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OZET

Elektron mikroskobu (EM) goriintii olusturmak icin is1ktan daha ¢ok elektronlar: kullanan bir mikroskoptur. EM biiyiik bir
alan derinligine sahiptir, yiiksek biiyiitme yapar. Gériintiiniin kalitesi, netligi ve detay zenginligi rezoliisyona baghdwr ki EM’da
rezoliisyon giicti 2-20 angsrtromdur. Scanning- Elektron Microskobu (SEM) biyoloji, tip, madde bilimleri ve yer yiizii bilimlerinden
elde edilen érnekleri 100.000 kez biiyiiterek yiizey yapilarim goriintiileyerek yiizeyde meydana gelen farkhilklar: degerlendirir. Ug

boyutlu hayali bir goriintii olusturur.

Anahtar Kelimeler: Scaning elektron mikroskobu, fiksasyon, kaplama.

Scanning-Electron Microscopy

SUMMARY

The electron microscope (EM) is a scientific instrument that utilizes a beam of electrons, rather than light, to image a
specimen. Electron microscopes (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 electron microscopes ranges between 2-
20 angstroms. Scanning electron microscopy (SEM) magnifies specimens pertaining to biology, medicine, matter sciences and earth
sciences, 100 000 times, and enables evaluation of differences in the surface by means of imaging surface structures. SEM

reconstructs a visionary three-dimensional image.

Keywords: Scanning electron microscopy, fixation, cower.

GIRIS

Elektron mikroskobu (EM) goriintii olusturmak
icin 1stktan daha ¢ok elektronlar1 kullanan bir
mikroskoptur.  EM 151tk mikroskobuyla  (IM)

kargilagtirildiginda bir ¢ok avantajinin oldugu gortiliir.
EM’da IM’nun aksine aydinlatma kaynagi olarak 1sik
yerine vakum iginde hizlandirilmig elektron demeti
kullanilir. IM’da genelikle boyanmis preparatlar 1s1gin,
ornegin iginden gegmesi yolu ile incelenerek, tip, bilim ve
mithendislik gibi bir¢ok alanda kullanilir. Ancak atom
gibi ¢ok kiiciik cisimcikleri gormemiz igin gerekli olan
yiiksek biiyiitmeleri veremezler. EM ise; yiiksek biiyiitme
yapar. Biiyiik bir alan derinligine sahiptir, yani yiiksek
rezoliisyonlu goriintiiler olusturur. Gorlintiiniin kalitesi,
netligi ve detay zenginligi rezoliisyona baglidir ki IM’nun
rezoliisyon giicii 0,5-1 mikron iken EM’da bu oran

2-20 angsrtromdur (1,3,9,16). ilk EM’u Knoll ve
Ruska tarafindan Almanya’da gelistirilmistir (3,12,14).
EM’nun, Transmission Electron Microscopy (TEM) ve
Scanning Electron Microscopy (SEM) olmak iizere iki
temel tipi vardir. Daha az kullanim alanina sahip
Scanning Transmission Electron Microscopy (STEM)’da
ticiincii tipi olarak bilinmektedir (3,9,17).

SEM: Biyolojik botanik, hiicre biyolojisi, tip (Adli
Tip, anatomi, mikrobiyoloji, biyokimya, fizyoloji,
toksikoloji, patoloji), madde bilimleri ve yer yiizi
bilimlerinden elde edilen 6rnekleri 100.000 kez biiyiiterek
yiizey yapilarin1 goriintiileyerek yilizeyde meydana gelen
farkliliklar degerlendirilir (1,3,8,10,16). Uc boyutlu hayali
bir goriintii olusturur. Her gecen giin gelistirilen
ozellikleri ile SEM, IM’undan 300 defa daha fokus
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derinligine ve 20 ile 100.000 arasinda net gérme oranina
sahiptir (3,8,10).

TEM: Biyoloji, tip, madde bilimleri ve yer yiizii
bilimlerinden elde edilen 6rnekleri 600.000 kez biiyiiterek
i¢ yapilarii goriintiiler (1,3,15).

STEM: Hem TEM hem de SEM’in 6zelliklerine
sahiptir. Ornekte atomik elementlerin yayilimi ve
varligim1 saptamada ve elektron demetlerinin ince
ornekleri delerek taranmasinda kullanilir. Bu yiizden
baslica kullanim alan1 analizlerdir (3,17).

SEM’in Kullanim Alanlar

Medikal kullamim: Saglikli, sagliksiz kan ve doku
orneklerini  veya hastaliga sebep olan etkenleri
belirlemede, ilag verilen hastalarla verilmeyenler
arasindaki farklari gozleyerek ilacin hasta iizerindeki
etkilerini belirlemede kullanilabilir.

Adli Tip: Metal pargalari, boya ve miirekkep gibi
maddeleri karsilastirmada ya da sag veya iplik gibi
maddeleri inceleyerek polis laboratuarlarinda delilleri
incelemede kullanilabilir.

Metaller: Soguk ve sicak gibi farkli kosullar
altinda metallerin dayanikliligini belirlemede, giivenlik
nedeniyle giiclii bir metal kullanimi gerektiren ugak, tren,
gemi ve otomobil gibi araglarin yapiminda kullanilan
metallerin dayanikliligini belirlemede kullanilir.

Bilimsel Arastirmalar: Biyologlar bitki ve
hayvan dokularina bakmak, kimyagerler mikroskobik
kristalleri  incelemek, metallerin, plastiklerin = ve
seramiklerin  yapisimi  incelemek  gibi  bilimsel
aragtirmalarda SEM’in kullanilabilecegi pek c¢ok farkli
alan vardir (9).
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EM. icin Ornek Alma

flk adim kullanacagimiz &rnekleri uygun bir
sekilde almak ve onlar1 hazirlamaktir. Bunlar bitki, insan
veya hayvanlardan alman Ornekler, olabilecegi gibi
bakteri, virus gibi hiicre elemanlar1 ve ¢ok ¢esitli yiizeyler
olabilir. Ornek boyutlar1 fiksasyon igin uygun (5x5 mm)
boyda olmalidir (1,3,6,16).

EM’de Fiksatifler ve Fiksasyon

Fiksasyon EM icin  biyolojik  &rneklerin
hazirlanmasindaki ilk basamaktir. Amaci alinan Ornegi
canli  organizmayla  karsilagtirildiginda  miimkiin

oldugunca en az farklilik olusturacak sekilde hazirlamak
ve Ornekten bloklar olusturmaktir. Dehidrasyon, gémme
ve elektron demetine maruz kalmada bile ultrastriiktiirel

iliskilerin ~ korundugu  sekle getirip  sabitlemeyi
amaglamaktadir (1,2,3,4,5,16), (Tablo 1).
EM Fiksatiflerinin Gelistirilmesi: IM i¢in

kullanilan fiksatiflerinin cogu EM icin yetersizdir. ilk EM
calismalarinda  fiksasyon i¢gin IM’da  kullanilan
formaldehit denenmis fakat yeterli sonug¢ alinamayinca
1950’lerde osmik asit kullanilmaya baslanilmistir.
Osmium tetra oksit (OsOs) EM’da fiksatiflerin temelini
olusturur. OsOy’le lipitler ve karbonhidratlar ¢ok iyi bir
sekilde tespit edilirken, proteinlerin ¢ogunlugu tespit
edilmez ya da pargalanir. Bu yiizden de enzim
aragtirmalarinda primer fiksasyon icin kullanilamaz.
Kesiti aliman Orneklerin  boya maddelerine karsi
affinitesini artirir. Dokulara ¢ok yavas islediginden
ornekler ¢ok kiiciik olmalidir. OsOs; ve sonrasinda
potasyum permanganat hem zarlar hem de bitkiler igin
alternatif fiksatiflerdir (1,3,5,10,13). 1963°de Sabatini,
Benshch, Barnett (15) primer fiksatif olarak aldehit
kullanimim 6zellikle de gluteraldehiti, sekonder fiksatif
olarak da OsO, kullanimint énermislerdir. Giiniimiizde en
¢ok kullanilan ve en ¢ok tercih edilen bir fiksatif
gluteraldehit olup bunun baslica sebebi ise gluteraldehitin
karbonhitratlar, proteinler ve enzimlerin ¢ogunu fikse
edebilmesinden kaynaklanmaktadir. Ayrica fiksasyondan
sonra Ornekler tamponlarda biiziismeden uzun bir siire
muhafaza edilebilir. Gluteraldehitin bunlarin yaninda
lipitleri iyi fikse edememesi ve bunlarla tespit edilmis
orneklerin  boyalar1  yeterince  alamamasi  gibi
dezavantajlara sahiptir. Bu yiizden aldehitle fiksasyondan
sonra  OsO4’le  postfiksasyon  zorunlulugu vardir
(1,3,5,13,16). Tersiyer fiksatif olarak uranil asetat
kullanilabilir ki 6zellikle lipitler igin iyi bir fiksatiftir (5).
Tampon Céozeltiler: EM’da siklikla Fosfat,
Cacodylate, Veronal acetate, Collidine tamponlar
kullanilir (1,3,5,6,16). Fosfat tamponlar hari¢ digerlerinin
insanlar ve EM cihazi iizerine yan etkileri vardir. Fosfat
tamponlar EM’da kullanilan en fizyolojik tampondur.
Ekstraselliller sivilar1 taklit ederler ve hiicre
kiilttirlerine toksik degildir. Perfiizyon fiksasyonu, OsO,
gibi yavas penetre ve reaktive olan fiksatifler icin

miilkemmel tampondurlar. Tek dezavantajlar1 diger
tamponlara nazaran fiksasyon sirasinda presipitat
olusturmalart ve yavasta olsa mikroorganizmalarla

kontamine olmasidir. Giinlimiizde en ¢ok monobazik-
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dibazik sodyum fosfat karisimi olan Sorensen tamponu
kullanilmaktadir (3,5,8,16).

Tamponlarin pH’s1: 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 zararlidir. Fiksatifin osmolaritesi
tampon konsantrasyonu degistirilerek ayarlanabilirken,
glukoz—siikroz ve Na-kolloid de eklenebilir. Glukoz ve
stikroz albiiminin iyi fiksasyonuna izin vermeyecegi i¢in
primer OsO, fiksatifleriyle kullanilmamalidir. Sekonder
0s0, ve gluteraldehit fiksatiflerle uyumludurlar. Sodyum
klorid tampona pH tam olusturmadan eklenmelidir. Aksi

taktirde pH degisiklige wugrar. Gluteraldehit ve
formaldehit osmolarite de inaktiftirler (3,5,8,16).
Primer Fiksasyon: Fiksasyon zamana, 1siya,

ornegin boyutuna ve fiksatifin yapisina baglidir. Veronal
acetate ve collidine tamponlar primer fiksasyonda daha
iistiindiirler. Izole hiicreler birka¢ dakikada, tiim dokular
saatler icerisinde fikse olurlar. Ozelliklede 1s1 ¢ok diisiikse
0Os0y’le primer fiksasyon igin 0 °C’de 2 saat uygundur.
Aldehitler i¢inde buna yakin bir siire gereklidir.
Aldehitlerle  fiksasyonda lipitlerin ~ yikimmna  yol
acacagindan bu siire uzatilmamalidir (1,3,5,16). Aldehit-
0Os0y’le fiksasyonda ise 1s1 degisikligi 0-25 °C’de ¢ok az
yapisal degisiklik olusur. Ancak mikrotiibiiller diisiik
1sida  korunamazlar. Yiiksek 1sida mitokondriler de
biiziisme ve sitoplazmada graniilarite olusur. Isinin 0-4 °C
sinirlandirilmasi aktiviteyi de sinirlar. OsOs, gluteraldehit
ve potasyum permanganatla ¢ok kisa baslangig
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 sonrast OsO, kullanilacaksa 6nem
tagimaktadir. Ciinkii her iki madde de birbirleriyle
etkilesmektedir. Bunlarin yanisira ¢ok sayida 6rnek igin
yikamadan kaginilmalidir. Ornegin: sinaptik vezikiiller,
siikrozlu cacodylat tamponda 30 dakika bekletilirse
diizlesmeye baglarlar (1,4,3,5). Yikama nedeniyle olusan
artefaktlar gluteraldehit-OsO,  kombine olarak
kullanildiginda onlenebilir. Genellikle 4 °C’de, pH 7,4’de
2 saat igerisinde 3 kez yikama sollisyonu degisimi
uygulanir (1,3,5,6,8,13,15). Gluteraldehit ile fikse edilen
ornekler, fiksasyon sonrasi gece boyunca yikama
sollisyonunda birakilabilirken formaldehitle fikse edilen
Ornekler birakilamaz ¢iinkii formaldehit dokularda
reversible reaksiyona girer. Yikama fiksasyonla ayni 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 6nemlidir. En ¢ok %]1°lik OsO4’le
fikse edilirler ve primer fiksasyonda kullanilanla ayni
tampon ¢ozelti 4 °C’de veya oda 1sisinda bir saat siireyle
uygulanir (1,3,5,13,16).
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Organ ve Dokularin Fiksasyonu:

1) Immersiyon fiksasyonu: Deri gibi kan
akimiin kesilmesine dayana bilecek dokular in vitro
olarak immersiyon yontemiyle fikse edilebilirler.
Alinacak dokunun biytkligl 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 cikartilir. 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 OsOs; % 1-2 konsantrasyonda
kullanilir. Sonrasinda primer fiksasyon immersiyon
yontemindeki gibi devam ettirilir. Oda 1sisinda ya da
soguk ortamda 1-4 saat siirdirilir. Bu teknigin
dezavantaji anestezik maddenin doku hasar1 olusturma
olasihigidir (3,5,6,16).

3) Perfiizyon fiksasyonu:

a) Anestezi tipi: Rat, fare, hamster gibi kiiciik
deneklerde eter veya halotan kullanilir. Daha biiyiiklerde

Tablo 1: SEM’ de yaygin olarak kullanilan fiksatifler*
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ise nembutal, kloral hidrat, urethan intraperitoneal ya da
intra vendz kullanilir.

b) Perfiizyon sivis1 vermek: Bu yontem denek
biiytikliigii, doku ve uygulayicinin yetenegine baglhdir.
Or: kiigiik hayvanlarda en uygun ydntem aortadan
perfiizyon sivisinin verilmesidir (3,5).

Perfiizyon sivis1 ve fiksatifler: Perfiizyon
stvisinin optimum sicakligi hakkinda genel bir fikir birligi
yoktur. Ayrica fiksatif uygulamadan once tuz ile yikanip
yikanmamasi konusunda da bir fikir birligi yoktur (3).
Baglangic deneyleri icin oda sicakliginda fiksatif
yararlidir. Toksisite azlig1 veya yoklugu, kolloid ozmotik
basingta 6nemlidir. Tuz kullanilacaksa fiksatif uygulama
yolundaki hazne tamamen tuz ile doldurulmalidir. Biiyiik
deney hayvanlarinda ayr1 hazne olmali ve bunlar 3 yollu
vanayla baglantili olmalidir. Bu haznelerinde fiksatif
digerinde ise tuz olmalidir (3,5,6). Fiksatifin 1sis1 arttik¢a
fiksasyon daha hizli ve etkilidir. Enzim histokimyas1 i¢in
fiksatif oda 1sisinda olmali, labil enzimler i¢in 0°C’da bir
1st  gereklidir. Viicut 1sisinin  altindaki  degerlerde
perflizyon sivilart vazokontriiksiyona yol agip perfiizyon
etkinligini bozabilir (3,5,16).

Ornekler Fiksatifler Tampon soliisyonu
Prokaryotlar Gluteraldehit cacodylate, phosphate
0s0;4 veronal-acetate
FAA (%10 formalin,% 85 ethanol, %S5 glacial acetic acid) Kullanilmaz
Mantarlar 0s0;, takiben Gluteraldehit / OsO4 cacodylate,phosphate
buhar OsO, kullanilmaz
Sivi Uranyl acetate takiben gluteraldehit cacodylate
Suda yasayan

organizmalar (protozoa,
mantarlar gibi)

gluteraldehit / formoldehit,0sO, takiben gluteraldehit

cacodylate, phosphate,
deniz ya da gl suyu

OsO, takiben gluteraldehit phosphate
o FAA (%10 formalin,% 85 ethanol, %5 glacial acetic acid) phosphate
Bitkiler Dondurularak kurutmay1 takiben formoldehit kullanilmaz
Buhar, Osmium kullanilmaz
Gluteraldehit ya da OsOstakiben gluteraldehit / formoldehit cacodylate ya da phosphate
0s04 cacodylate ya da phosphate
Hayvanlar gluteraldehit / formoldehit cesitlidir
FAA (%10 formalin,% 85 ethanol, %5 glacial acetic acid) kullanilmaz

* Bozzola JJ, Russell LD’ den alinmustir.

Dehidrasyon

Dehidrasyonun asil etkisi 6rneklerden lipitlerin
cikarilmasidir. Bu oran %95°1 bulur. Proteinlerin ise %
4’1 ¢ikarilir. Bu oranlar fazla olursa dokularin hiicre ve
hiicre i¢i yapilar1 biiziisiir (3,5).

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

Standart Dehidrasyon islemi: Dehidrasyonda
kullanilacak ¢ozeltinin miktar1 numune hacminin 10 kati
olacak sekilde kullanilir. Dehidrasyon oda 1sisinda
yapilmalidir. Sayet dehidrasyon sogukta baglamissa 1si
oda 1s1sina yiikseltilir (1,3,5,16).

SEM’de Dehidrasyon cizelgesi: - % 25’lik, -%
50°lik, -% 75°lik, 2x % 96’lik, 2x-% 100’Lik aseton veya
etanol i¢inde 15-20 dk. (1,3,5,6,8,10,16).

SEM’de Kurutma
1) Havada kurutma (Air drying): Havada
kurutulmaya birakilan canli  6rneklerin  (yumusak

dokularda) yiizeyinde 1slakliktan kaynaklanan bir su
tabakast mevcuttur. Bu su tabakasi ile hava arasinda
yiiksek gerilim kuvvetlerine sahip bir ara yliz olusur.
Havada kurutma nedeni ile su tabakasinda buharlagma
yolu ile uzaklastirilan molekiiller su- hava ara yiiziindeki
yiiksek yiizey gerilim kuvvetlerine karst koyamaz. Bu
durum incelenen canli Orneklerin yiizeyindeki hassas
yapilarin zarar gérmesiyle sonuglanan biiziismelere neden
olur. Bu nedenle havada kurutma sert dokularin
kurutulmasinda (6r: kemik,dis) tercih edilir (3,16).

2) Kritik noktada kurutma (Critical point drying):
Dokudaki aseton,etanol veya amil asetat ile sivi CO,’in
yer degistirmesi esasina dayanir. Sivi CO; kritik noktada,
belirli basing ve sicaklikta gaz haline gegerken Ornek
deforme olmadan kurumus olur (3,8,10,16).

Kritik Noktada Kurutma Basamaklari

Ornekler saf aseton igeren bir havuzun igerisine bir
sepet yardimiyla yerlestirilerek cihazin vanalari kapatilir
ve igerisine s1vi CO;’in dolmasi saglanir.10 dk.sonra hava
vanast agilir. Tekrar stvi CO, almaya bagslanir (bu igslem 3
defa tekrarlanir). 3-10 dk. sonunda sicak su vanasi agilir.
Sicaklik 35 °C oldugunda su vanasi kapatilarak, tiim
vanalar agilir ve basing diisiiriilerek 6rnek alinir (3,16) .

SEM’de Kaplama

Yiizeyin  goriintilenmesi  i¢in  elektronlari
yansitacak bir madde ile kaplanmasi gereklidir. Bu madde
gold paladium’dur. Kaplamanin kalinlig1 6rnege gore
ayarlanir ki genellikle 100 Angstrom’dur. Kaplamada
kullanilan  materyalin  ylizeyinde kiime seklinde
toplanmamasina dikkat edilmelidir (3,8,10,16).

Altin Kaplama Basamaklar

Ornekler metal stab iizerine iki tarafli yapiskan
bant ile yapistirilir. Gerekirse Ornek cevresine glimiis
boyasi siiriiliirek kaplama cihazina yerlestirilir. Yiizeyin
parlamasint 6nlemek i¢in argon gaziyla havanin yer
degistirmesi saglanir. Plazma fazina gegen gold paladium
sayesinde kaplama gergeklesir. Kaplanan o&rnekler
desikatorde saklanmalidir (3,10,16).
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