Isik Mikroskopu

Mikroskop, cesitli merceklerin kullanilmast ve bu merceklerin diizenlenmesi ile objelerin
goriintiilerinin biiyiitiilmesine olanak veren ve biyolojik arastirmalarda siklikla kullanilan bir
alettir. Mikroskobun bir diger 6nemli islevi, objelerin biyiitiilmesini saglarken, dereceli bir
sekilde biiyiitiilen objelerin ¢oziiniirligiinii veya netligini de artirmaktadir. Dolayisiyla,
mikroskop objelerin biiyiitiilmesi ve ayn1 anda dereceli bir sekilde objelerin ¢oziintirliigiinii
artirmaktadir. Goriintlii biiyiitiilmesi ve ¢ozilinilirlik es zamanl diisliniilmesi gereken iki

olaydir.

Mikroskoplarda, ¢oziiniirliik ve goriintii biiylitiilmesi, 151k ve mikroskop lensleri ile
saglanmaktadir. Lensler, kullanilan 15181 ¢esitli amaglar i¢in yonlendirmemizi saglamaktadir.
Goriintii biiyiitiilmesi (magnification), sanildiginin aksine, ¢oziiniirliik ile bire bir iliskili

degildir. Coziiniirliik ile bagintiy1 agagidaki formiil giizel bir sekilde 6zetlemektedir.

Isik kaynaginin dalga boyu

Cozundrluk =0.61 x
Sayisal agiklik/ayrilik (N.A)

Sayisal agiklik (numerical aperture), kullanilan lensin 1s1k toplama kapasitesinin, sayisal
ifadesidir. Daha ayrintili bahsetmek gerekirse, N.A, belirli bir lensten yayilan 15181n agisinin,
geometrik olarak hesaplanmasidir. Kullanilan objektif lensleri, N.A 6zelliklerine gore
isaretlenmiglerdir. N.A ile ¢oziiniirliikk arasinda dogrusal orant1 vardir. Bir baska deyisle, N.A

deger yiiksek olan bir lensin, ¢oziiniirligi de yiiksektir.

Kirilma indeksi (n) (refractive index), 1518in kirilmadan, ne kadar iletildigini/yayildigini
belirten sayisal bir ifadedir. Baska kelimelerle ifade etmek gerekirse, yayilan 1s181n, kirilan
1518a oranini belirtmektedir. Kirilma indeksini belirten n degeri, kullanilan lensin 151k toplama
kapasitesini ifade eder. Bir baska deyisle, n degeri ne kadar yiiksekse, kullanilan lensin 151k
toplayabilme kapasitesi o kadar biiyiikk demektir. Ornek vermek gerekirse, yagin kirilma

indeksi havaya gore daha biiyiiktiir (yag=1.5, hava = 1.0)

Goriintiiniin  mikroskop ile goriilebilmesi icin, yiiksek diizeyde kontrast gerekmektedir.
Kontrastin, 151k yogunlugu ve 1518in lenslerden ge¢me acis1 degistirilerek, ayarlanmasi

miimkiindiir. Is1gin aydinlatma merceginden ( condensor) gelme agisi, mikroskopta bulunan



ve diyafram diye tabir edilen (phase rings) boliimii ile ayarlanmaktadir. Kontrasti ayarlamada
kullanilan bir baska yontemde, aydinlatma kaynaginin Oniine konabilen filtrelerdir. Dahast,
incelenecek olan Ornegin cesitli kimyasallar ile boyanmasi ile de kontrasti giiclendirmek

mumkuindir.

Mikroskop cesitleri

Lensler, filtreler ve 1sik kaynagi, detayli bir sekilde incelenmek istenen goriintiiniin,
biiyiitiilmesi ve ¢oziiniirliigiiniin arttirilmas: icin kullamlmaktadir. Incelenmek istenen
materyale gore ve sorulan bilimsel sorunun niteligine gore, kullanilacak olan mikroskop

se¢ilmelidir.

Aydihik Saha Mikroskobu

Kullamim: Kanli ve sabitlenmis doku 6rnegi, hiicreler ve mikroorganizmalar

Avantajlari: Kullanimi kolay

Nasil calisir: Aydinlik saha mikroskobu, standart 15tk mikroskobudur. Maksimum
aydinlanmanin ulagilmasi hedeflenmistir (Koehler aydinlatmasi)

Goriiniim: Beyaz arka plan iizerinde, gri veya koyu renk goriintii.

Ne zaman ihtiyac¢ duyulur: Prokaryot veya dkaryot organizma ile ¢alisilmak istendiginde.
Gereksinim: 10X ve 40X objektif lensleri, 10X (okiiler) g6z mercegi ve Isik kaynagi olan
herhangi bir 151k mikroskobu

Karanhik Saha Mikroskobu

Kullanim: Yansitilmis ve kirilmis 151k ile boyanmamis 1slak 6rneklerdeki kiiciik yapilar
gbzlemlememizi saglar.

Avantajlari: Distik kontrastl veya boyanmamis 6rnekleri gézlemlememizi saglar

Nasil cahgir: Incelenmek istenen 6rnek, sadece gdzlemlenmek istenen objelerin 151k
kirinimlarina miisaade edecek bir bicimde aydinlatilir. Bu sayede, arka plan goriinmez.
Goriiniim: Koyu renkli arka planda, aydinlanmis objeler olarak goriiliir

Gereksinim: Karanlik alan engelleyicisi olan bir 151k mikroskobu. Engelleyici, mikroskop

tablasinin altinda kalan kisimdaki yogunlastiricinin altina ki, filtre tutucusuna yerlestirilir.



Faz-Kontrast Mikroskobu

Kullanim: Islak, boyanmamis ve lam- lamel arasina yerlestirilmemis Ornekleri, kontrast
yardimiyla gézlemlememizi saglar

Avantajlari: Sabitlemeye ve boyamaya ihtiya¢ yoktur

Nasil ¢alsir: Iki filtre es zamanli olarak kullanilir. Birinci filtre, cerceveden gelen 1s1k
haricindeki 1siklart engeller, ikinci filtre ise birinci filtreden kaynaklanan ayna
goriintiislindeki, ¢erceveden gelen 15181 engeller. Dolayisiyla, direk 1s1k engellenir ve direk
olmayan, kirilarak dagilan 1s1k 6rnege ulastirilir.

Goriiniim: Koyu renk ve agik gri renk goriintiiler

Gereksinim: Iki engelleyici filtre kullanilir. Bir tanesi yogunlastiricinin altia, digeri objektif

diizeneginin i¢ine monte edilmis olmalidir

Nomarski Goriintiillemesi (DIC)

Kullanim: Saydam olan ve hiicre i¢indeki boliimleri gozlemlememizi saglar.

Avantajlari: Orneklerin sabitlenmesine ve boyanmasi gerekmemektedir, dolayisiyla canli
doku ornekleri veya hiicrelerin gdozlemlenmesine olanak saglar.

Nasil cahisir: Ornegin icinden gecen 151k, faz degisimleri meydana getirir. Bu faz degisimleri
genlik farklaria doniistiiriiliir ve daha yiiksek kontrast olusturulmasina olanak verir.
Goriiniim: Uc boyutlu goriintii.

Gereksinim: Ozel olarak tasarlanmis objektif lensleri.

Fliioresans Mikroskobu

Kullanim: Mikro organizmalarin veya hiicrelerin boliimlerini incelemek ve isaretlemek igin
kullanilir

Avantajlari: Normal 151k ile gézlemlenmesi olanaksiz olan, organ veya hiicre boliimlerini
gérmemizi saglar

Nasil cahsir: Ornekler, fliloresans molekiilleri ile isaretlenir. Isaretlenen bu molekiillerin
uyarilmasiyla, yayilan 1sik, filtreler ile islenerek, renk ve kontrasta doniistiirtiliir.

Goriiniim: Koyu bir arka plan ve canli renkler

Gereksinim: Ozel objektif lensi, uyarilabilen 151k kaynagi, kullanilan fliioresans boyalarina

uygun optik lensler.



Ter (Inverted) Mikroskop

Kullammm: Flasklardaki ve cukur kaplardaki (dish) canli hiicrelerin morfolojilerini ve
kaplardaki yapigmis hiicre orneklerinin dogal hallerinde (in sifu) boyanmis goriintiilerinin
incelenmesi i¢in kullanilir

Avantajlarr: Uzak calisma mesafesi

Nasil calisir: Flasklarin ve tabaklarin, yerlesimi i¢in Yogunlastirici (condenser), objektifin
izerinde bulunmaktadir.

Goriiniim: Koyu ve agik renk gri goriintiiler

Gereksinim: Inverted mikroskop Faz-kontrast yogunlastirici, faz-kontrast objektifleri. 40X

veya daha biiyiik objektif.

Konfokal (confocal) Mikroskop

Kullanim: Organellerin, hiicre iskeleti elementlerinin ve makro molekiillerin, hiicre i¢indeki
konumlarini belirlemek i¢in kullanilir.

Avantajlari: Si1g alan derinligi ile odak dis1 parlamalar engellenir ve arka plan yogunlugu
azaltilir.

Nasil calisir: Fliioresans boyalariyla, isaretlenmis molekiiller, lazer tarafindan taranir.
Taranan imgeler tekrardan islemden gegirilerek, ii¢ boyutlu goriintii elde edilir.

Goriiniim: Coziiniirligi arttirilmis, standart fliloresans goriintii

Ne zaman ihtiya¢ duyulur: Arka planin karmasik oldugu, konum belirleme ¢alismalart (
ornek olarak, bakterinin veya proteinin hiicre i¢indeki yerini tespit etmek ig¢in)

Gereksinim: Konfokal mikroskop ve bilgisayar

ELEKTRON MiKROSKOPU

Elektron mikroskobu, aydinlatma kaynagi olarak, 1sik yerine elektronlar1 kullanmaktadir.
Elektronlarin dalga boyu 0.04 nm’dir, goriinebilen 15181n dalga boyundan yaklagik 10000 kez
daha kiicliktiir. Elektronlarin dalga boyu, goriinlir 1518in dalga boyundan daha kisa
oldugundan, elektron mikroskobunun olanak sagladig: biiyiitme orani ve ¢oziiniirliik, standart
151tk mikroskoplarina oranla daha fazladir. Elektronlar kullanilarak erisilen goriintii
biliylitmesinin temel mekanizmasi, 151k kullanilan mekanizmalara benzemektedir ancak
elektron mikroskobu i¢in uygulanilan teknolojiksel yaklasim farklidir. Elektron
mikroskoplarinda, elektronlar, elektron tabancasinda fiiretilirler ve vakum tiipiinde dolastirilir

ve hizlandirilirlar. Elektron huzmesinin odaklanmasi i¢in, cam lenslerin yerine elektro



miknatislar kullanilmaktadir. Cam lensler sadece ilgili goriintlinlin biiyiitiilmesi islemi igin

kullanilmaktadir.

Elektron mikroskobunun kullanilmasi ve goriintii islemi i¢in 6rneklerin hazirlanmasi, standart
mikroskoplar ile karsilastirildiginda daha karmasiktir. Bunun icin elektron mikroskoplari i¢in

ozel gorevliler ve elektron mikroskobu i¢in ayr1 {initeler atanmaistir.

Transmisyon Elektron Mikroskobu (TEM)

Kullamim: Hiicre i¢indeki yapilari detayli incelenmesini saglar

Avantajlari: Yiiksek c¢oziiniirlik. Konumlama calismalari i¢in immiinolojik isaretleme
yontemi ile birlestirilerek kullanilmasi miimkiindiir

Nasil Calisir: Tungsten kaynak elektronlar1 iiretir. Elektronlar vakumda hizlandirilarak,
elektro miknatislar ile sabitlenmis, boliimlere ayrilmis ve boyanmis Ornek iizerine
odaklanmasi saglanir. Goriintiini, film iizerinde veya fosforlu ekran {izerinde yakalanir.
Goriiniim: Capraz kesit seklindeki siyah ve beyaz goriintiiler

Gereksinimler: Transmisyon elektron mikroskobu

Taramali (scanning) Elektron Mikroskobu (SEM)

Kullanim: Hiicre disindaki bilesenleri ayrintili olarak incelememizi saglar

Avantajlari: Yiiksek ¢oziiniirliik. (Coziiniirliik TEM’e gore daha diistiktiir)

Nasil Calisir: Ornek, odag1 sabitlenmis elektron huzmesi ile taranir. Ornege carpan elektron
geri yansir ve yanstyan elektronlar, mikroskop tarafindan algilanir ve TV goriintiisii seklinde
cevrilir.

Goriiniim: Hiicre disinin li¢ boyutlu goriiniimii.

Gereksinimler: Taramali elektron mikroskobu



Mikroskop Kisimlar

. Alt kaide.

Aydinlatma kontrol kadrani. Isik yogunlugunun kontrol edilmesini saglar.

Kondansor. Mercek sistemidir, 151k kaynagindan veya aynadan gelen 1sinlart 6rnek
iizerinde toplar, ornegin aydinlatilmasini saglar. Kondansor, ¢oziintirliigii, kontrasti,
odak derinligini ve aydinlig: etkiler.

Diyafram kontrol halkasi. Ornege gelen 1smn huzmesinin ¢apini kontrol etmemize,
dolayistyla dagilan 15181 kontrol etmemizi saglar.

Kondansor hizalama vidasi.

G06z mercegi (okiiler)

Alan diyaframi kontrol halkasi. Aydinlanma alanini/menzilini sinirlar.

Aydinlanma kaynagi

Kaba ayar diigmesi (makrovida)

. Ince ayar diigmesi (mikrovida)
. G0z mesafesi ayarlama konsolu
. Objektif lensleri. Objektif lensin kuvveti, mikroskobun ¢oziiniirligiini belirler.

. Glig diigmesi. Isik kaynagini agip kapamamizi saglar.



14. Hareketli revolver

15. Sikistirma klipsleri

16. Nesne tablasi

17. Y-aksisi kontrol diigmesi. Preparat1 yukar1 ve asagi hareket ettirmemizi saglar.

18. X-aksisi kontrol diigmesi. Preparati saga ve sola hareket ettirmemizi saglar.

Okiiler

45 derece agih tiip

Govde kolu
Kaba ayar \ Hareketh revolver
diigmesi Objektifler

Sikistirma klipsleri
Nesne tablas:

Iris diyafram
Aydimlatma

Ince ayar
diigmesi

Alt kaide

(http://egitek.meb.gov.tr/dersdesmer/son_deney/deneyler/deney01.htm)

Aydinlatma Cesitleri: Halojen lamba (quartz 15181), 151k yogunlugu fazladir ve renk sicakligi
fazladir, dolayisiyla, halojen lamba beyaz 1s1k verir. Halojen lambalar mikroskoplarda siklikla
kullanilir ve en 1yi aydinlatma kaynaklarindan biridir. Tungsten lamba (akkor 1s1k), renk
sicakligr diisiiktiir ve 151k sarimtirak renktedir.

Objektif lensleri: Her objektif lensi, sahip oldugu N.A numarasina gore, ¢esidine gore ve
bliylitme kuvvetine gore isaretlenmistir.

Orneklerin o6lciimii: Mikroskop altinda incelenen &rneklerin biiyiikliiklerini, tahminsel
Olcebilmemiz i¢in gelistirilmis ¢esitli mekanik yardimcilar vardir. Bu islemler i¢in kalibre
edilmis lamlar kullanilmaktadir (hemositometre). Petroff Hausse haznesi her ne kadar sayim
islemi icin kullanilsa da, bu haznenin igerdigi karelere boliinmiis alan, boyut tahmini igin

kullanilmaktadir. G6z merceginin icine yerlestirilen, okiiler mikro metreler, kendi icinde



barindirdig1 biiytikliikleri bilinen ¢cembersel sekiller ile de boyut tahmini yapilmasina olanak

saglar.

Bazi biyolojik orneklerin boyutlari;
Prokaryotik hiicre (E.coli) =0.4 x 2 pm
Mavya ( S. Cerevisiae) = 1-4 um
insan kirmizi kan hiicresi = 7.2 um
Doku kaltturindeki 6karyot hiicre = 10-100 um
Hicre ¢ekirdegi = 5-25 um
Mitokondri = 1-10 um
Lizozom ve peroksizom = 0.2-0.5 um

Imersiyon Yagimin Kullanilmasi

Imersiyon yag, kullanildiginda lensleri ve lam ve lamel arasinda sabitlenmis 6rnegi kaplar ve
camin sahip oldugu kirilma indisine ulasilmasini saglar. Imersiyon yagmin kullanim amaci
maksimum ¢ozilinlirliige ulasmak i¢indir. Maksimum ¢ozilinlrliikk igin, imersiyon yagi
preparatin iistiine uygulanabildigi gibi, kondansor lensinin iizerine uygulanarak, lam-lamel
orneginin altinda da bulunabilir. Farkli amagclar icin, fakli cesitlerde imersiyon yaglari

bulunmaktadir.



PROTOKOL

Imersiyon Yagimnin Objektif Lensi Uzerinde Kullanilmas:

1. Mikroskop altinda, daha detayli incelenmek istenen bolge 40X objektif lensi ile
belirlenir. Belirlendikten sonra, preparatin yeri degistirilmeden 40X’lik objektif yagin
bulagsmamasi i¢in degistirilir.

2. Isik altinda incelenmek istenen bolgeye, cok az miktarda (1 damla) imersiyon yagi
preparatin lizerine uygulanir.

3. Imersiyon yag1 objektif lensi preparatinin iizerine getirilir ve ayarlanir

4. Kaba ayar ve ince ayar kullanilarak incelenmek istenen bolge bulunur.

5. Mikroskop ile inceleme islemi tamamlandiginda, imersiyon yagi temizlenir ( Bu islem

icin eter veya xylene kullanilabilir)

Kondansor Lensinin Uzerine Imersiyon yag1 Uygulanmasi

1. Nesne tablasinin bos olmasina dikkat edilir. Eger nesne tablasinin iizerinde preparat
mevcut ise, preparat nesne tablasindan uzaklagtirilir.

2. Kondansor lensinin iizerine bir damla imersiyon yagi uygulanir.

3. Preparatin alt tarafinda kalan boliime, incelenmek istenen alanin altina imersiyon yagi
uygulanir.

4. Kondansor yiikseltilir ve kondansor lensinin {izerinde ki yag damlasi ile preparatin
altina uygulanan yag damlasinin birlesmesi saglanir.

5. Incelenmek istenen bdlgenin iizerine, preparatin iizerine bir damla imersiyon yagi
uygulanir.

6. Kondansor, Koehler aydinlatmasina gore ayarlanir ve 6rnek mikroskop altinda
incelenir.

7. Inceleme tamamlandiktan sonra, kondansor lensi ve objektif lensi temizlenir

Hiicre Yaymasimnin Yapilmasi (Cell smear)

Protokol



1. Bir damla, hiicre veya bakteri siispansiyon soliisyonu, lamin yiizeyine uygulanir.
Hiicre lekesi soliisyonu, eger i¢inde serum var ise daha iyi yayilir.

2. Lamel, lam iizerinde, hiicre soliisyonun eklendigi kismin iizerine kapatilir ve drnegin
yayilmas1 beklenir.

3. Lamel iizerinden, hafifce bastirilarak, hiicre soliisyonu lam iizerine yavasca ve hafifce
yaydirilir.

4. Yaydirilma isleminden sonra, lamel kaldirilir ve yayilan soliisyonun sabitleme ve

boyanma islemi i¢in kurumasi beklenir.

Orneklerin Sabitlenmesi

Bir¢ok boya maddesinin 6zel sabitleyici kimyasallart mevcuttur. Bu kimyasallardan metanol,
gluteraldehit, paraformadehit hiicrelerin ve bakteri soliisyonlarinin sabitlenmesi i¢in siklikla

kullanilmaktadir.

1. Incelenmek istenen ornegin yiizeyine metanol uygulanir. Bu islem icin ufak
tablalar ve beher kullanilabilir. Ek olarak, metanol, pipet ile de 6rnegin iizerine
uygulanabilir. (Metanol, havadaki suyu emeceginden Otiirii, boyama islemini
engeller)

2. 5 dakika bekletildikten sonra, metanol 6rnek iizerinden temizlenir.

3. Taze metanol tekrar uygulanir ve 5 dakika bekletilir

4. Hava ile kurumaya birakilir.

Orneklerin Boyanmasi

e Hiicrelerin boyanmasi, hiicrelerin mikroskop altinda kolaylikla incelenebilmesi i¢in
kontrast saglamaktadir. Kullanilan boyanin c¢esidi, incelemek istedigimiz hiicre
ornegine gore ve bilimsel arastirmamiza gore degismektedir. Cesitli hiicreler igin
gelistirilen boyalarin yaninda, organeller i¢in ve belirli kimyasallara tepki verecek 6zel
Boyalarda gelistirilmistir.

e Gram boyama aparati, bakteri hiicrelerinin boyanmasi i¢in hizli ve ideal bir yontemdir.
Bunun yaninda Gram boyalar1 bozulmaya karsi dayaniklidirlar. Gram boyasinin
icindeki, kristal mor boyas1 (crystal violet stain) maya hiicrelerinin boyanmasi i¢in de

kullanilabilmektedir ancak bu boya kullanildig1 takdirde, maya hiicrelerinin



morfolojisi korunamamaktadir. Auromine boyas1 da birgok bakteri hiicresini
boyamaktadir ancak Gram boyast gibi bakteri tiirlerini ayirt etmemizi

saglamamaktadir.

Wright boyasi ve Giamsa boyasi, kan hiicrelerini ayirt etmemize olanak saglar. Ayrica
bu boyalar, birgok dkaryot hiicrelerin boyanmasini da saglamaktadir ve kullanimlari
kolaydir.

Metilen mavisi, her ¢esit hiicreyi boyamaktadir ancak hiicreler ile ilgili detaylar

kagirmamizi saglayabilmektedir.



