DALGA

Mikroskopla calisilirken mikrosko-
bik goérlntinin olusumunda 6nem
kazanan dalga optigi konusu, genel-
likle hic ele alinmaz. Oysa mikroskop-
larin ¢alisma prensiplerinin anlasiima-
s1, bu konuyla ilgili bazi kavramlarin
da irdelenmesini gerektiriyor. Isik dal-
galari, fazlari, dalgalarin uyumluluk,
girisim ve kirllma 6zelliklerine bir
g6z atmak, bu konuda daha buitiinsel
bir bakis acist kazanmamizi saglayabi-
lir.

Isik 1sinlari, sinds dalgalar1 halinde
yayilmakta. Asagidaki sekilde 1s1k dal-
gasmin fiziksel oOzelliklerini gorebili-
yoruz.

Herhangi bir noktanin, 1sik dalgasi-
nin belirli bir “fazinda” bulundugun-
dan s6z edilir. Asagidaki sekilde a ve
d noktalarinin 11k dalgasinin ayni faz-
larinda, b ve ¢ noktalarininsa dalganin
farkli bir fazinda oldugu gordltyor.

Ayni dalga boyunda olan, ayn1 diiz-
lemde salinan ve ayni zamanda ayni
uzaysal noktada etkili olan 1sik dalga-
lar1 “esevreli (koherent)” olarak nite-
lendirilirler. Bu 6zellikleri bulundu-
ran 1sin dalgalari, karsilikli etkilesme
(interferans = girisim) 6zelligini de ka-
zanmis olurlar. Bu durumda koherent
dalga dizileri birlikte yeni bir 151k dal-
gasinda birlesirler. Yeni dalganin gen-
ligi, girisim yapan dalgalarin genlikle-
ri ve faz iligkileri tarafindan belirlenir.

A lsigin dalga boyu
a Isik dalgasinin genligi
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Asa-
gidaki or-
nekte a ve b
dalgalar1 aym
fazlarda seyret-
mekteler. Olusan yeni
dalga ¢, dalgalarin
genliklerinin
birbirlerine
geometrik
eklenmesiyle
olusur. a ve b
dalgalari ayn1 siddette genli-
ge sahip olduklarindan, olusan yeni
dalganin genligi iki katina cikar.

Asagidaki ikinci érnekteyse, a ve b
dalgalar1 yarim dalga boyu farkla ya-
yilmakta. Olusan dalganin genligi, yi-
ne digerlerinin genliklerinin toplamu.
Ancak dalgalar karsilikli olarak birbir-
lerini sondurdiklerinden, genlikleri
de birbirine esit oldugundan, olusan
yeni dalganin genligi 0 olur. Uctincii
Ornekteyse a ve b dalgalar1 birbirlerini

Objektif odak
diizleminde

Objektif odak

diizleminde
yogunluk yogunluk
(aydiniik) (aydlik)
dagiimi dagilimi

Objektif Objekti
odak odak
| diizlemi Ly | dizlemi

(th Objekti 1 Ik objekti
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1/4 dalga boyu faz farkiyla
izlemekteler. Bu durumda
olusacak yeni dalganin genligi
birinci 6rnektekinden du-
stk, ikinci 6rnektekin-
den biytk olacaktir.

Su dalgalarinda goru-
len kirilma 6zelligi, 151k
dalgalarinda da var. Bir en-
gelle karsilasan 1sik dalgalari,
bulduklar1 bir acik-
liktan yarim daire
olusturarak gecerler.
Dalgalarin kirilmasi
olayr,  mikroskopi
tekniginde de ortaya
cikar. Araliktan gec-
mis olan dairesel dalga, birbirine para-
lel 1sinlardan olugmustur. Bu birbirine
paralel 1sinlar objektife girince odak
noktasinda birlesirler. Bu noktada ola-
ya katilan biitiin dalga dizileri girisim
gosterir. Butiin dalgalar ayni fazday-
sa, siddet oldukca ytikselir ve en yik-
sek parlakliga ulasilir. Bu diizeydeki
parlaklik “maksimum 0 diizeni” ola-
rak adlandirilir. Tersi durumdaysa ya-
rim dalga boyu faz farkina sahip dalga-

-

Sayisal aciklik (NA) biiyiikken aydinlik alan da
biiyiik (solda); NA kiiciiliince aydinlik alan da
kiiciiliyor ve karanlik alanlar ortaya cikiyor (sagda).



Elektron Mikroskopi

Elektron mikroskopi tekniginde elektroman-
yetik odaklama soz konusudur. Aktive edilmis
elektron demetleri drnek icinden gecerlerken
kinilir ve iist yiizeyden yansitilirlar. Elektron de-
metleri elektrik akimiyla kizdirilan cok ince igne
formundaki katotlar tarafindan iiretilir ve anotta
bulunan yiiksek gerilim tarafindan emilir. Hizlan-
dinlmis elektronlardan olusan iginlar, isik mik-
roskobundaki isin yolunu izlerler. Bu mikroskop-
larin lens sistemlerinin icinden elektrik akimi ge-
cer ve cevrelerinde manyetik alan olugur. Uygun
olarak yapilandinilmis miknatislar, 15tk mikros-
koplarinda merceklerin gordii-
gii isi goriirler.

Isinlari dnce kondensérde
toplanir ve nesneden gecerken
sapma gosterirler. Sapmanin de-
recesi ortamdaki elektron yo- o M
gunluguna baghdir. Atom kiitle-
si ne kadar fazlaysa sapma da o l ‘l
kadar fazladir. Biyolojik nesne-
ler diisiik kiitle agirhkli karbon,

L - rmnn
hidrojen, azot ve oksijen atomla-
rindan olustuklari icin ¢cok simir-
Il kontrast gosterirler. Bunun
icin preparatlar agir metallerle
islem goriirler. ~

lar birbirlerini sondureceklerinden,
objektifin odak diizleminde tam bir
golge olusacaktir. 1,5 dalga boyu faz
farki olan dalgalarsa girisim yaptikla-
rinda, birinciden daha acik olmak tize-
re, objektif odak diizleminde gérece

//

1- Okuler: ikinci biiyiitme basamagji

2- Okuler tiipii: Okuleri bulunduran tiip

3a- Makrometre: Kaba ayar diigmesi

3b- Mikrometre: ince ayar diigmesi

4- Objektif revolveri: Objektifleri degistirir

5- Objektif: ilk biiyiitme basamagi

6- Obje sehpasi: Preparat diizlemi

7- Kondensor diyaframi: Resmin kontrastini ayarlar
8- Kondensor: Filtre tasiyicisiyla birlikte 15141 toplar
9- Kondensor - 6nmercek: Yedek toplatici mercekler
10- Diizenleyici trafosuyla birlikte isiklandirma
diizenegi: Isik siddetini ayarlar.

Bir elektron mikroskobunun yapisi

Preparat kalinliginin da 100 nm’den daha
fazla olmamasi onerilir. Preparat, kalin olmasi
durumunda elektronlarin emilmesiyle dogan isi-
dan etkilenerek nesneyi bozar. Bu yiizden elekt-
ron mikroskoplarinda canli nesneler gézlenmez.

Elektronlar yiiksek gerilim altinda ve vakum-
da hizlandirilirlar. Ciinkii hava, elektronlarin hiz-
lanmasini onler. Nesneye girdikten sonra dagili-
ma ugrayan elektronlarin objektifte toplanmasiy-
la olusan ara goriintii, projektifle daha da biiyii-
tiiliir. Burada olusan resim, floresans gdsteren
plakada goriiniir hale getirilir. Elektron mikros-
koplarinda goriintii siyah-beyazdir.

Modern cihazlarda biyolojik
nesnelerin ¢oziiniirliigi 0,2-0,3
nm’yi bulabiliyor. Bu sekilde de
300 000 kez biiyiitme gercek-
lesebilir. Elektron isinlarinin

izolator

Isin kaynagi .
. dalga boyu ne kadar azsa (or.
Kondensor A RA
0,001 nm) ¢oziiniirliik o kadar
Objektif fazladir.
Preparat diizlemi Elektron mikroskoplar

kontrastlagtirilmis ultra ince

Projektif doku preparatlari, izole edilmis
Gozlemd hiicre zan parcalari, viriisler,
o makromolekiiler kompleksler,
ero . s oo
biiyiteg DNA ve proteinler gibi molekiil-
ler ve proteinlerin immun isa-
Istkl resim .
retlenmelerinde kullanilirlar.
Kamera

koyu bir bélge olustururlar.

Boylece, objektifin odak diizlemin-
de aydinlik ve karanlik bélgelerin or-
taya cikardigi kompozisyona “kirilma
figliri” denir. Her preparat bir kirilma
figliri olusturur ve bu bélge her pre-

parat icin karakteristiktir. Bu gori-
nim “primer ara gorinti” olarak ad-
landirilir. Bu asamadan sonra isinlar
ara goriintl dlzleminde girisim yapar-
lar. Ne kadar cok biikilmis 1s1n dalga-
s1 girisim yapmak tizere buraya ulagir-
sa, mikroskopik gortinti nesneyi o ka-
dar iyi temsil eder. Sayisal aciklik (n-
merik apertiir) ne kadar biiytk olursa,
girisim yapmak Uzere objektifin odak
diizlemine ulasan bikdlmis 1sin sayi-
s1 da o kadar fazla olur.

Mikroskoplarin Yapisi
ve Gorlintd Olusumu

[ I p— €y 25 cm
d.-,..‘r_ =1 g uzakliktaki cisim
= = i icin gériis acist
¢ - €: Goriis agist
N — e _: degeri

Insan goziiniin cozebilirlik yetene-
gi veya gorme keskinligi cok kiiclik ya
da cok uzakta olan cisimler icin sinir-
lidir. Gords agisi ne kadar biytikse, ci-
simler de o kadar buyik gortndrler.
Goris acisi, nesnenin alt ve Gst kenar-
larindan géze ulasan isinlar tarafin-
dan olusturulur.

——f=  Okuler

Tip

Objektif revolver

Objektif

Obje sehpasi

Obje siiriictisti

Kondensor

Diyafram

Ayar vidalar

Statif
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Objektif L

T .
Goriintid

Preparat
Odak diizlemi

Bir 151k mikroskobunun ¢alisma prensibi

Nesne goze ne kadar yakinlastirilir-
sa gorls acisi o kadar buyir ve cisim
daha buytk gortnir. Bu aralik 10 - 25
cm arasinda degisir. G6ze 10 cm’den
daha yakin olan nesneler net olarak go-
riilemezler, ¢linkt g6z artik bu uzak-
liktan sonra ¢ok zor uyum gosterir.

Optik araglar iste bu goris acisini
artirirlar. Bir optik cihaz igin subjektif
blylitme degeri V=g/¢/ dir. €, nesne-
den 25 cm uzakliktaki bir géziin gords
acisi ve € optik cihazla saglanan gors
acisidir. Mikroskoplar, cisimleri buyiit-
meye yarayan buyuU-
teclerden daha kar-
masik yapidadirlar.
Basit bir mikroskop
belirli araliklarla yer-
lestirilmis olan iki dis-
biikey mercekten olu-
sur. Objektif, reel bir

gortinti  olusturur.
Bu "ara goriinti" bir
Bir fazkontrast okuler araciligiyla
objektifi . :
a0 gozlemlenir.

0.70: Sayisal agiklik
160: Mekanik tiip
uzunlugu

0.17: 0.17 mm
kalinhgindaki lameller
icin hazirlanmis bir
objektif

Biiytitme: Objektif
ve okulerin biiylitme-
lerinin carpimi, pratik
olarak mikroskobun
buytitme degerini ver-
se de, buliytitmenin he-

Karanlik Alan Mikroskopisi

Bu mikroskopi tekniginde isik, objektife
dolayh yoldan gider. Objektife giden isinlar ka-
ranhk alan kondensorii tarafindan 6zel olarak
olusturulurlar. Isin yolunda preparat bulunma-
diginda alan tamamen karanliktir. Preparat
yerlestirildigindeyse 1sinlarin preparattaki yapi-
larda kirilmasi, yansimasi ve kirilima
ugramasiyla dagilan isik, objektife ulasarak go-
riiniir bir resim olusturur.

Ozellikle yapilarin ceperleri karanlik arka
alanda parlar hale gelir; ic kisim genellikle ka-
ranlik kalir (pozitif kontrast). Nesne ve icinde
bulundugu ortamin kiricilik indisleri ne kadar
farkliysa isigin dagilmasi da o kadar kuvvetli
olur. Bu fark azsa kontrast da azdir.
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Dar agil objektif
diisiik ¢oziiniirlik

Genis agili objektif
yiiksek ¢oziintirlik

v —_—

Obje diizlemi Obje diizlemi

saplanmasinda tiiptin uzunlugu da rol
oynar. Tlp ne kadar uzunsa buytitme
de o kadar kuvvetlidir.

Kondensoér de iyi kalitede bir gortin-
tiiden objektif kadar sorumludur. Kon-
densoér, 15181 en iyi ve en verimli sekilde
toplar ve gorlis alaninin dtizenli sekil-
de aydinlatilmasini saglar.

Sayisal agiklik (NA: Numeric Apertu-
re) Objektif icinden gecen 1s1k miktari
icin kullanilan bir él¢t olan NA, merce-
gin dis cap1 / odak uzakligi ile ifade
edilir. Isik miktar1 ne kadar ¢oksa, NA

Aydinlik Alan Mikroskopisi

Lamel

o kadar biiytik ve objektifin ¢6zebilirli-
gi de (birbirine ¢ok yakin duran iki
noktayr birbirinden ayirma, ayr1 ayri
gosterebilme yetenegi) o kadar iyidir.
Nesneyle objektif arasinda 6zel bir yag
(immersiyon yag1) bulunursa, ¢6ziniir-
lik orami daha da ytkselir. Ozellikle
biiyiik buytitmelerde kullanilan bu
6zel yag, yiksek kiricilik indisine sa-
hiptir. Iimmersiyon yaginin bu 6zelligi-
ne bagh olarak, hava ortaminda kuv-
vetli sekilde saparak objektiften kacan
isinlar da objektif icine alinir. Sonug

Floresans Mikroskopi

Istk mikroskobunun klasik goriintiileme
teknigidir. Preparat, kondensdr tarafindan iire-
tilen ve alttan gelen i15in demetiyle aydinlatilir.
Mikroskobik goriintiide preparat parlak arka
alanda koyu veya boyanmis olarak goriindir.
Kontrasttan zengin preparatlar bu teknikle iyi
sonug verebilirler.

Aydinlik alan mikroskobuyla gériinen boyanmis
bir preparat ve kontrast olusturan algler.

Karanlik alanda kirmizi kan hiicreleri

(7

Aydinlik alanda kirmizi kan hiicreleri

Bu teknigin prensibi, molekiiller tarafindan
emilen isinlarin bir kisminin, uzun dalga boylu,
diisiik enerjili 1sinlar olarak geri verilmesidir.
Preparatlar floresan boyalarla boyanarak do-
layli bir floresans olustururlar.

Floresans mikroskoplarda UV ve mavi igin-
lari odaklayan, civa buharli yiiksek basingl
lambalar kullanilir. Isinlari yogunlastiran bir
mercek sistemi ve i1sin demetlerini toplayan iris
diyaframi bulunur. Buralardan ayrilan isinlar
emici filtrelerden gecerek preparata ulagirlar.
Filtreler sadece floresans olusturacak dalga bo-
yundaki isinlarin gecmesine izin verir. Kisa dal-
ga boylu isinlar preparata ulasir. Objektif bir
kondensor gibi davranarak isigi preparat iize-
rinde toplar. Uzun dalgali floresans isinlari pre-
parattan tekrar optik sisteme yansir ve isinlar
da tekrar filtrelerden gecerek floresan olma-
yanlari isik kaynagina geri gonderilirler. Flore-
san nitelikli olanlar okulere ulagirlar ve goriin-
tii olusur.

Floresans mikroskopide karanlik alan kon-
densoriiniin kullanilmasi onerilir.

Floresans mikroskoplar, kloroplastlar ve
ozellikle mikrobiyolojik ve immunolojik prepa-
ratlarin incelenmesinde islev goriir.



hava ortaminda iginlarin yolu

Objektif ilk
mercegi

Lamel

Objektif ilk
mercegi

£ L1
| BH Lamel

immersiyon yagi ortaminda 1sinlarin yolu

olarak, objektif tarafindan alinan i1sik
miktar1 da ¢oziintrligi etkiler. Objek-
tiflerin ¢c6zme yetenegi, kullanilan 1s1-
gin 6zellikleriyle de ilgili. Coziindrlik
sinirlarl, d, 151810 dalga boyuna ve ob-
jektifin NA’sina baghdir.

d= )\ / NAObj

A icin genellikle 550 nm secilir.

Gortntr 1s1k, bilindigi gibi, 400-800
nm dalga boylarindaki elektromanyetik
dalgalardan olusur. Objektifin acisal
degeri ne kadar buytikse, preparattaki
ayrintilar1 o kadar iyi ¢ozer. Fakat ob-
jektiflerde genellikle acisal deger yeri-
ne sayisal aciklik (NA) degeri verilir.

Fazkontrast mikroskopisi

Bu mikroskopi tekniginin prensibini anlaya-
bilmek icin oncelikle genlik ve faz preparatlarin-
dan soz etmek gerekir.

1. Genlik preparatlari: Boyanmis histolojik
preparatlar ve kloroplastlar mikroskop alaninda
rahatca secilebilirler. Bu tiir praparatlarin ozelli-
gi kendiliklerinden kontrast olusturmalaridir. Bu
preparatlar goriilebilir isik tayfinin belirli bir bo-
liimiinii emerler. Isik dalgalarinin genlikleri azal-
digi icin, alanin aydinligi da azalmis olur.

2. Faz preparatlari: Bakteriler, hiicre organelleri,
stoplazma, kan hiicreleri, fagositler seffaf yapilar
olduklar igin, 1sik dalgasinin genligini degil, cev-
relerindeki ortamin kircilik indisini etkilerler. Su-
yun 1.33, stoplazmaninkiyse 1.35°tir. iki orta-
min kincihk indisleri arasindaki fark ¢ok azdir.
Yiiksek kiricilik indisi bir 1sik dalgasi iizerine
frenleyici etki yapar. Bu durumda bir i1k dalgasi
preparattan ayrildiktan sonra fazi degisir. Genlik
etkilenmese de dolaysiz mikroskop isigiyla kiyas-
landiginda fazi degismis olur; ancak faz degisik-
likleri goz tarafindan algilanamaz. Ortaya cikan
faz degisiklikleri genlik degisikliklerine cevrile-
rek belirgin bir kontrast olusturulur.Genlik pre-
paratinin, bir isin dalgasina olan etkisi.

Boylece fazkontrast teknigi, olusan faz degisiklik-

Genlik preparati Faz preparati

‘vyr'y

Genlik ve faz preparatinin isinlari degistirmesi

Preparattaki nesnelerin btytikliiklerinin 6lctilmesi

Bu islem icin, ozel olarak tasarlanmis objektif
ve okiiler mikrometrelerden yararlanilir. Objektif
mikrometre, lizerinde 100 esit araliga boliinmiis
bir 6lcek bulunduran bir lamdr. 6Igekte, iki cizgi
arasi 10 mm’dir. Okiiler mikrometreyse herhangi
bir birim tasimayan ve okiiler icine yerlestirilen
baska bir dlcek bulundurur. Objektif mikrometre
once bir preparat gibi nesne sehpasina yerlestirilir
ve okiiler mikrometredeki 10 cizgilik bir boliimiin
objektif mikrometrede ka¢ mikrometreye karsilik
geldigi saptanir. Sonra objektif mikrometre yerine
preparat yerlestirilir. Okulerde mikrometre olarak
belirlenmis aralik araciligiyla preparattaki nesne-

Objektifin ayrintilar1 ne kadar iyi
¢6zdiigu, objektifin acisal degeri yanisi-
ra, preparatla objektif arasindaki orta-
min kiricilik indisine de baghdir. Eger
bu ortam, yalnizca kiriciik indisi 1
olan havaysa, o zaman ¢6ztintrlik ob-
jektifin yarim acisal degerinin sinisiin-
den yola cikilarak hesaplanir. Pratikte
NA icin ulasilabilecek en biytk deger
0,95°dir. Bu da 72 derecelik bir aciya
karsilik gelir. Coziindirligin hesaplan-
masinda, 1s18in dalga boyu, 0,55 mik-
ron olarak almir. Bu deger, insan gozu-
nln en duyarl oldugu goérilebilir 1s1-
gin dalga boyudur.

1 Faz
] halkasi

= Obje
diizlemi

' —— Halka
diyafram

leriyle ilgilenir. Daha dogrusu, mikroskopta isi-
gin gectigi yollarda degisiklikler yaparak yapay
sekilde genlik farklihigr ve ara-goriintiide kontrast
farkliliklari olusturur.

Faz kontrast mikroskobunda yiiksek diizeyde bir
aydinlatma diizenegi gerekir. Bunun icin ozel
kondansorler secilir. Kondansorler bir halka di-
yafram bulundururlar. Bu diyafram aydinlik alan
mikroskobundaki gibi ayarlanabilir. Yine icerisin-
de birer diyafram bulunan 6zel okiiler ve objek-
tifleri vardir. Bu diyaframlarin ayarlanmasiyla
mikroskobik goriintiiniin kontrasti artarak, go-
riintii daha anlasilir hale getirilir.

Okuler mikrometre i

Objektif mikrometre

Fazkontrast mikroskobunun sematik yapisi (solda).
Bir preparatin aydinlik alan ve
faz kontrast mikroskobundaki goriintiileri
nin biyiikliigii olciliir. Asagidaki ornekte hiicre
capi 120 mikrometre olarak bulunmustur.

d = A/2NA,;; formiiliine gore ¢6zi-
nurlik, NA=1,40 olarak alinirsa;
0,55/2x1,40 = 0,19 pum bulunur. Isik
mikroskobuyla ulasilan deger 0,2
pm’dir. Insan gézti, herhangi bir araci
olmaksizin 0,2-0,3 mm mesafeli ayrinti-
lar1 ayirdetme kapasitesine sahiptir.

Bir mikroskopta ayrintilar yalnizca
objektifle ¢ozildr. Cozindrlik objektif
tarafindan saglanmazsa okulerin bu-
yltmesinin artirilmasi bir yarar sagla-
maz; ¢linkl okuler, objektif tarafindan
zaten biyitilmis olan gorlntiyd yal-
nizca biraz daha biyttir. Bu nedenle
objektif ve okulerin toplam buiyiitmesi,
objektifin NA’sinin 500 veya 1000 kati-
ni gecmemelidir.

Objektifin sayisal acikligl yanisira
kondensériin de sayisal acikligindan
s6z edilir; fakat buna aydinlatma aper-
tlrd ya da aydinlatma acikligi denir ve
degeri kondensérin tizerinde yer alir.
Kondensériin bu aydinlatma acgiklig: di-
yaframlar kullanilarak ayarlanabilir. Di-
yafram acildiginda ¢éziindrlik artar,
fakat kontrast azalir. Kondensorin go-
revi kontrast ve c¢éziiniirliikten en ve-
rimli diizeyde bir bilesim saglamaktir.
Bu da diyafram capinmn, tip capinin
2/3’si olacak sekilde ayarlanmasiyla
miimkin olur.

Isik mikroskoplarinin, aydmnlatma
sekillerine gore aydinlik alan mikros-
kobu, karanlik alan mikroskobu, faz
kontrast mikroskobu, diferansiyel in-
terferens kontrast mikroskobu tipleri
bulunur.

* Dog., Dr. Akdeniz Universitesi
Burdur Veteriner Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dal
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