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Ozet: Elektron mikroskobu (EM) goriintii olusturmak icin isiktan daha ¢ok elektronlart kullanan bir mikroskoptur. EM
biiyiik bir alan derinligine sahiptir, yiiksek biiyiitme yapar. Goriintiiniin kalitesi, netligi ve detay zenginligi rezoliisyona baglidir ki
EM’da rezoliisyon giicii 2-20 angstromdur. Transmission Elektron Mikroskobu biyoloji (botanik, hiicre biyolojisi), tip, madde
bilimleri ve yer yiizii bilimlerinden elde edilen ornekleri 600.000 kez biiyiiterek i¢c yapilarim goriintiiler.

Anahtar kelimeler: Tranmission elektron mikroskobu, fiksasyon, boyama.

Transmission Electron Microscopy

Summary:The electron microscope (EM) is a scientific instrument that utilizes beam of electrons, rather than light, to
image a specimen. EM have a large depth of field and provide a high level of magnification. The quality, clarity and opulence of
details of the image are dependent on resolution, and the resolution achieved by EM ranges between 2-20 angstroms. The
Transmission Electron Microscope (TEM) magnifies specimens pertaining to biology (botanic, cell biology), medicine, matter
sciences and earth sciences, 600 000 times, and images the inner structure.

Key words: Transmission electron microscopy, fixation, stain.

Elektron  mikroskobu (EM)  goriintii TEM: Biyoloji (botanik, hiicre biyolojisi), tip
olusturmak icin 1siktan daha c¢ok elektronlar1  (Adli Tip, anatomi, mikrobiyoloji, biyokimya,
kullanan  bir mikroskoptur. EM’nun 151k  fizyoloji, toksikoloji, patoloji), madde bilimleri ve yer

mikroskobuyla (IM) karsilastirildiginda bir¢ok
avantajinin oldugu goriiliir. EM’da IM’nun aksine
aydinlatma kaynag1 olarak 1sik yerine vakum
icinde hizlandirilmis elektron demeti kullanilir.
IM’da genelikle boyanmis preparatlar 151810,
ornegin icinden gecmesi yolu ile incelenerek, tip
ve mihendislik gibi bir¢cok alanda kullanilir.
Ancak atom gibi ¢ok kiigiik cisimcikleri
gormemiz igin gerekli olan yiiksek biiyiitmeleri
veremezler. EM ise; yiiksek biiyiitme yapar.
Biiyiik bir alan derinligine sahiptir, yani yiiksek
rezoliisyonlu goriintiiler olusturur. Goriintiiniin
kalitesi, netligi ve detay zenginligi rezoliisyona
baghidir ki IM’nun rezoliisyon giicii 0,5-1 mikron
iken EM’da bu oran 2-20 angsrtromdur (1,3,9,16).
Ik EM’u Knoll ve Ruska tarafindan Almanya’da
gelistirilmis  (3,12,14). EM’nun, Transmission
Electron Microscopy (TEM) ve Scanning Electron
Microscopy (SEM) olmak tlizere iki temel tipi
vardir. Daha az kullanim alanina sahip Scanning
Transmission Electron Microscopy (STEM)’da
ticiincil tipi olarak bilinmektedir (3,9,17).

yiizii bilimlerinden elde edilen 6rnekleri 600.000 kez
biiyiiterek ic yapilarin1  goriintiiler. Incelenecek
orneklerin ultramikrotomla 60 nm kalinliginda ince
kesitleri alimir. Bunlardan dokunun ultrastriiktiirel
diizeyde incelenmesi yapilir. Hiicre organelleri, yap1
taglari, mikroorganizmalar, hiicre zar1 ve hiicrenin
cekirdegine bakilir (1,3,15). ki boyutlu bir goriintiiyii
fosfofluoresan ekran iizerinde olusturmak icin,
elektronlar1 6rnegin cok ince kesiti icinden gegirir.
Goriintiiniin - 6zel bir alaninin  parlakligi  6rnegin
icinden gecen elektronlarin sayisiyla orantilidir
(3,9,16).

EM’de Ornek Alma

Ilk adim kullanacagimiz ornekleri uygun bir
sekilde almak ve onlari hazirlamaktir. Bunlar bitki,
insan veya hayvanlardan alinan Ornekler olabilecegi
gibi bakteri, virus gibi hiicre elemanlar1 ve cok cesitli
yiizeyler de olabilir. Ornek boyutlar1 fiksasyon igin
uygun (5x5 mm) boyda olmalidir (1,3,6,16).
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EM’de Fiksatifler ve Fiksasyon

Fiksasyon EM icin biyolojik orneklerin
hazirlanmasindaki ilk basamaktir. Amaci, alinan
ornegi canli organizmayla karsilastirildiginda
miimkiin oldugunca en az farklilik olusturacak
sekilde  hazirlamak ve  Ornekten  bloklar
olusturmaktir. Dehidrasyon, gomme ve elektron
demetine maruz kalmada bile ultrastriiktiirel
iliskilerin korundugu sekle getirip sabitlemeyi
amaglamaktadir (1,2,3,4,5,16).

EM Fiksatiflerinin Gelistirilmesi: IM icin
kullanilan fiksatiflerinin ¢cogu EM i¢in yetersizdir.
IIk EM calismalarinda fiksasyon icin IM’da
kullanilan formaldehit denenmis fakat yeterli
sonu¢ alinamayinca 1950’lerde osmik asit
kullanilmaya baslanilmigtir. Osmium tetra oksit
(0OsO4) EM’de fiksatiflerin temelini olusturur.
OsOy’le lipitler ve karbonhidratlar ¢ok iyi bir
sekilde tespit edilirken, proteinlerin ¢ogunlugu
tespit edilmez ya da parcalanir. Bu yiizden de
enzim arastirmalarinda primer fiksasyon icin
kullanilamaz. Kesiti alinan oOrneklerin  boya
maddelerine kars1 affinitesini artirir. Dokulara ¢cok
yavas islediginden ornekler cok kiigiik olmalidir.
OsO4 ve sonrasinda potasyum permanganat hem
zarlar hem de bitkiler i¢in alternatif fiksatiflerdir
(1,3,5,10,13). 1963°de Sabatini ve ark. (15) primer
fiksatif olarak aldehit kullanimim o6zellikle de
gluteraldehiti, sekonder fiksatif olarak da OsO,
kullanimint 6nermislerdir. Giiniimiizde en c¢ok
kullanilan ve en c¢ok tercih edilen bir fiksatif
gluteraldehit olup bunun baglica sebebi ise
gluteraldehitin  karbonhitratlar, proteinler ve
enzimlerin  cogunu  fikse  edebilmesinden
kaynaklanmaktadir.  Gluteraldehitin ~ bunlarin
yaninda lipitleri iyi fikse edememesi ve bunlarla
tespit edilmis Orneklerin boyalar1 yeterince
alamamasi gibi dezavantajlara sahiptir. Bu yiizden
aldehitle fiksasyondan sonra 0s0y’le
postfiksasyon zorunlulugu vardir (1,3,5,13,16).
Tersiyer fiksatif olarak uranil asetat kullanilabilir
ki ozellikle lipitler i¢in iyi bir fiksatiftir (5).

Tampon Cozeltiler: EM’da siklikla Fosfat,
Cacodylate, Veronal acetate, Collidine tamponlar
kullanilir (1,3,5,6,16). Fosfat tamponlar harig
digerlerinin insanlar ve EM cihazi iizerine yan
etkileri vardir. Giiniimiizde en ¢ok monobazik-
dibazik sodyum fosfat karisimi olan Sorensen
tamponu kullanilmaktadir (3,5,8,16).
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Tamponlarin pH’si: EM fiksatifleri tamponlarla
notral pH’da tutulmaya calisilir (3,5). Cogu fiksatifler
pH 6,5-8 arasindadir. Albumin i¢in pH 7 veya daha
az,niikleer materyal ve akromatik demetler icin ise pH
6 civarlarinda olmalidir (2,3,5,8,16).

Osmolarite: Hipertonik ortam veya fiksatifler
hipotoniklerden daha az zararhidir. Fiksatifin
osmolaritesi tampon konsantrasyonu degistirilerek
ayarlanabilirken, glukoz—siikroz ve Na-kolloid de
eklenebilir. Glukoz ve siikroz albiiminin iyi
fiksasyonuna izin vermeyecegi icin primer OsOy
fiksatifleriyle kullanilmamalidir. Sekonder OsO, ve
gluteraldehit fiksatiflerle uyumludurlar. Sodyum
klorid tampona pH tam olusturmadan eklenmelidir.
Aksi taktirde pH degisiklige ugrar. Gluteraldehit ve
formaldehit osmolarite de inaktiftirler (3,5,8,16)

Primer Fiksasyon: Fiksasyon zamana, 1siya,
ornegin boyutuna ve fiksatifin yapisina baglhdir.
Veronal acetate ve collidine tamponlar primer
fiksasyonda daha iistiindiirler. Izole hiicreler birkac
dakikada, tiim dokular saatler icerisinde fikse olurlar.
Ozelliklede 1s1 ¢ok diisiikse OsO,’le primer fiksasyon
icin 0 °C’de 2 saat uygundur. Aldehitler i¢inde buna
yakin bir siire gereklidir. Aldehitlerle fiksasyonda
lipitlerin ~ yikimma yol agacagindan bu siire
uzatilmamalidir (1,3,5,16). Aldehit-OsO,’le
fiksasyonda ise 1s1 degigikligi 0-25 °C’de ¢ok az
yapisal degisiklik olusur. Ancak mikrotiibiiller diisiik
1sida korunamazlar. Yiiksek 1sida mitokondriler de
biizligme ve sitoplazmada graniilarite olusur. Isinin 0-4
°C smurlandirilmasi aktiviteyi de simrlar. OsO,,
gluteraldehit ve potasyum permanganatla ¢ok kisa
baslangic fiksasyonundan sonra oda 1sisinda ana
fiksasyon onerilir (1,2,3,5,6,13,16).

Yikama: Birden fazla fiksatif kullanilacaksa ilk
maddenin fiksasyona katilmayan kismi yikanir.
Yikama Ozellikle aldehit sonras1 OsO, kullanilacaksa
onem tagimaktadir. Ciinkii her iki madde de
birbirleriyle etkilesmektedir. Bunlarin yanisira c¢ok
sayida ornek igin yikamadan kacimilmalidir. Ornegin:
sinaptik vezikiiller, siikrozlu cacodylat tamponda 30
dakika bekletilirse diizlesmeye baslarlar (1,4,3,5).
Yikama nedeniyle olusan artefaktlar gluteraldehit-
0sO, kombine olarak kullanildiginda 6nlenebilir.
Genellikle 4 °C’de, pH 7,4’de 2 saat igerisinde 3 kez
yikama soliisyonu degisimi uygulanir
(1,3,5,6,8,13,15). Gluteraldehit ile fikse edilen
ornekler, fiksasyon sonrasi gece boyunca yikama
soliisyonunda birakilabilirken formaldehitle fikse
edilen Ornekler birakilamaz, ciinkii formaldehit



dokularda reversible reaksiyona girer. Yikama
fiksasyonla aym 1sida yapilmalidir. Yikama
soliisyonunun osmolaritesi fiksatifinkinden farkli
olmalidir. Ciinkii fiksasyonda zarin osmotik yapisi
genellikle degisir (3,5).

Sekonder Fiksasyon: Siire ve 1s1 primer
fiksasyondan daha az onemlidir. En cok %1’lik
OsOy’le fikse edilirler ve primer fiksasyonda
kullanilan tampon ¢ozelti burada da 4 °C’de veya
oda sisinda bir saat siireyle uygulanir
(1,3,5,13,16).

Organ ve Dokularin Fiksasyonu:

1) Immersiyon fiksasyonu: Deri gibi kan
akimiin kesilmesine dayanabilecek dokular in
vitro olarak immersiyon yoOntemiyle fikse
edilebilirler.  Alinacak  dokunun  biiytikligi
fiksatife ve doku yogunluguna gore degisir.
Primer fiksasyon i¢in en fazla 0,5 mm’lik kiiplere
kesilir. Aldehit fiksasyonunda ise ornekler biraz
daha biiyiik olabilir.

2) in vivo fiksasyon: Denek anestezi
altindayken doku ortaya ¢ikartilir. Fiksatif
dokunun i¢ine ya da iistiine damlatilir. Damlatma
teknigi, yeterince penetrasyon olmadigindan
yalnizca yiizeysel tabakalar incelendiginde
etkilidir. Fiksatif 10-20 dakika siireyle siirekli
olarak damlatilir ve fazlasi emdirilir. Burada
temel olarak veronal asetat tamponlu OsO; % 1-
2’lik  konsantrasyonda kullanilir. Sonrasinda
primer fiksasyon immersiyon yontemindeki gibi
devam ettirilir. Oda 1s1sinda ya da soguk ortamda
1-4 saat strdiiriiliir. Bu teknigin dezavantaji
anestezik maddenin doku hasar1 olusturma
olasiligidir (3,5,6,16).

3) Perfiizyon fiksasyonu:

a) Anestezi tipi: Rat, fare, hamster gibi
kiiciik deneklerde eter veya halotan kullanilir.
Daha biiyiiklerde ise nembutal, kloral hidrat,
urethan intraperitoneal ya da intravendz kullanilir.

b) Perfiizyon sivist vermek: Bu yoOntem
denek Dbiiyiikliigii, doku ve uygulayicinin
yetenegine baghdir. Or; kiiciik hayvanlarda en
uygun yontem aortadan perfiizyon sivisinin
verilmesidir (3,5).

Perfiizyon sivis1 ve fiksatifler: Fiksatifin 1sis1
arttikca fiksasyon daha hizli ve etkilidir. Enzim
histokimyasi i¢in fiksatif oda 1si1sinda olmali, labil
enzimler i¢in 0°C’da bir 1s1 gereklidir. Viicut
sisinin - altindaki  degerlerde perfiizyon sivilari
vazokontriiksiyona yol agip perfiizyon etkinligini
bozabilir (3,5,16).

TERIM KAPAKIN K.A.

Dehidrasyon

Dehidrasyonun asil etkisi orneklerden lipitlerin
cikarilmasidir. Bu oran %951 bulur. Proteinlerin ise %
4’ gikarilir. Bu oranlar fazla olursa dokularin hiicre
ve hiicre i¢i yapilar biiziisiir (3,5).

Dehidrasyonda kullanilan ajanlar: Aseton,
etanol, etilen glikol, polietilen glikol ve propilen
oksid’tir. Bunlar icerisinde en fazla tercih edilen
etanol ve aseton’dur. Aseton, beyin dokusunun
dehidrasyonunda hiicreyi daha iyi korudugu icin
etanole gore daha ¢ok tercih edilir. Gomme
materyallerinden polyester resin etanolde ¢oziinmedigi
icin aseton icinde dehidrate edilir. Epoksi resinler,
etanol ve asetona gore propilen oksidde daha kolay
coziinebildiginden dehidrasyonunda en ¢ok propilen
oksid kullanilir (3,5,6,8,16). Dehidrasyon 0Oncesi
ornekler OsOy ile fikse edilirse, kullanilmas1 gereken
ajan yerine yanlis ajan kullanilmasi, dehidrasyon
islemi diisik 1sida ve yiikksek hizda yapilirsa
dokulardan lipidlerin uzaklastirilmasi azalir (2,3,5,16).

Standart Dehidrasyon islemi: Dehidrasyonda
kullanilacak ¢ozeltinin miktar1 numune hacminin 10
kat1 olacak sekilde kullanilir. Dehidrasyon oda 1sisinda
yapilmalidir. Sayet dehidrasyon sogukta baslamissa 1s1
oda 1s1s1na yiikseltilir (1,3,5,16).

TEM’de Dehidrasyon cizelgesi:

% 25, % 50, % 75, % 96 (iki kez), % 100’liik
etanol de (iki kez) 15-20 dk

Propilen oksit icinde (iki kez)
(1,3,5,6,8,10,16).

Dehidrasyon Cesitleri: Dehidrasyonun hizli ve

parsiyel olmak iizere iki sekli vardir.
Hizli dehidrasyon siirecleri hizlandirmak gerektiginde
uygulanir. Cozeltiler daha sik degistirilir. Daha kiigiik
ornek kesitleri alinir. Parsiyel dehidrasyonda %
30’luktan % 70’lik etanole kadarki basamaklar
uygulanir (3,5,16).

15 dk

TEM’de Gomme Islemi

Ornek hazirlamadaki son asama ince kesit
almaya uygun yapilara infiltre olabilen ve daha sonra
polimerize olarak katilasabilen sivi gomme ortami
hazirlamaktir.

TEM icin gomme ortammn ézellikleri: Uniform
ve polimerize olmali, dehidre edici ajanlarla kolay
¢coziinebilmeli, daha akiskan olmali, polimerizasyon
ile ¢cok az hacim degistirmeli, kolay kesit alinabilmeli,
elde edilmesi kolay olmali, elektron bombardimani
altinda stabil olmalidir (3,5,16). Genellikle Epoksi
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resin, polyester resin, metacrylate olmak iizere ii¢
tiir gdmme ortami kullanilir.

Epoksi Resin: Uniform olarak polimerize
olur. Cok kiiciik hacim degistirir. Elektron
bombardimani altinda stabildir. Ancak uzun bir
infiltrasyon siiresine sahip ve yiiksek viskoziteli
olmasi da dezavantajlandir (1,3,5,6,7,16).

Epoksi Resin Karekteristikleri: Epoksi
resinler arasindaki farklar viskozitelerinden
kaynaklanmaktadir. Viskozitesi yiiksek

ortamlarda, infiltrasyon siiresi artacagindan diisiik
viskoziteliler tercih edilir. Ayrica epoksi resin
gobmme ortamimna hizlandirict eklenmesi de
ortamin viskozitesini artirir.  Bunun yaninda
gbmme ortaminin viskozitesini, sertlestiricinin
viskozitesi de etkiler (7,8).

Polyester Resin: Epoksi resin gibi iyi
ozelliklere sahiptir. Ancak stabil olmamasi ve zor
temin edilmesi nedeni ile daha az kullanilir.
Metacrylate ise daha ¢ok  histokimyasal
calismalarda kullanilir(3,5,6,7,16).

Standart Gomme Yontemi: Dehidrasyonun
son asamalarinda iken taze olarak hazirlanan
gobmme karisimlart infitrasyon igin kullanilir.
Ornekler ¢ozeltilerden asamal bir sekilde gegirilir
ve en son gomme karisgimi tarafindan dehidre
edici ajanlar uzaklastirilana kadar bu siire¢ devam
eder. Dehidrasyon ajanlar1 bir pipetle alinarak
gomme karigimu ile 1/1 oraninda karistirihir. Bir
saat sonra bu karisim saf gomme ortam ile yer
degistirilir ve siseler kapali olarak bir gece
bekletilir. Standart gomme yoOnteminde jelatin ve
polietilen kapsiiller gobmme kaliplar1 olarak ince
kesitler almak icin kullanilir. Ornek Kapsiiliin
altina yerlestirilir. Kapsiil yarisina kadar en son
gomme karisimi ile doldurulur. Gomme ortami
kapsiiliin 1sitilmas1 veya UV 151 ile polimerize
edilir (3,5,16).

Oda Isisinda Gomme: Burada kullanilan
karisim; Epon 812, MNA, Thorokol CP-8, DMP-
30 *dir (3,5,6,16).

Hizh Gomme: Hizli gdbmme yontemi hizli
dehidrasyondan sonra kullamilir. Orneklerin (>0,1
mm) boyutu kiiciik tutulur. Ornekler Epon 812 ya
da Araldite 502’ye gomiiliir. Bir propilen oksit, iki
epoksi resin (1/2) oraninda kullanilarak 5 dakika
karigtirilir. Sonra ornek kapsiiliin merkezine alinir
ve infiltrasyon su aspiratoriinde maksimum
vakum altinda 5 dakika icinde tamamlanir.
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Polimerizasyon 95 °C ‘de 40 dk-12 saat icinde
gerceklesir (3,5,16).

Ozel Gomme Yontemleri: Fibriller, diiz 6rnekler
ve tek sira olusturmus hiicreleri gommek igin
kullanilir (1,4,5).

En Son Blok Sertligii GOmme ortaminda
kullanilan biitiin kimyasallar en son blok sertligini
etkiler. Plastiklestirici ya da fleksibilizer eklenerek en
son blok sertligi azaltilabilir. Bunlarin oranlar
degistirilerek sertlik derecesi ayarlanabilir. Gomme
materyali dokudan daha sert ise kesitler parcalanir,
dokudan daha yumusak ise kesitler ondulali bir sekilde
elde edilir (1,3,5,6).

Kesit Alma Ozelligi

Anbhidrit/epoksi oram: Kesit alma olanaklari en
son blogun yalnizca sertligine degil polimerizasyon
sirasindaki capraz baglarin miktar1 ve dogasina
baglidir. Diizlemsel ve birka¢ c¢apraz bag iceren kisa
polimerler kesit almada kolaylik saglar. Anhidrit orani
diisiiriilerek kesit alma daha kolaylastirilir (3,5,16).

TEM’de Kesit Alma

Epoksi resin gomme materyaline gomiildiikten
sonra etiivde 48 saat bekletilerek hazirlanmig olan
orneklerin, IM’da ve EM’da incelenebilmeleri igin
yar1 ince kesitlerinin, TEM’de incelenebilmeleri igin
de ince kesitlerin alinmasi ve boyanmasi gerekir. Kesit
almak icin etiivden ¢ikarilan bloklarin iizerindeki
jelatin sicak su ile giderildikten sonra EM igin gerekli
olan ince kesitler alinmadan once, yar1 ince kesitler
almir. Yari ince kesitlerde ideal olmasi gereken
kalinlik 2 um’dir. Alinan yar1 ince kesitler iizerinde
birka¢c damla distile su bulunan lam iizerine alinarak
sicak tablada sitilir. Biiziisen yar1 ince kesitlerin
burusukluklari agilarak dokunun goriiniir hale gelmesi
saglanir. Daha sonra 1sinmis olan distile su dokiilerek
kesitin kuru bir zemine yapismasi saglanir. Kuru
zemine yapismis olan yar1 ince kesitler metilen mavisi
ile boyanir. Lam kurumaya birakilir ve boyanmis olan
preparatlar 151k mikroskobunda incelenir. Incelenen
dokunun 1s1tk mikroskobik c¢alismast amaglanmamis
olsa bile, yart ince kesit almanin temel amaci: doku
hakkinda bilgi sahibi olmak ve ince kesit almamiz igin
gereken ylizeyi saptayarak doku {iizerinde bu kismin
elde edilmesini saglamaktir. ince kesitler havuzlu cam
bicak veya elmas bicak ile alinir. Dokunun havuzlu
cam bicak ile alinamamasi, 6rnegin fiksasyonundaki
bir hataya bagl olarak goriiliir. Ideal ince kesit
kalinlig1 60 nm civarinda olmalhdir (1,2,3,6). Havuzda
biriken uygun kalinliktaki kesitlerin burusukluklarinin
acilmast  icin  bunlarin  ksilolleme isleminden



gecirilmesi gerekir. Ksilolleme isleminde, ksilol
bir sulu boya fircast yardimiyla dokulara
yaklastirlmali  ve  kokusu ile  dokunun
burusukluklarinin acilmasi saglanmalidir.
Ksilolleme isleminden sonra Orneklerin bakir
gridlerin mat yiizlerine toplanmasi gerekir. Daha
sonra kesit alinan gridler kurutulmali ve grid
boksa yerlestirilmelidir. Ince kesitler uranil asetat
ve kursun sitrat boyalari ile boyanarak TEM’de
incelenir (3,6,16).

TEM’de Kontraslama

IM’da goriintii, biyolojik orneklerin bazi
dalga boyundaki 1sinlar1 tutarken bir kismini goze
yansitmasi yoluyla elde edilir. EM’da ise renk
yoktur ¢iinkii tek dalga boyunda 1s1n kaynagi
kullanilir (3,9,16). Bu durum insan gozii
tarafindan ayirt edilmeyi giiclestirir. Bu ylizden
orneklerin boyanmasiyla kontrast artirilarak daha
iyi goriintii elde edilmeye ¢alisilir (3,11).

I. Pozitif Kontraslama

Pozitif kontrastlamada en sik uranil asetat ve
kursun kullanilir. Etki mekanizmasi tam olarak
aciklanamamakla birlikte wuranil iyonlarinin
fosfo/amino  gruplarina  baglanmasi  sonucu
niikleik asit ve proteinlerde kontrast olustugu
goriilmiigtir.  Kursun  ise ()  degerlikli
komponentlere ve osmiumun reaksiyona girdigi
bolgelere baglanir (3,11,16).

l. Gomme oOncesi uranil tuzlariyla pozitif
kontrastlama: Gommeden Once ya da sonra
yapilabilir. Once yapilirsa: membran korunur,
fiksasyon saglanir. pH 5,2 civarinda tutulmaya
calisilir. Boylece DNA, mitokondri, miyofibril,
niikleoprotein ve fosfolipit yapilart korunur.
Ozellikle aldehit/osmium fiksasyonundan daha iyi
sonu¢ almir (1,3,4,11). Dokular aldehit ve
osmiumla fikse edildikten sonra iki kez distile
edilmis suda 3 kez 15 dk. bekletilir. Daha sonra
uranil asetatin iki kere distile edilmis sudaki
%0,5-2 ‘lik ¢ozeltisinde oda sicakliginda 1-2 saat
bekletilir. Dehidrasyon islemine gecilir (3,11,16).
Gomme 6ncesi doku uranil tuzlariyla boyandiktan
sonra da kesitlerin kursunla boyanmasi Onerilir
(1,3,4,11,16).

2. Gomme sonrasi uranil tuzlariyla pozitif
kontrastlama: Sulu ya da alkoldeki cozeltiler
kullanilarak, farkli yontemlerle boyama yapilabilir
(3,4,11,16).

TERIM KAPAKIN K.A.

Sulu cozeltiler: % 2’lik uranil tuzu c¢ozeltisi
kullanilir. Filtre kagidina distile su emdirilip petri
kutusuna yerlestirilir. Islak filtre kagidi iizerine
parafilm konur ve iizerine birkag damla ¢o6zelti
damlatilir. Gridler doku kesitleri alt yiizeyde olacak
sekilde damlalarin  iizerine yerlestirilir, petri
kutusunun kapagi kapatilir. 15 dk. ile birka¢ saat
beklenir. Bu sirada giinesten korunulmalidir. Ortamin
sicakhigt  artirilarak  (40-60 °C) boyama siiresi
kisaltilabilir. Gridler distile suda yikanir. Hemen ya da
daha sonra kursunla boyanir (1,3,11,16).

Alkoldeki ¢ozeltiler: Baz1 siki bagl resinler sulu
cozeltilerle iyi boyanmazlar. Penetrasyonu artirmak
icin agir metallerin alkoldeki (etanol, metanol)
cozeltileri kullanilir. Alkoliin hizla buharlagmasini
onlemek icin sulu c¢ozeltilerle boyamada kullanilana
benzer bir odacik kullanilir, ondan farkli olarak filtre
kagidina distile su yerine alkol emdirilir. En sik uranil
asetatin etanoldeki %2-4’liikk cozeltisi ve %50’lik
doymus c¢ozeltisi kullanilir. Uranil tuzlar1 yavas
coziindiigiinden doymus ¢ozelti en az bir giin dnce
hazirlanmalidir. Kullanmadan hemen 6nce 15-20 dk.
santrifiije edilir. Buharlasmay1 6nlemek icin tiipiin
agz1 sikica kapatilir. Resinin tiiriine bagli olarak
boyama siiresi 5-15 dk. ile birkag saat arasinda degisir.
Boyama bittikten sonra gridler %50’lik etanol
serilerine batirilir. Alkole batirma islemi hizla
yapilmalidir, ciinkii alkol ¢abuk buharlasir ve bu da
uranyum tuzlariin ¢cokmesine neden olur. Son kez
alkole  batinlarak  filtre = kagidinin  iizerine
yerlestirilerek kurumaya birakilir (3,11,16).
Metanoldeki c¢ozeltilerle boyamada benzer sekilde
yapilir, etanoldekinden farki  %25’lik  c¢ozelti
kullanilmasidir.  Alternatif olarak uranil asetatin
metanoldeki %?2’lik ¢ozeltisine %1 Dimetilsiilfoksid
(DMSO) eklenerek de boyama yapilabilir, ancak
DMSO uranyum iyonlarmnin deriden gegisini
kolaylastirdigi  icin mutlaka gerekli  Onlemler
alinmalidir (1,3,16).

3. Gomme sonrasi kursunla pozitif kontrastlama:
Uranil’le boyamadan sonra kursun sitratin iki kez
distile edilmis sudaki ¢ozeltisiyle boyama yapilabilir.
Kursun boyalar CO, ile temas ederse hemen presipite
olur. Bu nedenle c¢ozeltiyi saklama ve boyama
asamalarinda CO,’den uzak tutmak gerekir. Bu
amacla uranille boyamadakine benzer bir odacik
kullanilir, ancak filtre kagidi ortamdaki CO,
uzaklastirmak icin 1 N NaOH ile 1slatilir. Grid 6nce
petri kutusunun icine damlatilan CO,’siz suyun
iizerinde doku alt yiizeyde olacak sekilde birkac
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saniye  bekletildikten sonra kursun = sitrat
damlasinin iizerine yerlestirilir. Kursun sitratta 15-
30 saniye bekletildikten sonra 25 kez CO,’siz iki
kez distile edilmis suya ya da 0,01 N NaOH’a
daldirilir. Daha sonra tekrar CO,’siz iki kez distile
edilmis suya ve ardindan iki kez distile edilmis
suya 25’er defa daldirilir. Bu iglemden sonra
ornek filtre kagidinin tizerine yerlestirilerek
kurumaya birakilir. Kuruyan o©6rnek TEM’de
incelemeye hazirdir (3,11,16).

II. Negatif Kontraslama

Makromolekiilin  kendisi boyanmazken
cevresi yogun boyanir. Sonu¢ olarak ornek koyu
zeminde acgik renk olarak goriiliir. Kesitlerde
kullanilmaz ancak biitiin haldeki biyolojik
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