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emel tip bilimleri ve biyolojide sistem, organ ve doku fonksiyonu hakkinda bu-
Tgiin eristigimiz bilgi diizeyinin temeli, fonksiyonel birim olan hiicre ve yapilar
hakkindaki bilgilerimiz nedeniyledir. Bu nedenle bilim insanlar1 tarih boyunca, goz-
le goremedikleri bu mikro evrendeki yapilar goriiniir hale getirip, deneysel bilgiler
toplayabilmek icin farkli biiyiitme araclari, mikroskoplar tiretme cabasinda olmus-
lardir. Her ne kadar Janssen’in 16. yiizyilda tirettigi bilesik mikroskop ilk olsa da, ta-
rihte bu girisimlerin baslangici Hooke'un c¢alismalar: olarak kabul edilir. Hooke Sekil
1’de gosterildigi tizere, bir boru i¢ine yerlestirdigi mercegi ve okiileri, bir yag lamba-
s1 (151k kaynagi) ve su dolu kiire (kondenso¢r) yardimiyla, ince kesilmis sise mantari
dilimleri tizerine odaklayarak gordiigii yapiyi cizdi. Mantar diliminin delikli yapisi-
n1 tanimlamak tizere Hooke ilk defa hiicre terimini kullandi. Hooke'un mikroskobu
ile buglinkii modern mikroskoplarin arasinda goriintii itibariyle cok biiyiik farklar
olmasina ragmen goriintiilemenin temel prensibini olusturan fizik kanunlar ayni-
dir. Bugiin laboratuvarlarda goriintiileme maksadiyla en sik 151k, elektron demeti ve
ultrases kullanan mikroskoplardan yararlanilmaktadir. Ultrases mikroskoplar1 kisitlt
olarak kullanilmaktadir, elektron mikroskopi teknigi ise ancak fikse edilmis metal
kaplanmus hticrelere (dokulara) uygulanabildiginden, bu makalenin kalan kisminda
canl hiicrelere uygulanabilen 151k mikroskopi tekniklerine yer verilmistir [1-4].

Beyaz 151k, elektromanyetik dalga spektrumun goziimiuiziin gérebildigi 400-800
nm arasindaki kismina karsilik gelmektedir. Goriinebilir spektrumdan daha kiigiik
dalga boyundaki 151k 15101 ultraviyole, daha biiyiik dalga boyundaki ise infra-red
spektrumunda yer alir. Farkli maksatlarla tiim bu dalga spektrumlarinin secilmis
bir band1 veya tek dalga boyuna sahip 1s1k 1s1nlar1 kullanilmaktadir.

Biiylitmenin en bilinen araci biiytitectir. Burada objeden yansiyan paralel 1s1k
1sinlari lensten gecerek odak noktasina kirilir ve retinada goriintii olusur. Goriin-
tiiniin boyu lensin arkasinda olusan biyttiilmiis sanal goriintiiye ait oldugundan
biiytitme gerceklesmis olur (Sekil 2A). Mikroskoptaki fizik prensipler 6ziinde biiyii-
tectekine benzemekle birlikte bazi farklar arz eder. Mikroskopta ambient 11k yeri-
ne belli bir 151k kaynag1 kullanilir. Aydinlatma 15181 bir kondensér (yogunlastirict)
lens yardimiyla numuneye odaklanir. Numuneden gecen 151k 1sinlar1 (transmitted
light) objektif lens tarafindan birinci defa buytitiiliir. Olusan goriintii paralel 151k
demetleri halinde mikroskop tiiptinden okiilere ulastiktan sonra ikinci biyiitme-
ye ugrar, odaga kirilan 151k demetleri gozlem planinda final gortintiiyti olusturur
(Sekil 2B). Olusan goriintii aslinda iki kez biiyiitiilmiis sanal goriintiiye ait oldu-
gundan numunenin yeterince biiyiik bir gortintistini gozlemek mimkiindir. Bu
yontemle numunenin = 1,000 kez biyiitilmiis goriintiilerini elde etmek mim-
kiindiir. Klasik 151tk mikroskobu ile siddet kontrasti, faz kontrasti, modiilasyon
kontrast, interferans kontrast1 yontemleri ile 6rnegin farkli vasiflarin1 6n plana ¢i-
kartan goruntulerini elde etmek miimkiindiir. Bilinen parlak alan mikroskopisi ile,
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Sekil 2. Bir biiyiitec lenste (A) ve mikroskopta (B) bilyiitme olayinin sematik gdsterimi.
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numunenin gérme alanina giren kisminin 15181 gecirme
ozelliklerinden yararlanilir. Bu yéntemle numunenin
bir kismina ait spesifik goriintiileme elde etmek mim-
kiin degildir.

Numuneden spesifik goriintii veya sinyal almak i¢in
floresan mikroskopi yontemi gelistirilmistir. Floresan
prensip temel seviyedeki (ground state) bir elektronun
eksternal enerji ile uyarilarak bir st seviyeye yiikseltil-
mesi ve bu seviyede labil olan elektronun tekrar temel
seviyeye donerken spesifik bir dalga boyunda isima
yapmast seklinde ozetlenebilir (Sekil 3A). Eger uyart
enerjisi bir 151k kaynagiysa buna uyar (excitation) 15181,
geri donitiste yayilan 1518a da emisyon (emission) denir.
Bazi molekiillerin floresan vasiflar1 daha etkindir, belli
bir dalga boyunda uyarildiginda stabil olarak baska bir
dalga boyunda orantili bir 1s1ma yaparlar, bunlara da
floresan madde veya florofor denir. Floresan prensibin
mikroskopideki uygulamas: Sekil 3B ve 3C’de gosteril-
digi gibidir. Burada 151k kaynagindan optik filtreler yar-
dimiyla uyari 15181 siiziilerek numuneye yonlendirilir,
numunenin ¢ikarttigi emisyon bariyer filtreden gegiri-
lerek uyari 1s1gindan arindirilir ve goze (veya fotograf
makinesine) diisiiriilerek goriintiilenir. Bu sayede nu-
munenin kendi yaydig1 spesifik floresan emisyon go-
rintilenmektedir. Eger, numunenin belli bir kisminin
floresan olarak isaretlendigini diistiniirsek sadece bu ki-
simlar spesifik olarak isaretlenecektir. Resim 1’de bir
mikroelektrotla floresan boya doldurulmus bir nérona
ait gorinti gosterilmistir. Bu sayede noronun ince
dendritleri en ince ayrintilarina kadar gortintiilenebilir-
ken, diger yapilar elimine edilmistir. Gorialdigu gibi
floresan mikroskopi en temel olarak spesifik yapilarin
morfolojisinin arastirilmasinda kullanilmaktadir [1].

Fonksiyonel hilicre gériintiileme teknikleri

Ancak baz floresan boyalarin yaydigi emisyon, or-
tamdaki degisikliklerden etkilenmektedir. Ornegin, kal-
siyum, sodyum, potasyum ve pH degisiklikleri spesifik
floroforun yaydigi emisyonu etkiler. Bu sayede uygun
floresan boya secilerek hiicre ici iyon konsantrasyonu
degisiklikleri gercek zamanl tespit edilebilir. Ancak fo-
tograflama islemi ile bu sinyalleri takip etmek mimkin
degildir. Bu yiizden fotograf makinelerinin yerine foton
sayici cihazlar, foto-diod kullanilmaktadir. Bir foto-di-
odda elektrik potansiyeli altinda labil hale getirilen ka-
tot bulunur ve buraya diisen her foton bir grup elektro-
nu kopartip ucurarak anotta bir akim olusturur. Anadol
akim foton sayist ile orantili oldugundan floresan emis-
yonun kuantitasyonu miimkiin olur. Uygulanan voltaj
degistirilerek foto-diodun hassasiyeti ayarlanabilir. Fo-
tometri denen bu ydntem basit ve ucuz bir yontemdir,
ancak gorme alaninin tamamindan alinan sinyalin tii-
miini tek okuma halinde verir, dolayisiyla XY ve Z ek-
seninde bir ¢oziinirliikten bahsetmek mumkiin degil-
dir. Bu sikintiya ¢6ztim bulmak icin CCD kameralar
kullanilarak imaging teknigi gelistirilmistir. Bu teknikte
mikroskopta olusan goriinti her pikselinde bir foton-
sayici-kaydedicisi bulunan bir plakanin tizerine diisiiri-
liir. Bu sayede birim zamanda her pikseldeki sayaca dii-
sen foton sayisi ayr1 ayr1 kaydedilir ve bir voltaj sinyali
olarak okunarak dijital veri haline doniustiirilir. Daha
sonra bu veriden, numunenin XY planindaki gorinti-
st dijital olarak olusturulur. Boylece floresan sinyaldeki
topografik degisiklikler takip edilebilir [3]. Ornegin kal-
siyum Konsantrasyonunun miyositte nasil yayildigi,
noronda belli bolgelerin, 6rnegin; dendrit uglarinda
konsantrasyonun daha fazla mi1 degistigi gibi, topogra-
fik ¢ozunirlik gerektiren problemlere direkt ¢oziimler
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Sekil 3. Floresansin temel fizik kurami (A), uygulamasi ile ilgili sematik gosterim (B) ve epi-floresan mikroskop (C).
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Resim 1. Floresan boya ile dol-
durulmug bir néronun floresan
mikroskopi ile alinan goriintisti
(A), bu resimle preparatin tii-
mine ait interferans kontrasti
(DIC) goriintiiniin toplami (B).

5 10 15
Milisaniye (ms)

Resim 2. Fluo-3 ytiklenmis bir kalp kasi hiicresinde kasilma ile seyreden kalsiyum dalgasinin yayilimi (A), SBFI yiklenmis bir sensor ndron-
da 5 ve 15 HZ'lik aksiyon potansiyeli trenleri ile intraseliiler sodyum konsantrasyonundaki dedisimin bélgelere gére dagilimi (B, C).

bulunabilir (Resim 2A). Resim 2B’de sodyuma hassas
bir boya ile doldurulmus bir néron hiicre govdesine
yerlestirilmis bir elektrotla uyarilmis ve olusan hiicre ici
sodyum iyonu degisiklikleri farkli alanlarda takip edil-
migtir.

Maksimum degisiklik hiicre govdesinde saptandi-
gindan buranin en ¢ok sodyum kanali icerdigi sonucu-
na ulasilmistir. Bu tiir yontemlerin bir diger uygulama
alani ise potansiyele hassas boyalarin kullanildig: aras-
tirmalardir. Noronal membran potansiyeli membran
icine yerlesik floresan boyanin emisyonunu etkiler. Bu
sayede noral aktivite artis1 emisyon artisi ile korele ol-
dugundan membran potansiyeli degisiklikleri saptana-
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bilir. Bu yontem hizh foton sayicilar (diod-array) kulla-
nilarak beyin kesitlerinde noral aktivitenin topografik
takibinde kullanilmaktadir [3]. Ancak voltaj boyalar1
digerlerine gore daha kisitli (100 mV i¢in maksimum
%20) emisyon degisiklikleri verdiklerinden uygulamasi
en zor olanlardir. Imaging tipi yontemle XY planinda
¢coziintrlik saglansa da Z ekseninde herhangi bir ¢cozi-
niirliikten bahsetmek mimkiin degildir. Z eksenini
kontrol etmek i¢cin modiilasyon kontrast1 gibi bazi 151k
mikroskopi teknikleri gelistirilmis olsa da bunlar tama-
men illiizyonlara dayanmaktadir. Gercek anlamda Z ek-
seninin kontrolii ancak konfokal mikroskopi teknigiyle
miimkiin olmustur [2].
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Sekil 4A’da sematik olarak gosterildigi tizere, konfokal
mikroskopta ince bir lazer 1s51n1 objektif izerinden flore-
san isaretli numunenin tizerine dustrilir. Bu 151n nu-
muneyi gecer ve yolu boyunca var olan floroforlar: uya-
rir. Tim bu yapilar emisyon yayar. Odak planindaki ya-
pidan yayilan emisyon dikroik aynadan yansiyip bir
151k gecirmez plaka tizerindeki kiiclik delik (pin-hole)
icinden gecip foton carpici-sayiciya (photomultiplier)
ulasip voltaj sinyali olarak saklanir. Buna karsin odak
planinin altindaki ve istlindeki yapilardan kaynakla-
nan emisyon kiigtik deligin altina ve tstiine gelecegin-
den sayaca ulasamaz ve kaydedilemez. Bu yontemle
tim katmanlar uyarilmasina ra§men sadece odak pla-
nindan kaynaklanan emisyon siiziiliip kaydedilmis
olur. Gérme alani piksellere ayrilir, lazer 15181 her pikse-
le sirasiyla yonlendirilmek suretiyle bu islem tekrarla-
narak tiim gorme alani taranir. Boylece fokal planin tii-
miinden kaynaklanan emisyon sinyali potansiyel sin-
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yaline dontstiiriilmis olur (Sekil 4B,4C). Bilgisayar yar-
dimiyla bu kayitlardan fokal planin goriintiisii dijital
olarak olusturulur. Mikroskop (objektif), cismin Z ekse-
ni lizerinde belli araliklarla farkli seviyelere odaklanir.
Her seviyeye ait fokal diizlem goriintiilenerek resim ta-
kimi olusturulur. Bunlar, numunenin gercek optik ke-
sitleridir. Fizik bir manipiilasyon kullanildigindan nu-
mune Kesilip hasara ugratilmamistir. Bu yontemle ali-
nabilecek kesit aralig1 (bu objektife baglidir) 1 pm veya
daha kiiciik olabilir. Klasik yontemlerle karsilastirildi-
ginda oldukga iyi bir degerdir. Ayrica, canli hiicrelere
uygulanabilir olmasi tamamen bir tstiinliik tegkil eder.
Bu sekilde alinmis Z-goriintii kesitlerinden dijital algo-
ritmalar kullanarak, cismin projeksiyon ve (dichotic)
stereo goriintiilerini va agisal doniisiim resimlerini he-
saplamak mimkin olur (Resim 3). Ayrica, noninvaziv
olan bu yontemle bir canli hiicreden optik kesit aldigi-
nizda, uygun plani bulursak hiicre ici yapilar1 gozleme
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spotu
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16 x 16 piksel
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Sekil 4. Konfokal prensibin sematik gosterimi (A), gérme alaninin pikselasyonu (B), fokal planin dijital goriintisi (C).
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imkanimiz olur. Ornegin; hiicre cekirdegi, mitokondri,
vakuol, endoplazmik retikulum gibi yapilar morfolojik
ve fonksiyonel olarak goriintiilenebilir (Resim 4). Ayri-
ca, yukarida bahsedilen floresan tekniklerin tamami
konfokal mikroskop ile uygulanabilir. Z-goriintii takimi
alindiktan sonra goriintiilenen yapinin morfolojik 6l-
¢limleri hesaplanabilir. Bu sayede, hiicre veya kisimlari-
nin hacmini, yiizey alanini en kesin bir bicimde hesap-
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Resim 3. Bir noron-
dan yapilan Z-ekseni
kesitleri (A) ve bunlar-
dan hesaplanmis néro-
nun rotasyonel projek-
siyon goriintiileri (B).

Resim 4. Bir noron gekirdegi
(A), kaba endoplazmik retiku-
lum (B). Mitokondri kiitlesi
isaretlenmig canli bir sinir kas
preparati (C, periniikleer ve
terminal dendrit bolgesindeki
yogun kitleyi fark edin) ve ay-
ni preparatin uncoupler FCCP
muamelesinden sonraki yo-
gun sitoplazmik boyanmasi
(D). C ve D'yi karsilastirarak
quenching (bastirma) etkisini
fark edin.

lamak miimkiindiir. Bu bilgiler 6rnegin uyarilabilir bir
hiicrenin yap1 fonksiyon iliskisinin belirlenmesi i¢in
¢ok oOnemlidir. Konfokal teknikle hacim kontroli
mimkin oldugundan canli bir hiicrenin istenen bir
bolgesinden kayit yapilabilir. Yani hiicre (veya organel)
icinde XYZ eksenlerinde tanimlanmuis kisitli bir hacim
icinde numunenin Kkalsiyum degisimi kaydedilebilir.
Resim 5’te miyosit icine bir bolge hedeflenerek line-
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Resim 5. Kalp kasi hiicresinde kalsiyum sparklari (A). A'da kare icindeki sparkin zamana gére degisimi (B).

scan modunda endoplazmik retikulumundan salinan
kuantal kalsiyum transientleri kaydedilmistir.

Konfokal mikroskopi hiicre arastirmalar: icin ideal
bir arastirma yontemidir. Ancak doku parcalarinda
kullanimi nispeten kisitlidir. Uyart 1s18inin derindeki
hiicreye penetrasyonu ve floresan emisyonun dokuda
yayilimi zor oldugundan yiiksek enerji kullanilmasi
gerekir. Yiikksek enerji doku ve hiicreye zarar verece-
ginden canli yapilarda uygun degildir. Bu sorunlari as-
mak i¢cin multi-foton teknigi gelistirilmistir. Bu yonte-
min bilinen konfokal teknikten farki 6zel bir lazer kul-
lanilmasidir. “Power Spread Function (PSF)” dagilimi-
na gore odak noktasinin parlakligi karanlik kisma go-
re 105 kez daha fazladir. Dolayisiyla iki PSF ¢arpilmasi
saglanarak mikroskop konfokal hale getirilebilir. Yete-
rince parlak bir 151k kaynag1 bir noktaya odaklandigin-
da bir ya da iki fotonu hemen eszamanl olarak ayni
noktada bulusturabilir. Bu 6rnekten yola ¢ikarak floro-
forun spesifik uyarilma dalga boyunun iki kat1 uzun-
luktaki lazer 15181 kullanilmak suretiyle iki fotonun he-
men eszamanli ulasmasi saglanirsa fokal plandaki
floroforlar spesifik olarak uyarilabilirler. Bu ydéntemle
uyarilma 15181 daha az enerjili olacagindan yiiksek
enerji sadece odak noktasinda olusacak, bu sayede do-
ku penetrasyonu daha etkili olurken doku hasar1 azal-
tilacaktir. Ayrica, uyarilma sadece fokal planla sinirh
oldugundan pin hole kullanimi gerekmeyecektir. Bu
vasiflart nedeniyle multi-foton teknigi doku parcala-
rindan yapilacak Ol¢timler icin ideal bir yontemdir.
Ancak konfokal metoduna oranla elde edilen goriintii-
lerin ¢6ztintirligu daha kotidir, her amaca uygun flo-
rofor bulmak zordur, kullanilan lazerler ve kontrol sis-
temleri cok daha pahaldir [2,3].
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Sonug¢ olarak; giinimiiz laboratuvarlarinda optik
yontemler kullanarak hiicre yap: ve fonksiyonu hak-
kinda canli hiicrelerde invaziv olmayan arastirmalar
yapmak ve fizyolojik cevaplari kaydetmek mimkiin-
dir. Bu tir tekniklerin kullanildigi metotlar genel ola-
rak opto-fizyoloji terimi adi1 altinda toplanmaktadir.

Bu makalede verilen sekil ve resimlerin tamami
anabilim dalimizda kurulu hiicresel elektro-fizyoloji
ve opto-fizyoloji laboratuvarinda gerceklestirilmistir.
Diyagramatik gosterimler farkli kaynaklardan altta ya-
tan fizik kavramlar1 vurgulamak maksadiyla aslina uy-
gun olarak yeniden tretilmistir [4]. Anabilim dalimiz-
da verilmekte olan lisans tstii derste bu makalede ve-
rilen kavramsal icerik otesinde, 6l¢me ve analiz yon-
temleri de verilmekte, 0grencilere uygulama imkanla-
11 saglanmaktadir. Ayrica, bu kapsamda 2004 yil1 giiz
doneminde uluslararasi katilimli bir egitim kursu di-
zenlenecektir.
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