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Canlı ve derin görüntüleme 
sistemleri, organizmalar üzerindeki 
fizyolojik ve biyolojik çalışmalar 
için çok önemli bir yere sahip. 
Çoklu foton mikroskobisi 
gelişmeleri ile canlı dokuların derin 
görüntülenmesi başarılı bir şekilde 
gerçekleştirilebiliyor. 1990’da yapılan 
ilk iki-foton mikroskobundan bu 
yana farklı optik tasarımların yanı 
sıra lens ve lazer teknolojilerindeki 
gelişmelere de bağlı olarak önemli 
ilerlemeler kaydedildi. Ancak hâlâ 
zamansal çözünürlük, büyük ölçekte 
katmanlı sinir ağı izleme ve uzun 
süreli uygulanabilirlik gibi çeşitli 
konularda geliştirmelere ihtiyaç 
duyuluyor.   

İki-Foton 
Görüntülemenin 
Sinir Ağı 
Analizlerindeki 
Önemi 

Beynin karmaşık işlevsel yapısı 
ve sinir ağı dinamikleri bilim 
insanlarının üzerinde çok fazla 
araştırma yaptıkları konular 
arasında gösteriliyor. Sinir 
sisteminin nasıl çalıştığının 
anlaşılması canlı organizmadaki 
sinirsel ağ dinamiklerini analiz 
etme kabiliyetiyle orantılı. Dinamik 
beyin özellikleri makro ve mikro 
seviyelerde çeşitli tekniklerle başarılı 
bir şekilde ortaya konmuş olmasına 
rağmen araştırmacıların yüzlerce 
veya binlerce nörondan oluşan ve 
mikro devreler olarak adlandırılan 

ölçekteki bilgi seviyesi yetersiz 
kalıyor. Bilim insanlarına bu konuda 
önemli imkânlar sunan iki-fotonlu 
görüntüleme ile canlı beyninden 
yüksek çözünürlüklü nöron ağı 
kayıtları yapılabiliyor. Böylece 
sinir devrelerinin temel işlevsel 
ilkelerinin daha iyi anlaşılması 
bekleniyor. 

Mikro devre düzeyindeki nöron 
aktivitelerinin incelenmesi, 
temel süreçlerin anlaşılması ve 
davranışlarla ilişkisinin kurulması 
için çok önemli. Son yıllarda 
karmaşık sinirsel süreçlerin 
anlaşılması için fare gibi canlılarda 
görüntüleme sistemlerini 
kullanmak adına sinir bilimciler 
ve mühendisler ortak çalışmalar 
yürütüyor. Burada karşımıza 
“miniskop” olarak da adlandırılan 
küçültülmüş ışık mikroskobu 
sistemleri çıkıyor. Son yıllarda 
neredeyse parmak ucu kadar küçük 
boyutlara indirgenen taşınabilir 

floresan mikroskopları ile serbest 
şekilde hareket eden memelilerin 
beyin aktiviteleri yakından 
incelenebiliyor.

Bu Mikroskoplar 
Çok Minik ama 
Bir O Kadar da 
Maharetli
 
Kemirgen davranışlarını 
araştırmak için bu canlıların baş 
kısmına takılabilecek, hafif, yüksek 
hızlı tarama ve görüntüleme 
kapasitesine sahip, üç boyutlu 
görüntüleme yapabilen ve tüm 
bunları yaparken de canlının 
serbest hareketini kısıtlamayan 
miniskoplar geliştirilmesi için 
araştırmacılar son 20 yıldır yoğun 
şekilde çalışıyor.  

Hâlihazırdaki son teknoloji 
miniskoplar ile aynı nöron 
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kümesinin aktivitesi bir aydan 
daha uzun süreler boyunca takip 
edilebiliyor. Bu sayede öğrenme ve 
hafıza gibi uzun dönemli nörolojik 
süreçler ve hayvan davranış 
kontrol mekanizmaları hakkındaki 
soruların yanıtları bulunmaya 
çalışılıyor. Yeni gelişmelerle birlikte 
eski hantal ve ağır miniskoplar 
daha hafif ve taşınabilir 
versiyonlara dönüşürken, kablolu 
veri toplama ve sensör sistemleri 
gibi çevre birimleri de yerlerini 
kablosuz olanlara bırakıyor. 
Böylece serbest şekilde hareket 
eden birden fazla küçük canlının 
(örneğin farelerin) aynı anda 
uzun süreler boyunca nörolojik 
olarak görüntülenmesi mümkün 
olabiliyor. 

İlk iki-foton miniskobunu 
2001 yılında icat eden Alman 
bilim insanı Fritjof Helmchen, 
miniskopların gelişiminde öncü 
bir rol oynadı. Bir farenin kafasına 
takılabilen bu miniskop yaklaşık  

25 gram ağırlığındaydı. Bundan 
sekiz yıl sonra serbest hareket 
eden canlılarda görüntüleme 
yapabilen 5,5 gram ağırlığında 
yeni bir miniskop geliştirildi. 
Cihaz aynı anda 20 nöronu 
izleyebilmesine rağmen fazla 
karmaşık bir sisteme sahip olması 
yüzünden beklenen ilgiyi görmedi. 

Hareketi kısıtlanmamış 
canlılardaki nöral sinyalleri 
izlemek için kullanılan önemli 
araçlar olan minyatür floresan 
mikroskopların bir kısmının açık 
kaynaklı olarak paylaşılması 
onları daha uygun maliyetli 
hâle getiriyor.  Geliştirilen 
miniskopların büyük bir 
çoğunluğunun donanım ve 
yazılım bilgileri çoğu zaman 
açık kaynaklı olarak diğer 
araştırmacıların kullanımına 
sunuluyor. Örneğin bundan 
yaklaşık 10 yıl önce University of 
California, Los Angeles’da (UCLA) 
geliştirilen ve açık kaynaklı olarak 

paylaşılan tek-foton miniskobu, 
yaklaşık 500 araştırma laboratuvarı 
tarafından araştırmalarda 
kullanılıyor.

Tek-foton miniskoplarının yeterli 
olmadığı durumlar için iki-fotonlu 
sistemler üzerine çalışmalar 
yapıldı. 2017 yılında Weijian Zong 
ve arkadaşlarınca geliştirilen 
hızlı ve yüksek çözünürlüklü ilk 
miniskop sürümü oldukça başarılı 
bulunmasına rağmen geliştirilmesi 
gereken yönleri de bulunuyordu. 
Araştırmacılar miniskobun yeni 
versiyonlarında görüntüleme 
alanını artırmak, cihaz ağırlığını 
azaltmak ve aynı bölgedeki sinirsel 
aktiviteyi daha uzun süreler 
boyunca kaydetmek gibi çeşitli 
iyileştirmeleri gerçekleştirmeyi 
hedeflediler. 
   
Son yıllarda yapılan önemli 
çalışmalardan birinde Hollanda 
Sinirbilim Enstitüsünden 
(NIN: Netherlands Institute for 
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Neuroscience) Andres de Groot 
ve arkadaşları tarafından oldukça 
hafif (1,6 g) bir miniskop geliştirildi. 
NINscope denilen bu miniskop ile 
farelerde ilk defa beyincik ve beyin 
zarı bölgelerinden eşzamanlı olarak 
hücresel çözünürlükte görüntüleme 
gerçekleştirildi. Böylece çoklu bölge 
sinirsel aktivitelerini daha yakından 
incelemek mümkün hâle geldi. 

En güncel miniskop çalışmalardan 
birisi de Norveç Bilim ve Teknoloji 
Üniversitesindeki Kavli Enstitüsü 
Sinirbilim Sistemleri Bölümünde 
ve Nöral Hesaplama Merkezinde 
araştırmacı olan optik mühendisi 
Weijian Zong ve arkadaşları 
tarafından yapıldı. Çalışmada serbest 
hareket edebilen farelerde anlık 
olarak 1.000’den fazla nöronun 
hızlı, yüksek çözünürlüklü ve çok 
düzlemli görüntülemesi için MINI2P 
adı verilen iki-fotonlu mikroskop 
geliştirildi. Geliştirilen miniskop 2,4 
gram ağırlığa sahip olup son derece 
esnek bağlantı kabloları içeriyordu. 
Böylece canlı hayvan koşarken, 

tırmanırken ya da sıçrarken kendisini 
hareket bakımından engellemeden 
ona ait binlerce nöronunun aktivitesi 
başarıyla izlendi ve beyninin görme, 
hafıza ve navigasyon merkezleri 
görüntülendi.

Genişletilmiş görüş alanı, artırılmış 
tarama aralığı ve hızının yanında 
mikro ayarlanabilir lense de sahip 
bir optik sistem tasarımı olan 
MINI2P, üç boyutlu fonksiyonel 
görüntüleme yapabiliyor; ayrıca 
birden fazla düzlemi de hızlı 
bir şekilde görüntüleyebiliyor. 
Araştırmacılar birden fazla bitişik 
görüş alanı arasında gerçekleştirilen 
görüntülemeler sayesinde aynı 
canlıda 10.000’den fazla nörondan 
kayıt yapmayı başardı. 

Büyük boydaki muadillerine 
çözünürlük olarak büyük ölçüde 
yaklaşan MINI2P’nin yapımı için açık 
kaynaklı dokümanlar da ücretsiz 
olarak paylaşılıyor. Bununla birlikte 
yakın bir zamanda Kavli Enstitüsü 
ev sahipliğinde gerçekleştirilmesi 

planlanan çalıştay ile araştırmacılar 
oldukça düşük maliyetlerle kendi iki-
fotonlu miniskoplarını üretme fırsatı 
da bulacak.  

Pek çok araştırmacı da daha 
üstün özelliklere sahip iki-foton 
miniskopları geliştirmeye çalışıyor. 
Öyle ki Kavli Enstitüsünden 
araştırmacıların MINI2P’yi 
bildirmesinden kısa bir süre sonra 
UCLA nöroloji profesörü Peyman 
Golshani ve araştırma ekibine iki-
foton miniskopu geliştirmeleri 
için önemli miktarda fon ayrıldı. 
Geliştirilmesi planlanan miniskobun 
daha geniş bir görüntüleme 
alanına sahip olması, birden 
fazla beyin katmanını eş zamanlı 
görüntüleyebilmesi ve farelerle 
daha büyük canlılarda kolaylıkla 
kullanılabilmesi bekleniyor. 

Optik, malzeme, veri toplama/işleme 
ve görüntüleme teknolojilerdeki 
gelişmeler ile birlikte miniskopların 
da kabiliyetleri sürekli 
artıyor. Özellikle sinir bilim, 
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Serbestçe hareket eden farelerde görüntüleme yapabilmek için geliştirilen iki-foton miniskobu olan MINI2P, aynı anda 
birden fazla düzlemdeki binden fazla hücrenin görüntülenmesine olanak sağlıyor.
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araştırmalarında önemli keşiflere 
yol açması beklenen yeni nesil iki-
fotonlu miniskoplar giderek daha 
fazla kullanılıyor. Her ne kadar iki-
foton görüntülemenin temelleri 
yaklaşık yüz yıl öncesine dayansa da 
yeni nesil miniskopların döneminin 
daha uzun süreler boyunca devam 
etmesi bekleniyor. 

Sonuç

İki-foton mikroskobisi, icadından 
sonra molekül incelenmesinden 
doku görüntülemesine kadar pek 
çok farklı alanda uygulama buldu. 
Biyolojik sistemleri canlı üzerinde 
çalışmanın önemi göz önüne 
alındığında, iki-foton görüntüleme 
teknolojilerindeki gelişmelerin 
akademik, klinik ve endüstriyel 
kullanımının daha da artacağı 
söylenebilir.  

İki-foton mikroskobisi ile kalın 
örneklerdeki sıkı dokuların dinamik 
görüntülenmesi başarılı bir şekilde 

gerçekleştirilebiliyor. Yeterli foton 
yoğunluğunu sağlamak üzere 
lazer kullanılarak gerçekleştirilen 
iki-foton uyarımı sayesinde 
fototoksisite engelleniyor. Çünkü 
fotonların verebileceği hasar sadece 
odak hacmiyle sınırlı kalıyor.     

Konfokal mikroskoba kıyasla daha 
düşük çözünürlükte görüntüler 
elde edilse de kalın numunelerin 
derin görüntülenmesinin 
sağlanması, odak dışı soğurmanın 
olmaması ve uyarıcı ışığın 
saçılımının az olması iki-foton 
görüntülemenin önemli artıları 
arasında sayılabilir. Diğer 
yandan, nüfuz edilen derinliğin 
optimizasyonu için saçılan 
floresan fotonlarının verimli bir 
şekilde toplanması gerekiyor. 
Gelecekte lazerler, dedektör ve 
görüntüleme teknolojilerindeki 
ilerlemelere bağlı olarak iki-foton 
mikroskobunun uygulama alanı 
yelpazesinin daha da genişlemesi 
bekleniyor. 

Son yıllarda parmak ucu kadar 
boyutlara küçültülen son 
teknoloji iki-foton miniskoplarının 
görüntüleme kapasiteleri, 
görece oldukça büyük iki-foton 
mikroskopları ile yarışır hâle 
geldi. Fare gibi canlıların kafasına 
kolaylıkla takılabilen bu mini 
cihazlar ile serbest şekilde hareket 
eden canlılarda uzun süreli 
yüksek çözünürlüklü nörolojik 
araştırmalar başarılı bir şekilde 
gerçekleştiriliyor.  

Sonuç olarak teknolojik gelişmeler 
ve maliyet düşüşlerine bağlı 
olarak günden güne daha 
da popülerleşen çoklu foton 
görüntüleme teknikleri sayesinde 
daha önce mümkün olmayan 
araştırmaların yapılması ve 
dinamik verilerin toplanması 
mümkün hâle geliyor. Tüm bu 
gelişmeler ışığında heyecan verici 
pek çok keşif bilim insanları 
tarafından gerçekleştirilmeyi 
bekliyor. n
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