

















Canli ve derin goriintileme
sistemleri, organizmalar Uzerindeki
fizyolojik ve biyolojik calismalar

icin ¢cok 6nemli bir yere sahip.

Coklu foton mikroskobisi

gelismeleri ile canlt dokularnn derin
goruntilenmesi basarili bir sekilde
gergceklestirilebiliyor. 1990’da yapilan
ilk iki-foton mikroskobundan bu
yana farklh optik tasanmlann yam
sira lens ve lazer teknolojilerindeki
gelismelere de baglt olarak 6nemli
ilerlemeler kaydedildi. Ancak hdla
zamansal ¢ozunurlik, buyik olcekte
katmanl sinir agt izleme ve uzun
suireli uygulanabilirlik gibi cesitli
konularda gelistirmelere ihtiya¢
duyuluyor.

iki-Foton
Goriintitlemenin
Sinir Ags
Analizlerindeki
Onemi

Beynin karmasik islevsel yapist

ve sinir agi dinamikleri bilim
insanlanmn Uzerinde ¢ok fazla
arastirma yaptiklan konular
arasinda gosteriliyor. Sinir
sisteminin nasil ¢calistiginin
anlasilmast canli organizmadaki
sinirsel ag dinamiklerini analiz
etme kabiliyetiyle orantili. Dinamik
beyin 6zellikleri makro ve mikro

seviyelerde cesitli tekniklerle basaritlt

bir sekilde ortaya konmus olmasina
ragmen arastirmactlarin yuzlerce
veya binlerce nérondan olusan ve
mikro devreler olarak adlandirilan
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Olgekteki bilgi seviyesi yetersiz
kaliyor. Bilim insanlarina bu konuda
Onemli imkanlar sunan iki-fotonlu
goruntileme ile canli beyninden
yuksek ¢oztunurlikli néron agt
kayttlan yapilabiliyor. Boylece

sinir devrelerinin temel islevsel
ilkelerinin daha iyi anlasilmast
bekleniyor.

Mikro devre diizeyindeki néron
aktivitelerinin incelenmesi,

temel siireclerin anlasilmast ve
davranuslarla iliskisinin kurulmast
icin ¢ok 6nemli. Son yillarda
karmasik sinirsel stireglerin
anlasimast i¢in fare gibi canlilarda
goruntileme sistemlerini
kullanmak adna sinir bilimciler
ve muhendisler ortak ¢alismalar
yurutiyor. Burada karsumiza
“miniskop” olarak da adlandirilan
ki¢ultilmus stk mikroskobu
sistemleri ¢ikiyor. Son yullarda
neredeyse parmak ucu kadar kigik
boyutlara indirgenen tasinabilir

floresan mikroskoplart ile serbest
sekilde hareket eden memelilerin
beyin aktiviteleri yakindan
incelenebiliyor.

Bu Mikroskoplar
Cok Minik ama
Bir O Kadar da
Maharetli

Kemirgen davranislarint
arastirmak i¢in bu canlilarin bas
kismina takilabilecek, hafif, yiiksek
hizli tarama ve goruntiileme
kapasitesine sahip, ti¢ boyutlu
goruntiileme yapabilen ve tim
bunlart yaparken de canlinin
serbest hareketini kisitlamayan
miniskoplar gelistirilmesi i¢in
arastirmacilar son 20 yildir yogun
sekilde calistyor.

Halihazirdaki son teknoloji
miniskoplar ile aynt néron

Ultraviyole 1sik altindaki fluorit kristalleri
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(Solda)-Kiigiik, hafif ve ¢ok yonlii bir miniskop olan NINscope’un sematik gosterimi

(Sagda)-NINscope ile farelerde beyincik bélgesi goriintilleme calismalari

kiimesinin aktivitesi bir aydan
daha uzun siireler boyunca takip
edilebiliyor. Bu sayede 6grenme ve
hafiza gibi uzun dénemli nérolojik
surecler ve hayvan davranis
kontrol mekanizmalart hakkindaki
sorularin yanitlart bulunmaya
calisihiyor. Yeni gelismelerle birlikte
eski hantal ve agir miniskoplar
daha hafif ve tasinabilir
versiyonlara donusurken, kablolu
veri toplama ve sensor sistemleri
gibi ¢evre birimleri de yerlerini
kablosuz olanlara birakiwyor.
Boylece serbest sekilde hareket
eden birden fazla kii¢iik canlinin
(6rnedin farelerin) aynt anda
uzun sureler boyunca norolojik
olarak gorintilenmesi mimkin
olabiliyor.

i1k iki-foton miniskobunu

2001 yilinda icat eden Alman
bilim insant Fritjof Helmchen,
miniskoplarin gelisiminde 6ncu
bir rol oynadt. Bir farenin kafasina
takilabilen bu miniskop yaklasik

25 gram agulhigindaydi. Bundan
sekiz yil sonra serbest hareket
eden canlilarda gortuntiileme
yapabilen 5,5 gram agirliginda
yeni bir miniskop gelistirildi.
Cihaz aynt anda 20 néronu
izleyebilmesine ragmen fazla
karmasik bir sisteme sahip olmast

yuzinden beklenen ilgiyi gérmedi.

Hareketi kisitlanmamus
canlilardaki noral sinyalleri
izlemek icin kullanilan 6nemli
araglar olan minyatur floresan
mikroskoplarin bir kisminin agik
kaynakl olarak paylasiimast
onlart daha uygun maliyetli

hale getiriyor. Gelistirilen
miniskoplarin buyuk bir
¢ogunlugunun donanum ve
yazilum bilgileri cogu zaman

acik kaynakl olarak diger
arastirmacilarin kullanimina
sunuluyor. Ornedin bundan
yaklasik 10 yil 6nce University of
California, Los Angeles’da (UCLA)
gelistirilen ve agik kaynakl olarak

paylasilan tek-foton miniskobu,
yaklasik 500 arastirma laboratuvart
tarafindan arastirmalarda
kullaniliyor.

Tek-foton miniskoplarinin yeterli
olmadigt durumlar i¢in iki-fotonlu
sistemler lizerine ¢calismalar
yapildi. 2017 yilinda Weijian Zong
ve arkadaslarinca gelistirilen

hizl ve yiksek ¢ozunurlikla ilk
miniskop surimu olduk¢a bagarilt
bulunmasina ragmen gelistirilmesi
gereken yonleri de bulunuyordu.
Arastirmacilar miniskobun yeni
versiyonlarinda goruntileme
alanint artirmak, cihaz aguhigut
azaltmak ve aynt bolgedeki sinirsel
aktiviteyi daha uzun stureler
boyunca kaydetmek gibi gesitli
tyilestirmeleri gergeklestirmeyi
hedeflediler.

Son yullarda yapilan 6nemli
¢alismalardan birinde Hollanda
Sinirbilim Enstitisinden

(NIN: Netherlands Institute for

57

o
=
L
g
‘Q
wn
c
IS
S
Z
a
£
2
z
4




Minyatiir iki-foton mikroskobisi
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Serbestce hareket eden fare
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Serbestce hareket eden farelerde gortintiileme yapabilmek icin gelistirilen iki-foton miniskobu olan MINI2B ayni anda
birden fazla diizlemdeki binden fazla hiicrenin gériintiilenmesine olanak saglyor.

Neuroscience) Andres de Groot

ve arkadaslan tarafindan olduk¢a
hafif (1,6 g) bir miniskop gelistirildi.
NINscope denilen bu miniskop ile
farelerde ilk defa beyincik ve beyin
zar bolgelerinden eszamanl olarak
hiicresel ¢oztuinurliikte goriintiileme
gergceklestirildi. Boylece ¢oklu bolge
sinirsel aktivitelerini daha yakindan
incelemek mumkiin hdle geldi.

En glincel miniskop ¢aligmalardan
birisi de Norveg Bilim ve Teknoloji
Universitesindeki Kavli Enstitiisii
Sinirbilim Sistemleri Bolimunde

ve Noral Hesaplama Merkezinde
arastirmact olan optik mihendisi
Weijian Zong ve arkadaslar
tarafindan yapuldi. Calismada serbest
hareket edebilen farelerde anlik
olarak 1.000’den fazla néronun

hizly, yiksek ¢ozunurlikla ve ¢cok
duzlemli goruntilemesi i¢in MINI2P
adu verilen iki-fotonlu mikroskop
gelistirildi. Gelistirilen miniskop 2,4
gram aguhda sahip olup son derece
esnek baglanti kablolar iceriyordu.
Bdylece canli hayvan kosarken,
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tumanirken ya da sigrarken kendisini
hareket bakimindan engellemeden
ona ait binlerce néronunun aktivitesi
basartyla izlendi ve beyninin gorme,
hafiza ve navigasyon merkezleri
goruntilendi.

Genigletilmis gorus alan, artuilmtg
tarama araligi ve hizinin yaninda
mikro ayarlanabilir lense de sahip
bir optik sistem tasarimi olan
MINI2P, ii¢ boyutlu fonksiyonel
goruntiileme yapabiliyor; ayrica
birden fazla diizlemi de hizl

bir sekilde gortintiileyebiliyor.
Arastirmacilar birden fazla bitisik
gorus alant arasinda gergeklestirilen
goruntiilemeler sayesinde aymt
canlida 10.000’den fazla nérondan
kayit yapmayt basardu.

Buyuk boydaki muadillerine
¢Ozunurlik olarak biiytik dl¢tide
yaklasan MINI2P’nin yapumut i¢in agik
kaynakli dokiimanlar da tcretsiz
olarak paylastliyor. Bununla birlikte
yakin bir zamanda Kavli Enstitiisi

ev sahipliginde gergeklestirilmesi

planlanan ¢alistay ile arastrmacilar
oldukea disiik maliyetlerle kendi iki-
fotonlu miniskoplarum tretme firsatt
da bulacak.

Pek ¢ok arastirmact da daha

ustlin 6zelliklere sahip iki-foton
miniskoplan gelistirmeye calistyor.
Oyle ki Kavli Enstitiisiinden
arastrmacilann MINI2P’yi
bildirmesinden kisa bir siire sonra
UCLA noéroloji profesori Peyman
Golshani ve arastuma ekibine iki-
foton miniskopu gelistirmeleri
icin 6nemli miktarda fon ayrildi.
Gelistirilmesi planlanan miniskobun
daha genis bir gorunttileme
alanwna sahip olmast, birden

fazla beyin katmanunt es zamanl
gorunttileyebilmesi ve farelerle
daha buytik canlilarda kolaylikla
kullanuabilmesi bekleniyor.

Optik, malzeme, veri toplama/isleme
ve goruntileme teknolojilerdeki
gelismeler ile birlikte miniskoplarin
da kabiliyetleri stirekli

artiyor. Ozellikle sinir bilim,
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arasturmalarinda 6nemli kesiflere
yol agmast beklenen yeni nesil iki-
fotonlu miniskoplar giderek daha
fazla kullaniliyor. Her ne kadar iki-
foton gortntiilemenin temelleri
yaklasik yuz yil 6ncesine dayansa da
yeni nesil miniskoplarin doneminin
daha uzun streler boyunca devam
etmesi bekleniyor.

Sonucg

Iki-foton mikroskobisi, icadindan
sonra molekul incelenmesinden
doku goruntiilemesine kadar pek
¢ok farkli alanda uygulama buldu.
Biyolojik sistemleri canli tizerinde
¢alismanin 6nemi goz énune
alindiginda, iki-foton goéruntiileme
teknolojilerindeki gelismelerin
akademik, klinik ve endustriyel
kullanuminin daha da artacagt
soylenebilir.

Iki-foton mikroskobisi ile kalin

orneklerdeki stkt dokularin dinamik
goruntilenmesi basaril bir sekilde

Kaynaklar

gerceklestirilebiliyor. Yeterli foton
yogunlugunu saglamak tizere

lazer kullanilarak gergeklestirilen
iki-foton uyarumt sayesinde
fototoksisite engelleniyor. Clinki
fotonlarn verebilecegdi hasar sadece
odak hacmiyle stmirh kalyor.

Konfokal mikroskoba kiyasla daha
dusuk ¢ozunturlikte gorintiler
elde edilse de kalin numunelerin
derin goruntilenmesinin
saglanmast, odak dist sogurmanin
olmamast ve uyarict 1isigin
saciliminin az olmast iki-foton
goruntiilemenin 6nemli artilar
arasinda sayilabilir. Diger

yandan, niifuz edilen derinligin
optimizasyonu i¢in sagtlan
floresan fotonlarinin verimli bir
sekilde toplanmast gerekiyor.
Gelecekte lazerler, dedektor ve
goruntiileme teknolojilerindeki
ilerlemelere bagl olarak iki-foton
mikroskobunun uygulama alant
yelpazesinin daha da genislemesi
bekleniyor.

Son yillarda parmak ucu kadar
boyutlara kii¢iltiilen son
teknoloji iki-foton miniskoplarinin
goruntiileme kapasiteleri,

gorece olduk¢a buytk iki-foton
mikroskoplart ile yarisir hale
geldi. Fare gibi canlilarin kafasina
kolaylikla takilabilen bu mini
cihazlar ile serbest sekilde hareket
eden canlilarda uzun sureli
yuksek ¢ozunurliklu norolojik
arastirmalar basaril bir sekilde
gerceklestiriliyor.

Sonug olarak teknolojik gelismeler
ve maliyet dususlerine baglh
olarak glinden gine daha

da poptlerlesen ¢oklu foton
goruntiileme teknikleri sayesinde
daha 6nce mumkin olmayan
arastirmalarin yapimast ve
dinamik verilerin toplanmast
mumkin hale geliyor. Tim bu
gelismeler 1519inda heyecan verici
pek cok kesif bilim insanlart
tarafindan gergeklestirilmeyi
bekliyor.
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