Isik Mikroskobunda Uciincii Boyut

Esodaklhh Tarama
ILLazer Mikroskobu

Insan goziiniin gérme sinir altin-
daki boyutlara sahip olan yapilarin
incelenebilmesini saglayan 151k mik-
roskobu, giintimiizde pek ¢ok bilim-
sel alanda yararlanilan vazgegilmez
bir aractir. [lk Grneginin yapilmasin-
dan giiniimiize degin ge¢en zaman
icinde bu aracin temel goriintii olug-
turma prensibi degismemigtir. Buna
karsin mikroskobun performansinin
artnlmasina yvonelik ¢aligmalar sonu-
cunda farkl 11k mikroskobu tipleri
gelistirilmis ve kullanima sunulmus-
tur. Bu mikroskoplarda, elektronik
ve bilgisayar teknolojisinde saglanan
gelismelerin de uygulanmasivla, he-
saplanan teorik performans sinirlan-
na ulasilmis durumdadir. Elekrronik,
optik ve bilgisavar teknolojisinde
saglinan ilerlemelerden de vararlani-
larak gelistirilmis olan mikroskoplar-
dan biri de Esodakl Tarama Lazer
Mikroskobu (Confocal Scanning La-
ser Microscope, CSLM)'dur.

Lazer

Netlik alan derinliginin oldukga
kii¢iik olmasindan dolayy iic boyutlu
goriintii  olusturulamamasi, klasik
51tk mikroskobunun (optik mikros-
kop) en dnemli kusurudur. Ancak,
giiniimiizde, biyolojiden miihendis-
lige kadar uzanan bir¢ok bilim ala-
ninda gerceklestirilen bilimsel ¢alig-
malarda {i¢c boyutlu gériintiilerden
siklikla yararlanilmaktadir.  Tarama
elektron mikroskobunda ii¢ bovutlu
goriintii olusturulabilmektedir; an-
cak bu mikroskopra canli doku ve
hiicrelerin incelenememesi, incele-
necek olan drneklerin hazirlanmasi
agamasinin uzun zamaan 'sl]l'n'dﬁl Ve
malivetin yiiksek olmasy, renkli gi-
riintiilerin direkt olarak elde edile-
memesi ve tzel bovama vintemleri-

Sekil 1. CSLM'de gériintii olusumu: Ince bir lazer
demeti, demet ayirici aynadan (5) gegerek, demeti
X-Y eksenlerinde saptiran tarama diizenegine gi-
rer ve buradan giktiktan sonra tip mercegini (1)
de gecerek drnek (3) lzerine diiser. Lazer deme-
tinin odaklanma dizlemi (4), fotodedektdrin (6)
dnindeki pinhole diyaframi (7) tarafindan ayaria-
nabilmektedir. Bu sayede cok sayida odak dizle-
mi {odak dizlemi, yesil noktall ve kirmizi kesikli
cizgilerle ifade edilen diizlemler) elde edilebilmek-
tedir. Lazer demetinin érnede carptigi noktada
olugan floresan isik, lazer demeti ile aym dogrul-
tuda fakat ters ydnde ilerleyerek (kicik oklar) de-
q met ayirici aynaya carpar ve yansir. Yoguniastirici
4 mercekten gecerek pinhole diyaframin (7) cok ki-
clik caph deliginden gecerek fotodetekidre (6)

gelir ve burada elektronik sinyallere dénéstariidr.
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nin uvgulanma giicliigii gibi neden-
lerle kullanimi sinirhidar.

Bilim adamlarinin g1k mikrosko-
bunda ii¢ boyutlu goriintii olugtura-
bilme hayali, 1957 yilinda, Massachu-
setts ‘Teknoloji Enstitiisii araguricila-
rindan Marvin Minsky'nin, optikteki
esodakhlik (konfokalite) prensibini
mikroskopta uygulamasiyvla gercek-
lesmistir. Aragtinier, “Cift Odaklayici-
Tablah Tarama Mikroskobu" olarak
adlandirdig bulugu i¢in 1961 yilinda
patent almigur. Adindan da anlasila-
ca@ gibi bu ilk konfokal tarama mik-
roskobunda tarama islemi, Grnegin
iizerine yerlegtirildigi tablanin, X ve
Y diizlemlerinde hareket ettirilme-
sivle gerceklestirilmektedir. Ne va-
sk ki Minsky'nin bu bulusu uzun
villar ilgi gekmemis; ancak bilgisayar
ve elektronik teknolojilerinde sagla-
nan gelismeler sonucunda daha da
vetkin duruma getrilen bu mikros-
kop tiirii, son villarda oldukea genis
bir uygulama alani bulmustur. Gelis-
tirilerek uygulamaya sokulan son sis-
temdeyse ¢ok kiigiik ¢apl bir lazer
demerti, ek iginde istenen herhan-
gi bir derinlikteki (Z ekseni iizerin-
deki) bir noktada odaklanarak, X ve
Y eksenleri boyunca hareker ettirile-
bilmekte, yani tarama islemi gercek-
lestirilmekredir (Sekil 1). Mikrosko-
bun bu &zelligi savesinde, oldukga
kalin bir doku blogu iginde ¢ok sayi-
da optik diizlem olusturulabilmekre-
dir. Lazer demertinin carpug@ her
noktada gergeklesen floresans olayi
sonucu olugan sinlar bir optik de-
tekeir tarafindan nokra-nokta algila-
nip, elektronik sinyallere doniistiiriil-
mekte, elde edilen bilgilerin tiimii
bilgisavar tarafindan dijital ortamda
depolanmakradir. Bu bilgilerin islen-
mesi sonucundaysa hareketsiz ii¢ bo-
vutlu goriintiilere ¢k olarak, hareket-

Bilim ve Teknik



Sekil 2. Bu mikroskopta, kalin bir doku érneginden bir mikrotomla ince kesitlerin alinmasinin benzeri islem pinhole diyaframinm ileri-
geri hareketiyle gergekiestirilir. Ancak buradaki olay sanal diizlemlerde lazer demetinin odaklanmasi ve bu diizlemdeki doku kisim-
laninin taranmasindan bagka birsey degildir (solda). Sekil 3. Bu resimde bir cep saatindeki yansitici diizlemlerden farkl diizlemlerde
kaydedilmig gérintiler izlenmektedir. Bu gérantiler galeri yontemiyle elde edilmigtir (sagda).

li (dindiiriilen) goriintiler olugturu-
labilmekte, hatta taranan tiim optik
diizlemlerin olusturdugu blok iginde
istenen diizlemden gecen kesit gi-
riintiileri de elde edilebilmekeedir.

CSLM’de incelenen érnegin ka-
inhig boyunca ¢ok sayida oprik diiz-
lemlerin olusturulabilmesi, sistem-
deki “pinhole (igne deligi) diyaf-
ram” olarak da adlandinlan ve optik
detcktoriin hemen éniinde bulunan
bir divaframla saglanmakeadir, Di-
vaframin delik ¢apt degistirilmeden,
ileri-geri hareket eturilerek olusturu-
lan farkh optik diizlemlerden gelen
iginlar optik detektore diigiiriiliir ve
bu diizlemlerin ayn ayn goriintiileri-
nin olusturulmast saglanir. Pinhole
divaframin ileri-geri hareketleri bil-
gisayar kKontrolii alunda gergeklesti-
rildiginden; tek bir érnekte, ¢ok dar
araliklarla fazla sayida opuk diizlem
elde edilebilmekredir.

Bu mikroskopta bityiitme orani,
ckranda olusan goriintii alani ile in-
celenen drnekte taranan alanin birbi-
rinc oranlanmasi ile belirlenir; tara-
nan alan ne kadar kiigiikse, biiyiitme
orant da o kadar biiyiiktiir. Bagka bir
deyisle bilgisayar, lazer demetine ne
kadar kiigiik bir 6rnek alanini tarata-
bilirse (zoom vetenegi), mikrosko-
bun biiyiitme orant o kadar yiiksek
olmakradir, Mikroskoplarda goriintii
netliginin bir élgiisii olan ayirt etme
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(resolution power) ise esodakh rara-
ma lazer mikroskobunda, incelenen
dirnegin hacimsel elementlerinin bii-
viikliigiine, objektif mercegin bii-
viitme katsayisiyla bu mercegin sayi-
sal agikhgma baghdir. Klasik 151k
mikroskobunda objektifin sadece ya-
tay diizlemdeki avirt etme giicii
dnemlivken, CSLM'de dikey avirt
etme giicii de onemlidir ve 151k mik-
roskobuyla karsilasunldiginda ol-
dukea iistiin olan bu dzelligi nede-
nivle CSLM’de ii¢ boyutlu goriintii
elde edilebilmekredir (Sekil 2).

CSLM’de Ug¢ Boyutlu
Gortintii Olusturma
Yontemleri

1- Galeri yontemiyle goriintii
olusturulmass: Ug boyutlu (3D) go-
riintii olugturmanin en basit ve en
pratik volu, preparattan clde edilen
¢ok sayidaki optik kesit verisinin ay-
ni anda goriintillenmesidir. Bu yon-
temde biitiin optik kesitlerden clde
edilen sayisal veriler, birbirini takip
eden bir seri seklinde goriintii olus-
turulmasinda kKullanilir (Sekil 3,5).

2. Projeksiyon hesaplama yin-
temiyle (sanal sonsuz odak derin-
liginden vararlanmilarak) goriintii
olusturulmasy: Bir érnckten elde
edilen tiim veri kayitlan projeksiyon

halinde de gariintiilenebilir. Bu yiin-
temde bilgisayar tiim keskin giriin-
tiilii optik kesitlerden olusan bir go-
riintii derlemektedir. Bunun en basit
volu, Z-ckseni boyunca en parlak gri
degerlerinin projeksiyonudur.

Artinlmis odak derinligi vinte-
miyle ii¢ boyutlu gériintii olugturul-
masinda yararlanilan saydamhik (tra-
usparency) yontemiyse daha karma-
sikor. Bu yontemde oprik kesit seri-
lerindeki grilik diizevleri (degerleri),
farkl saydamlik diizeyleri olarak be-
lirlenir ve olusturulan goriintii, yiizey
aynntilaninin goriincisiidiin. Her iki
durumda da, objektif mercegin odak
derinligi sanal olarak sonsuzdur. So-
nug olarak, okiilerin dikey Z eksen-
de 0.5 pm’lik bir derinligi net olarak
giriintiilemesivle (Grnegin immersi-
von objektifi ile) 100 um derinligin-
deki bir alanin net goriintiisii elde
edilmig olacakor (Sekil 4),

3. Dinel (Rotasyonel ) goriin-
tii animasyonlarimin olusturulma-
s1: Bu mikroskopta, érnege dik 7 ek-
seni bovunca derinlemesine giriin-
tiller elde edilmekle kalinmaz, ayn
zamanda belirli ag¢ilardan bakiliyor-
mus izlenimi veren goriintiiler de el-
de edilebilir. Bu tip goriintiilerin el-
de edilmesinin bir yolu, olusturulan
3D goriintiiniin, her biri bir énceki-
nin belirli bir acivla (~10") déndiiriil-
mesivle elde edilen gariintiilerin bir-
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Sekil 4. Sanal olarak olusturulan sonsuz odak derinliginden yararlanilarak floresan boya ile boyan-
mig olan kemikten elde edilen bir seri optik kesitin projeksiyonu ile elde edllen ¢ boyutiu goriintd.

lestirllmesivle olusturulmasidir, Bu
volla, cismin secilen bir eksen etra-
findi tam bir tur camamlanincava de-
gin dondiiritlmils goriintiisii elde
edilir. Bu goriintiiler ekranda uygun
ve vererli bir hizla arr arda olusturu-
ldugunda, izlevici, monitirde diinen
bir cisim goriintiisiit izler; ¢iinkil in-
san bevni ancak vavas akan goriintii-
leri avire edebilir: vitksek hizlardayvsa
ardisik giriineiilen birbirinin devam
olaralt algilar (Sekil 5).

4. Stereo goriintiilerin olustu-
rulmasi: Giinliilk vasamda bizden
cok fazla vzakra olmavan nesneleri
iki farkl dogrultuda gériiriiz, Yani her
iki géiziimiiz, birbirinden vaklagik 3-6
em kadar vzakhkraki (gbzbebeklers
arast mesafe) iki ayn nokradan farkl

Sekil 5. Bir su
piresinin 128 optik
dizlem kesitinden

elde edilen verilerin
kullaniimasiyla
olusturulan
rotasyonel
goruntisd. Sol
listten baglayarak
saga dogru
gidildiginde objenin
hareketi (biraz daha
sola déndiigd)
izlenmekte. Bu
gariintiler kisa
zaman diliminde
monitérden art arda
gdrildiginde, su
piresinin sagdan sola
dogru déndugi
izlenimi
olusturmaktadir.

Uiy

iki agtvla avni eisme bakar. lste be-
vin, buiki farkl agidan alinan goriin-
tiivii birlestirerek fi¢ bovudlu tek bir
goriintii algilar. Bilmisavar bize ince-
lenen yapimin istediZimiz bakig agi-
sindan bakildhiinda olusan gériintii-
siinii hesaplavabildiginden, bu volla
sag ve sol ghziimiizle avn avn girdii-
giimiiz iki goriintiiniin birlestirilme-
sivle olusturulan ii¢ bovutlu ek (ste-
reo) giriintiinlin de elde edilmesi
olanag varchr. Boyle bir stereo giiriin-
tii ¢ifti monitirde yan vana olusturu-
labilir ve uygun vardimer gérme ay-
gitlaryla ii¢ bovutlu olarak izlenebi-
lir. denevimli bir gizlemci, vardimen
ckipman (6zel gozllik veva mercek
sistemi) olmadan da bu iki goriintiivil

3 boyutlu giiriintii olarak izleyebilir.

Stereo goriintii (rltl;‘turm:tmn h:i..;e-
kka bir yolu da, monitisrde bin sadece
kirmuz, Gteki de vesil renkeen olusan
iki farkl goriintiiniin iist iiste olustu-
rulmaswdi. Bu iki goriindiden bin
sol, trekisi de saf gizle bakildiginda
dlgilanan goriintiidiir. Stereo giriin-
tiiniin almlanmasi icin bundan sonra
vapilmast gereken islem ise. biri
(sag) vesil, digeri de (sol) kirmuz file-
re takili olan bir gizlilkle monitére
bakmaktr. Beyin bu iki renkli gi-
riintiiden tek goriineii olusturur. Bu
tip bir goriintiive anaglif de denir
(Sekil 6).

5. Preparattaki degisik viik-
sekliklerin farkl renklerle kod-
lanmasiyla goriintii olugturulma-
si: Bu vontem projeksiyon hesapla-
my vinteminin biraz daha gelistiril-
mis bigimidir ve giriintii olusturma
amactyla her bir renk, farkh diizlem-
lerdeki avni viikseklikleri ifade ede-
cek sekilde segilin Elde edilen gi-
rilntii, Z-ckseni bovunca , incelenen
vapilann degisik renklerle ifade edil-
difii bir haritasi seklindedir. Sivle de
denilebilir, farkl diizlemlerdeki va-
pilar degisik renklerle ifade edil-
mektedir. Normal bir haritadaki gibi
vitkselriler (dregin daglar) kumiz
tonlarla, dennlikler (drnegin deniz-
ler) mavi ronlarla belirlenir. Deger-
lendirmenin daha kolay vapabilmesi
igin ekranin sol iist kigesinde, ilk ke-
sitten ittbaren degisik derinlikleri
gisteren bir renk skalasi da gosterilir
ve bu anahtar, iistten baslavarak han-
gi renklerin ne kadar derinlikte oldu-
gunu ifade eder (Sekil 7).

6. Ortogonal kesit goriintiileri-
nin olusturulmasi: Bir érnedi -
mivle kapsayacak bi¢imde optik
ditzlem kesit gioriintilleri alinarak
kaydedildiginde, bilgisavar vardimiy-
la bu yapidan istenen pozisvonda bir
profil-goriintiisii olusturma olanag
da ortava ¢itkmakeadir, Mikroskobun
“Orrogonal kesit™ islevini, birbirine
dik olan {i¢ ayn diizlem kesitlerin gi-
riintiisiiniin elde edilebilmes: olana-
gt saglamakeadir, U¢ boyutlu gis-
riintl vert kitmesi icinden bir nokta
(voxel) se¢ilir ve bu nokrada birbirine
dik olan ii¢ diizlemdeki gériinciiler
otomatik olarak ekranda goriiniir.,

Ornekten kavdedilmis olan bii-
tiin optik diizlem Kkesit goriintiileri
bastan basa kullanilarak da 3 bovutlu
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bir iistten bakis goriintiisii de kolay-
ca clde edilebilir.

7. Oblik kesit gorintiilerinin
olusturulmasi: Eger X, Y ve Z ek-
senlerine goére bir viin acist ve bir
effim acist segilirse, ortogonal kesitler
diginda ve onlarla belirli agilar yapan
bir efiik kesit goriintiisii de hesapla-
nabilir ve monitdrde gosterilebilir,
Ormnesin, birbirlerine X. Y ve Z ekse-
ninden herhangi birine paralel bir
hatla birlestirilemeven, belirgin iki
vapinin ver aldig bir goriintiiniin he-
saplanmasi ve olusturulmasi bu volla
gergeklestirilebilir. Boyle bir gériin-
tiiniin sadece 3 koordinat vermekle,
bilgisavarca tinceden elde edilen op-
tik diizlem goriintiileri veri kiimesin-
den elde edilisini havalimizde can-
landirmak olduke¢a zordur; ancak bu
islem mikroskobun gelismis bilgisa-
var vardimi ile bir tuga basmakla ko-
laylikla vapilabilic (Sekil 8).

Mikroskobun
Performansi

Bu mikroskop, ozellikle kalin ke-
sitler iizerinde floresans mikroskopi
¢aliymast vapilacaksa veya viizey ay-
rintlannm incelenmesi gerekugi du-
rumlardd  ¢ok vararhidir. CSLAM'yvle
0.3 pm kalnhiginda oprik kesitler ¢l-
de edilebilir. Bu teknigin diger bir
varan da, bir 6mek iizerinde avni an-
da farkli paramertrelerin elde edile-
bilmesine ve farkl niceliklerin belir-
lenebilmesine olanak saglimasidir.
Bivolojide birden fazla ve farkli flo-

Sekil 7. Yiiksekllklerinin farkl renk kodlar ile
ifade edilmesiyle elde edilmis bir ic boyuthu
gortinty. Burada bir g6z kasindaki kanama
odaginin hematoksilen-eozin boyanmasiyla
elde edilmis gordntisd izlenmektedir. Kirmizi-
dan maviye gidildikge derinlik artmaktadir,
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Sekil 6. Bu sekilde bir bitki kékinde mitozia
bélinmekte olan hiicrenin ge¢ anafaz ev-
resinde Iki kutba gd¢ eden kromozomlari
gdrilmektedir. Boyamada DNA'yr boyayan
ozel bir floresan boya kullanidmistir. Bu res-
me dikkatle bakifirsa biri kirmizi 6bird yegif
renkte st Uste binmis iki (ayr1) gérdnti var-
dir (anaglyph). Eger bu iki stereo gériintiye
uygun bir gézlikle (biri yesil digeri kirmizt
filtreli) bakilirsa (g boyutlu goriliecektir.

resan bovalarla boyanmig preparatla-
nn avnl anda incelenmesi biiviik
onem tagtmakeadir. CSLM'de i
avr floresan bova igin ii¢ farkh kavie
kanalinim kullanilabilmesi, bu istegi
karsilamakradir,

Bu mikroskopta veriler dijital sin-
valler halinde elde edildiginden, da-
ha ner goriintiller elde edilebilir. Av-
rica goriintiiler tizerinde 6l¢iim yapi-
labildigi gibi uygun goriintii igleme
ve analiz islemleri de bu veri kiimesi
iizerinde kolavea gergeklestirilebilir.
Mikroskobun giiclii bilgisavan ve
filere sistemleri vardimiyla standan
goriintil 1sleme her zaman yapilabil-
mektedir, Goriintillerin bilgisavar or-
taming aktarilmast ve verilerin diger
sistemlerle matematiksel uyumu ku-

Sekil 8. Bir metal yiizeyinden elde edilmis
olan tepesi kesik piramit benzeri sekil-
deki egik kesitlerin gériintilferi (solda).
Soldaki iki gériintiniin elde edilmesinde
yararlanilan optik Kesitlerin alindiklar
dizlemler (sagda),

sursuzdur. Bu sayede uygun bir net-
work yardimiyla bagka bilgisayarlara
veri aktarimu da vapilabilmekreedir.

Bu mikroskopta, olusturulan gi-
riintiiler fizerinde uzunluk, alan ve
gevre uzunluklannin belirlenebilme-
sine ek olarak, ozgiil olarak isaretle-
nen bir maddenin yogunluk dlgiimle-
11 de yapilabilmektedir. Bu islemde
gt degerleri gesitli pixeller halinde
hem goriintii olusturmada ve hem de
histogram verilerinin hesaplanmasin-
da kullanilabilir. Sistemdeki makro-
fonksivonlar, bu dp 8lglimlerin, genis
veri topluluklan {izerinde otomarik
olarak hizli ve giivenilir bir sckilde
vapilabilmesine olanak saglar,

Daha ileri yazihm paketleri (ro-
pografi ve zaman serileri gibi) vardi-
miyla bu mikroskop, malzemelerde
viizey arasgtirmalan ve Kinetik fizvo-
loji ¢ahismalaninda da kullamilabil-
mekredir. Ornegin hiicreici ivon
konsantrasyonlarinin ve pH'sinin za-
manla degisimi aym anda gosterile-
bilmektedir.

CSLM, hiicre ve dokulann isley-
sel durumda incelenebilmesini, bu
vapilarin ii¢ bovutlu izlenebilmeleri-
ni ve goriintiilerinin elde edilebilme-
sini, sonng olarak bu yapilarm daha
kolay anlagilabilmelerini saglamakra-
dir. Bunun da dtesinde, eanli olaylan
fi¢ boyutlu olarak, zaman fonksivonu
da ilave edilmis halde, vani bu olay-
larda zaman i¢inde olusan degisiklik-
leri de kapsavacak sekilde (4 bovurlu
mikroskopi) incelenebilir. Mikros-
kop, hemen hemen tiim floresans ve
refleksivon preparatlaninda basarivla
kullanilabilmektedir.,

Optikeeki esodakhilik prensibi ile
lazer ve bilgisayar teknolojisinde or-
tava ¢ikan en son gelismelerni biinve-
sinde barndiran  bu mikroskop, va-
kin bir gelecekte biyoloji, tp, malze-
me bilimi, yari iletken teknolojisi, gi-
da bilimi alanlaninda vaygin bir kul-
lanim alani bulacakor.
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