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Ozet

Temel tip bilimleri ve biyolojide sistem, organ ve doku fonksiyonu hakkinda bugiin eristigimiz bilgi diizeyinin temeli, fonksiyonel birim
olan hiicre ve yapilar1 hakkindaki bilgilerimiz nedeniyledir. Bu nedenle bilim insanlar tarih boyunca, gozle goremedikleri bu mikro
evrendeki yapilari goriiniir hale getirip, deneysel bilgiler toplayabilmek i¢in farkli bilyiitme araglari, mikroskoplar iiretme ¢abasimnda
olmuslardir.

Bilesik ilk mikroskop Janssen’in 16. yiizyilda irettigi mikroskoptur. Ancak tarihte ilk mikroskop Hooke (1635-1703) tarafindan
tiretilmistir. Hooke bir boru i¢ine yerlestirdigi mercegi ve okiileri, bir yag lambasi (1s1k kaynagi) ve su dolu kiire (kondensor) yardimiyla,
ince kesilmis sige mantar1 dilimleri tizerine odaklayarak gordiigii yapiy: “hiicre” olarak isimlendirmistir. 1665 yilinda Micrographia isimli
kitabin1 yayimlamistir. Gegmisten giiniimiize tiim mikroskoplarin arasinda goriintii itibariyle ¢ok biiyiik farklar olmasina ragmen
goriintiilemenin temel prensibini olusturan fizik kanunlari aynidir. Bugiin laboratuvarlarda goriintiileme amaciyla en sik 1s1k, elektron
demeti ve ultrases kullanan mikroskoplardan yararlanilmaktadir.

Anahtar Kelimeler: Calisma prensibi, goriintii, mikroskop.

Working Mechanism and Types of Microscopes

Summary
Basic medical sciences and systems biology, today we have reached the basic level of knowledge about organ and tissue function is due
to our knowledge of cell structure and functional unit. For this reason, scientists throughout history, they see eye to bring this micro-
structure in the universe becomes visible, different magnification tools to collect experimental data, it has become in the effort to produce
microscopes.
Janssen is the first compound microscope microscope produced in the 16th century. But the date on the first microscope Hooke (1635-
1703) was produced by. The lens puts into hooka pipe and ocular an oil lamp (light source) and water-filled sphere (condenser) with the
help of the structure seen by focusing on fine-cut cork slices "cell" has been termed. In 1665 the book was released Micrographia. As in
all past to the present microscope image, although very large differences in the underlying principles of the laws of physics are the same
view. The most common light display purposes in laboratories today are utilized microscope uses an electron beam and ultrasound.

Key Words: image and microscope, Working prencipal,

GIRIS
Beyaz 151k,  elektromanyetik  dalga odak noktasina kirtlir ve retinada goriinti olusur.
spektrumun géziimiiziin gorebildigi 400-800 nm Goriintiiniin boyu lensin arkasinda olusan biiyiitiilmiis
arasindaki kismima karsilik gelmektedir. Gorilinebilir sanal  goriintiiye  ait  oldugundan  biiyiitme

spektrumdan daha kiigiik dalga boyundaki 151k 1511
ultraviyole, daha biiyiik dalga boyundaki ise infra-red
spektrumunda yer alir. Farkli maksatlarla tiim bu
dalga spektrumlarmin segilmis bir bandi veya tek
dalga boyuna sahip 151k 1ginlar1 kullanilmaktadir (1).

Biiyiitmenin en bilinen aract biiylitegtir. Burada
objeden yansiyan paralel 1s1k 1sinlart lensten gecerek

gergeklesmis olur. Mikroskoptaki fizik prensipler
Oziinde biiyiitectekine benzemekle birlikte bazi1 farklar
arz eder. Mikroskopta ambient 151k yerine belli bir
15tk kaynagr kullanilir.  Aydmlatma 15181 bir
kondensor (yogunlastirict) lens yardimiyla numuneye
odaklanir. Numuneden gegen 151k 1ginlar1 (transmitted
light) objektif lens tarafindan birinci defa biiyiitiiliir.
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Olusan goriintii  paralel 151k demetleri halinde
mikroskop tliplinden okiilere ulastiktan sonra ikinci
biiylitmeye ugrar, odaga kirilan 151k demetleri gozlem
planinda final goriintiiyli olusturur. Olusan goriintii
aslinda iki kez biyiitiilmiis sanal goriintiiye ait
oldugundan numunenin yeterince biiyiik  bir
gorilintiisiinii  gézlemek miimkiindiir. Bu yontemle
numunenin 1,000 kez biiyiitiilmiis gorintiilerini elde
etmek miimkiindiir (1, 2, 3).

Isik mikroskobu

Mikroskoplarda goriintli numunenin 15181n yansima,
kirilma, transmisyon ve absorbsiyon, interferens,
polarizasyon, difraksiyon ve floresansi indiikleme
Ozelliklerinde yararlanilarak elde edilir. Klasik 11k
mikroskobu ile siddet kontrasti, faz Kkontrasti,
modiilasyon  kontrasti, interferans  kontrasti
yontemleri ile ornegin farkli vasiflarini 6n plana
cikartan goriintiilerini elde miimkiindiir (4).

Faz-kontrast mikroskobu

B Sekil- 1: Canli hiicrelerin 151k mikroskobu ile faz-kontrast mikroskobu arasindaki goriintii farki.
(www.google.com.tr/search?q=faz+kontrast+mikroskobu-+goriintileri&espv=2&biw=1366&bih=667 &sour

ce=Inms&tbm=isch&sa=X&ved=0ahUKEw;j0I9z1vdjKAhWDCSwWKHTaVBkkQ AUIBigB#tbm=isch&g=

cell+of+phase+contrast+microscopy&imgrc=PrcSzcqMLz3lyM%3A)

1-Yansima

Stereomikroskop, taramali elektron
mikroskobu (SEM) gibi mikroskoplar; objeden
yansiyan 1sinlar1 kullanarak biyiitiilmiis goriintii
olustururlar (4).
2-Kirilma

Isik farkli kirma indisine sahip (farkli
yogunlukta) bir ortamdan digerine gegerken kirilir.
Isik dalgalarinin iki farkli ortamda degisik hizlara
sahip olmalari, 15181n dogrusal hareketinde sapmalara
neden olur. Isigin kirllma ozelligi merceklerin
fonksiyonunda yatan bir 6zelliktir ve mikroskopinin
her tiirtinde kullanilir (2, 4).
3-Transmisyon-Absorbsiyon

Bir objeden gegen 1s18in  ampliitiidiiniin
azalmasi olayma absorbsiyon denir. Isitk cam gibi
transparanlardan geger, buna da transmisyon denir.
Bu 6zellikler biyolojik optik mikroskopide goriintii ve
kontrast elde etmede kullanilir (4).
4-Polarizasyon

Is1g1n polarize olmas1 dogal bir 6zelligidir ve
bu 6zellik mikroskopide arttirilarak kullanilir. Bir 151k
demeti degisik frekanslarda dalgalar icerir ve bunlar
arasinda olast faz iligkileri ve her diizlemde titresim
goriilebilir. Isik dalgalarmin titresimi yalmizca bir
diizlemde kisitlanirsa buna polarize edilmis diizlem
denir (4).

5-interferens

Transparan objeler, i¢inden gecen 1s18in
fazin1 degistirirler (yavaslarlar). Bu faz degisikligi
dalgalarin girisim 6zelligi ile amplitiid degisikligine
doniisebilir. Egit amplitiidlii iki ayr1 dalga, esit fazda
iseler; amplitiidii orjinalin iki kati olan bir dalga
olusumu ile sonuglanir. Ters fazli iseler; girisim
sonucu birbirini sondiirlir ve amplitiidii 0 olur. Bu
ozellik faz-kontrast mikroskopide kullanilir (2,4).
6-Difraksiyon

Istk 1sinlari  bir engelin  kenarindan,
kosesinden ya da bir delikten (15181 dalga boyundan
kiiciik veya esit) gecerken bu engel etrafinda kirilma
ve dagilma oOzelligine sahiptir. Isigin difraksiyon
ozelligi optik aletlerde ¢6ziimleme giiciinii etkiler. Bu
Ozellige gore mikroskoplarda kullanilan 151k
kaynaginin dalga boyu ve 1s1gin gegmesini saglayan
apertiirlerin ¢ap1 yapim sirasinda dikkate alinarak en
iyi resoliisyona ve kontrasta ulasilmaya ¢alisilir (2,4).
7-Floresansi indiikleme

Floresans bazi maddelerin sahip oldugu bir
ozelliktir. Bu maddeler belirli dalga boyundaki 15181
absorbe edip, daha uzun dalga boyunda 151k olarak
tekrar yayarlar. Ultraviyole gibi gérme sinirimiz
disinda kalan bir 151k floresan bir madde tarafindan
absorbe edilip, goriilebilen 151k spektrumu icinde bir
dalga boyunda yansitildiginda, gorilebilir (2,4).
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MIiKROSKOP CESITLERI

1-Stereomikroskop

Sadece yiizey 6zelliklerini incelemede kullanilir. Ozellikle kriminal laboratuvarlarinda, In vitro
fertilizasyon uygulamalarinda, Preparat hazirlik agamasinda dokularimn kiigiiltilmesinde kullanilir (4).

2-Aydinhik Alan Mikroskobu

Isik mikroskobunun klasik goriintiileme teknigidir. Preparat kondansor tarafindan iiretilen ve
alttan gelen 151k demeti ile aydinlatilir. Kontrasttan zengin preparatlar bu teknikte iyi sonug verebilir (3,4).

3-Karanhk Alan Mikroskobu

Ayna kondansorler kullamlir. Ornege gelen merkez 1sinlar engellenirken yalnizca oblik gelen
isinlar yansitilir. Boylece Ornegin sadece parlak olan kenarlari izlenir. Hiicre siispansiyonlarinda

hiicrelerin  (bakteri, protozoa) goriintiilenmesinde,

hiicre kiiltiirlerinde  hareketlilik tespitinde,

Otoradyografi uygulanmis preparatlarin incelenmesinde (In situ hibridizasyon), sivilarda icerik
incelenmesinde ve genellikle boyanmamis 6rneklerin goriintilenmesinde kullanilir (4).

~

B Sekil-2: Ok: Alyuvaarln Karanlik Alan Mikroskobundaki Gériiniimii.
(http://microscopegenius.com/microscope-basics/compound-microscopes/darkfield-

microscopes/)

4-Faz-Kontrast Mikroskobu

Isigin  farkli kirilma indisine sahip
hiicre ve hiicre dig1 yapilardan gegerken hizim
ve yoniinil degistirmesine (faz-kontrast farklilig1
yaratilmasina) dayanur. Faz-kontrast
mikroskobunda goriintii iki tiirlidiir (4).
4.1-Pozitif (karanhk) faz-kontrast; Ornek
detayi, aydinlik geri plan {izerinde koyu yapilar
olarak izlenir.

5

4.2-Negatif (aydinhk) faz-kontrast; Ornek
detay1, karanlik geri plan lizerinde parlak yapilar
olarak izlenir.

Faz kontrast mikroskobu genellikle
boyanmamig canlt hiicrelerin incelenmesi, hiicre
i¢i yapilarin incelenmesi, yiiksek biiyiitmelerde
detay incelemesi ve silia, filagellum gibi
membran farklilanmalarimin  incelenmesinde
kullanilir.
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B Sekil-3: Bacillus anthracis sporlarimin faz kontrast mikroskobu altindaki gOriiniimii.
(http://www.mayo.edu/research/centers-programs/translational-immunovirology-biodefense-

program/overview)
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5-Diffarensiyel Interferans Kontrast
Mikroskobisi (DIC)

Nomarski tarafindan 1950’li yillarda
tanimlanan, ornekteki degisik optik gradyanlari
belirleme ve bunlar1 degisik 151k yogunluklarina
cevirebilme yontemini kullanir.  Yapilarin
kimyasal ajanlar (boyalar) yerine optik 6zellik
kullanilarak — goriilir  hale getirilmesi  sdz
konusudur. Gelen 151k kondansoriin altindaki bir
polarizorden gegirilerek tiim 151 demetlerinin
polarize olmasi saglanir. Buradan ¢ikan
demetler bir prizmadan (Wollaston prizmasi)
gecirilmek suretiyle iki farkli 151n demeti sekline
doniistiirtiliir. Bu demetler birbirine yakin olarak
ilerlerler. Ornekteki farkli yapilar tarafindan
hizinin  yavaglamast ya da refraksiyonu
nedeniyle bu iki 151n demetinin ilerlemesinde
farkliliklar ortaya ¢ikar. Objektife gelen isinlar
ikinci bir prizma ve onu takiben analizérden
gecerek goze ulagir (4).

7-Floresan Mikroskobu

Belli floresan maddeler uygun (kisa)
dalga boyundaki 151k altinda tutuldugunda daha
uzun dalga boyundaki 11k yayarlar. Floresan
mikroskopta doku kesitleri morotesi (ultraviyole
360 nm, mavi 151k 400 nm ) 151k altinda tutulur.
Civa buharli lambalar, ksenon gaz lambalari
kullanilir. Floresan maddeler karanlik bir zemin
lizerinde parlak 1siltili parcaciklar seklinde
izlenir. Floresan mikroskoplarda, arzu edilen
dalga boyundaki yansimanin goriintiilenebilmesi

icin, bazi filtreler kullanilir. Isik kaynaginin
w=457

6-Polarizasyon (Kutuplastirma) Mikroskobu

Polarizasyon mikroskobu incelenen
cisimlerin optik  anizotropik  &zelliginden
yararlanarak goriintiilenmesi i¢in kullanilir.
Yapilarin sahip oldugu cift kirilma 6zelliginden
yararlanir. Kutuplagtirict bir filtreden gecen
normal 151k sadece bir yonde titreyerek ¢ikar.
Bu filtrenin iizerine ikinci bir filtre, ana ekseni
ikinci filtreye dik olacak bigimde yerlestirilir ve
boylece karanlik alan etkisi olugur. Polarize
edici iki filtre arasina belirli bir yone dogru
yonlenmis molekiill iceren doku yapilari
yerlestirilirse belli diizende yinelenen yapilar
polarizdrden c¢ikan 1s181in eksenini saptirirlar.
Sonugta koyu zemin iizerinde bu yapilar parlak
goriiniir (4).

oniinde objeye ulasacak dalga boyunu secen bir
filtre, objektiften sonra kisa dalga boyunun goze
ulagmasini dnleyen bir filtre yerlestirilmistir (5).
Molekiiler diizeyde hiicre ve doku
iceriginin belirlenmesi (6rnek Akridin turuncusu
ile boyanmig preparatlarda DNA ve RNA’nin
hiicre ici konumu), maddelerin
hiicre/dokulardaki yogunlugunun belirlenmesi,
151k mikroskobik boyama ydntemleriyle ayirt
edilemeyen  hiicreler ve  hiicre  igi/dis1
elemanlarin gosterilmesinde kullanilir (4).

B Sekil-4: Hiicre boliinmesi sirasinda DNA mavi, proteinler yesil, mikrotubullerin kirmizi olarak
goriindiigii floresan mikroskop goriintiisii
(https://en.wikipedia.org/wiki/Fluorescence_microscope)
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Konfokal Mikroskobu

Konfokal mikroskopi hiicre arastirmalari
icin ideal bir arastirma yontemidir. Ancak doku
pargalarinda kullanimi nispeten kisithidir. Uyari
1518 derindeki  hiicreye penetrasyonu ve
floresan emisyonun dokuda yayilimi zor
oldugundan yiiksek enerji kullanilmasi1 gerekir.
Yiksek enerji doku ve hiicreye zarar
vereceginden canli yapilarda uygun degildir (1,
6).

Lazer 1sin1 6rnek iizerine diigiiriiliir. Odak
planindaki yapidan (6rnekten) emisyon yayilir.
Emisyon 1sin dikroik aynadan yansir ve pin-
hole’den gecer. PMT (foton carpici)’lar
tarafindan sayilir. Voltaj sinyali olarak saklanir
ve digital ortamda kaydedilir. GOorme alani
piksellere ayrilir, her piksel sirayla lazerle
taranir. Konfokal mikroskobunda Sogurma
Gegisinin (Pin-Hole) 6nemli bir yeri vardir.
Goriintii diizlemi 6niine konan pin-hole filtre
gorevi goriir ve odak dig1 yansiyan 1518in
gegmesine izin vermez. Odak alani i¢indeki 151k
gecirildiginden bu sayede sadece gormek
istedigimiz alan netlesir (4).

Canli hiicre goriintiileme, GPF (yesil
florasan protein) kullanilarak hiicre ve doku ici
protein tarfigini goriintiileme, floroformlarla
isaretlenebilen protein, gen gibi yapilar1 ve
onlarin hareket ve pozisyonlarimi goriintiileme,
Hibridizasyon ve florasan PCR’in  de
kullanildigt ~ kromozom  {izerindeki  gen
lokalizasyonunu saptamada, Subseliiler
fonksiyonu analiz etmede kullanilan mikroskop
turtdir (4, 6).

9-Elektron Mikroskobu

Elektron mikroskobu (EM)  goriintii
olusturmak i¢in 1siktan daha ¢ok elektronlar:
kullanan bir mikroskoptur (7).

Elektron mikroskobu yiiksek c¢oziimleme
gicli ile incelemeye olanak veren bir
goriintiileme sistemidir.

e Insan gdziiniin ayirt etme giicii 0.1
mm
e Isik mikroskobunun ayirt etme
giicli 0.2 pm
e Elektron Mikroskobunun ayirt
etme giicii 0.1 nm’dir.
EM’nun, Transmission Electron Microscopy
(TEM) ve Scanning Electron Microscopy
(SEM) olmak {izere iki temel tipi vardir. Daha
az  kullanom alanina  sahip  Scanning
Transmission Electron Microscopy (STEM)’da
tiglincil tipi olarak bilinmektedir (3, 7, 8).

9.1-Transmisyon Elektron Mikroskobu
Bu mikroskop tiiriinde kullanilan
elektronlar vakum ortaminda metal bir flamanin

yiiksek derecede 1sitilmasiyla elde edilir.
Elektronlar saliverildikten sonra anot ile katot
arasinda gerilime sokulur ve bdylece ivme
kazanarak hizlanirlar. Anodun merkezindeki
acikliktan gecip tlipin igerisine  girerek
kesintisiz bir elektron demeti olustururlar. Bu
demet elektrik bobinleri (elektro manyetik
mercek) tarafindan saptirilir. Bazi elektronlar
kesitteki atomlarla etkilesime girerek yoluna
devam ederken, digerleri etkilesmeksizin
ornegin iginden geger. Elektronlarin biiyiik
bolimii objektife ulagir. Goriintii son asamada
floresan bir ekrana ya da fotograf plakalarina
veya elektronik kameraya disiiriilir.  Elde
edilen goriintii siyah beyazdir. Gorlintideki
koyu alanlari elektron yogun, agik renkli alanlar
ise elektron gegirgen olarak adlandirilir (4,7).

9.2-Tarama Elektron Mikroskobu

Bu mikroskop, Ornek iizerinde bir
noktadan sirayla hareket ettirilen ¢ok ince bir
elektron demeti olusturur. Elektronlar 6rnek
icinden ge¢cmez, daha 6nceden doku {izerine
kaplanan ince bir metal tabaka {izerine ¢arpar ve
yansir. Bu elektronlar bir algilayici tarafindan
yakalanarak yiikselticilere gonderilir ve olusan
sinyallerde monitore aktarilir (4, 7).

Hiicre i¢i organellerin yapilari, organellerin
hiicre icindeki dagilimi, organellerin diger
organeller ile  komsulugu, organellerin
fonksiyonel iliskileri, ¢ekirdegin  yapisi,
membran biitiinligi, membrandaki
degisiklikleri, dokularin  organizasyonunun
ortaya konmasinda kullanilir. Bunlarin disinda;
patolojik durumlarin tespitinde de kullanim
olanag1 bulunmaktadir. Soyle ki;

Renal  biyopsilerin  degerlendirilmesi:
Glomeriiler bozukluklar, bazal membran
kalinlagsmalari, mezangial degisiklikler, immun
kompleks birikimleri,

Dogru timor tanist: Timdrlerin
tiplendirilmesi ve evrelendirilmesi,
metaztazlarda primer odagmn belirlenmesi,
cesitli noroendokrin  tiimorlerin  taninmasi,
lenfomalar,

Dogumsal bazi metabolizma
bozukluklarinin  taninmast:  Glikojen depo
hastaliklari, mukopolisakkaridozlar, lipidozlar,
ailesel depo hastaliklari,

Virus gibi enfeksiyon ajanlarinin dokularda
taninmasi:  herpes  simpleks, legionella
pneumophila, Whipple hastaligr, Bazi deri
hastaliklari:  Billoz  dermatitler, kutan6z
amiloid, viral deri lezyonlari, sa¢ telinin SEM
incelemesi, histiositozis X, v.b.

Ca, Mg, Na, Zn ve K gibi hiicre i¢i iyon
konsantrasyonu degisimlerini Olcmede
kullanilur.
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B Sekil-5: Schwann hiicresi (May

mun) elektron mikroskop goriintiisii.

(www.uni-mainz.de/FB/Medizin/Anatomie/workshop/EM/EMKernE.html)
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