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Virtually every step of the procedure affects the quality of the final electron micrographs in preparing
specimens for transmission electron microscopy. Therefore, it is important to process tissues according to the
prescribed methods and to understand what is happening to the sample during processing. Specimen processing
should begin with careful planning and proceed with meticulous attention to the details. Since tissue processing
represents considerable effort, it is better to execute it properly the first time, rather than to repeat the entire
procedure.

Tissue preparation for transmission electron microscopy may be divided into eight major steps: primary
fixation (2-4 % glutaraldehyde in buffer), washing in buffer, secondary fixation (1-2 % osmium tetroxide in
buffer), dehydration (30-100% ethanol), infiltration with transitional solvents (propylene oxide), infiltration
with resin (propylene oxide:resin mixtures;gradually increasing concentration of resin), embedding (pure resin

mixture), and curing at 60°C.

The process begins with living hydrated tissue and ends with tissue that is virtually water-free and

preserved in a static state within a plastic resin matrix. The plastic resin mixture permeates the tissue, replacing

all water within the cell and making the cell firm enough for the section to be cut.

Elektron mikroskopi i¢cin doku takibe
alinmadan once yapilmasi gereken
islemler ve dikkat edilecek noktalar

1. Doku 2 mm*’den biiyiik olmamal.

2. Doku alindiktan hemen sonra soguk (+4°C)
gluteraldehit veya karnosky fiksatifi i¢ine konulmali.
Fiksasyon voliimii doku volliimiiniin en az 10 kati
olmalidir.

3. Doku fiksatife alindiktan sonra en kisa zamanda
elektron mikroskopi laboratuvarina ulastiriimali.

4. Biyopsinin yapildig1 saat ve tespit soliisyonuna
konuldugu saat not edilmeli.

5. Gelen dokunun fiksatifi kirlenmis ve kanli ise
hemen taze ve soguk fiksatifle degistirilmeli.

6. Eger doku fiksatif iginde 2 mm®ten biiyiik
gonderilmis ise dis¢i balmumu iizerinde temiz bir jilet
veya bistiiri ile kiiiltiilmeli.
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7. Doku pargalar1 +4°C’de muhafaza edilmeli.
8. Protokol defteri tutulmali.
a. Dokunun gelis tarihi
b. Dokunun protokol nosu
c. Dokunun ad1 ve agiklayici bilgi
d. Dokunun geldigi servis ad1 veya aragtirmact adi
e. Dokunun alindig1 yer
f. Dokuyu alan doktor veya arastirmacinin adi
g. Doku takibini yapan teknisyenin adi

Kan, kemikiligi ve diger hiicre siispansiyonlar
mutlaka santrifiij edilerek isleme alinir. Kemikiligi ve
kan heparinize enjektére alinmalidir. Ardindan

santrifiij edilir. Uzerinde kalan plazma pipetle almir ve
atilir. Uzerine taze ve soguk fiksatif eklenir. Tiipiin
tabaninda kalan 6rnek kalinlig1 0.5 mm’den daha kalin
Ornek fazla ise bir kag

olmamalidir. tiipe



paylastirilarak tiipiin tabaninda ince bir tabaka kalmasi
saglanmalhdir. Fiksatif en az iki kez tazelenmelidir.
Fiksatif veya buffer ilaveleri sirasinda dagilan hiicre
tabakas1 santrifiij edilerek yeniden ¢Oktiiriilir.
Fiksasyon siiresi tamamlandiktan sonra diger dokular
gibi takibe alinir. Osmikasyon ve dehidratasyon
islemlerinden sonra doku plakalar halinde sertlesir
rengi siyahlagir. Bloklama oncesi resinde bekletilecegi
asamada bir igne ile tiiplin tabanindan oynatilarak
doku plakalarinin kiigiik parcalar halinde dagilmasi
saglanmalidir. Bu islem dokuya rezinin infiltrasyo-

nunun daha iyi olmasini saglar.

Doku takibi

Dis¢i balmumu iizerinde 1-2 mm®liik pargalar halinde
kesilen dokular ezilmemeleri i¢in 6zenle kiigiik cam
sigelere alinir, iizerine protokol numaralari yazilir.
Soguk fiksatif
mikroskopi laboratuvarinda pargalanip doku tespit

ilave edilir. Dokunun elektron
soliisyonu ile temas ettigi saatte doku takip islemi
dokular

buzdolabinda tutulmalidir. Sadece soliisyon degistirme

baslamig olur. Tim soliisyonlar ve
zamanlarinda ¢eker ocak altinda caligilir, dokular tiim

bekleme araliklarinda tekrar buzdolabina konulmalidir.

L. GON
1. Glutraldehyde veya Karnovsky soliisyonu - 4 saat
+4°C (primer fiksasyon)
2. Buffer ile yikama - 10 dakika + 4°C
3. Buffer ile yikama - 10 dakika + 4°C (genellikle 1

gece)

II. GUN

1. Osmium tetroxide soliisyonu - 2 saat +4°C
(sekonder fiksasyon)
2. Buffer ile yikama - 10 dakika +4°C
3. Buffer ile yikama - 10 dakika +4°C (bir veya birkag
gece)
4. Dehidratasyon asamast

% 50°1ik etil alkol - 15 dakika +4°C

% 70’lik etil alkol - 15 dakika +4°C

% 86’lik etil alkol - 15 dakika +4°C

% 96’11k etil alkol - 15 dakika +4°C

% 100°liik absolute alkol - 15 dakika +4°C

% 100’liik absolute alkol - 15 dakika +4°C
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Bu asamaya kadar olan islemlerin timii +4°C’de
buzdolabinda yapilir.

5. % 100’lik absolute alkol - 15 dakika oda sicaklig1

6. Propylene oxide - 15 dakika

7. Propylene oxide - 15 dakika

8. Propylene oxide + resin - 30 dakika.

9. Propylene oxide + resin - 30 dakika.
10. Resin soliisyonu - 1 gece rotorda dondiiriiliir.
Yikama islemi, buffer ile
Soliisyon degistirme doku
parcalarinin kurumasi Onlenmeli ve bir geker ocak

fiksatifin hazirlandig1
yapilmalidir. sirasinda
altinda calisilmalidir. Eldiven kullanimi, koruyucu
gozlik veya ceker ocagin koruyucu cam bdlmesinin
indirilmesi ¢alisan1 toksik maddelerden koruyacak
onlemlerdir.

1. GUN
Taze rezin sollisyonu hazirlanir. Rotordan alinan doku
siseleri tek tek icinde bulun-duklar1 rezinden

arindirilir.  Bunun i¢in rezinin fazlasi bir siseye
bosaltilir (bu rezin atik olup sertlestikten sonra ¢ope
atilmali veya daha da iyisi biriktirildikten sonra uygun
bir kurulsa imha edilmek fizere teslim edilmeli),
dokunun bulundugu kisim temiz bir kagit {izerine
bosaltilir, ince uc¢lu bir alet ile dokular birer birer
ezmeden bir kenara alinir. Daha sonra uygun plastik
konik
Kapsiiller taze rezin ile doldurur. Bir siire hava
kabarciklarinin uzaklagmasi igin beklenir veya kapakli
kapsiiller ise; santrifiij edilerek hava kabarciklar

blok kapsiillerinin tabanma yerlestirilir.

uzaklastirilir. Ozel plastik blok kapsiilleri uygun
plastik pleytlerde +60°C’de 48 saat bekletilir. Bu
stirede rezin polimerize olarak sertlesir. 48 saat sonra
bloklar etiivden ¢ikarilir, sogumaya birakilir. Boylece
doku ultramikrotomda kesit almabilecek duruma
gelmis olur. Burada bloklarin numaralandirilmasi
onemlidir. Numaralandirma kii¢ciik kagitlara yapilip
rezin heniiz stvi haldeyken blok icine yerlestirilerek
veya polimerizasyondan sonra blok iizerine kazinarak
yapilabilir.

Hazirlanan rezinin artan kismu dokiilmemeli, bir
sonraki c¢alismada propylene oxide ile karisim
asamasinda kullanilmak {izere agzi iyi bir sekilde
kapatilarak saklanmalidir. En fazla bir hafta kadar

saklanabilir.



110 M. Kucukoglu

Elektron mikroskopide kullanilan fiksatif
(tespit) ve buffer (fampon) solusyonlarinin
hazirlanmasi

Degisik  buffer fiksatiflerin
tonisitesi, PH’s1 ve konsantrasyonu zaman zaman

sollisyonlarinin ~ ve

arastirmacilar tarafindan modifiye edilmistir.

Burada en ¢ok kullanilan buffer ve fiksatiflerin
formiillerini vermekle yetinecegiz.

Soliisyonlarin ~ hazirlanmasinda  tartim  ve
Olciimlerin oldukca dikkatli yapilmasi, temizlenmis
Olciim kaplarinin ve muhafaza siselerinin kullanilmasi,
laboratuvar c¢aligma disiplinine uyulmasi hazirlanan
fiksatiflerin  etkili olabilmesi
onemlidir. Ayrica kullanilan kimyasal maddelerin
mikroskobik

olmadiklarina da dikkat etmek gerekir.

yoniinden oldukga
standartlara uygun olup
Elektron
maddelerin

elektron

mikroskopi i¢in kullanilan kimyasal
cogunun toksik omasi nedeniyle cilt ile temasina
engel olunmali, solunum yollarina kagmamasi igin
onlem almmalidir. Kimyasallarla bulagik cam ve diger
malzemeler yikanmadan ortalikta birakilmamalidir.
buharlagarak

ulasabilecegi ihtimali g6z 6niinde bulundurulmalidir.

Zaman iginde solunum yollarina

Elektron mikroskopi malzemeleri oldukca pahali
oldugu i¢in ekonomik olacak bir g¢aligma sistemi
kurulmalidir.Ornegin; dokular tek tek degilde toplu
olarak takibe alinmalidir. Bunun i¢in doku tespiti

sekonder fiksasyona kadar getirilir, daha sonra buffer

icinde  bekletilebilir.  Takipler haftanin  belirli
giinlerinde yapilabilir. Bufferda bekleme siiresi,
bufferlarin  hazirlanmas1  sirasinda olas1  hatalar

nedeniyle ¢ok uzun tutulmamalidir. Cok uzun bekleme
stiresi hiicre materyalinin kaybina yol acabilir. Ayrica
takip sirasinda kiiglik cam sigelerin kullanilmasi
kimyasal malzemelerin sarfiyatt agisindan Onemli
kazang saglar.

Buffer soliisyonlari
Millonig Phosphate Buffer
A soliisyonu:
% 2.26’lik NaH,PO, H,0 - 22.6 gr.
Distile Su - 1000 ml.’ye tamamlanir.
B soliisyonu:
% 2.52’lik NaOH - 5.04 gr.
Distile Su - 200 ml.’ye tamamlanur.

A soliisyonundan 830 ml B soliisyonundan 170 ml
7.3%e Buffer
soliisyonunun pH’s1 7.3den biiyiikse A soliisyonundan

almir, karisimm pH’s1 ayarlanir.
kullanilir, 7.3’den diisiikse B soliisyonundan kullanilir

ve pH 7.3’e ayarlanir.

Cacodylate Buffer 0.2 M
A soliisyonu :

Sodyum cacodylate (Na(CH;),As0,.3H,0) - 42.8
gr

Distile su - 1000 ml.’ye tamamlanr.

B soliisyonu (0.2 M HCl):

Konsantre HCI1 (% 36-38) - 10 ml.

Distile su - 603 ml.
A soliisyonundan 500 ml. B soliisyonundan 27 ml.
PH 7.4 ayarlanir. 0.2 Molar
cacodylate buffer 1:1 oraninda distile su ile karistirilir,
0.1 Molar cacodylate buffer elde edilir. Bu da
parafinden elektron mikroskopiye dokunun ters takibi

alinir  karigtirilir.

sirasinda kullanilir.

Phosphate Buffer Saline (PBS)
Bu Dbuffer
yanliglikla formol ile tespit edilmis dokudan formoliin

elektron mikroskopi laboratuvarinda
uzaklastirilmas: i¢in kullanilir. iki kez 10 dakikalik
yikama isleminden sonra doku normal elektron

mikroskopi fiksatifine aktarilabilir.

NaCl - 8.0 gr.

KCI1-0.2 gr.

Anhidr Na,HPO, - 0.92 gr.

Anhidr KH,PO, - 0.2 gr.

Distile su - 1000 ml.’ye tamamlanir.

Baz1 durumlarda Na,HPO, susuz formda olmayabilir.
Ornegin elimizde Na,HPO,.2H,0O varsa; buradaki su
molekiillerinin molekiil agirligin1  hesaplamaliyiz.
Daha sonra ambalaj iizerinde yazili olan molekiil
agirhgimdan ¢ikarip ve susuz form igin tartmamiz
gereken miktart bulmaliyiz. Na,HPO,.2H,O orjinal
ambalaj iizerinde M:177.99 gr/mol (178) olarak
molekiil agirligr verilmistir. Periyodik cetvelden tek
tek her elementin molekiil agirligmi bulup molekiil

agirligint kendimiz de hesaplayabiliriz.
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Imol H,O - 18 gr.

0:16 gr.

H: 1 gr. 2 tane Hidrojen var.
16+1+1:18 gr.

Elimizdeki madde 2 mol su igeriyor.
2x18:36 gr.

178-36:142 gr. Na,HPO,’tin susuz formunun molekiil
agirligidir. Bu maddeden 0.92 gr. almamiz gerekiyor.

142 gr.
178 gr.
X:1.15 gr tartmamiz gerek

0.92 gr. alinirsa
X gr alinz

Fiksatif solisyonlarinin hazirlanmasi

Glutaraldehyde Soliisyonu CsHgo2 (% 5 ‘lik):
Piyasada % 25°lik ve % 50’lik 50-100-250 ml’lik

siselerde bulunmaktadir.

A.Elimizdeki glutaraldehyde soliisyonu % 50’lik ise:
Millonig phosphate buffer - 90 ml.
Glutaraldehyde soliisyonu %50’lik - 10 ml.

B.Elimizdeki glutaraldehyde soliisyonu % 25°lik ise:
Millonig phosphate buffer - 80 ml.
Glutaraldehyde soliisyonu % 25°lik - 20 ml.

Hazirlanan 100 ml. fiksatif %35 glutaraldehyde igerir.
Buzdolabinda +4°C’de koyu renk cam siselerde uzun
sure saklanabilir.

0.1 M Cacodylate Bufferhh %1’lik Glutaraldehyde

0.2 M Cacodylate buffer - 250 ml.
% 25’lik s1v1 glutaraldehyde - 20 ml.
Distile su - 500 ml.’ye tamamlanacak kadar.

20 ml. % 25’lik glutaraldehyde, 250 ml 0.2 M
Cacodylate buffer ile karigtirilir. Distile su ile 480
ml’ye tamamlanir. PH’s1 0.1 N NaOH veya 0.1 N HCL
ile 7.2’ye ayarlanir. Sonra distile su ile 500 ml’ye
tamamlanir.

Karnovsky Fiksatifi (Karnovsky, 1965)
Bu popiiler fiksatif primer fiksatif i¢inde nisbeten
diisiik bulundurur.

oranda phormaldehyde
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Phormaldehitydin ~ glutaraldehyde  ile  birlikte
kullanilmasi, dokunun glutaraldehydin tek basina
oldugundan  daha hizli  korunmasini  saglar.

Phormaldehyde dokuya glutaraldehyden 5 kat daha
hizli penetre olmaktadir Bdylece phormaldehyde doku
merkezine glutaraldehyden daha once ulasir. Boylece
hiicresel yapilar phormaldehyde ile gegici olarak
stablize edilir ve daha sonra glutaraldehyde doku
merkezine ulagarak daimi stabilizasyonu saglar.
Karnovsky fiksatifi daha ¢ok aligilmistan biiyiik
(2 mm™den biiyiik) dokularin tesbiti icin uygundur.
Ornegin; sinir dokusu. Ancak bu giin bu fiksatif
dokularin  elektron = mikroskopi  laboratuvarina
iletilmeden Onceki zaman iginde Ozellikle ameliyat
materyalleri i¢in olas1 otolitik degisiklikleri dnlemesi

acisindan avantaj saglamaktadir. Karnovsky fiksatifine

ilave edilen phormaldehyde osmolariteyi 2110
miliosmol gibi yliksek degerlere c¢ikartyor. Memeli
fizyolojik  sistemlerindeki  osmolaliteye (300

miliosmol) gore ¢ok yiiksek olan bu deger fiksatife
ilave edilen bufferla tamponlanmaktadir. Onerilen
tespit siiresinin asilmasi hizla hiicresel materyalin
neden laboratuar  saatleri

kaybina olacagindan,

kullanilmalidir.

100 ml Karnovsky fiksatif i¢in;
Paraphormaldehyde - 4 gr.

Distile su - 48 ml.

NaOH (1 N) - 3 damla.

Cacodylate buffer 0.2 M - 50 ml.

CaCl, (%0.2°1ik) - 0.8 ml.

% 50’lik glutaraldehyde - 2 ml gereklidir.

Hazirlanist:

1. 4 gr paraphormaldehyde tartilir (bu tozun
solunmamasina ve etrafa sagilmamasina dikkat edilir).
250 ml.’lik bir behere konur.

2. 48 ml.distile su eklenir ve hot-plate {izerinde veya
cok kisik ateste amyant levha iizerinde, koruyucu
bélmede buhar ¢ikana kadar isitilir (60°C). Bundan
sonraki  tiim  basamaklar  koruyucu bdlmede
yapilmalidir. Sogumasi i¢in beklenir.

3. Cam pipet ile 3 damla 1 N NaOH eklenir ( 1 N
KOH’de olabilir). Tortu kalmayacak sekilde sekilde

iyice karigtirlmalidir.
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4. 50 ml. 0.2 M Cacodylate buffer eklenir, iyice
karistirilir.
5.2 ml. % 50°lik EM grade glutaraldehyde eklenip,
karistirlir.
6. 0.8 ml. % 0.2’lik CaCl, eklenip karistirlir.
7. PH 6lgiimii yapilir 7.3 olmalidir. Hazirlanan fiksatif
filtre kagidindan gegirilir, yine koyu renkte cam
siselerde buzdolabinda muhafaza edilir. Finalde % 5
glutaraldehyde, % 4 formaldehyde igerir.

1 N NaOH hazirlamak i¢in 40 gr. NaOH bir miktar
distile suda ¢oziiliir ve 1 1t.”ye tamamlanir.

Osmium tetroxide tespit soliisyonu % 1’lik
Glucose monohydrate - 0.54 gr.

Distile su - 10 ml.

Osmium tetroxide - 1 gr.

Millonig phosphate buffer - 90 ml.

Hazirlanisi:
Temiz koyu renkte bir sise igine 10 ml. distile su ve
0.54 gr. glukoz ve iizerine 1 gr.lik cam ampiil iginde
bulunan kristalize osmium tetroxide ampiil olarak
atilir. Sisenin kapagi sikica kapatilir ve sise kuvvetli
bir sekilde calkalanir, ampuliin kirilmasi saglanir.
Uzerine 90 ml. Millonig phosphate buffer eklenir.

Bu solisyon hazirlandigt giin  kullanilmaz,
kristalize osmium tetroxide geg erir, bu yiizden en az
bir gece bekledikten sonra kullanilmalidir. Sisenin agzi
parafilmle kapatilmali, etrafi aliminyum folya ile
sartlmalidir. Hatta ayr1 bir kutu ig¢inde muhafaza
edilmesi onerilmektedir.Clinkii ¢ok kolay
buhalagabilen ve temas ettigi heryeri siyaha boyayan
bir maddedir. Buzdolabinda +4°C’de

edilmelidir. Rengi hazirlandiktan hemen sonra ¢ok

muhafaza

acik saridir, zaman iginde rengi turuncu olabilir.

Kahverengine doniismiisse kullanilmamalidir.
Hazirlanma tarihi not edilmelidir. Lipid bakimindan
zengin dokular i¢in % 2’lik osmium tetroxide

soliisyonu dnerilmektedir.

Rezin embedding medium hazirlanmasi:

Gomme soliisyonlar1 genellikle epoksi rezin (bazen iki
ayr1 tip epoksi rezin Kkaristirilir) anhidridler olan
sertlestirici, bir amin olan hizlandirict  ve
plastiklestiricinin (dibutil fitalat) karigtirilmasiyla elde

edilir. Degisik markalarin kendine 06zgii hazirlama

dikkat
olusturan biitin maddeler ¢ok iyi bir

oOlgiilerine edilir. GOmme soliisyonlarin
sekilde
karistirilmalidir. Cok iyi bir karisim elde edilmesi de
bu amag¢ igin gelistirilmis karigtiricilar yardimi ile
saglanabilir. Kesit alinabilir bloklar elde etmek igin
yukarida belirtilen maddelerin birbirine oran1 oldukca
onemlidir. Rezinleri hazirlarken 6l¢ii olarak ayr tiipler
bloklamada

kullanilacak rezin soliisyonu hava kabarciklarinin yok

ve siringalar  kullanilmalidir.Doku
olmasi i¢in birkag saat dinlendirilmelidir.

Agar Scientific marka Emmedding in Araldite
CY212 for Electron Microscopy R1030 igin Onerilen
standart
formiillere gore ayarlanalabilir.

embedding medium oranlar1 asagidaki

Formiil 1
Araldite CY212 - 20 ml.
DDSA - 20 ml.
BDMA - 1 ml.
Dibutyl phythalate - 2 ml.

Formiil 2
Araldite CY212 - 20 ml.
DDSA - 20 ml.
BDMA - 0.6 ml.
Dibutyl phythalate - 1 ml.

Ultramikrotomi

Ultramikrotomi, mikrotomist i¢in ¢ok sabir ve pratik

gerektiren bir seri islemden olusur. Bigaklarin
hazirlanamsi1 bakimi, temizligi, bilhassa elmas bigcak
temizligi ve kullanimi, gridlerin hazirlanmast son
derece 6zen ve titizlik gerektirir.

Knife Maker ile 6zel cam c¢ubuklardan cam
bigaklar hazirlanir. Bu bicaklara, ¢ok 6zenle anti-statik
bir metal bant kullanilarak havuz yapilir, etrafi saf

balmumu ile izole edilir. Bigagin keskin ucunun

korunmasi ve toz almamasi i¢in 6zel kutularda
saklanmalidir.
Ultramikrotomi, ultramikrotom olarak

adlandirilan alet ile plastik icine gomiilen dokudan
ince ve kalin kesitlerin alinmasi islemlerini kapsar.
Standart elektron mikroskop elektronlari, 150 nm’den
kalin biyolojik materyali gecemediginden kesitlerin
cok ince olmasi gerekir. En iyi resolusyon i¢in ince
kesitler 30-60 nm kalinlikta olmalidir. En ideal kalinlik
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10-20 nm olup bigak havuzunda kesit rengi gri tonda
goriiliir. 60 nm ve tizeri kesitler sarinin agik tonlar1 ve
90 nm sar1 renkte goriiliir(100 nm sar1 leylak, 150 nm
eflatun, 190 nm mavi eflatun). Kalin kesitler (semi-
thin) 0.5-2 mikron arasinda alinabilir.

Ince kesitler bakir gridlere aktarilir. Daha sonra
kontrastlama islemine gegcilir. Kalin kesitler 151k
mikroskopi diizeyinde ilk inceleme igin gerekli olup,
dokunun elektron

pozisyonunu  saptamak  ve

mikroskopta incelenecek alanin belirlenmesi igin
yapilir. Ince kesit hazirlanmadan 1 mikron kalmliginda
kalin kesitlerin yapilip 151k mikroskop diizeyinde
kontrol edilmesi pratikte ¢ok uygulanir. Uygun alanlar
saptanip bloklar trimlenir ve ince kesit alinir. Ayrica
trimlenmis bloklardan ince kesit alindiktan sonrada,
post-trim kalin kesitlerin alinir..Post-trim kesitler ince
kesit alinmasi sirasinda meydana gelebilecek olasi
pozisyon degisikligi veya belli bir yapinin kesite alinip
alinmadigimin saptanmast agisindan gereklidir. Post-
trim kesitler ayrica kesit tarama sirasinda zaman

kazanimi saglar.

Nanometre(nm Micron(um Milimetre(mm
0.1 0.0001 1x107
1 0.001 1x10°°
1000 1 1x107
Mikrometre  (um)  terimi  micron(p)  yerine

kullanilmakta olup esdegerdir.
1 mm=1000 pm
1 um=1000 nm

Semi-thin (yar ince) kesit i¢in toluidin
blue boyasinin hazirlanmasi
Di-natrium tetra borat (B;Na,0O;) - 1 gr.

Distile su - 100 ml.
Toluidin blue - 1 gr.

Hazirlanan soliisyon 30 dakika boyunca iyice
filtre buzdolabinda
saklanabilir. Plastik bloklardan cam bigcak havuzuna

karistirilir, edilir, birkag ay
alinan kesitler buradan uygun bir lup ile lam {izerine
Kiigiik  bir pargast

batirildiktan sonra kesitlere temas ettirmemeye 6zen

aktarilir. kagit kloroforma

gostererek  hafifce yaklastirilir. Boylece rezinin
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olusturdugu kirigsmalar enaza indirilmis olur. Suyun
buharlagmasi icin etiiv gdvdesinde (60°C) bekletilen
lamlar daha sonra alevden gecirilerek plastik kesitlerin
cama tespiti saglanir. Uzerine toluidin blue damlatilir
ve etiiv govdesinde yatay pozisyonda kurutulur. Sonra
¢esme suyu ile yikanabilir.

Gpidlere alinan dokularin
kontrastltanmasinda kullanilan
solusyonlarin hazirlanmasi

Uranyl Acetate Soliisyonu:
% 70’lik etil alkol icinde doymus uranyl acetate
soliisyonudur.
Hazirlanisi:

% 70’lik alkol - 100 ml.
Uranyl Acetate - azar azar ilave edilerek eritilir.
Doygun hale halinceye kadar bu isleme devam edilir.
Sisenin dibinde sar1 tortu seklinde uranyl acetatin
goriilir.  Bu  soliisyon

¢Oziinmeyen  kismi

hazirlandiktan bir giin sonra kullanilabilir. Sar
Titizlikle hazirlanmali

Buzdolabinda

renklidir. etrafa

sigratilmamalidir. uzun siire

saklanabilir.

Uranyl Acetate ile Kontrastlama Yapilmasi
Kontrastlama islemi aliminyum folyo ile kapli petri
acetate ile
filtre kagidi
konulmali {izerine de plaka halindeki dis¢i balmumu

kutular1 i¢inde yapilmalidir. Uranyl

kontrastlada petri igerisine nemli
konulmali. Dig¢i balmumu lizerine uranyl acetate
damlalar1 konur. (Bu islem porselen veya camdan
yapilmis, ¢ukurlar iceren malzemelerle de yapilabilir,
ancak alkoliin ¢ok c¢abuk buharlagmasi
artefaktlar

indirebilmek acisindan 1slak kagit yerlestirilmis petri

ihtimali
nedeniyle  olusabilecek minumuma
icinde yapilmasi daha uygundur.) Gridler ince uglu bir
forceps ile damla ylizeyine Ozenle yerlestirilir. 5
dakika sonra gridler hizli ve seri bir sekilde distile su
serisinden gegirilir. Daha sonra lead citrate ile

kontrastlamaya gegilir.

Lead Citrate Soliisyonu:
Lead nitrate Pb(NO;) - 1.33 gr.
Sodium Citrate Na;(C¢Hs07)2H,0 - 1.87 gr.
Distile Su (CO, free) - 30 ml.
NaOH 1 N - 8 ml.
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Bu karisim 50 ml’lik beherde 30 dakika siire ile
aralikli olarak karistirilir. Bu sirada soliisyon siit gibi
homojen beyaz renktedir. Daha sonra iizerine 8 ml 1 N
NaOH ilave edilerek ¢ozelti berraklagtirilir. Bu karisim
distile su ile 50 ml.’ye tamamlanir. Koyu renk cam
siselerde 3 ay saklanabilir. Sise {izerine hazirlanma
tarihi not edilmelidir. Her iki soliisyonda kullanim
oncesinde temiz konik tabanli tiiplerde (5 ml) 5000
devirde santriflij edilmelidir. Tipler dikkatli bir sekilde
santrifiijden ¢ikarilmali ve sollisyonlar tiipiin dibine
Daha

degmeden alinmalidir. sonra kontrastlama

islemine gegilmelidir.

Lead Citrate ile Kontrastlama Yapilmasi

Kontrastlama islemi aliminyum folyo ile kapli petri
Lead
kontrastlamada petri igerisine 1 N NaOH ile 1slatilmis

kutular1 i¢inde yapilmalidir. citrate ile
filtre kagid1 konulmali {izerine de plaka halindeki dis¢i
balmumu konulmali. Dis¢i balmumu {izerine lead
citrate damlalar1 konur. Gridler ince u¢lu bir forceps
ile damla yiizeyine 6zenle yerlestirilir. 5 dakika sonra
gridler hizli ve seri bir sekilde CO2 free distile su
serisinden  gecirilir. Gridler 6zel kutularina 6zenle
yerlestirilerek kodlama yapilir. Bu islem sirasinda ¢ok
dikkatli olunmali, gridlerin  karistirillmamasi1 ¢ok

Onemlidir.

EM icin depardfinizasyon islemleri

Parafin blok iizerinden jilet ile istenilen bolge ¢ikarilir
ve disci balmumu iizerinde 1 mm’lik parcgalara
boliinerek kiiciik cam sisilere aktarilir. Daha sonra
asagidaki islemler uygulanir.

1. % 100’lik Ksilol (70°C’de etiivde) - 15 dakika
bekletilir.
2. % 100’lik Ksilol (70°C’de etiivde) - 15 dakika
bekletilir.
3. % 100’lik Ksilol (Oda 1sisinda) - 15 dakika
bekletilir.
4. 1:1 Ksilol-Etanol (Oda 1sisinda) - 15 dakika
bekletilir.
5. % 100’lik Etanol (Oda 1sisinda) - 60 dakika
bekletilir.

6. %
bekletilir.
7. 0.1 M Cacodylate buffer - 10 dakika bekletilir.
8. Karnovsky fiksatifi - 60 dikika bekletilir.
9. Buffer ile iki kez - 10 dakika yikanir.
10. Osmium tetroxide ile tespit edilir - 2 saat .
11. Buffer ile iki kez - 10 dakika yikanir.
12.  Normal takibindeki
dehidratasyon ve infiltrasyon islemlerine devam edilir.

50’lik Etanol (Oda 1sisinda) - 10 dakika
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