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Son yillara kadar yapilan biyolojik ¢alismalar gostermistir ki, hayat olaj
lar1 canlilart meydana getiren hiicrelerde ve hatta hiicrenin gok kiigiik bir bolge
sinde ceryan etmektedir. Iste bu nedenle biyologlar, canh sistemin biitinii ile yag
tiklar1 galismalar yaninda, yalniz hiicrede ve hiicreyi meydana getiren organe
ler tizerinde degisiklikler yapan fiziksel veya kimyasal metodlarn geligmesi igi
biiyiik bir hizla ¢alismaktadirlar.

Canlt bir sistemin galisma mekanizmasinin ne sekilde igledigini, hayats:
faaliyetlerini devam ettirirken degisik kistmlarm ne i gordiiginii ve bu kisumle
arasindaki iliskiyi arastirmak igin kullamlan en elverisli metod, sistemi fiziks
veya kimyasal yollarla degistirmek, bu degismis hali ile yaptit isi, normal h:
linde yaptigt isle karsilastirmaktir. Bugiin i¢in hiicrenin ¢ok kiiglik bir kisming
degisiklik meydana getirmenin yollarmdan biri, belki de en Onemlisi nokta 131
landirma (Microbeam) metodlaridir. Bu metod ile tahrip edici iginlar hiicreni
istenilen kisminda birkag mikron g¢apinda bir bolgede, yani hemen hemen b
noktada toplanabilmektedir. Boylece hiicrenin goz 6niine alinan bolgesi kisme
veya tamamen tahrip edildikten sonra, hiicrede meydana gelen f izyolojik ve mo
folojik degismeleri incelemek suretiyle o bolgenin hiicre faaliyetindeki gore
anlagilabilir. Ayrica bu metodla radyasyonun hiicrenin degisik kisimlart tizerir
etkisi de incelenebilir.

Kullanilan radyasyon tipine gdre nokta ismlandirma sistemlerini su gekilc
smiflayabiliriz :

1. Radyoaktif kaynaklarla.

a) o nokta iginlandirmasi.
b) B nokta igmlandirmasi.

2. X isinlar: nokta 1sinlandirmasi.
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3. Elektron nokta ismlandirmasi.
4. Laser nokta ismnlandirmasi.
5. Ultraviyole nokta isinlandirmasi.

Bu sistemler iginde en gelismis olani ultraviyole (U. V.) nokta isinlandirma
sistemidir. Bu sistem, hiicre tarafindan absorbe edilebilen dalga boyunda olan
U. V. 15181 gayet kiigiik bir nokta halinde toplayabilecek yetenektedir. U, V.
nokta isinlandirma sisteminin diger nokta 1smlandirma sistemlerine gére en &nemli
iistlinliigii, wsinlar1 degisiklik meydana getirilmek istenilen noktada toplayabil-
mesi ve 1sinlarm asil etkisinin bu toplanma noktasinda meydana gelmesi, hiicre
igindeki yollar1 boyunca toplanma noktas: distndaki bolgelerde pek etki yapma-
masidir.

Hiicre biyolojisi bakimindan énemli dalga boylar1 2000-3500 A° arasindadir
ki bu 3,5-6 eV luk foton enerjisine tekabiil eder. Bu araliktaki U. V. gminimn en
yiiksek enerjisi olan 6 eV bile, 1151 absorplayan » ortamdaki atomlar: iyonize
etmek igin gerekli olan enerjiden azdir, yani valans elektronlar1 harig, atomlarin
stki bagl elektronlarmi koparamaz, ancak molekiiler yapi tarafindan absorp-
lanirlar,

Radyobiyolojide 6zel U. V. absorpsiyon bandlar1 ? bilhassa &nemlidir.
Bunlardan niikleik asitlerin (DNA ve RNA) ve proteinlerin absorbsiyon band-
lar1 6zel bir yer kaplar. Niikleik asitlerin absorpsiyon bandi niikleik asitteki piirin
ve primidin bazlarmm absorpsiyon bandidir ki 2600 A° dedir. U.V. spektrumun-
da protein absorpsiyon bandi 2800 A° bélgesinde bulunur.

Ultraviyole 1s1gimin canli organizmalara ne sekilde etkidigi konusu, radyas-
yonun biyolojik ortamdaki etkilerinin diisiiniildiigii tarihtenberi arastirilmakta-
dir. U. V. nin hiicreler iizerine etkisi genel olarak iki ayr1 metodla incelenebilir :

1. U. V. kaynagmdan gikan smlari, tek tabaka halindeki ¢ok sayidaki hiic-
reler tizerine diigiirmek suretiyle (Genis hiizme metodu = macrobeam).

2. U. V. ismun1 uygun bir sistem yardimiyle kiiciik noktalar halinde hiicre-
nin belli bir bolgesi iizerinde toplamak suretiyle (Nokta 1smlandirma metodu =
microbeam).

Nokta 1gmlandirma metodu, genis hiizme metoduna gére gok daha yenidir,
Bu sekildeki bir ¢alisma ilk defa Chahotin tarafindan diistiniilmiis, daha sonra-

1) Isik absorpsiyonu : Isign icinden gectii ortamda bir 151k fotonunun enerjisinin atom ve
molekiiller tarafmdan 1s1 veya baska bir enerji sekline doniistiriilmesi haline 1180 absorpsi-
yonu denir. Boylece ortamdan gegen 151k demeti igindeki gmlarmn bir kismu absorplanirsa,
ortamdan g¢ikan 1sik demetinin siddetinde azalma olur.

2) Absorpsiyon bandi : Ortamdaki atom ve molekiiller ancak belli dalga boylu isinlar: absorp-
layabilir. Eger dalga boyu belli smurlar arasinda olan biitiin isialart absorplayabiliyorsa,
bu dalga boyu aralipina absorpsiyon bandt denir,
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lari gelistirilerek bugiin kullanslan sistemlerin esasi ortaya konulmugtur (Uretz
ve Perry 1957, Bessis ve Nomarski 1960, Dendy 1962, Rustad 1968). Birkag yil
sncesine kadar U. V. nin hiicreler iizerine etkisinin genis hiizme metodu ile ince-
lenmesine ait sonuglara literatlirde rastlamak miimkiin idi. Bugin hiicrenin her
bolgesinin hayat olaylarinda belirli gorevleri oldugu diisiincesiyle U.V. 1
etkilerinin incelenmesinde, nokta isinlandirma metodu tercih edilmektedir.

Burada U.V. nokta 1sinlandirma sisteminin esas prensipleri agiklanarak ge-
¢irdigi gelismeler anlatilacaktir.

U.V. NOKTA ISINLANDIRMA SiSTEMI

U. V. nokta 1ginlandirma sisteminde amag, uygun bir U. V. kaynagmdan
cikan 1181, miimkiin oldugu kadar bir demet haline getirmek ve bu demeti hedefin
kiiciik bir bolgesinde toplamaktir. Bu amaglart gergeklestiren U.V. nokta 1510~
landirma sisteminin ana hatlarini

a) Kaynak, ,

b) Kolimatdr (optik) diizen,

¢) Fokiisleyici diizen olarak belirtebiliriz (Sekil : 1).

Kaynak gikan iginlart dagilmaya engel olacak sekilde tek dogrultuda verecek
bir yansitict diizene sahip ve nokta kaynak seklinde, optik diizen kaynaktan gikan
wiginlary dar bir demet haline getirecek ve U.V. digindaki 1mlar1 yok edecek se-
kilde, fokiisleyici diizen ise optik diizenden elde edilen 151k demetini hedef lize-
rinde toplayabilecek sekilde, ayrica objektif yapt ve karakterinde olmalidir.

Bu diizenlere uygun tipteki bir mikroskop ile U.V. nokta ismnlandirma sis- '
temi tamamlanir,

Sistemlerde kullamlan kaynaklar 100-200 W giiciindeki orta basingli veya
500 - 1000 W giiclindeki yiiksek basingh lambalardir. Heterokromatik U. V.1si81 ile
galisanlar algak giigteki, monokromatik U.V. 1181 ile ¢alisanlar ise yiiksek giigteki
lambalar tercih etmektedirler. Bunun en snemli sebebi monokromatik 151k elde
etmek igin kullanian monokromatorlerde veya ozel filtrelerde 15180 biiyiik bir
kismimn absorpsiyon ve yansima sebebiyle kaybolmasidir. 500- 1000 W giiciin-
deki lambalar &zel bir sogutma diizenine ihtiyag gosterirler. Dakikada 3-4 litre-
lik soguk su (6-14°C) lamba iizerinde devrettirilir. Lambadan gikan 151810 bir mik-
tar1 da burada absorplandifi igin, bu suyun Szelligi onemlidir. Yaklagik bir ay
kullanildiktan sonra degistirilmesi gereken bu suyun igine, bakteri liremesine
engel olmak igin bir miktar timol kristalinin ilavesi de yukarida agiklanan sebep-
ten ayrica lizumludur. Cikan 15151 milmkiin mertebe toplayabilmek ve sistemin
aksi yoniine giden 1smlardan faydalanmak igin lambanimn arkasinda 6zel bir yan-
sitict ayna bulunur. Ayrica iginde lambanin sogutulmasinda kullanilan suyun
dondiigii kibfm kuvartz penceresi de bu su ile birlikte 15181 toplama Ozellifi gos-
terir.
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Sekil 1: Uretz tipi U.V. nokta simlandirma sistemi semas: :

Kaynak :

. Ultraviyole lambast,

Kolimator diizen:

. Isigr toplayan kuvartz mercek :

Bu mercek yardmmyle kaynaktan ¢ikan isik demet haline getirilmektedir.

. Siv1 filtre :

Kuziltesi 1@ tamamm, gériniir 1518 %4 99 unu yok etmek suretiyle
mikro-apertir {izerine sadece U.V. dalga boylu isigin toplanmasim saglar.

. Mikro-apertiir :

Nokta 1smnlandirma sistemi icin asil kaynaktir. Hedef iizerine diigen U. V.,
noktasinin  bilytklGgini tayin eder.

. Fotograf optiratorii :

Agcip kapamak suretiyle hiicre {izerine diigen radyasyonun zamani ayar-
lanir.

Fokiisleyici diizen:

. Yansitict ayna (Beam splitter) :

Kolimatér diizende toplanan U. V. 1gmini objektifin igine gevirmek igin
kullanilir, Isigin yansidign yiizey 6zel surette sirlanmustir,

. Refleksiyon objektifi :

U. V. 1smini nokta seklinde hiicre tizerinde toplar,

. Sistemi tamamlayan mikroskobun aydmlatma diizeni (Goriinir 15tk kay-

nagi),
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Kullanilan lambalar 2000 - 7500 A° arasinda gayet genis bir spektruma sah
tir. Kolimatdr (optik) diizende, 1518in. toplanmasi ile birlikte U.V. disindaki 15
larin yok edilmesi de diistiniilmiistiir.

Amag disindaki 1siklarim yok edilmesi, ya monokromatér ya da filtreler k
lanilarak yapilir, Monokromatdr, sistem iginde Jambanin hemen 6niine konmak
buradan elde edilen tek dalga boylu 1sik toplayict kuvartz bir mercek iizer
diisiiriilerek demet haline getirilmektedir. Aym islem filtre kullanilarak yaj
diginda, ¢ogunluk NiSO, . 6H,0, CoSo, . 7TH,O nun saf sudaki uygun kar
mindan elde edilen bir sivi filtre tercih edilmektedir (Kasha 1948). Gegen U
isigin %, 50 sinin absorbe oldugu 5 cm uzunlugundaki béyle bir filtre ile k
Stesi bolgesindeki 1s1Zin tamamuini, gériiniir dalga boylu 1s18in %4 98,5 unu y
etmek miimkiindiir. 2400-3500 A° arasindaki dalga boylu 181 gegiren bu fil
ile monokromatik bir 1sik elde edilmek istendiginden &niine ayrica yalniz b
U.V. dalga boyunu gegiren bir filtre koymak gerekir. Isimnlar filtre ile monokror
tik yapilirsa, tam monokromatik olmaz, dar bir dalga boyu bandi haline g
ve aym zamanda istenen dalga boyundaki igmlarin bir kismu da absorplana
gindan 151k siddetinde de bir azalma olur. Bu bakimdan monokromatér sisten
tercih edilirler.

A

o |
\

Ve

Sekil 2 : a. U. V.noktasi, b, mikro-apertiir, c. yakinsak mercek.

Kaynaktan gikan isinlar uygun odakli bir kuvartz mercek yardinu ile
demet haline getirilip filtreden gegirilerek amag¢ digimdaki isinlar yok edildik
sonra bir noktada toplanir. Kolimatdr diizende U.V. 1ginlariun toplandigi bu n
taya konulan bir diyafram, nokta 1gimlandirma sistemi igin asil 151k kaynagi ¢
ve hedef iizerinde elde etmek istedigimiz U.V. noktasinm biiyiikliigiinii bu diy
ramin biylikligii tayin eder (Bu diyaframa mikro-apertiir denir). Diyafram ¢
rak ortasinda 50, 100 veya 200 mikron ¢apinda delik bulunan ince bakir disk
kullanilir (Elektron mikroskobunda kullanilan diyaframlar). U.V.smlarint g
ren bir objektif, uygun bir diizenle (Hiizme saptirici = Beam splitter) bu diy
ramun, hiicrenin hedef olarak secilen noktasi iizerinde net ve kiigiiltiilmiis bir
yalini diigiiriir (yani diyaframdan gelen 1sinlar: hedef iizerinde toplar).
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Optik kanunlarindan bildigimize gére, 200 p luk bir delik kullanildig: tak-
dirde objektifin lineer bilylitmesi 75 ise, hedef iizerindeki U.V. noktasinin biiyiik-
ligi -

«%7959— = 2,7 p olacaktir (Sekil : 2).

Rustad (1968) 1n gelistirdigi sistemde bodyle ¢ok kiiglik diyaframlar yerine
kolimatdr sistemde refleks tipi bir fotograf makinesinden faydalanilarak igik kay-
naginin, optik olarak yukaridaki diyafram caplar1 mertebesinde bir hayali elde
edilmekte ve bu hayal nokta i1sinlandirma igin igik kaynagi rolii oynamaktadir,
Objektif, kaynaktan gelen isinlarin toplandigt bu hayalin hemen hemen nokta
bityiikligiinde kiigiiltiilmiis bir hayalini hedef iizerine diislirmektedir.

|
\I
-

Sekil 3 : Refleksiyon objektifinin sematik gosterilisi :
a. Isig1 objektife ceviren yansitici ayna.
b. Uygun optik saglayan ayarli ayna.
¢. Tek parga halinde donel simetrili kiiresel veya parabolik ayna.

Fokiisleyici diizenin ana kismini, kullanilan objektif teskil eder. U.V. nokta
iginlandirma sistemlerinin planlarmin yaymmlandig: taribhten itibaren bu sistemle
galisgan arastirmacilarm biiylik bir kismu refleksiyon objektifi kullanmuglardir
(Sekil : 3). _

Son yillarda kullamlmaya baslanan ultrafluar objektif bu alanda Snemli bir
gelismedir. Ultrafluar objektif karakter bakimindan adi objektif goriiniisiindedir.
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U.V. dalgaboylu 15182 gegirgenlifgi yiiksek maddelerden yapﬂmaktadxr. Netlik
derinliginin biiyiik olmast ve kontrast saglamada refleksiyon objektifine {istiinlitk
gstermest sebebiyle son yillarda U.V. nokta sinlandirma sistemi ile alisanlar
tarafinda tercih edilmistir ¥. '

Sekil 4: U. v, noktasiun fokis ve fokiis disindaki siddeti (T ile 151k siddetinin
maksimum degeri g’(‘)sterilmistir).

Hiicrenin ve hiicre iginde 1§1nland1r11acak bolgenin net gérﬁlebilmesi icin faz-
kontrast diizeni kullanmak miimkiindir. U.V. nokta isinlandirma sisteminin
refleksiyon objektifli temel planindaki faz-kontrast diizeni (Uretz 1957), sonra-
lart bazi arastiricilar tarafindan yine refleksiyon objektifli sistemler igin gelis-
tirilmistir (Stephens 1965, Forer 1966).

e
3) Her iki objektifin U. V. nokta igmnlandirma sistemlerindeki kargilagtirmast Hatfield (1970)
tarafindan yapimighir.
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U. V. NOKTASININ HEDEF UZERINE DUSURULMESINDE
GOZONUNE ALINAN HUSUSLAR

Daha 6nce de belirtildigi gibi U.V. nokta isinlandirma sisteminde- U. V.
gmunin asil etkisi toplanma noktasinda meydana gelir. Hiicre igindeki yollar1
boyunca toplanma noktasmin digindaki bolgelerde pek etkili degildir. Zira nok-
tanmn altinda ve tiistiindeki kistmlarda enerji, toplanma noktasindaki enerji dege-
rinin ¢ok altindadir (Sekil : 4). Bu sebepten U.V. isinmin, hiicrenin iginlandiri-
lacak bolgesi lizerinde toplanmasi gerekir. Aksi halde 6nceden diisiiniilen radyas-
yon dozu (yani enerji) hiicre tarafindan absorplanmayacak ve dolayisiyle deney
dogru sonug vermeyecektir.

Bilindigi gibi U.V. dalga boylu 1sik gdziin gérme bolgesi disindadir. Sistemi
tamamlayan mikroskobun okiilerinden bakan bir géz U.V. noktasmin nerede
oldugunu géremez. Noktanin goriis alanimn neresinde oldugunun tespiti birkag
yolla olmaktadir. Monokromatdr ihtiva eden U.V. nokta isinlandirma sistem-
lerinde monokromatér, lambanin 5700 A° dalga boyundaki 1181 gegirecek se-
kilde ayarlanmakta, bu dalga boylu kiiciik nokta mikroskop tablasina iistiindeki
kuvartz lamel ile birlikte konmus ve st yiizeyi sirlanmis bir lam iizerine diiii-
riilmektedir. Bu nokta yansitici ayna (beam splitter) in ayarlanmasiyle okiiler-
deki mikrometrik boliintiilerin ortasna alinmaktadir. Bu suretle 5700 A° dalga
boylu 151k noktasmin mikroskobun goriis alani igindeki yeri tespit edilmektedir.
Monokromatsr U.V. bolgesine gevrildiginde, sistemin geometrisi degistirilmedigi
icin, U.V. dalga boyundaki nokta gene mikrometrik béliintiilerin ortasindaki ye-
rinde kalmaktadir.

U.V. noktasinn tespitinde kullanilan diger bir metod, sisteme optik bakim-
dan U.V. dalga boylu 1s1gmn gegtigi diizenin ayni olan bir goériiniir 151k diizeni ila-
vesi ile yapilandir (Bessis 1960). Bu suretle goriiniir 11k kaynagmn yardimiyle,
U.V. noktasinin yerini tespit etmek miimkiin olmaktadir. Siv1 filtre ile ¢alisanlar
i¢in noktanin yerini tespit etmek, bu filtrenin 5700 A° de 1smin 9 1,5-2 sini ge-
¢irmesi dolayistyle daha kolaydir. Okiilerden bakan goziin sirlanmig lam iizerin-
deki U.V. noktasim yesil bir nokta halinde gérmesi miimkiin olmaktadir.

Yukarida agiklanan metodlarla noktanin yerini tespit etmek siddetin tam
oldugu bolgenin (s1gin toplandign nokta) hiicrenin 1sinlandirilacak bdlgesine
diismesi igin yeterli degildir. Zira 5700 A° dalga boyundaki is18m kuvartz lamel-
deki kirilmalars farkhdir, Sekil : 5 de goriildiigii gibi yesil 151k ile U. V. 15181 ku-
vartz lamelden gegtikten sonra farkli bolgelerde toplanmaktadir. Aralarindaki x
mesafesi, objektifin biiyiitmesine, ¢ahgilan U. V. 1smmun dalga boyuna ve
kuvartz lamelin kalinligina baghdir. U. V. nokta ismlandirma sistemi ile ¢a-
hsan arasticilar farkli biiyiitmeli objektifleri ve farkli kalinliktaki kuvartz la-
melleri kullandiklarindan, yesil 11k noktast ile U.V. noktasi arasindaki x mesa-
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fesinden dogacak hatayt kendi sistemleri igin hesaplamak suretiyle ortadan
kaldirirlar, Bu x mesafesinin hesaplanmasiyle, mikroapertiiriin objektife mesafesi,
U.V. noktast yesil 151k noktasinin iizerine gelecek sekilde ayarlanir. ‘

* Halen, istanbul Universitesi Radyobiyoloji Kiirsiisiinde iizerinde galismakta
oldugum U. V. nokta 1sinlandirma sistemi hakkindaki bu makaleyi yazmaya beni
tegvik eden, yazildiktan sonra iizerinde gerekli diizeltmeleri yapan sayin hoca-
larim Prof. Dr. Atif Sengiin ve Dog. Dr. Cemil Karadeniz’e, biyolojik kistmlari
biyologlarin daha iyi anlayabilecegi sekle getirilmesindeki yardimlarindan otiirii
Asistan Atilla Ozalpan’a tesekkiirlerimi sunmay1 borg bilirim.

Sekil 5: a. Kuvartz lamel, A. Yesil 151k noktasy, B. U. V. noktast.
SUMMARY

Recent research has indicated that the life processes in the living organism:
are sustained within the cells, to be more exact within small portion of the cells
Consequently diligent research is being conducted in order to establish the pre
cise physical and chemical methods which effect and alter the cells and the
organelles composing the cells. Today, probably one of the most importani
methods which alters the smallest portion of the cell is the microbeam method
Among the systems available, the U.V. microbeam system is the most deve

. loped. The main points of this system may be outlined as follows : The source
the optic system localizing the radiation from the source ; and the focus system
focusing the U.V. light as a microbeam spot on the cells.

In the following article, the parts composing the U.V. microbeam systen
will be examined individually, the precise function of each part being examine
with special reference to the development imposed on the system with respect t
biological purposes.
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