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Ozet

Gegirimli Elektron Mikroskoplart (TEM) hiicre biyolojisi alaninda ve biyomedikal arastirmalarda ¢ok onemli veriler sunan araglardir. Yeni
teknolojilerin de gelistirilmesiyle ornegin daha iyi goriintiilenmesi saglanmakta; boylece hem biyolojik 6rnege ait bilgilerimiz artmakta hem
de 6nemli molekiillerin yerlesimi hakkinda detayli verilere ulasmamiz miimkiin olabilmektedir. Gliniimiize kadar pek ¢ok mikroskop tipi
gelistirilmesine ragmen, elektron mikroskoplarinin en biiyiik avantaji ¢oziiniirliiklerinin ¢ok yiiksek olmasi ve hiicre mimarisi hakkinda
cok detayli bilgiler sunabilmesidir. Ornegin canli haline en yakin bigimde gériintiilenebilmesi igin yapisal komponentlerinin iyi korunmus
olmasi gerekir ve amaca uygun hazirlik protokiiliiniin belirlenmesi ve uygulanmasi esastir. Bu derlemede biyolojik 6rneklerin TEM ile
goriintiilenebilmesi i¢in en sik kullanilan teknikler hakkinda genel bir bakis agis1 sunulmasi hedeflenmistir. Geleneksel metodlarin yani sira en
yeni kullanilan kriyo tekniklere de deginilmis ve her teknigin avantaj, dezavantaj ve sundugu bilgiler detaylandirilmgtir.

Anahtar Kelimeler: ge¢irimli elektron mikroskobu, kriyo TEM

How to Prepare Different Biological Samples for Transmission Electron Microscope?

Abstract

Transmission electron microscopes are devices that introduce very important data in the field of cell biology and biomedical researchs. With the
developments new technologies, samples are visualized better. Thus, both our knowledges about biological sample increase and we can reach
the detailed information about the location of important molecules. Although many types of microscopy developed to date, the most advantage
of electron microscopes are the ability to give high resolution and the introduce very detailed information about cell architecture. To visualize
sample in a state as close to a living state as possible, their structural components should be maintained and the determination and application
of available preparation protocole is essential. This review aims to introduce an general point of view about the mostly used techniques about
TEM imaging of biological samples. Both conventional and latest criyo techniques are defined, the advantages and disadvantages of each
technique and introduced knowledges are detailed.
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GIRIS

Gegirimli Elektron Mikroskoplar (TEM), hiicrelerden
makromolekiillere kadar ¢ok ¢esitli biyolojik orneklerin
goriintillenmesi ve yapisal bilgi edinilmesini saglayan
araglardir [1]. Bu sayede hiicreler, dokular ya da viriislar
gibi ¢ok kiiciik organizmalar bile ultrayapisal diizeyde
goriintiilenebilmektedir [2]. Elde edilen verilerle,

P  Hiicre ve dokularin ince yapi aragtirmalart,

»  Bu orneklerdeki yapi ve fonksiyon iligkilerinin
degerlendirilmesi

P Hiicre ve organellerin iki ve ii¢ boyutlu yapilarinin
yiiksek ¢oziiniirliiklii olarak elde edilmesi,

P Cesitli dogal ve sentetik maddelerin, polimerlerin
veya nanopartikiillerin morfolojik karakterizasyonu ile
bunlarin hiicre ile etkilesiminin goriintiilenmesi miimkiin
olabilmektedir.

TEM ile ultrayapisal incelemelerin yan1 sira molekiiler
lokalizasyon, immiinlokalizasyon, elektron tomografi
ya da korelatif teknikler uygulanabilmekte ve bunlarin
her biri i¢in farkli ilave teknikler kullanilmaktadir [3].
Elde edilen bilginin ¢dzlniirligli 6rnegin ozelliklerine,
kullanilan hazirlik metoduna, elektron mikroskobunun
teknik ozelliklerine ve gorlintiileme parametrelerine gore

degisiklikler gostermektedir. Giiniimiizde gelistirilen yeni
teknolojiler sayesinde iki boyutlu elektron mikroskobu
verileri iglenerek drnegin ii¢ boyutlu yapis1 hakkinda bilgiler
edinilebilmekte ve tek partikiil analizi ya da helikal yap1
hakkinda da detayli incelemeler yapilabilmektedir [1].

Gegirimli Elektron Mikroskopi

Gegirimli elektron mikroskopta bir elektron tabancasi
ile olusturulan elektronlar, mikroskop kolonunun yiiksek
vakumunda ¢ok yiiksek bir enerji ile hizlandirilirlar. Yiiksek
hizl1 elektronlar manyetik alanlarla saptirildigindan dolay1,
sistemde bulunan elektromanyetik mercekler elektronlari
yogunlastirir ve Ornegin iizerine odaklarlar. Ornekten
gecen elektronlar tespit edilir ve biiyiitiilerek goriintiilenen
resimler kaydedilir [4]. Ancak yiiksek vakum Orneklere
zarar verebilmekte ve biyolojik Ornekler genellikle hafif
elementlerden olustugundan elektronlarin  olusturacagi
hasara karsi ¢ok dayanikli degildirler [5].

Biyolojik bir érnegin TEM ile incelenmek iizere hazir
hale getirilmesi olduk¢a komplike ve kritik asamalardan
olusan uzun bir siire¢ gerektirmektedir. Ornekte incelenmek
istenen bolgeye ve oOzelliklere gore bir hazirlik islemi
yapilmalidir. Kullanilan teknikler genis bir yelpazeyi
kapsamaktadir ve temel takip asamalar1 genellikle ortaktir
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ancak, belirli bir rnek igin izlenecek yol ya da kullanilacak
kimyasallar degisiklik gosterebilmektedir. Ornegin karaciger
ya da bobrek doku orneklerinin hazirlanma prosediirleri,
virlis ya da polen orneklerine gore bazi farkliliklara sahip
olmaktadir. Burada doku ya da hiicrenin tipi, ¢alisilacak
Ornegin boyutu, 6rnegin elde edilis sekli ve incelemenin
hangi amagcla yapilacagi biiyiik bir dnem tasimaktadir.
Tiim bu sebeplerden dolayi, ¢alisma oncesinde Ornekten
elde etmek istedigimiz bilgiye gore kullanilacak metodlar
arasindan en iyi segenek ya da segeneklerin belirlenmesi
esastir.

Oda Sicakhgi Kosullarinda Ornek Hazirlanmasi

Biyolojik o6rneklerin ¢ogu yogun bir 6rnek hazirlik
asamast gerektirmektedir. Bu, olduk¢a zaman alic1 bir
siiregtir ve Ozellikle ultramikrotomda kesit alirken ideal
incelikte 6rnek eldesi her zaman miimkiin olamamakta
ya da Ornegin hazirlanmasi sirasinda istenmeyen yapi
degisiklikleri olabilmektedir. TEM ile inceleme sirasinda
sadece kii¢iik bir alanin ¢alisilmasi tiim 6rnek hakkinda net
bilgi vermeyebilir. Bu sebeple ¢ok fazla alanin taranmasi ve
verilerin dogrulanmasi gerekmektedir.

Iyi korunmus bir &rnek hazirligi icin en temel iki
faktor 6rnegin uygun bigimde alinmasi ve uygun bir tespit
soliisyonu ile fikse edilmesidir.

Ornegin Alinmasi Tespiti Ve Rutin Takip isle

TEM ile cesitli biyolojik 6rneklerin incelenebilmesi
miimkiindiir. Cerrahi iglem ya da otopsi sirasinda alinan
orneklerden patolojik incelemeler yapilabildigi gibi,
kiiltiir edilmis hiicreler, bakteriler, viriisler, mantar ve
bitkiler ya da diger biyolojik organik materyaller TEM ile
incelenebilmektedir. Ornegin elde edilmesi etik kurallar
cercevesinde  yapilmalidir.  Mikroorganizmalar  gibi
etik diizenlemeler istemeyen Orneklerde de prosediirii
yiiriitecek personel icin olast saglik riskleri gozoniinde
bulundurulmahidir  [2]. Calisilacak  6rnegin  boyutu,
oryantasyonu ve Ornekleme zamani gibi faktorler de
mutlaka dikkate almmalidir. Ornegin TEM incelemesi
icin doku pargalarmin genellikle 1 mm*’den kiigiik olmasi
istenir ¢linkii kullanilacak fiksatifin doku igine yeterince
niifuz etmesi gerekir [6]. Doku boyutunun biiyiik olmasi
durumunda fiksatif Ornegi farkli derecelerde tespit
edeceginden Ornegin yiizeyi i¢ kisimlarna goére daha cok
fikse olur. Bu durumda dis kisim agir1 fiksasyondan dolay1
zarar goriirken, i¢ kisimlar zayif penetrasyondan dolay1
otoliz riski altindadir. Otoliz olay1 hiicresel ultrayapiy1 yok
ettiginden dolay1 yapisal detaylar korunamaz ve goriintii
alinamaz. Bu sebeple eger drnek pargalart biiylikse uygun
sekilde kiiciiltiilmelidir [2,7].

Omegin alinmas1 ya da kiigiiltiilmesi sirasinda dikkat
edilmesi gereken en dnemli hususlardan biri 6rnegin hangi
kismindan veri almmmak isteniyorsa o bdlgenin dogru
sekilde kiigiiltiilmesi ve prosediir boyunca korunmasidir
[2]. Ornegin periferal sinirin proksimal bdlgesi ¢alisilacaksa
dokunun kiigiiltiilmesi buna uygun olarak yapilmalidir.
Omek alnmasi sirasinda ¢ok hizli davranilmali ve &rnek
hemen kiigiiltillerek uygun fiksatif igine alinmalidir.
Beyin ya da spinal kord gibi bazi dokularda perfiizyon
fiksasyonu 6nerilmekte ve heniiz 6rnek alinmadan fiksasyon
saglanmaktadir.

Biyolojik &rneklerin hazirlanmasinda en kritik adim
fiksasyon yani 6rnegin tespit asamasidir. Tespit islemindeki
amag Ornegin hiicresel karakteristiklerini, komponentlerini

ve bunlarin dagilimini, seklini ya da boyutunu koruyarak
incelenebilmesini saglamaktir. Fiksasyon islemi ayrica
otolizi ve bakteriler tarafindan bozulmay1 6nlerken, 6rnekte
olusabilecek hacim ve sekil bozukluklarini da baskilar.
Dokuyu sertestirdiginden dolay1r da takip eden islemler
sirasinda olusabilecek hasarlart minimize eder. Diger yandan
ornekleri TEM ile inceleme sirasinda elektron akimina karsi
daha dayanikli bir hale getirir [8].

Tespit islemi iki sekilde yapilmaktadir:

1.  Kimyasal Fiksasyon

2. Kriyo Fiksasyon

Kimyasal fiksasyon islemi  1950’lerden  beri
kullanilmakta olup, belirli oranlardaki kimyasal bilesenlerin
tek basmna ya da kombine olarak ornek ile muamale
edilmesine dayanir [7,9]. Bu islem fiksatif ve dokunun
kimyasal gruplar1 arasinda gergeklesen reaksiyon sayesinde
dokudaki harabiyeti Onlemeye yarayan bir prosestir.
Kimyasal fiksasyonun bazi sinirlamalar1 da bulunmaktadir:
1. Bazi doku komponentlerinin degisimi ya da yok olmasini
engelleyemez; 2. Bu yontemde doku komponentlerinin
enzimatik aktivite ya da antijenite gibi bazi biyolojik
karakteristikleri siklikla degisime ugramaktadir. 3. Doku
komponentlerinin farkli derecelerde tespit olmasi, hiicre
ya da dokunun ii¢ boyutlu yapilanmasinda degisimlere yol
agabilir.

Fiksatifler genel olarak dokuya iki sekilde verilmektedir.
Immersiyon fiksasyon olarak tammlanan ilk metodda
doku kiigiik parcalara ayrilarak fiksatif igine alinir ve doku
tespit olana kadar beklenir. Diger metodda ise fiksatif kan
damar1 igine verilerek dolastiritlir. Perfiizyon fiksasyon
denilen bu yontem, kiigiik laboratuvar hayvanlariyla yapilan
caligmalarda ya da biyopsi sonrasi hizli lizise ugrayabilen
dokularda tercih edilmektedir [8].

Uygun fiksatif seciminde ¢aligmanin amaci, ¢alisilacak
materyal, ornek boyutu ya da kullanim kolayligi gibi
faktorler gozoniinde bulundurulmalidir. Ayrica tampon
ornegin pH’s1 ve ozmolaritesini korumak i¢in uygun bir
tampon i¢inde hazirlanmalidir.

En yaygin olarak kullanilan fiksatiflerden biri 0.1
M fosfat tamponunda hazirlanan %2.5’luk glutaraldehit
solisyonudur. Diger yandan fiksasyon prosesi siiresince
hiicreler 6ldiigiinden, ortamdaki lizozom igerigi artar
ve dokudaki pH asidik bir hale gelir. Bu da yapidaki
makromolekiillerin ~ yitkimini  hizlandirir.  Bu  sebeple
ortamdaki optimal pH’nin korunmasi ¢ok 6nemlidir. Cogu
hayvan hiicresinin optimum pH’s1 7.4 oldugundan, fiksatif
pH’sinin 7.2 ya da 7.4 olmasi 6nerilmektedir [2].

Eger farkli fiksatifler kullanilarak ardigik bir tespit
islemi yapilacaksa ornekler her bir fiksasyon iglemi
sonrasinda fiksatif hazirlanmasinda kullanilan tampon
soliisyonla yikanmalidir. Boylece fiksatifler arasindaki
kimyasal reaksiyonlar onlenmis olur. Temel uygulamada
aldehit kullanilarak yapilan bir primer fiksasyon sonrasi
osmiyum kullanilarak sekonder bir fiksasyon yapilir. Yaygin
olarak kullanilan tampon soliisyonlar ise fosfat ve kakodilat
tamponlaridir. Ancak ¢aligmanin amacina uygun olarak
farkli tamponlarda kullanilabilmektedir.

Farkli fiksatifler dokulara farkli hizlarda penetre
olmaktadirlar. Genelde yiiksek sicakliklarda penetrasyon
orani daha hizlidir. Fiksasyon sicakligi 0°C ve 4 °C olacak
sekilde diisiik tutularak oda sicakligina gore daha uzun bir
siire bekletilir. Fiksasyon siiresi de ornek ¢esidine gore
degismektedir. Kullanilacak fiksatif miktari doku hacminin
20-50 katt kadar olmali ve fiksasyon siiresi dikkatle
belirlenmelidir.
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Primer fiksasyon i¢in genellikle %2’1ik glutaraldehit yada
%2’lik paraformaldehit kullanirken, sekonder fiksasyon igin
%]1- %2’lik osmiyum tetroksit kullanilmaktadir. Osmiyum
genel olarak hiicre membraninin ana elemanlari olan yaglari
tespit eder. Elektron akimi altinda ¢ok giizel kontrast
sagladigindan postfiksasyon amaciyla kullanilmaktadir
[10]. Ancak son derece toksiktir ve solunum yolu ya da
deri i¢ine absorbe olabildiginden ¢ok dikkatli ¢aligiimalidir.
Formaldehit protein, niikleik asitler ya da lipitlerle ¢apraz
baglanan bir aldehit grubudur. Dokuya daha derin ve daha
hizli penetre olur ancak nispeten zayif bir fiksasyon giicii
vardir ve olusturdugu kontrast yetersizdir. Bu yilizden
osmiyum ile postfikse edilmelidir. Glutaraldehit ise bir
dialdehit olup lipid ve polisakkaritleri nispeten zayif bigimde
fikse eder. Hiicre ve dokulardaki mikroyapinin korunmasi
icin mitkemmel bir fiksatiftir ancak ayni paraformaldehit
gibi yeterli kontrast saglayamaz ve dokuyu boyayamaz bu
yiizden osmiyum tetroksit ile postfiksasyon gerektirir [2].
Biyolojik 6rnekler fiksasyon agamasindan sonra g¢esitli
proseslerden gegirilmektedir. Kimyasal fiksasyon isleminde
en yaygin olarak izlenilen yol su basamaklari icermektedir:

Kimyasal fiksasyon (genelde +4 °C)

l

Post fiksasyon

l

Dehidratasyon

l

Seffaflagtirma

l

Gomme (Oda sicakligy)

l

Ultramikrotomi (oda sicaklig)

Primer fiksasyon sonrasi yapilan sekonder fiksasyon
islemi ile tespitin kalitesi artirilmaktadir. Dehidrasyon
isleminde 6rnek icindeki suyun elimine edilmesi gerekir
ve bu igslemde genel olarak alkol ya da aseton gibi organik
bir ¢oziicii, giderek artan konsantrasyon serileri seklinde
ve belirli siirelerde 6rnek ile muamele edilir. Sonrasinda
ise Ornek suyla karismayan epoksi tipinde bir resin igine
gomiiliir. Sicaklikla polimerize olan 6rnekler blok haline
getirilir ve elde edilen bloklar ultramikrotom ile Kkesit
alinmaya uygun bir hale getirili. Once trim cihazi ile
dokunun ucunu agmak igin bir traglama yapilir, daha sonra
ise Orneklerden 700 nm kalinliginda yar1 ince kesitler
alinir. Toluidin mavisi gibi bir boyayla boyanan alan 151k
mikroskobunda tiimiiyle goriintiilenebilmekte ve TEM igin
secilecek alan buradan belirlenebilmektedir. Uygun bolge
belirlendikten sonra ilgili bloktan tekrar bir trim iglemi yapilir
ve 60 nm kalinligindaki tam ince kesitler ¢aligmaya uygun
olarak secilen gridler iizerine almir. Biyolojik 6rneklerin
kontrast1 diisiik oldugundan gridler agir metallerle (uranil
asetat, kursun sitrat) boyanarak kontrast artirilir ve kuruyan

gridler TEM ile incelenmeye hazir hale getirilir.

Pek ¢ok biyolojik 6rnegin bu metod kullanilarak tespit
edilmesi ve islenebilmesi, bu prosesin 6zel bir ekipman
gerektirmemesi ve laboratuvarda kolaylikla uygulanabilmesi,
bloklar igine gdmiilen 6rneklerin yillarca bu sekilde sakli
tutulabilmesi bu ydntemin avantajlar1 olarak sayilabilir.
Diger yandan bu ydntemin bazi yapisal artefaktlarin
olusabilmesi ya da ozmotik degisimler sebebiyle hiicresel
hacim oranlarinda ¢esitli modifikasyonlar goriilebilmesi gibi
dezavantajlart da olabilmektedir.

Kimyasal fiksasyon yontemiyle hazirlanan bir
biyolojik drnekte membran ve organel yapilari oldukea iyi
tanimlanmis ve Kontrastli bi¢imde elde edilebilmektedir.
Homojen bir fiksasyon iglemi yapildgindan 6rnegin genis
bir bdlimiiniin incelenebilmesi miinkiin olmaktadir. Bu
proses, incelenecek yapiya gore gesitli modifikasyonlarin
da yapilmas: ile ultrayapisal incelemelere, nanoaltin ya
da kuantum dot teknikleri ile molekiiler lokalizasyonlarin
belirlenebilmesine, lektinler ya da kollloidal altin
kullanilarak seker residuelerinin tespit ve lokalizasyonlarinin
incelenmesine olanak tanimaktadir.

Kriyo Elektron Mikroskopi

Geleneksel TEM incelemelerinde orneklerin  maruz
kaldig ¢esitli hasarlar ve olasi zorluklara bir alternatif olarak
1974 yilinda Robert M. Glaser ve arkadaslar1 sivi nitrojen
sicakliklarinda dondurulan 6rneklerde, elektron hasarmnin
dramatik bi¢imde azaldigini gostermislerdir [11]. 1984°de
Dubochet ve arkadaslart ise ilk kez bir viriis partikiiliinii
stvi nitrojen dondurma teknigi ile camsi (vitr6z) buz igine
hapsetmislerdir [12]. Bu sicaklik derecesindeki vitrdz buzun
doymus buhar basinci, TEM igindeki vakum basincindan
¢ok daha diisiik oldugundan elektron kaynakli hasarlar da
¢ok daha az olmaktadir.

Kriyo elektron mikroskoplar orneklerin sivi nitrojen
sicakliklarinda  incelenebildigi  cihazlardir.  Biyoloji
alaninda kriyo-TEM uygulamalart ¢ok genis bir spektrumu
kapsamakta ve giderek daha da popiilerlesmektedir. Tam
doku kesitlerinden, tek bir bakteri, virlis ya da protein
molekiiline kadar ¢ok ¢esitli Ornekler bu yontemle
incelenebilmektedir. Kriyo elektron tomografi, tek partikiil
analizi ya da elektron kristalografi gibi alt disiplin alanlarinda
da biyolojik yapilarin detayli bigimde incelenebilmesi
miimkiin olmaktadir. Ornegin biyolojik bir numunenin farkl1
acilardan elde edilen bilyiitlilmiis goriintiileri bir bilgisayar
yardimiyla ii¢ boyutlu hale getirilebilmekte ve &rnek
hakkinda ¢ok daha detayli bilgilere sahip olunmaktadir. Bu
metodlar tek basma kullanilabildigi gibi hibrid metodlar
olarak da kullanilabilmektedir.

Kriyo Kosullarda Ornek Hazirlanmas

Kriyo elektron mikroskopi temel olarak iki arastirma
alanini kapsamaktadir: 1. Ornegin ultrayapisal analizler ya
da etiketleme calismalar1 igin kriyo-korunmaya alinmasi,
2. Ornegin diisiik sicakliklarda incelenebilmesi igin bir
kriyotabla kullanilarak cihaza alinmasi [13]. Pek ¢ok 6rnek
tipinde baslangig fiksasyonu igin hizli sogutma metodu
kullanilmaktadir. Proses sonrasi ise 6rnekler uygun sicaklikta
TEM’de incelenir. Giinimiizde kullanilan pekg¢ok kriyo
hazirlama yontemi vardir ancak hangi kriyo prosediiriin
secilecegi hususunda &rnegin boyutlar1 belirleyici bir rol
oynamaktadir.
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Eger organ ya da doku pargalari gibi santimetre ya da
milimetre boyutlarindaki biiyiikk pargalar incelenecekse,
ornek kriyoprotektan kullanilmadan korunamayacak ve buz
kristali hasar1 olusacaktir. Bu sebeple 6rnek ya da doku yiizeyi
direk olarak bir sogutucu igine alinir ve 10 pm kalinliginda
ince bir tabakada koruma haline alinirlar. Siispansiyon
igindeki hiicreler gibi daha kiigiik boyutlu hiicreler ise,
iletken metal yapraklar arasma Ornegin sikistirilmasiyla
kriyoprotektan kullanilmadan korunabilmektedir. Burada
ornekler yaklasik -190 “C’de sivi propan igine daldirilir.
Buz kristali hasar1 olmadan iyi bigimde korumanin kalinlik
sinirt yaklagik 10 um’dir. Viriis partikiilleri gibi kiiglik
miktarlardaki drnekler bdyle ince bir sulu film iginde etkili
bigimde incelenebilmektedir [13].

Biyolojik o6rnekteki hiicresel mimariyi koruyan en
iyi metod giiniimiizde kriyofiksasyon olarak da bilinen
yontemdir. Bu islemde 6rnek, hareket halindeyken ¢ok hizli
bigimde ve kristal olusturmaksizin dondurularak korumaya
alinmig olur. Béylece 6rnek dogal halinde stabilize edilmis
olur. Yapilan hizli dondurma islemi sayesinde kimyasal
fiksasyonda meydana gelen kimyasal reaksiyonlar
baskilanmis olur. Ancak bu teknik 6zel ekipman kullanimint
gerektirmektedir. Ornegin tasmmasi sirasinda sivi bir ajan
icine daldirma, yiiksek basing kullanimi ya da onceden
sogutulmus metal bir blogun {izerine alinma gibi farkli
sistemler gergeklestirili. Burada biyolojik Ornegin tipi
biiyiik 6nem tagimaktadir.

Giinlimiizde maksimum  derinlikte (200  pm)
kriyofiksasyona izin veren tek sistem yiliksek basingl
dondurma teknigidir (High pressure freeezing-HPF). Bu
sistem 10.000 °C/s’den fazla bir oranda ve 2100 barlik
bir basingta 6rnegin dondurularak hiicresel aktivitesinin
durdurulmasini kapsamaktadir. Bu dondurma ve basing
oraninda, su molekiilleri hereket yeteneklerini kaybederler
ve vitroz buz denilen bir hale dénerler [14]. Bu teknikle
dondurulan 6rneklere daha sonra kriyo kesit alma, freeze
fracture (dondurma kirma) ya da freeze substution (dondurup
yerine koyma) islemleri uygulanabilir.

Ancak c¢ogu durumda Ornekler kriyofiksasyon
Oncesi siikroz ya da gliserol gibi bir kriyoprotektan ile
muamele edilmektedir [13]. Bu kriyoprotektanlar %10-30
konsantrasyonda kullanildiklarinda buz kristali olusumu
etkili bir bicimde geciktirilir ve yavag donma olayi ile ¢ok
iyi bir yapisal korunma saglanmis olur. Daha sonra ise bu
ornekler yavag ya da ilimli sogutma oranlart ireten ¢esitli
metodlarla dondurulmaktadir.

Kriyokosullarda yapilan Ornek hazirlama sekilleri
incelenecek ornek ya da kullanilacak ekipmanlara goére
biiyiik farklihklar gosterebilmektedir. Ornegin kimyasal
fiksasyon sonrasi sicakligin giderek disiirildigi ve
sonrasinda kriyo kosullarda gommenin yapildig1 yontemde
molekiiler lokalizasyonlar belirlenebilmektedir. Teknikte
hassas bir aldehit fiksasyonu sonrasi dehidrasyon yapilir
ve sicaklik +4°C’den -35°C’ye diisiiriiliir. Boylece 6rnekten
komponentlerin kaybi azalir ve protein denatiirasyonu
minimize olur. Ornek -35 "C’de diisiik viskoziteli ve suyla
karismayan bir akrilik resine gomiiliir [15]. Resinlerin
cogu hidrofiliktir ve polimerize olduklarinda elektron akim
stabiliteleri oldukc¢a iyidir ve ultraviyole 15181 yardimiyla
polimerize edilerek dokudaki antijenite korunmus olur.
Yontem lokalize proteinleri belirlemek icin kolay ve
hizlidir. Akrilik resin kullanildigt i¢in drnekte %5°lik bir su
bulunmasina olanak tanir, kesitinin alinmasi zordur ancak
hazirlanan blok yillarca korunabilir. Ayrica teknik ticari bir
ekipman ya da el yapimi bir sistem kullanilmasini gerektirir.

Lokalize protein kiigiikse bu metodla sinyal elde etmek
de zor olmaktadir. Osmiyum tetroksit kullanilmadigindan
Ornegin elektron yogunlugu fazla degildir ve hafif bir
kontrasti vardir.

Tokuyasu metodu olarak bilinen yontemde ise drnegin
kriyokesiti alinir ve immiinlokalizasyon teknikleri igin
kullanilir[16]. Bumetoddadrnegin antijenitesinikorumakigin
diisiik konsantrasyonlu aldehitler kullanilir. Kimyasal olarak
tespit edilen 6rnek jelatinle kaplanir ve siikrozla doyurulur.
Sonrasinda ornek 6zel bir tutucu iizerine yerlestirilir ve
hemen sivi nitrojenle dondurulur. Kriyoultramikrotom
yardimiyla -80 °C ve -140 °C aras1 sicakliklarda drnegin
kriyo kesitleri almir (80-100 nm). Ornekler kontrastlamir ve
metil selilloza gomiilerek kurutulur. Bu teknikte ornekler
dehidre edilmez ya da gdmme yapilmaz; proteinler sulu bir
surumda kalmis olur. Immiinlokalizasyon islemi oldukga
etkilidir ve kiiciik miktarlarda bulunan antijenler icin
cok faydalidir. Cok hizli olan bu ydntemde bir giin icinde
sonug¢ almabilir. Hiicre i¢i membran sistemlerini ¢ok net
olarak ortaya koyar. Ancak diisiik konsantrasyonda aldehit
kullanilarak yapilan fiksasyon sonrasi siikroz ile yapilan
kriyokoruma, hiicresel hacimde azalmaya ve ¢06ziinebilir
proteinlerin kaybina yol agabilir. Kontrast ise genellikle
diisiiktiir. Kriyokesitleme islemi giigtiir ve 6rnek sivi nitrojen
ile dondurulmak zorundadir. Bu yontemde kontrast diisiik
olmasina ragmen, membranlar ve hiicresel kompartmanlar
cok net bigimde goziikebilmektedir. Ozellikle molekiiler
lokalizasyon teknikleri i¢in faydali bir yontemdir.

Kimyasal fiksasyon isleminin, fiksasyon sonrasi
yapilan islemlere gore daha az degisim ve artefakt {irettigi
bilinmektedir. Buradan yola c¢ikilarak gelistirilen diger
bir yontemde Ornegin kimyasal fiksasyonu sonrasi bir
kriyoprotektan kullanilir (genellikle siikroz) ve sonrasinda
kriyofiksasyon islemi yapilir. Daha sonra ornek freeze
substitution denilen ve -90 °C’de organik bir ¢oziicii
yardimiyla drnekteki suyun elimine edilmesini saglayan bir
isleme alinir. Burada genellike siikrozla karigsmadigindan
dolayr metanol kullanilmaktadir. Bu yontem daha biiyiik
orneklerin calisilmasinda idealdir ve homojen bir fiksasyon
saglamaktadir. Yonteme kimyasal fiksasyonla baglamak
Ornekte yapisal hasarlara yol acabilmektedir. Ticari bir
ekipman ya da elyapimi bir sistem gerektirir. Ultrayapinin
oldukea iyi korundugu bir yontemdir. Hibrit metod olarak
da bilinir [13].

Hibrit metod immiinlokalizasyon ¢aligmalar1 iginde
kullanilabilmektedir. Ornekteki antijeniteyi korumak igin
diistik bir aldehit fiksasyonu yapilir ve sonrasinda siikrozla
kriyokoruma saglanir. Metanol kullanilarak -90 -C’de freeze
substitution (FS) yapilir. FS ortamina ¢esitli fiksatifler
ekelenebilir. Sonrasinda rnegin akrilik resine gomiilebilmesi
icin sicaklik artirilir [17]. Resine gémiilii 6rnek UV 15181 ile
polimerize edilir. Hiicresel yapilari oldukga iyi koruyan bir
yontemdir ancak kesit alinmasi zordur. Kontrast oldukca
diisiiktiir ve ticari bir ekipman ya da el yapimi bir sistem
gerektirir. Immiinlokalizasyon ¢alismalari igin idealdir.

Yiiksek basingli dondurma iglemiyle kriyofiksasyona
alian bir 6rnek buradan farkli sekillerde olabilen proseslere
alinmaktadir. Bu proseslerden biri, farkli organik solventer
yardimiyla freeze substitituon isleminin gergeklestirilmesidir
[18]. Aseton, alkol ya da metanol gibi bir organik ¢oziicii
ornekteki suyun yerini alir ve bu da 6rnegin gdmiilmesine
olanak tanir. FS ortamina belirli oranlarda kimyasal
fiksatifler eklenebilir. Fiksatifin tipi 6rnegin ¢esidirne ya da
caligmanin amacina gore belirlenir. Isitma prosesi sirasinda
belirli sicakliklarda kimyasal fiksatifler de gérevini yapar ve
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ornekle etkilesime gegerler. FS yontemi -90 °C’de ¢alistig
icin sicaklik dereceli olarak artirilarak oda sicakligina
gegirilir. Daha sonra 6rnek epoksi resine gomiilerek kesit
alma ve inceleme islemleri yapilir. Bu yontem hiicresel
mimarinin korunmasinda en iyi yoldur. Proses siiresi
kimyasal metodlardan daha fazla degildir.ancak her drnek
igin kristal olusumundan kaginilarak ¢aligilmalidir.

Kriyofiksasyon ile baglayan siirecin devaminda in
situ  hibridizasyon ve immiinlokalizasyon teknikleri
gergeklestitilebilir  [19,20].  Proses yukarida anlatilan
proseslere benzer ancak organik ¢oziicli olarak genellikle
aseton kullanilir ve kullanilan kimyasal fiksatif tipi ve
oranlarina ¢ok dikkat edilmelidir. FS sonrasinda 6rnek
farkli sicakliklarda ve farkli akrilik resin tipleri kullanilarak
gomiiliir ve son olarak UV 15181 ile polimerize edilir. Bu
yontem hem hiicresel yapiyr hem de 6rnegin antijenitesini
cok iyi koruyan bir yontemdir. Bloklar yillarca saklanabilir.
Farkli tipte akrilik resinlerin kullanimma olanak
saglamaktadir. Ancak 6rnegin blok haline getirilmesi ve tim
Ornegin belirli bir derecede oryantasyonu zor olmaktadir.
Yontem sayesinde molekiiler lokalizasyon ¢aligmalari giizel
sonuglar sunmaktadir.

Yiiksek basingli dondurma ve FS ile kriyofikse edilen
bir 6rnek rehidre edilerek kriyokesitleme ig¢in Tokuyasu
metoduna da uyarlanabilmektedir [21]. Bu yontemde ¢ok
etkili bir immiinlokaliazasyon yontemi ile kriyofikasasyonun
sagladigi ultrayapisal koruma kombine edilmis olmaktadir.
Ancak kriyofaksasyonla baglayan 6rnek boyutlart kiigliktiir
ve rehidrasyon sirasinda artefaktlar olusabilmektedir.
Tokuyasu metoduna benzer sekilde ornekten elde edilen
goriintiide kontrast diisiiktiir ancak membranlar ve hiicresel
kompartmanlar ¢ok iyi bigimde goriilebilir. Kimyasal
yolla tespit edilmesi zor olabilen 6rneklerin molekiiler
lokalizasyonlarint saptamada spesifik bir tekniktir.

Tim bu ydntemlerin yanisira, kriyofikse edilen bir
ornekle baslayan siireg diger baska tekniklerle de devam
ettirilebilir:

Dondurma-kirma metodu: Bu ydntemde Ornegin
dondurularak kirilmasi ve ¢ift tarafli bir kirik elde edilmesi,
frrkli agilarda platinum-karbon kullanilarak bu taraflardan
bir kopyanin elde edilmesi ve mikroskop altinda incelenmesi
saglanir [22].

Dondurma-kurutma yoéntemi: Bu teknikte kriyofikse
edilen 6rnekten daha sonra suyun g¢ikarilmasit saglanir. Bu
islem vakum altinda ve diisiik sicakliklarda subimlesme igin
yapilir. Ornek kurutulduktan sonra resine gomiiliir ve kesilir
[23].

Cemovis: Yiiksek basingta Ornegin dondurulmasi,
kesilmesi ve direk olarak kriyoinceleme yapilmasidir. Bu
yontemde 6rnekten suyun uzaklasgtirilmasina gerek olmadan
inceleme yapilabilir ve biyolojik 6rnegin en dogal hali
gozlenmis olur [24].

Gegirimli elektron mikroskopi hiicre ve dokularin nasil
calistigini anlamamizda esas olan araglardir. Boylece bu
yapilar yiiksek ¢oziiniirliikle inceleyebilir, yapida bulunan
komponentleri ve fonksiyonlarini daha iyi anlayabiliriz.
Ayrica ¢esitli biomarker ya da antijenik yapilarin
lokalizasyonlarn1 da belirlebiliriz. Ancak mikroskopi
Oncesi Ornegin uygun sekilde hazirlanmasi hem yapisal
komponentlerin korunmast ve hem de 6rnegin dogal haline
en yakin bigimde kalmasi agisindan son derece onemlidir.
Cok farkl teknikler olmasina ve siirekli de yeni teknolojiler

gelistirilmesine ragmen bu tekniklerin farkliliklart ve elde
etmek istedigimiz bilgiye gore se¢imi ¢ok dikkatli bigimde
yapilmalidir.
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