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Patoloji pratiginde basit o6grenci mikroskoplarindan baslayip, her turli uygulamayi
yapabilecek arastirma mikroskoplarina kadar uzanan eski veya yeni, oldukca genis bir
mikroskop jenerasyonu bulunmaktadir. Burada rutin patoloji laboratuvarinda bulunabilecek
Ozelliklerdeki bir arastirma mikroskopu U(zerinde mikroskopa ait temel vyapilar ve
mikrofotografik uygulama o6zellikleri ile gelismis 6nemli mikroskoplar ve uygulamalar
Ozetlenecektir.

Genel olarak mikroskop, mekanik ve optik bolim olmak Uzere iki ana bélim icermektedir.
Mekanik bolim

Mikroskopta ana gdévdeyi olusturan ve optik bdlim elemanlarini tasiyan kisimdir. Bu
bélimde gévde, mikroskop ayadi, obje tablasi, saryo, makro ve mikro vida diizenegi yer
almaktadir. Arastirma mikroskoplarinin ¢ogunlugunda bazi sekil degisiklikleriyle bu yapi
korunmaktadir.

Govde;

mikroskopun butin mekanik ve optik elemanlarini tasiyacak saglamlik ve bicimdedir,
gereginde mikroskoba eklenebilecek mikrofotografi veya diger aygitlari tasiyabilir.

Mikroskop ayagi:

Govde ile birlikte diger mikroskop bolumlerini Gzerinde tasiyan kisimdir. Modern
mikroskoplarda 1sik kaynagi ve bundan gelecek isinlarin kondansére iletilmesini saglayacak
optik elemanlari igine alabilecek bicimde bir yapi kazanmistir ve govde ile birlikte
degerlendirilebilir.

Obije tablasi:

Mikroskopik preparatlarin kalaylikla yerlestirilmesi ve izlenebilmesi igin genelde genis ve
dikdortgen bicimde yapilmaktadir. Tek veya iki preparat alabilir. Tabla icine gdmulu saryo
sistemi, preparatin objektif éninde son derece duyarh bir sekilde saja-sola ve asagi-yukari
hareketini saglar. Saryo hareket vidalarida elin kolayca ulasabilecegi bir bicimde saga veya
sola yerlestirilebilir. Modern motorize mikroskoplarda saryo elektronik kontrollli ve motorize
olabilir, bilgisayar tarafindan kontrol edilebilir.

Makro ve mikro (kaba-ince ayar) vida diizenekleri;

Preparatta g6zlenen mikroskopik alanin netligini saglamak tzere, obje tabasina kaba (makro)
ve ince (mikro) hareket yaptiran bir vida diizenegini olusturmaktadir. Gelismis arastirma
mikroskobu ve fotografi mikroskoplarinda ayarlar elektronik kontrollii motorize olabilir ve
fokus yapilabilir.
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Optik bslim

Mikroskopun optik béluminde; okuler, okiler tlpleri, objektif, kondansér ve 1sik kaynagi yer
almaktadir.

Okdler;

Optik sistemdeki gorevi, objektif ile koordine calisir ve objektif tarafindan olusturulan ara
goruntty kendi blydltme orani kadar blydilterek goze ulastirmaktir.
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Figure 1

Okdler Uzerindeki buyultme gucind (X6.3, 10, 15, 20, 30), goris capini belirleyen rakamlar
(18, 20, 22, 26.5) ile bazi tanimlayici harfler (UW, SWF) bulunur. UW veya UWF, “Ultra
Wide - Ultra Wide-Field” ultra genis alan benzer sekilde WF “Wide-Field” genil alan, SW
yada SWF “Super Wide-Field” super genis alani gosterir. H, HE yada “High Eyepoint”
okulerin  gozlukle kullanilabilecegini gosterirr  CF CF  duzeltmeli  objektiflerle
kullanilabileceg@ini gosterir. Genel olarak okilerlerden birinde diyoptri ayari yapmaya olanak
saglayan bir mekanizmada eslik eder. Okulerlerden goziin uzakligini belirleyen ve oda
1siginin yansimasini engelleyecek bir lastik ¢ergevede bulunur.

Mikroskopta kullanilacak okdler, kullanilan objektifin turine uyacak sekilde secilmelidir.
Mikroskopik incelemelerde Apokromat ve Plan objektiflerle birlikte mutlaka Plan-Kompens
(PK) tipi okulerler kullanmak gereklidir. Aksi halde gorunttiniin renk ve goruntu kusurlari tam
olarak duzeltilemez.

Tap:

Tup klasik olarak monookdler eski mikroskoplarda belirlenebilir, okulerin devamini olusturur
icinde sanal imaj olusur. Modern mikroskoplarin ¢gogunda, iki gozle bakmaya olanak verecek
sekilde “binokuler” 6zellikte, bazilarinda fotograf kamerasi eklenebilmek Uzere bir fotograf
tipd “trinokdler”, tup sistemine eklenir bu yapiya dahil edilerek sonlanmaktadir. Trinokdler
sistemlerde fotograf bolumine gorintl iletimi prizmalar ile kontrol edilerek devreye
alinmakta ve/veya farkli oranlarda 151k dagitilabilmektedir.

EQitim atasmanlari eklenecekse bu arada sisteme uygun sekilde eklenir ve gorunti dagitimi

yapilabilir. Bir mikroskopta yan gortnti dagitimlari ile gozlemci sayisi 21 kisiye kadar
yukselebilir. Bu sirada isaretleme icin ok sistemide devreye girmektedir.
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Objektif:

Mikroskopun optik bolumu icerisinde en 6nemli kisimdir. Mikroskopik objeyi biylltme giicu
oraninda buyudlterek ara gorunttyd olusturur, tlp yoluyla okulere gorinth iletilir. Bir
mikroskopun blyttme gucu, objektifin blydltme guci ile okulerin buyiltme glcl ¢arpimi
kadardir.

Mikroskoplarda gorunti  kalitesi (zerinde birinci etken objektifin optik yapisidir.
Mikroskoplarda kullanilan objektifleri optik yapisi bakimindan; a) Akromat, b) Apokromat,
c¢) Plan apokromat d) florit objektiler olarak ayirdedebiliriz.

Akromat objektifler: Genelde basit 6grenci mikroskoplari ve rutinde kullanilan bazi
mikroskoplarda akromat objektifler bulunmaktadir. Bunlar, goruntd kusuru yonlnden
duzeltilmemis, renk kusuru yoninden de yalnizca sari-yesil renge gore cok iyi dizeltilmis
objektif grubunu olustururlar.

Plan objektifler: Karakteristik bir mercek kusuru olarak gortintti alaninin bikilmesi lenslerde
ortaya cikmaktadir. Yani merkez netlestirildiginde kenarlari net olmamakta, aksine kenarlari
net yapildigi zamanda da merkez net olmamaktadir. Bu gorinti kusuru, 6zel optik yapi
degisiklikleriyle ortadan kaldirilarak Plan objektif serisi olusturulmustur. Plan objektifler
renksel kusurlarinin diizeltilmesi durumuna gore, Planakromat, Planfluorit ve Planapokromat
yapisinda olabilirler.

Fluorit sistem: Bu objektif tipi renksel kusurlari ¢ok iyi dizeltmeyi saglayan bir optik yapi
icermektedir. Son yillarda bu objektifler cok iyi gelistirilmis, 6zellikle mikrofotografide ve
Fluoresan mikroskopide yaygin olarak kullaniimiglardir.
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Obijektiflerin adlandiriimalarida Uzerlerine yazilan kisaltmalarla yapilmaktadir. Fluorit
objektifler “FL”, Apokromat objektifler “Apo”, Plan objektiflerde “Plan” veya “PI”
kisaltmalariyla gosterilirler.

Bunlardan baska her objektifin Uzerinde, objektifin biytltme gict, apertir acikhgi, tibus
uzunlugu ve lamel kullanimina iliskin rakamlar, renkler yer almaktadir.
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Olympus Ultraviolet Fluorite Objective Reflected Light Brightfield/Darkfield Objective
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Kondansor;

Optik sistemde 1sik kaynagindan gelen 15101 preparat Gizerine homojen olarak dagitan, yapisina
gore degisik aydinlatma yontemlerinin uygulanmasina olanak veren bir optik sistemdir. Optik
Ozelliklerine gore : a) Basit kondansorler, b) Aplanatik kondansorler, ¢) Aplanatik-Akromatik
kondansorler, d) Faz kontrast kondansorleri, ) Karanlik alan kondansorleri olarak ayrilirlar.

Basit  kondansorler:  ¢ogunlukla iki mercekli olup renk kusurlari  ydninden
dizeltilmemislerdir. Daha ¢ok basit 6grenci mikroskoplarinda kullantlirlar.
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Aplanatik kondansdrler: Mercek yapisi nedeniyle daha iyi kalitede bir aydinlatma saglarlar.
Renksel kusurlari orta derecede diizeltilmistir.

Aplanatik-Akromatik kondansorler: Optik aydinlatma yoénunden cok iyi gelismis mercek
sistemi ile renk kusurlari yontnden tamamen duizeltilmislerdir.
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Faz kontrast kondansorleri: Optik yapisi bakimandan Aplanatik-Akromatik yapidadir. Ayrica
kondansorin icine her objektif icin ayri ayri, bir eksen etrafinda doénecek bicimde
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diizenlenmis faz halkalari yerlestirilmistir. Faz kontrast kondansoru ile beraber mikroskopa
Ozel faz kontrast objektifleri takilarak faz kontrast calisma yapilabilmektedir. Faz kontrast
objektifleri icinde de her objektife 6zgii ayrn ayri faz halkalari vardir. Hangi blyutmeli
objektif kullaniliyorsa kondansérde o objektife uygun faz halkasi optik eksene getirilir. Faz
kontrast calismanin temeli, boyanmamis preparatlarda objede bulunan yogunluk farklarini faz
farklarina dondstlrerek objenin degisik bolgelerini farkla yogunluklarda gostermeye
dayanmaktadir. Bu yontemle 6zellikle canli doku ve hiicre drnekleri zarar gérmeden hiicre
ayrintilari yoéniinden ¢ok daha iyi incelenebilmektedir.

Karanlik alan kondansori: Kondansoriin optik yapisi nedeniyle 1sik kaynagindan gelen
1sIk, kondansor icindeki belirli ylizeylerden yansiyarak objeye belli bir agida i1s1gin girmesine
neden olur. Bu sistemde objedeki yapilardan yansimayan hic bir 1sik objektif goris alanina
giremez. Karanhk alan kondasorleri kuru ve yagli olmak (izere iki tiptir. Kuru tipte kondasor
ile preparat arasinda isik iletici herhangi bir ortama gerek yoktur. Yagh karanlik alan
kondansoriinde ise, kondansor st mercegdi ve preparatin alt ylz( arasinda 1sik iletimi igin
immersiyon yag! veya gliserin kullaniimaktadir.

Isik kaynagi:

Gerek mikroskopik aydinlatma gerekse mikrofotografide oldukg¢a 6nemli bir bolumu
olusturmaktadir. Bugiinkii modern mikroskoplarda aydinlatmada 1sik kaynagi olarak
cogunlukla dusuk voltajh yiksek 1sik gucli halojen lambalar kullanilmaktadir. Normal
mikroskopik aydinlatmada kullanilan 6 Volt 20-30 Watt lambalar, arastirma mikroskoplarinda
yerini 12 Volt 100 Watt Halojen lamabalara birakir. Mikroskopik aydinlatmada bu lambalar
gorunidr 151k dalga bandindaki calismalarda kullaniimaktadir. Isik mikroskobik aydinlatmada
led ampullerde kullanima girmistir. Govde Uzerinde 1sik siddetini ayarlayan reosta ve agma
kapama dugmesi yer alir.

Ultraviole dalga boyunda isinlarin kullanildigi fluoresan mikroskopide ise, glgli 1Sin veren
civa bubarli ylksek basing altinda hazirlanmis degisik guclerde 6zel lambalar
kullaniimaktadir. Bunlar, treten firmanin kendine 6zgl kisaltilmis simge ve rakamlariyla
belirtilmektedir. Bunlara HBO 50, HBO 100, gibi lambalar 6¢rnek verilebilir. Floresan
incelemede kullanilan 1s1§in dalga boylari 313, 334, 365, 406, 435, 546 ve 578nm dir ve Ozel
filtreler bu amaca uygun olarak secilir. Yeni uygulama olarak fléresan aydinlatmada spesifik
dalga boylu led ampillerde kullaniimaya baslanmistir. Zeiss in Colibri sisteminde ayni anda
birden fazla led 1sik ile farkl dalga boylarinda aydinlatma ile calismak olasidir.

: Y4
&;\\ % /
halojen lamba civa arkli lamba ksenon arkli lamba

Ksenon lambalar oldukc¢a parlak 1siga ihtiya¢ duyulan yansitmah “reflekted” mikroskobide
tercih edilir. Halojen lambadan parlak iken civali lambalarin yogunluk pikine ulasamamakla
floresan mikroskobide kullanilabilir.
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Mikroskopta aydinlatma yontemleri:

Degisik bilim dallarinda kullanilan mikroskoplarda, mikroskopta incelenen objenin 6zelligine
gore, 0zel aydinlatmalar saglayacak yapisal degisiklikler gorilmektedir. Biyoloji ve tibbin
degisik alanlarinda kullanilan mikroskoplarda genel olarak alttan (icten — gegirgen —
transmitted) ve dstten (yansitmali- reflected) aydinlatma yapabilecek bir optik yapi
bulunmaktadir.

gecirgen goruntuleme yansitmali gorintileme

Bir arastirma mikroskobunda ayni anda hem gorindr 1sik dalga boyunda alttan aydinlatma ve
floresan 1sikla Ustten aydinlatma yapilabilmektedir.

Biyolojinin bazi alanlarinda, érnegin botanik, zooloji ve paleobotanikte, objelerin dis ylizeyini
incelemek Uzere Ustten aydinlatmada kullanilabilecek 1sik yansitmali (reflected-light)
objektifler gelistirilmistir. Bunlarda objeyi aydinlatacak 1sik, tiibus ve objektif icindeki 6zel
ayna ylzeylerden yansitilarak obje yuzeyine ulasmakta, aydinlatiimis obje yiizeyinden elde
edilen gorintiide ortadaki objektif tarafindan okiilere iletilmektedir. Ustten aydinlatmada bir
diger aydinlatma tipi, Ozellikle 151k gecirmeyen objelerin incelenmesinde metalurji ve
mineraloji bilim dallarinda kullaniimaktadir. Bu dallarda kullanilan mikroskoplarda Ustten
aydinlatmada 1s1k yolu resim’de gosterilmistir. Burada, objektif-okiler eksenine eklenen bir
yarl gecirgen prizma ile preparatin aydinlatilmasi ve preparattan gelen gdrintinin
incelenmesi dogrudan dogruya objektif icerisinden yapiimaktadir.

Patolojide 6zel mikroskobi uygulamalari

Patoloji uygulamalari genelde parlak-aydinlik saha ve gecirgen isikla, ve farkli boyama
yontemleri ile yapilmaktadir. Bir ¢ok uygulamada doku butinligi bozulmadan ve boyama
yapiimadan deQerlendirme de gerekebilmektedir. Bu durumlarda 6zel mikroskobi
uygulamalari yapilamaktadir. Bunlara 6rnek olarak 1s1gin usten uygulandigi reflected
mikroskobi ve/veya karanlik saha uygulamalar ile ultraviyole isiklarla goriintileme 6rnek
verilebilir.

Floresan mikroskobi

Civa veya ksenon arkl giiclii 1sik kaynaklari ile mimkiin olur. Ozel filtreler yardimi ile belli
dalga boyunda aydinlatilan dogal yada yapay olarak boyanmis fléresan isik veren maddeler
incelenir. Siyah zeminde floresan veren yapilar degerlendirilir.
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Interference Filters for Fluorescence Microscopy
To Detector
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Genelde reflected- yansitmali teknik kullanilir. Civa arkhi lambanin belli bir dalga boyundaki
Isigr arastirilan doku 0zerine yonlendirilir. Bu 1sikta renk veren otofléresan veya boyali
maddeler siyah zeminde fl6resans verir. Burada basit olarak FITC ile isaretli monoklonal
antikorlar kullanilabilecegi gibi digital fotografi yardimiyla tsti Gste bindirilen fotograflarla
farkli filtre setleri kullanilarak coklu fléresan boyama (FiSH) yapilabilir. Ozel flérid
objektifler kullaniimasi daha uygundur.
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Floresan mikroskobide dalga boylari. FITC boyamada, mavi olarak gelen UV 1sik, yesil refle
olarak okdilerden goze yansir.

Karanlik saha mikroskobisi

Ozel kondansér ve objektiflere ihtiya¢c duyar, 1sik alttan veya reflected olarak (istten
uygulanabilir. Reflekted karanlik sahada objektifler LWD (Long working pistance), Uzun galisma
mesafesi ULWD ve ELWD (Ultra-Long Working Distance), (Extra-Long Working Distance) olarak belirlenir.
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Polarizasyon mikroskobi

Rutin parlak saha 1sik mikroskobisindeki polarizasyon mikroskobunda polarizér ve analizor
olmak Uzere iki filtre bulunur ve 151k patikasina yerlestirilir. Polarizor tablanin altinda 151k
kaynaginin Ustiinde bulunur, 360 derece dondiriilme imkani vardir, soldan saga veya dogu
bati yonunde vibrasyona izin verir. Analizor ise genellikle kuzey giiney yonde duzenlenmistir
ve objektifin lizerinde bulunur. Bazi sistemlerde analizérde dondirtlebilir. Kullaniimadiginda
1stk patikasindan cikarilabilir. Ozellikle amiloid birikimlerinin Kongo kirmizisi boyamasinda
elma yesili refle vermesinde 6énem tasir. Ayrica dokudaki kristaller polarizasyon ile ¢ok kolay
taninabilir.

Istk mikroskobu igin polarizor ve analizdrden olusan polizasyon filtreleri ile basit ara parca
Mikrofoto sistemleri

Guntmuizde mikrofotografi sistemleri, degisik Greticilerin retmis olduklari mikroskoplara
eklenebilen, basitten yiksek c¢ozunurluk ve hiza kadar degisen o6zelliklerde digital
makinalardan olusmaktadir. Bazilari goruntlyl Gzerindeki bellege aktaran digital fotograf
makinalari iken, bazilari yaninda kontrol ve depolama icin bilgisayara ihtiya¢ duyan
kameralardan olusur.

Digital fotografinin gelisimi ile fotograf ¢cekmek cok kolaylasmistir. Bu makinalarda klasik
fotografide karsimiza cikan film secimi, pozlandirma siire ve ayarlari tam otomatik olarak
yapiimaktadir. Kullanilan makinalar ginlik hayatta kullanilan digital fotograf makinalarin
mikroskoba uyarlanan sekilleri olabilir. Bu durumda 6zel ara adaptorler ve 6zel mikroskop
ayarlari gerekecektir. Ancak son zamanlarda 0zel digital kameralar, ara ekipmanlar (depolama
ve goruntileme icin) yada bilgisayar kullanimi daha 6n plandadir. Bu sistemlerden dogrudan
barkovizyon veya televizyon gibi cihazlara direkt aktarim da mumkdn olabilmektedir.

Bu goruntuler telekonferans ve konsultasyon icin kullanilabilir. Bazi 6zel yazilim ve
mikroskoplar ile konferansa katilanlar ve degerlendiriciler mikroskoba uzaktan kumanda
edebilirler.

Sanal mikroskobi

Ozel yapilmis mikroskoplar ve kamera sistemleri ile preparatlar taranir ve bilgisayar ortamina
aktarilir. Depolanan goruntli 0zel programlarla bilgisayar ekrani Uzerinde, mikroskopta
oldugu gibi dolasip, buyuttlerek incelenir. Kongrelerde ve bazi dergilerdeki olgu sunumlart,
konsultasyonlar ve ¢cok merkezli calismalar bu sekilde yapilabilmektedir. Gelecekte dgrenci,
asistanlarin egitim arsivlerinin bu sekilde olusturulmasi ve internet ile egitim, sinavlarin
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bilgisayar Uzerinden gergeklestirilmesi olasi olacaktir. Daha utopik olarak laboratuvar
disindan preparatlarimiza ulasma ve tani koyma imkanina sahip olabilecegiz.

Bu araglar mikroskop dreticilerin kendi ortakliklari veya gelistirdikleri sistemler (Nikon-
aperio, Olimpus-dotslide) ile ytrumektedir. Mikroskop firmalari kendilerini bu sekilde
gelecege hazirlamakta, mikroskopa alternatif olarak sunmaktadir. Bu konudaki 6rnek
uygulamalar http://www.patoloji.med.ege.edu.tr/nepathol/sanal%20mikroskobi.html internet
adresinde gosterilmistir. Dokuz Eylil Universitesi 6grenci egitiminde kendi sistemini
kullanmaktadir. http://194.27.56.209/mirax/ . Burada bir preparatin gorintisu, doku boyutu
yanisira tarama ¢ozinlrligl, ve sistemne gore degismekte olup 40 GB’a ulasabilmektedir.
Tarama suresi ise 2 dakikalara kadar inmistir.

Elektron mikroskobi,

Elektron mikroskop 6rnegin elektronik olarak bulydtilmis goruntusini olusturan bir
mikroskop tipidir. Ornegi goriintilemek icin elektron partikillerini kullanir ve biyutilmiis
goruntd olusturur. Optik 151k mikroskobuna gdre gorilebilir (foton) dalga boyu 100,000 kez
kiclk oldugundan 1,000,000 kat buytk gorinti olusturabilir, optik mikroskobun blyutmesi
ise 2,000 kat ile sinirlidir. Gorunttd olustururken, elektron akimini kontrol etmek ve
odaklamak igin elektrostatik ve elektromagnetik “lens”ler kullanir.

Optik mikroskop kalitesinde olan ilk elektron mikroskop 1933 te Ernst Ruska tarafindan
olusturuldu. Patent ise 1931 yilinda Siemens tarafindan alinmisti, Rutka 1937 yilinda Siemens
ile calismaya basladi, 1939 da ilk ticari gecirgen elektron mikroskop (Transmission Electron
Microscope (TEM)) ortaya ¢ikti

Transmisyon elektron mikroskop; Yuksek voltajli elektron akimi imaj olusturmak icin
kullanihr, Elektron tabancasi elektronlar yayar, elktron kaynadi tungsten Flamanli bir
katoddur. Elektron isinlari +100 keV (40 to 400 keV) anod ile hizlandirilir, elktrostatik ve
elektromagnetik lensler ile odaklanir ve incelenecek Ornegin icinden geger. Disarl ¢ikan
isinlar mikroskopun objektif lens sistemiyle blyatilur ve bu bilgi fléresan goruntileme
ekranina aktarihr. Gorintl olarak degisik ortamlarda depolanir. CCD kamera ile yakalanan
goruntiiler bilgisayar veya monitorlerde gortntilenebilir. TEM goruntilerde de sferik
aberrayonlar sinirlayicidir, yeni jenerasyon dizelticiler ile bu dizeltilip rezollsyon
artirllmistir. Yuksek rezolisyonlu TEM’lerde (High Resolution TEM HRTEM) rezolisyon
0,5 Angstrom (50 picometre) altina inmistir (50 milyon biyutme).

Taramali elektron nikroskop (Scanning electron microscope (SEM)) TEM’den farkli
olarak SEM’in elektron isinlari 6rnegin tam gorinti bilgisini icermez. Ornek dort tarfindan
elektron 1sinlari ile taranir ve drnegin her kosesinde elektron demetleri enerji kaybeder ve
kayip enerji 1s1, 1sik, elektronlara sekonder diisiik enerji, veya x isinina cevrilir. Ornekte
enerjinin olustugu boltime goére bu sinyallerin yogunlugunun gériintusi SEM gorintisuni
olusturur. Genel olarak SEM imaj kalitesi TEM’e gore dusuktir. SEM goruntisi 6rnegin
yuzeyini gosterir.
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