15,31

kV’de alinmis mikrograflar: goriilmektedir.

Sekil 4.11. Spermatozoonlar Sekil 4.12. Kiigiik biiyiitmede alimmis spermatozoon
goriintiisi

Sekil 4.11.’de 8000x biiylitmede 16 kV’'de ve Sekil 4.12.°de 5000x biyiitmede 18 kV’de alinmis

spermatozoon resimleri goriilmektedir.
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4.4. Ovositler

Canli ovositler %1°lik ya da %2’lik poli-L-lizin kapli lameller tizerine alindi. Tki saat boyunca ovosit
olgunlagtirma sivisinda (Oocyte Maturation Medium-OMM) 37 °C’de CO, etiiviinde bekletilerek hiicrelerin

lamele tutunmasi saglandi.

Kiltiire edilen bu hiicrelerin vasatlar: alindiktan sonra kurumalarma imkan vermeden hiicreler ya
Trump’s fiksatifinde +4°C’de (pH:7,2-7,4) ya Karnowsky c¢ozeltisinde (pH:7,2-7,4) vya da %2,5°lik
gluteraldehit +0,1M sodyum fosfat tamponunda (pH:7,2-7,4) fikse edildi. Fiksasyon siireleri 0,5 saatten

baslayarak 1 saat, 2 saat, 3 saat ve 6 saat olarak artirildi.

Fiksasyondan sonra hiicreler kurutulmadan sodyum fosfat tamponu ile 30dk yikandu.

Bazi hiicreler hemen dehidrasyona alinirken bazi hiicrelere ise %1°lik OsO,4 + 0,1 M’lik sodyum fosfat
tamponu (pH:7,2-7,4) ile +4°C’de 30dk post fiksasyona tabii tutuldu. Postfikse edilen hiicrelerin fiksasyon
stireleri 15dk.dan baslayarak 30dk, 60dk, 90dk.ya kadar ¢ikarildi.

Postfikse edilen hiicreler kurutulmadan sodyum fosfat tamponu ile 30dk yikand:.

Postfiksasyon asamasinin ardindan hticreler dehidrasyona alindi. Bu asamada iki degisken etanol ya da
aseton (Applichem) kullanildi. Hiicreler, oda 1sisinda %50-%75-%95 ve %100°lik etanol ya da aseton
serilerinden gecirildi. Her asamada hiicreler 5dk.dan baglayarak 10dk, 15dk ve 20dk tutuldu.

Dehidrate edilen hiicrelerin bir kismi1 havada kurutulurken bir kismi kritik nokta kurutucusuna (CPD,
Emitech K850) alindi. CPD’deki hiicreler en az 3’ten baglayarak en fazla 8’e ulasan banyo seferlerine tabii

tutuldu.

Lameller aliiminyum iletken bantla (EMS), iki tarafli yapistirict karbon bantla (EMS) ya da iletken
karbon yapistirict (EMS) kullanilarak &rnek tutuculara (EMS) yapistirildi.

Ormek tutuculardaki lameller kaplama cihazi vasitasiyla (Emitech K850) 10nm kalmliktan baglayarak

15nm, 20nm ve 25nm kalinliklarinda altmn paladyum ile kaplandi.
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Hazirlanan preparatlar taramal: elektron mikroskobunda (Leo 438 VP) incelendi.

Sonugta; canli ovositler %1°lik poli-L-lizin kapli lamellerde kiiltiire edildiginde hiicrelerin yuvarlak
yapilarindan dolay1 lamellere ¢ok iyi tutunamadigi ve mekanik islemler sirasimda kayboldugu gézlemlenmistir.
Bu nedenle ovosit hiicreleri %2’lik poli-L-lizin kapli lamellerde kiiltiire edilmislerdir. Ayrica ovositlerin daha iyi

tutunmasint saglamak igin bunlar ylizeye daha iyi tutunan kiimiiliis hiicreleriyle birlikte kitltiire edilmiglerdir.

Hiicrelerin Trump’s fiksatifinde (pH:7,2-7,4) 2 saat fiske edilmesiyle diger fiksatif ve fiksasyon

slirelerine gore daha iyi sonug elde edildigi izlenmistir.

Fiksasyondan sonra hiicreler kurutulmadan sodyum fosfat tamponu ile 30dk yikanmistir.

Hiicrelerin %1°lik OsO, + 0,1 M’lik sodyum fosfat tamponu (pH:7,2-7,4) ile 30dk postfikse edilmesiyle

daha iyi sonug alinmigtir,

Dehidrasyon sivisi olarak etanol se¢ilmistir ve hiicrelerin buyiiklitklerinden dolay: bunlar %50-%75-

%95-%100’liik etanol serilerinde 15°er dk dehidrate edilmiglerdir.

Havada kurutulan hiicrelerin yiizey yapilarmi koruyamadigi ancak kritik noktada kurutma metoduyla
kurutulan hiicrelerin ise iyi sonu¢ verdigi belirlenmistir. Hucrelerin kaybolmamasi igin banyo asamasi 3 kere

tekrarlanmuigstir.

Kurutulan 6rnekler 6rnek tutuculara aliiminyum iletken bantla iki tarafli yapistirict karbon bantla ya da
iletken karbon yapistiricr kuilanilarak ornek tutuculara yapistinimistir ve bu iig yapistiricinin kullanilmasinm

sonucu etkilemedigi gozlemlenmistir.

Kaplama i¢in optimum kalinlik ovositlerin diger hiicrelerden biiylik olmasi nedeniyle 15nm’ye

¢ikarilmigtir ve hiicreler 15nm kalinliginda Au/Pd ile kaplanmistir.

45



Mag= 548X Detector = SE1
EHT = 16.00 kV Date 11 Apr 2003

Sekil 4.14. Kiimiiliis ovosit kompleksi. Trump’s ile 2 saat ardindan OsO4 ile 30 dk tespit edilen hiicreler
dehidrate edildi, CPD de kurutuldu ve kapland:

Sekil 4.13.da fazla siiren fiksasyon nedeniyle hiicrelerde kirilma gorilmektedir (Biylitme:750x, 15
kV). Ayni zamanda tutunma problemi oldugundan ovosit diismiis geride sadece folikiil hiicreleri kalmigtir.
Tutunma problemi kiimiiliis hiicreleriyle kiiltlire etmenin yani sira kullanilan poli-L-lizinin derigiminin

arttirilmasiyla ortadan kaldirilmistir.
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Sekil 4.14.’te kiimiiliis oosit kompleksi gorillmektedir. Resim 548 biyilitmede 16 kV’de almmustir.

Ovosit kiimiiliis hiicrelerinin merkezinde yer almakta ve bu hiicreler tarafindan gevrelenmektedir.

Mag= 1.85KX Detector = SE1
EHT = 16.00 kV Date :1 Apr 2003

Sekil 4.15. (iplak ovosit ve etrafinda tek titk kiumiiliis hiicreleri. Trump’s ile 2 saat ardindan OsO4 ile 30 dk
tespit edilen hiicreler dehidrate edildi, CPD de kurutuldu ve kaplandi

Sekil 4.16. Ciplak ovositin yiizeyi. Trump'’s ile 2 saat ardindan OsO4 ile 30 dk tespit edilen hiicreler dehidrate
edildi, CPD de kurutuldu ve kapland:
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Sekil 4.15.te 1550 biyiitmede 16 kV’da ve sekil 4.16.da 7500 bilyiitmede 18 kV’da alinmis ovosit

hiicreleri goriilmektedir. Hiicrelerin ylizey yapilar1 ayrintilt olarak goriilebilmektedir.

Yapilan deneyler swasinda ayni zamanda Zona pellucida’nin kaybolup kaybolmadigi arastirtlmustir.
Ornek hazirlama islemlerinin her basamaginda 6rnekler konfokal mikroskobunda incelendiginde dehidrasyon

basamaginda Zona pellucida’nin yer yer eridigi gézlemlenmistir.
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SONUC

Caligmamizda izole hiicreler igin kullanilan tespit yontemlerinin gelistirilmesini ve bu ydntemleri
optimize etmeyi amagladik. Laboratuvar sartlarinda, kullamlan fiksatifin segiminden fiksasyon siiresine,
kurutuma yonteminden miktarindan kaplama kalinligina dmeklerin hazirlanmasi asamasinda birgok degisken
kullamld1. Ozellikle bir dokuya bagimli olmayan, tek bulunan bu hiicrelerin ylizey yapiarimmn korunmasimnin gok
zor oldugu, ayn: zamanda mekanik etkilerin uygulandigi hazirlik asamalarinda bu hiicrelerin kaybolduklar: da
gozlendi. Bu ¢alismada taramali elektron mikrograflar: seklinde elde edilen sonuglar bizi fiksatiflerin, fiksasyon
strelerinin, dehidrasyon i¢in kullamlan sivilart ve bunlarin uygulanma siirelerinin, hiicrelerin lamellere
tutturulmasi i¢in gerekli uygulamalarin, kurutma yéntemlerinin se¢iminin ve bunlarm uygulanma siirelerinin,
kaplama kalmhiginm ne olmas: gerektigine dair ideal sonuglara gétiirmiistiir. Hiicreleri kaybetmemek ve
yapilarmi korumak i¢in en uygun degerlere ulastik. Izole hiicrelerle yapilan ¢alismada bulunan bu sonuglar
Tablo5’tebelirtilmistir. Yine degisik preparatlarla yapilan ¢alismalarda bulunan sonuglar da Tablo 6 ve Tablo
7°de gosterilmistir. Teknolojinin gelismesiyle birlikte bu inceleme yontemlerinin iyilestirilecegi, bu konuda

diger SEM ¢alismalari gibi olduk¢a yogun ¢alismalar yapilacaguu diisiinmekteyiz.
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