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Bryolojik bilimlerde oldugu kadar endiistrinin bir
¢ok alaninda da vazgegilmez bir arastirma ara-
cidir mikroskop. Gegen 300 yil boyunca isik mikros-
kobu basit bir alet lken karmasik bir arastirma ara-
cina dogru gelisme gostermistir. Bilindigi gibi ik mik-
roskop 180010 yillarda yapiimistir, 1673 yilinda Hol-
landa'li Anton van Leeuwenhoek'un yaptid) elle tu-
tulan basit mikroskobu, planokonveks ve bikonveks
mercekler igeriyordu ve 30 - 275 defa bliylitme ka-
pasitesine sahipti. Bu basit aletle bazi bakteri sekil-
lerini gorebilmek mimkindil, Mikroskobun bulunma-
si biyolojik bilimlerde bir gidir agmis ve Gzellikle de
dokulan inceleyen histoloji biliminin dogmasina se-
bep olmustur.

Sonraki yillarda, 6zellikle 1800'lerin sonlarnda
Carl Zeiss, Emst Abbe, Otto Schott ve August Koh-
ler gibi arastiricilar 1sik mikroskobunun gelismesine
hem teorik olarak biy(k katkida bulunmuslar hem
de optik elemanlanni gelistirmisterdir, Mikroskobun
ayinm gacd uzun yillar dnce pratik sinirina ulasmis-
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sa da gelisen lens, bilgisayar ve lazer teknolojisi optik
elemanlann kalitesini blylk éigiide gelistirmis bu-
lunuyor. Yakin bir gelecekte optik mikroskobun ayi-
rim glictnin siminnin, Grmedin ultrasound vb. sistem-
ler sayesinde asiimas) mimkiin gérinmektedir. Bu
yazida mikroskop teknolojisindeki ve dzellikle mik-
roskobun biyolojideki kullamimiyla ilgili yeni gelisme-
lerl 6zetlemeye calisacagiz.

MIKROSKOBUN ELEMANLARI

Bir mikroskobun elemanian genel olarak ince-
lenen numunenin (mesela biyolojik, metaliirjik veya
mineral) yapisina, istenen blyiitme giicline ve son
gorlntiiniin sekline (fotograf, projeksiyon veya video
goruntisd) gore belirlenir. Lens sistemi - okler, ob-
jektif ve kondansator - ve aydinlatma kaynad aletin
kalbini tegkil eder. Yine her bir elemanin dizayni da
buylk Sl¢lde mikroskobun tipine baglidir.

Optik Lensler ;: Mikroskobun optik tiplndn alt
ucunda objektifier ve (ist ucunda da okiler adi ve-
rilen ve cismin biytdimis gériintisini veren ya-
kinsak mercekler bulunyr. Uzun yillar boyunca op-
tik merceklerdeki kiiresel ve kromatik sapmalar ve
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astigmatizm gibl blyiik hatalar glinim{zde en azin-
dan gok pahal sistemlerde pratik olarak ortadan kal-
dinlmis durumdadir, Fakat goriintide ve optik sis-
temde 15iin sapmasi bir sire daha mikroskobun ayi-
nm glcln( sinirlandiran major faktor olarak kalaca-
ga benziyor. Bir cisim uygun isik kaynad ile aydin-
latildiginda ¢ismin gorintiisi etrafinda bir sagak se-
risi meydana gelir. Bu sagaklar da aletin birbirine gok
yakin iki cismi ayirdetme yetenegini bly(k diglide
etkiler. Mikroskopta bir objektifle birbirinden kesin
olarak ayrilabilen iki nokta arasindaki mesafe o ob-
jektifin ayirm gicind yapar, Mikroskobun blyitmesi
de bu mesafenin kuglkiigl oraninda artar.

Kondansator : Kaynaktan gelen 1sik demetini
kirarak cisim (zerinde loplamaya yarayan bir yakin-
sak mercektir. Kullanilan kandansatérier mikroske-
bun tipine gore degismektedir. Omedgin karanlik saha
kondansatérleri yad immersiyoniu veya kuru olabil-
mektedir ve daha ziyade dlsik biyitmelerde kul-
lanihiriar. Bunlar o sekilde yapilmiglardir ki, objekti-
fe 11k direkt olarak girmemekte ve sadece numu-
nenin kendi parlakligi karanlik zemin iizerinde go-
rinmektedir. lietilen isikla gériinebilen gok kigik ci-
simler {(dmegin bakteri kamgilan gibi) sadece bu yolla
gorilebilirler,

Isik Kaynaklan : Isik mikroskobisinde 12 volt-
luk quartz, halojen lambalan tercih ediimektedir.
Gunki bu kaynaklar lyi bir fotograt icin gereken 3200
K renk sicakliginda sabit kalabilmektedir. Ginimuz
mikroskoplannda isik siddeti, voltaj kontrollinii de-
gistirmeden araya notral dansite filtreleri koymak su-
retiyle kontrol edilebilir.

Fotograf : Mikrobilgisayar kontrolil altindaki
otomatik kamera sistemleri ginimiizde bir kural ha-
line gelmigtir. Modern mikroskoplar yapi olarak da-
ha cok kibik, agisal veya modiler olma egiliminde-
dir. Bu yapisal 6zellikler de aletin stabilitesini ve kuv-
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Mikroskop dijital goriinti isleme sisteminin blok
divagramu,
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Anton van Leeuwenhoek'-
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sim keskin noktaya yerlesti-
rilmekte ve gozlemci gozii-
nil lense ivice yakiagtirmak-
tadir. Isik kaynagr ise
glnestir,

vetini arirmaktadir. Modern mikroskoplarda fotog-
raf gekimi otomatik olarak kontrol edilmektedir. Da-
ha dnceleri elle ayarlanan pek ¢ok eleman gimdi mo-
tonze ediimis ve otomatiklesmis durumdadir. Bu ele-
manlar arasinda objektifleri, kondansatorleri, kaba
ve ince odaklama ayanni ve disilk bdyiitmelerde kul-
lanilan otomatik odagi sayabiliriz.

BILGISAYAR UYGULAMALARI

Hemen hemen her sahada oldudu gibi bilgisa-
yarin mikroskobiye girmesi bu alanda da biy(k ye-
niliklere yol agmigtir. Mikroskopla birlestirilen video
kameralar ve bilgisayarlar hiicre hareketlerinin in-
celenmesi, klinikte kan érneklerinin otomatik anall-
zi ve Gzel olarak isaretlenmis biyolojik maddelerde-
ki floresan yogunlugunun oi¢limesl dahil pek gok
yerde kullaniimaktadir.

Goriintii - Isleme Teghizat: ; Bir mikroskobun
normal gikisi olan optik goriintl, ister direkt olarak
goriinsin isterse bir fotograf filmine alinsin, her iki
durumda da bilgisayar igin uygun degildir. Zira bil-
gisayarlar sadece sayisal bilgileri Iisleyebilmektedir.
Bir optik sayisallagtines, optik goriintiy( tarayip sonra
bunu dijital (sayisal) gorlintl adi verilen kodlanmig
dederler dizisi sekline ¢evirmek suretiyle bu prob-
lemi halledebilir. Yine dijital gorintl elde etmek tize-
re mikroskoba tarayici fotogogalticilar, sayisallasti-
rici tabletier ve fotodiyot dizileri dahil pek gok parga
eklenebilir. Her ne kadar bu pargalann her birinin
kendilerine 6zgu avantallan varsa da bllgisayar mik-
roskobisinde elektronik gbriintil olusturan video ka-
meralar daha gok gliven vermeaktedir.

Bilgisayar mikroskobisinde video teknolojisinin
en bilyik avantaji gérintl Gretim hizidir ki, bu, stan-
dart programli bir kamera i¢in saniyede 30 gorinta-

35



ye kadar varmaktadir. Video kameranmn gikig ylk-
sek hizl bir video sayisallastinciya baglandiginda ka-
merayla ayni hizda video sinyali bireysel resim ele-
manlan dizisine dén{stdrillr ve bu da bilgisayar ha-
fizasinda depolanir. Giinlim{zde, hizli hareket eden
cisimlerin incelenmesi igin genellikle bu hiz
gereklidir.

Bilgisayar hafizasindaki sayisal gérintii boyu-
tu ve bunu idare etmek igin gereken islem zaman
mikroskop gbrantdlerinin bilgisayarla islenmesinde
potansiyel bir problem teskil etmektedir. Tipik bir sa-
yisal gorinti her biri 512 bireysel pixel olan 512 di-
zi icermektedir ki, her bir pixel de orijinal optik go-
rintddeki grinin 256 muhtemel goriintisinden biri-
ni temsil etmektedir. Standar formatlan kullanarak
iglemden dnce bu sayisal gdriintinin 262144 byte'-
lik bilgisayar hatzasina depolanmasi gerekir. Bu sa-
yisal gbriintiiniin boyutu ise kiglk bir laboratuvar
bilgisayarinin kapasitesini kolayca asabilmektedir,
Eger bir de ayni anda bir gok gdruntinin kargilas-
tirma amactyla hafizaya alinmasi gerekiyorsa, bu du-
rumda problem daha da blyUyecektir. S6zkonusu
hafiza problemi ayrica iglem hizini da siniflandirmak-
tadir. Bir kag saniyelik bir gecikme bile, eger islenen
goriintll ylksek hiz veya enstantane uygulamalan
igin gerekiyorsa kabul edilemez bir durum ortaya
glkanr,

Bu simirlamalar, dizi iglemcileri adi verilen &zel
yardimci aletler kullanmak suretiyle ortadan kaldiri-
labilmektedir. Bu aletler bir veya daha fazla sayida
dijital gdrlintlyd depolamak igin ayn ayn hafizalara
sahiptir. Istenen ézelliklere sahip degigik dizi islem-
cllerini bugin igin piyasadan temin etmek mimkdn-
dir. Dizi iglemcileri goriinti igleme uygulamalan igin
gereken zamani biylk digide azaltmistir. Ozellikle
yuksek hizli uygulamalar igin bunlann mutlaka kul-
laniimas| gerekmektedir. Fakat dizi islemcilerinin
kendileri, drmedin bir doku kiltiird hicresinin belir-
lenmesi ve tanimlanmasinda oldugu gibi mikrosko-
bideki daha kangik iglerl yapabilecek kadar karma-
sik degildir. Bunlan yapabilmek igin dijital gorinti

Gorintd analizi. (a) Orijinal video gorintisi (b)
Periferik kan yaymasindaki alyuvarlari karakreri-
ze etmek icin kullanilan otomatik analiz sonuglari.

(izerinde llave birtakim Iglemler yapmak gerekmek-
tedir. Bu ilave iglem de gdrinti igleme uygulamala-
nnda gogu zaman sinirlayici bir basamak olmaktadir.

Mikroskop goriintilerindeki bilgisayar uygula-
malanni basglica iki béliime ayrabiliriz : Goriintd ana-
lizi ve gérinti igleme. Goriintd analizinde bilgisa-
yar igleminin amaci, tanimlayici sayisal degerler el-
de etmekiir. Ormedin bir mikroskop sahasindaki hiic-
relerin sayisi veya boyanmis bir hiicre ¢ekirdeginin
ortalama yodunlugu gibi.

Gdrintd isleme adi verilen ikinci uygulama ise,
gbriintiy( gbzlemciye daha anlamii hale getirir. Or-
negin istenmeyen zemini uzaklagtirmak igin goriin-
t0 gikarma Iglemler veya monokrom bir gorintin(n
kontrastini artirmak icin renklendirme programlan
gibi,

BIYOLOJIDE LAZER VE
BILGISAYAR MIKROSKOBISI

Lazer mikroskobisi, hiicre biyolojisindeki temel
problemleri inceleyebilmek amaciyla bilgisayar go-
rintl iglemiyle birlegtiriimistir. Bu galismalarda la-
zer, hiicresel olaylan segici olarak degigtirmek ve-
ya hiicre iginde 6zel bir bolgede floresans uyandir-
mak igin kullamimaktadir.

Gdrdntid artirimi, (a) Bir periferik kan yaymasindaki iki akyuvarin orijinal video gorintisi (b) Hiicre
stmriarim belirginlestirmek amacivia kullamitan saywsal filtrelemeden sonra aym gérinti. (c) Yatay bir
gradivent filtresivle sayisal filtrelemeden sonraki orijinal gorunti.
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Hiicre Diizeyinde Mikrocerrahi : llk defa 1969
yilinda MW Bems ve arkadaslan, standart bir faz
kontrast mikroskobundan yesil argon - lazer deme-
tini gegirerek kiltir ortarminda Gretilen hiicrelerin kro-
mozomlan zerinde istedikleri noktaya odaklamayi
basarmiglardi. Gegen 20 yil siiresince bu teknik ri-
bozomal DNA'daki 6zel genleri calisacak ve tim kro-
mozomiarn uzaklagtirabilecek hale getiriimistir, Ge-
netik sahasindaki bu uygulamalarnn yani sira lazer
mikrodemeti ¢cekirdekgik, mitokondriler, sentriyoller,
kloroplastlar, myofibriller ve hiicre zan dahil olmak
uzere hilcrenin diger elemanlarnna da uygulanabil-
mektedir.

Bilgisayann lazerle birlestiriimesi ise lazer uy-
gulamasindan sonra gok sayidaki hicreyi takip et-
me Ihtiyacindan dogmustur. Glniim{izde mikroskop
bir bilgisayar gériintll igleme sistemi ile kontrol edi-
lebilmektedir, Bu sistemn sayesinde bir hiicre,zaman
iginde hareket ettikge siirekli olarak optik sahanin
merkezinde tutulmus olmaktadir. Mikroskobideki bu
geligmeler hiicre hareketinin mekanizmasi ve kont-
rolil ile liglli gahgmalan oldukga kolaylagtirmigtir. Or-
nedin bir arastirmada deney ortaminda ¢ogaltlan se-
mender akyuvarlan, hlicrenin hareketinden sorum-
lu oldugu disundlen sentriyol bolgelerinden lazer-
le isinlanmigtir. Isinianmadan 6nce diiz bir hat tze-
rinde hareket eden hiicrelerin iginlanmadan sonra-
ki hareket pattemler (bilgisayaria izlenerek elde edi-
len) rastgele olmustur. Neticede aragtirmacilar sent-
riyol bélgesinin aslinda hiicre hareketinin kontrolln-
de rol aldi§ sonucuna varmiglardir.

Lazerle Uyanlan Mikrofloresans : Hiicre igin-
deki herhangi bir yapiyi yok etmenin yani sira lazer,
hicrede Istenen bblgelerde floresans uyarmak igin
de kullanilabilir, llk galigmalar daha ok hiicre zari-
nin incelenmes| yonlinde olmustur. Zar Uzerindekl
ozgll molekilierin hareketliligini incelernek amaciyla
buglin de genis bir sekilde kullaniimaktadir. Bura-
da lazer, floresania isaretlenmig hilcrelerin ylizeyin-
de mikron gapinda noktaciklar geklinde floresans
uyarr,

Lazerle uyanian mikrofioresans uygulamasi, bu-
gtin artik hiicre igi bélgelere kadar genislemistir. Flo-
resanla igaretienmis hareketli molekilierin hicre bé-
linmesi esnasindaki hareketlerini ve dagilimini agi-
ga c¢tkarmak amaciyla ¢aligmalar daha ¢ok mitotik
apereye yonelmig durumdadir. Yine kasilan kalp kasi
hicrelarindeki mitokondrilerin durumu da galisilan
konular arasindadir. Bu galigmalarda mavi bir hel-
yumn kadmiyum lazeri, rhodamin molekuld ile isaret-
lenmig bir mitokondri (izerinde bulunan mikron ga-
pindaki bir noktaya odaklanmaktadir: Floresans yo-
gunlugundaki dalgalanma belli bir siire izlenmekte
ve bbylece hicrenin belll bblgelerindeki tek tek mi-
lokondrilerin solunum aktivitesiyle bitin hicre ak-
tivitesi arasinda iliski kurmak mimkan olabilmektedir.

MART 1988

TARAYICI AKUSTIK MIKROSKOP

Isik dalgalanmn mikroskobide ylzyillardir kul-
lanilmasina karsilik ses dalgalannin kullaniimast sa-
dece 10 yillik bir gegmise sahip. Sesle gériintileme
baslangigta isikla karsilastinlamaz gibi gériinmekte-
dir; 1sik, maddenin elektriksel ve manyetik alan dal-
galanmalanni igerirken,ses dalgalan maddenin tit-
regimsel hareketini kapsamaktadir.

Akustik mikroskobide genellikle su veya sliper-
sivi helyum igeren bir sivida odaklanmig ses daiga-
lan kullanilir, Burada kullarilan ses dalgalan tahmin
edileceqi gibi frekansi 0.1 ve 10 gigahertz (1GHz =
10°Hz) arasinda degisen yiiksek frekansli dalgalar-
dir. Bunlar tipik mikrodalga - radar frekanslandir ve
bu nedenle de akustik mikroskobide mikrodalga tek-
nolojisi rahatlikla kullamlabilmektedir.

Bir mikroskobun ayinm glictniin tayinindeki en
onemli faktor, o mikroskop tarafindan kullanilan igi-
manin dalga boyudur. Akustik mikroskobide kulla-
nilan frekanslar optik mikroskobide kullanilaniardan
¢ok daha duglikse de ses igiktan daha yavag yayil-
dig igin, akustik dalga boylan optik dalga boylan ara-
ligina uygun disdrdlebilir. Mesela 3GHz'de sesin su-
daki dalga boyu yesil 1sigin dalga boyuyla (550 nm)
aynidir, BGHz'de helyum iginde sesin dalga boyu Ise
sadece 30 nm 'dir ki bu, elektromanyetik spektrumun
X-sini kismina denk gelmektedir.

Akustik Mikroskobun Prensipleri : Ses daiga-
lan ile goriint elde etmek icin ncelikie uygun bir
ses Uretmek, bunu numune Gzerine odaklamak ve
sonra da ekoyu almak gerekir. Ses dalgalarn Greti-
miyle ilgili gahgmalar hala gelisme gbsterirken, esas
olarak gok eski bir kavram olan piezoeleklrige da-
yaniimaktadir, Piezoelektrik maddeler, bir voltaj uy-
gulandiginda ya genigler veya biiziillrler. Sonug ola-
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rak bir piezolektrik plagin etrafindaki dalgali bir vol-
taj,plag mekanik olarak titregtirir. Sayet bu plak, ki
bunun bir transdiiser oldugunu disinelim, hacimli
bir materyale bastinlirsa olusan ses dalgalan bu ha-
cim igine dogru gonderilir. Eger hacimdeki ses dal-
galan transdisere tekrar gegerse, sikisan ve genis-
leyen sese cevap olarak dalgall bir voltaj agiga
Gikacaktir.

Boylece piezolekirik bir transdiser geleneksel
elekironikle birlestirildiginde hem uygun ses dalga-
lanni Uretmek ve hem de almak mamkin olabilmek-
tedir. Ses dalgalannin odaklanmas: 1siktaki prensip-
lere gok benzer. Elekirik sinyalleri transdlisere uy-
gulandiginda safir (Al,0,) icine kimelegen diz ses
dalgalan uretilir. Olusan dliz dalgalar safir mercek-
ten siviya geclikce ige dogru kirllirlar; ¢inkd, sesin
sivilardaki hizi katilardakinden daha digikttr. Aym
durum igik igin de gegerlidir ancakigigin hizi farkl
ortamlarda pek fazla degigmedigi igin kinlma o ka-
dar gugla degildir.

Sivi ve kati ortamlardaki bu hiz farki, akustik mik-
roskobide dnemli sonuglar dogurmaktadir. Ses da-
ha yavas hizla yayildigi sivi ortamda kinimaya ugra-
dikga, dalgalar da egri ylizeye dik olarak toplanir-
lar, Boylece oldukga kiiresel ve kenverjan (birbirine
yaklasan) dalgalar Grelilir ve neticede sapmasi Si-
nirli bir odak olusturulur. Sesin sivilarda fazlaca ki-
riimaya ugramasi optik merceklerde goériilen klre-
sel sapma gibi problemien de ortadan kaldirmaktadir.

Simdi yiksek frekansli ses dalgalar Gretebildi-
gimizi ve bunlan numune (zerinde bir noktada odak-
layabildigimizi diigtinelim. Bu durumda akustik bir
goriintliyl nasil olugturacagiz? Bunun cevabi olduk-
¢a basit. Numune boyunca lensi mekanik olarak ta-
rayarak odaktan akustik sinyall, yani ekoyu almak
yeterll, Lensin her pozisyonundakl eko siddeti kay-
dedilir ve sonug goriintdl bir katod 1sini tipl (CRT)
Uzerinde gosterilir. Bu gérintileme sistemi, tipk 1a-
rayici elektromikroskobunkine benzemekiedir. Ara-
daki fark, taramanin burada elekironik olarak degil
de mekanik olarak yapiimasindan ibarettir.

Kesit yapilmarmig bir myxobakterinin sipersivi
helyum akustik mikroskobundaki gorantiisi (a).
Aynt bakterinin elekiron mikroskobundaki
goriintiist (b).
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YANSITIC) ClEiM MEKANIK TLARAR TARAMNIR

Tarayict akustik mikroskobun yapisi. Cinko oksit
bir piezoelektrik transdiisere elekirik sinyalleri wy-
gulanir, bu da katimin (ALO ) icine dogiru ses dal-
galarint firetir. Ses sivi iginde ki, numune lize-
rinde odaklamr ve sonra eko transdiisere geri di-
ner. Lens, nutnune boyunca mekanik olarak tara-
ma iglemi yaparken elde edilen eko vogunlugu len-
sin pozisyonunun bir fonksivonu olarak kaydedilir,

Akustik Mikroskobun Gelecedl : Gunumizde
su lle galigan tarayici akustik mikroskobu, diinyanin
birgok yerinden, ozellikle Bati Almanya, Ingiltere ve
Japonya gibi (ilkelerden elde etmek mimkindir. Bu
aletler, bilim ve endistride ylzey alti gbriintileme-
s, elastik dzelliklerin gorlintilenmesi ve tahrip et-
meksizin goriintileme gibl uygulama sahalan bul-
maktadir, Bu aletlerle elde edilebilen aynm gici, 1
H'dan biraz daha lyidir ve maliyet| de tarayici elek-
tron mikroskobundan daha ucuz degildir. Aynca se-
sin suda zayiflamas: olayi nedeni ile su mikrosko-
bunun aynm gicl higbir zaman 200 nm'den daha iy
olamayacaktir.

Siper sivi helyum akustik mikroskobunda se-
sin zayiflamasi olayr sbzkonusu degildir. Hali hazir-
da bu mikroskobun yana dogru aynm giclnin 20
nm oldugu gésteriimis durumda. Ancak bundan da
dnemlisi, bu mikroskopta frekans aruirmak igin her-
hangi bir fiziksel engelin bulunmamasi ve dolayisiyla
aynm gucinin atomik mesafelere yani 1 - 2 nm'ye
indirilmesinin midmkdn gériimesidir. Bu aynm gi-
ci akustik kontrast mekanizmalan ve ses dalgalan-
nin tahribatinin ok az olmasi gibi 6zelliklerle birles-
tirildiginde Gzellikle biyolojik bilimler igin oldukga ya-
rarli bir mikroskabl araci ortaya gikmaktadir,

Gunumiizdeki optik ve akustik mikroskoplann
dizayri, verimliligi ve yaygin olarak kullanilabilirligi,
cam, bilgisayar, lazer ve akustik teknoloillenndekl
onemii ilerlemelerin bir sonucudur.
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