Ankara Tip Fakiiltesi Histoloji - Embryoloji Enstitiisii
ELEKTRON MIKROSKOP VE KULLANMASI
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Tabiat insanlara bes duvu ile yetinmemis o techizati daha
miikem:mellestirecek akil ve zekay da bahsetmistir. Bu sayede
bir takim cihazlarm yapilmasi miimkiin olmus ve bu suretle
ilim ve teknik bugiinkii seviyesine ulagmstir.

' Goziin gérme kudreti kifayetsizliginden dogan eksiklikleri
gidermek iizere ilk defa lup bulunmus, onceleri statifsiz, son-
ralar statif ile kullanmak suretiyle goriilebilen, numuneleri
6-10 defa biiyiitmek ve biraz daha tafsilatla incelemek miim-
kiin olmustur (Romeis, 1948). Ancak bu pek kiigiik ihtiyaca
cevap veriyordu. Yapilan devamli calismalar sonunda 1665 de
Hook basit bir mikroskop imél etmis, 1673-1716 senelerinde de
Van Leeuwen hoek bugiinkii anlanuyla mikroskobu istimal
sahasina ve ilmin hizmetine tahsis etmisti (Greep, R.O. 1954).
Bu cihaz zamanimiza kadar muhtelif tekamiil safhalarindan
gegerek, polarizasyon, karanhik saha, ultraviolet, faz kontrast
ve stereo mikroskoplarimn bulunmasi suretiyle ilmin mubhte-
telif subelerinin ilerlemesine ve arastiricilarin gérme kudre-
linin artmasina hizmet etmistir. Bu mikroskoplarin da arzu
edilen her seyi gormemesi adeselerin kifayetsizliginden ziyade
gérmeye yarayan 15 dalgalarinin uzunlugundan ileri geliyor-
du. Giinliik hayatimizda kullandigimz 1510 dalgalarinin uzun-
lugy 0.4-0.7 mikrondur (Auger, P. 1945). Goriilmesini arzu et-
tigimiz niimune, kullandigimiz 1510 dalgalarinin yarisindan kii-
citk olmamahdir (Wyckoff, 1949). Daha kiigiik cisimler gozle
goriilen 15181 kafi derecede trtemiyeceginden adese, cismin mu-
kabil kenarlarindan gegen 1smn demetlerini ayiwramiyacaktir
(Spektrum, 1958). Bu hale gore 151k mikroskobu ile azami 0.2
mikron biiytikliigiinde cisimcikler goriilebilecektir. -

Konumuzu histoloji sahasina teksif edince, eskidenberi
151k . mikroskobu ile gorillen bazt tesekkiillerin biinyesi tama-

349.



miyle mechul bulunuyordu. Histoloji sahasinda durum boyle
oldugu gibi tip ve biyolojinin diger dallar1 da bundan farklh
degildi. Viruslarin mevcudiyeti biliniyor, fakat sekilleri, hele
biinyeleri bilinmiyordu. ste bu ihtiyaglar karsisinda, daha
kisa dalgalar aranmasina liizum hasil olmustur. Her ne ka-
dar tabiatta mevcut kozmik ismlar 0.0001 A ,gamma sinlariy-
sa 0.01 - 1.4 A uzunlugunda ise de birinciler atmosfere vara-
mamakta, stratosferin su buharn tarafindan tutulmakta, at-
mosfere varsalar da bunlarn hayatla telifi kabil goriilmemek-
tedir. Ciinkii dalga boyu kisaldikca kinetik enerji artmakta ve
hayat tehlikeleri de buna paralel olarak cogalmakiadir (Ko-
vacs, R. 1949). Gamma 1simnlari radioaktif madenlerin bulun-
dugu baz1 bolgelerde bulunmakta, hayat icin énemli tehlikeler
dogurmaktadir. Bazi maden ocaklarinda galisan iscilerin ak-
ciger kanserine fazla miipteld olmalar: bu sebeptendir. 0.06-
1000 Angstrém uzunlugunda olan rontgen 1sinlari, nétronlar,
elektronlarin elektrik hamulesi yiiksek ve siir'atleri cok faz-
ladir. Bunlari cam adeselerden gegirmek suretiyle mihrak teg-
kil etmek miimkiin degildir. Fakat. elektronlar vakum altinda
elektrik alanlari teskil etmek suretiyle kolayca kontrol altina
alinabilir. Iste bu esastan elektron mikroskop fikri dogmus-
tur.

Tarihge : Bu teoriyi ilk defa 1924 de de Brogli ortaya
atmis, 1926 da Busch tarafindan pratige intikal ettirilmistir
(Schluge, H. 1959). ilk elektron mikroskop 1931 de Knoll ve
Ruska tarafindan yapilmist:. Bundan sonra 1934 de Borries
ve Ruska Siemens firmasi tarafindan ticaret sahasina
sevkedilen elektron mikroskopu imal etti. 1934 de Bel¢ika'da
Morton'un yaptii elektron mikroskop ilk defa tipta ve bak-
terilerin incelenmesinde kullamldi. Bundan sonra, Amerika'da
R.C.A,, Hollanda'da Philips firmalar elektron mikroskop
imal etmege muvaffak olmuslardir. Bundan maada Fransa,
Ingiltere, Isvicre, Rusya ve diger bazi memleketlerde muhte-
lif firmalar tarafindan elektron mikroskoplar imal - edilmistir-
(Giirtiirk, 1956 ; Mahl, 1951; Reimer, 1959).

Halen kullamilan elektron mikroskoplar va elektro-statik
veya elektro-magnetiktir, AEG Zeiss firmasinin mamulu olan
elektron mikroskop elektro-statiktir. Isvigre’de bir firma
(Triib ve Tauber) elektro-statik ve magnetik adeseléri aym
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cihazda birlestirmek suretiyle bir elektron mikroskop yapma-
sa muvaffak olmustur. Bunlardan gayri biitiin cihazlar elek-
iro-magnetiktir (Reimer, 1939). Enstitiimiizde bulunan cihaz

AEG Zeiss firmasinin elektro-statik mikroskobudur (Re-
sim : 1).

Resim : 1 AEG-Zels Elektron mikroskobunun kesiti

Prensibi : Elektron mikroskoplar takriben 40,100 KW ce-
reyana tahammiil ederler. Isik menbar katod olarak kullani-
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lan Wolfram teli, Wehnelt silindiri ve anoddan ibarettir. Bura-
dan cikan ismlari vakum altinda 6zel bir kondansatérden ge-
cirdikten sonra, obje iizerinde teksif etmek ve muhtelif elek-
triki sahalar teskil eden madeni adeselerden gecirdikten son-
ra ekran tzerinde objenin molekiillerinin seklini veya ekran
yerine konan fotograf plag tizerinde resmini almak esasina
dayanmaktadir,

Elektro-statik olanlar magnetik olanlara nazaran daha
kiiglik cereyanla cahstig gibi, magnetik olanlarda adeselerin
daha ¢ok 1sinmasindan objenin harap olmas1 mahzuru nishe-
ten giderilmistir,

Bityiitme kudreti: AEG Zeiss elektron mikroskoplarimin
normal biiyiitmeleri 1.500, 5.000 15.000 defadur. Bundan maa-
da cihaza ilave edilen ve 151k mikroskobunda bulunan okii-
lere karsiik bir okiilerle yukarida zikredilen biiyiiltme kud-
retini 20 defa daha artirmak miimkiindiir. Resimde azami 15,000
defa biiyiitiilmiis olarak alinmakta, daha fazla biiyiitme agran-
dizorle miimkiin olmaktadir Diger firmalarin mikroskoplar:-
mn biiytitmeleri de bu civardadir,

Bahsi gegen biiyiitmeleri cihazdaki adeselerin bir kismi-
mn kullanilmamas: ve elektrik irtibatinda degisiklik yapil-
mas1 suretiyle kiigiiltmek ve 800, 2.500 ve 800 e kadar indi-
rilmesi miimkiindiir. Bunlardan ayr olarak ziya mikroskop-
lar1 gibi, 200 ve 600 defa gibi hafif biiyiiltmelerle incelemele-
re imkan veren tcrtibat vardir.

Kullanilmas: : Elcktron mikroskop 1s1tk mikroskoplar
gibi hemen kullanilamaz, Cihaz kullanmaga hazir hale getir-
mek igin yarim saatten fazla zamana ihtiya¢ vardir. Bu da
1/ alete cereyan verilmesi, 2/ hazirlayic1 ve 6n vakumun te-
sekkiilli, 3/ diffiiziyon pompasinin 1sinmasi, 4/ hakiki vaku-
mun tesekkiilii ve nihayet 5/ cihazda bulunan yiiksek voltaj
aflarimin ve diger yardimer merkezlerin 1sinmasi - igindir. Bii-
tiin bunlar temin edildikten sonra, evvela yiiksek voltaj diig-
mesi gevrilir ve arkasindan katoda ceryan vermek suretiyle
50.000 voltluk yiiksek tevettiir sayesinde ekran iizerine cis-
min moalekiillerinin hayali. diismiis bulunur. Bu kadar yiiksek
ceryan yakinda bulunanlasa zarar vereceginden cihazin arka
tarafina ve kapal bulundurulan kisimla yerlestirilmek sure-
tivle kullananlarin korunmasi saglanmistir,
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Cihaz bir yaz masasiyle irtibatta olarak monte edilmig
sande vakum altinda calisan 151tk menba1 ve madeni adeseleri
ihtiva eden bir tiip, ekran veya ekran yerine konan fotograf
plaklari, gerisinde yiiksek tevettiir cihaz ve aglariyle bunlar-
dan ayri olarak vakum temin eden iki pombadan ibarettir.
(Resim 2). ‘

Resim : 2 Saf yukaridan asagiya; 1 — Katod mahfazasl, 2 — Yiik-

sek tevettiir miisirli, 3 — Okiiler, 4 — Fotograf plaklar: ve yaninda

resmin aksettizi ekran, 5 — Fotograf plaklarinin disariya alinmasinl

saglayan kol, sol yukaridan asagiya, 6 — Elekirik cérey’amm ayarlayan

diizme, 7 — Hareket] ile cesitli biiyiitmeleri saglayan kol,8 —Sol fron-

tal .plakta. vakum miisirleri, . difiizyon .pompast, yiiksek-- cereyan ve
katod diigmelerl.
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Kullanma  sahalari : Mikrobiyolojide, glinbegiin  artan
bir tempo ile tipta oldugu kadar sanayide de mithimdir, sa-
nayide maden halita ve kristallerinin, oksit zerrelerinin ince-
lcnmesinde, plastik, dokuma ve kaucuk sanayiinde istifade
edilmektedir.

Teknoloji: Tipta siispansiyon halinde bulunan madde-
lerin direkt incelenmesi veya histoloji ve histopatolojide kesit-
ler yapmak suretiyle olur,

Stispansiyon halindeki materyeli incelemek icin  ewvela
cam lamlar iizerinde 1 % kollodion veya daha iyisi chloro-
formda 3 % formvar mahliiliinden filmler hazirlanir. Bunlar
kiiciik karelere aynldiktan sonra, Petri kutusuna doldurulan
destile suya daldirlmak suretiyle filimlerin lamdan ayrilma-
st temin edilir. Kare seklindeki bu kii¢iik film parcaciklari
destile su ylizeyinden avlanarak cihazin kendi lamlan iizeri-
ne konur. Lamlar 1/2 cm. kutrunda 1/2-1 mm. kahnhginda
bronzdan yapilmistir. Ortalarinda bir cukurluk ve 1 mm, kut-
runda agikhik vardir. Burasi da takriben 50 kareye boliine-
cek sekilde kiigiik bir tel ag ile kapatilmistir. Iste formvar
veya kollodion 151k mikroskoplar1 icin kullanilan lamlara
karsihk filimden mamal plaklardir. Kuruduktan sonra iizer-
lerine siispansiyon halindeki incelenecek materyel  konur.
Uzerinde  film yapilmus cam lamlar bakteri kolonileri
istiine  bastirnlmak  suretiyle bir kisim mikrop  orga-
nizmammn film iizerinde kalmasi saglanmir. Doku kiiltiirleri
i¢cin de aym hazirhk yapilir. Bakteri ve viruslar santrifugasyo-
nundan sonra izotoniyi temin icin biraz sekerli suyla Ffilm
tizerine ahnabilir. Incelenecek materyel hidrofob ise filin iize-
rine 0.1 9% serum albumin soliisyonundan kiigiik bir damla
koymak suretiyle incelenir. Bu usul tababetten zivade sanayi-
de kullamlr,

Fikzasyon : Dokularm bozulmadan incelenmesi icin fik-
zasyona tabi tutulmalarn lazimdir, Bunun i¢in de en iyi me-
tod osmiun asidi ile yapilandir. Adi -gecen fikzatoriin dokula-
ra niifuz kabiliyeti az oldugundan, hassas dokular stir'atle bo-
culurlar, Bu sebepten baska tesbit soliisyonlar1 aranmis ol-
dugu gibi osmium fikzasyon metodunda da degisiklikler ya-
pilmistir, Bunlardan birisi osmium soliisyonunda  byrakilan
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par¢alarnn buz dolabinda muhafaza edilmesine ve diigiik ha-
rarette bozulmammn daha yavag olacafi esasina dayamr. Bun-
dan baska, potassium permangarat, bichromate de potasse ve
formolden de istifade diigtiniilmiistiir. Formalin ile yapilan
(ikzasyonlarda kristaller aldatici sonuglar verdiginden terke-
dilmistir.

Fikzasyondan sonra 151k mikroskoplariyle incelenecek
objeler i¢in parafine yatirma usulii burada mahzurludur. Ciin-
kii parafine yatinlmis bloklardan bir mikrondan ince kesitler
elde etmek miimkiin olmadig1 gibi, bu maddenin kirigma ve
katlanmalar1 da artefaktlara sebep olur. Bu sebepten en uy
gunu methacrylate’a yatirmaktir.

Kesit yapma : Mutad mikrotomlar gayet ince spiral
yivleri bulunan yatik, sakuli ve kizakh mikrotomlardir. Bun-
larla en ince 1 mikron, 1slah edilmis olanlariyle 0.2 mikron
kalinhiginda kesitler elde edilir. Fakat bu kalinlik da elektron
mikroskop igin incelemeye elverisli olmadigindan, ciinkii elekt-
ronlarmn niifuz kabiliyeti azdir. (Ham 1953), daha yiiksek kabi-
liyetli, mikrotonlarm bulunmas1 icabetmistir. Bunlar ultra
mikrotomlardir, Bu cihazlarla 100-1000 Angstrém kalinhgin-
da kesitler elde edilir. Bunlar yivli degildir. Blok uzun ve
elektrikle 1sman bir madeni gubuk ucuna tesbit edilerek ke-
silir. Kesmek icin celik, cam ve elmas bigaklar kullamlir. ce
lik bicaklar kullandigimiz trag bicaklarma benzer. Camdan
olanlar 4-6 mm. kalinhgmdaki camlarin 45 derecelik aq ile
kirilmas: suretiyle elde edilir. Elmas bicaklar hepsinden daha '
clverisli olup ince ve giizel kesitler yapmak imkanim saglar.
Bu sekilde elde edilen kesitler veya kurutulmus kolloidal
dispers sistemler elektron mikroskopta incelenmeden evvel,
agir madenler (Platin, altin, giimiis) ile iizerlerine takriben
50 Angstrom kahnhgmnda bir tabaka teskil etmek iizere gol-
gelendirilir. Bu hem elekronlar karsisinda kontrasti  temin
eder, hem de numunelerin tahrip edilmelerinin oniine geger
ve goriis daha emniyetli olur.

Simdiye kadar bahsettigimiz muamelelerden gegen par-
calarin incelenmesiyle 151k mikroskopunda goriilmeyen = bir
cok ince yapilar elektron mikroskopla goriilmekte ve bilme-
digimiz nice hakikatlar meydan gikmaktadir. Mesela, kas-

355



lardan yalniz iskelet kasi ile kalp kasinin enine ¢izgili bulun-
dugu kollagen tellerin ve diiz kaslarin ise uzunluguna bir ta-
kim telciklerden ibaret bulundugu  zannedilirdi. Elektron
mikroskop ile sonuncularin da enine cizgiler gisterdigi, bu
¢izgilerin myoflament’lerden ibaret bulundugu, ¢izgili kaslar-
da bunlarin 22.000, kollagen tellerin 640 diiz kaslarin 145
Angstrom uzunlugunda bulundugu tesbit cdilmistir. (Romeis,
1957).

Normal bir karaciger hiicresinde 2.000 kadar mitochon
drium vardir. Is1k mikroskopu ile bunlarin comak, bileyi ta-
$1 veya graniil seklinde oldugu, elektron mikroskopta bunla-
rm gift duvarh ve iginde bir takim bélmelerin bulundugu an-
lagilmistir. (Resim 3).

Resim : 3 Pankreas hiicresinde longitiidinal, oblik ve enine ¢
mitochondrium kesiti (Maximo -Bloom:.G. Palade’dan)
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Bobrek iistii bezi medulla’sindan, chrom tuzlari, osmium
tetroxyde ve amonyakli glimiis nitratla rediikte. edilen hiicre-
lerin sitoplazmalarinda adrenalin veya catechol amine guru-
bundan oldugu samlan chromaffin granulalarin elektron mik-
roskop incelenmelerinde bunlarn da mitochondrium’lar gibi
fakat onlardan tamamiyle ayr1 175 Angstrom buyiikliigiinde
bir takim organeller oldugunu meydana cikarmustir. (Ejost-
rand ve Wetzstein, 1956).

Mastocyt'lerin  sitoplagmasi metakromatik  granulalarla
tikabasa dolu oldugu biliniyordu. Elektron mikroskopla
herbir granulamm miiteaddit ve daha kiicitk  tesekkiillerden
ibaret bulundugu tesbit edilmistir (Koksal, 1953. Resim 4)

gt

Resim : 4 Bir mastocyte granulasinin kesiti.

Bundan maada, tibbin diger sahalarinda, mikrobioloji de,
immiinolojide ve patolojide de clektron mikroskoptan cok
faydalamlmaktadir. Isik mikroskopu ile interkapiller glomo-
rulosklerozlu bobreklerde ilk zamanlarda tesbit edilemiyen
interkapillar hiyalin birikmesinin, elektron mikroskopla in-
celemede cok evvelden basladigs, ilk lezyonun bazal- mem-
bran kalinlasmasiyla kendini gosterdigi, hiyalin maddenin
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inter degil intrakapillar oldugu, biriken maddenin endotel
hiicrelerine gitmek suretiyle glomerul kapillerinde obliteras-
yon husule getirdigini gostermistir. (Farquhar, et al. 1959).
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