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KONFOKAL MIROSKOBU :
ISIK MIKROSKOBU TEKNOLOJISINDE SON ON YILDAKI
EN ONEMLI GELISME

Alp Can* Meral Tekelioglu**

Cesitli isimlerle anilan ve bu mikroskop teknigi, son birka¢ dekat
ele alindiginda 1s1tk mikroskobu teknolojisindeki en buyitk yeniliktir
(15). Isimlendirme konusunda genellikle bugiine kadar kesin bir go-
riis birligine varilamamissa da 1989 yilinda Londra'da, Fizik Elektron
Mikroskobi ve Analiz Grubu ile Kralivet Mikroskobi Dernegi'nin or-
taklasa duzenledikleri konferansta kullanilan terim <konfokal mikros-
kobu» dur (5).

Bu mikroskobun son 3-4 yilda bu denli ilgi gérmesinin altinda ya-
tan en énemli faktor ise, mikro yapilarda t¢ boyutlu (3D) goruntd
olusturulabilmesi ve incelenecek materyalin herhangi bir diizleminden
gelen 1sinlar1 ayirip bunun énlinden veya arkasindan gelenleri gérin-
tii dist birakarak son derece yiksek kontrast ve rezolusyona sahip gé-
runta olusturmasidir (14). Gergi i¢ boyutlu gérinti olusumu konvan-
siyonel 151k mikroskobu tekniginde de ¢ok sayida seri kesitin alinip
kamera lusida ¢izimi v.s. gibi islemler vardimiyla ampirik olarak ya-
pilabilir, fakat bu islem hem gok zaman alici hem de yeterince glive-
nilir degildir. Bazen de seri kesit alma gibi islemler intrensek veya
bilimsel agidan sakincali olabilir (arkeolojik parcgalar veya fosil-
ler gibi). Ayrica, bu mikroskop, kesit alinmasi mimkin olmaya-
cak veya kesit alindiginda yapisi kismen hozulacak kompleks veya
frajil materyallerin non-invazif sekilde incelenmesine de clanak ta-
nir (1).

GORUNTU OLUSTURMA PRENSIBIi VE AVANTAJLARI

Bu mikroskobu normal 151k mikroskobundan farkh kilan en énemli
ozellik, 15181 doku tlizerinde istenilen diizlemde odaklanabilmesi ve

* A, U Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Bilim Dali Aragtirma Géorevlisi,
** A U, Tip Fakiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Bilim Dal Profeséri,
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Sekil 1 : Konfokal mikroskobunun laser esligindeki galisma prensibi sematik olarak gos-
terilmigtir. Yukaridan gelen laser 1sini, tararma Gnitesi (1) ve tip lensini (2) gectikien sonra
obektif (3) yardimiyla ebje tzerinde belirli bir diizlemde odaklanir (4). Bu dizlemden yan-
siyan 1simnlar yukari dogru once objektif lencini, sonra sirayla tiip lensini ve tarama (inite-
sini gegerek 45 derecelik bir ayna (5) ile, ijne deligi diyaframa (7) ve fotodedekitre (8)
ulésttfllmaf< tzere yanstithr. Konfokal modunda devrede bulunan igne deligi diyafram, sa-
dece laserin obje Uzerindeki odaklanmis dizleminden gelen 1sinlan (diz ¢izgi) gegirir.
Objede farkh plarlardan gelen 1sinlar ise (............ ve————-) igne deligi diyafram (ize-
rindeki delikie odaklanmadigi igin arkaya gecemiezler. Boylece gtrintli, sadece istenilen
odak dizlerninden gelen isinlarin igne deligi diyaframi gecerek fotodedektorll ulastiriimasi
ile olusur. Gériintiyii bozacak odak dist ismnlar ise diyafram tarafindan engellenmistir.

sadece bu diizlemdeki cisimlerden gelen gorintileri vansitmasidir
(Sekil 1), Bu dizlemin {stiinde veya altinda bulunan cisimlerin’ go-
riuntisi (fokus disy) ise tamamen devre dim: hirakilmaktadir (13,14).
Bu islemin 6nemi sudur; konvansiyonel 1s1k mikroskobunda, gorunti
kalitesini (rezollisyon ve kontrast) etkileyen en énemli faktor, farkh
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planlardan gelen ¢ok sayidaki gorintinin birarada izlenmesi sonucu
istenmeyen bir flu gorintinin olusmasidir. Oysa konfokal mikros-
kobu bunu tamamiyle énlemektedir. Bu teknigin tibbi alanlardaki ya-
rarlar: asagida anlatilmisgtir.

Istenmeyen cisimlerin gérintiistinin fokus disi birakilma meka-
nizmasi kisaca soyledir; bu mikroskop 1sik kaynag: olarak nokta 1sik
kaynag: kullanir (10), bu amagla son birkag¢ yildir 11k kaynag: olarak
laser 151 demeti kullanilmaktadir. Nokta 1sik kaynagi, incelenecek
cisim Uzerinde nokta seklindeki alani aydinlatarak son derece keskin
bir gérintiinin olusmasina katkida bulunur. Bir baska ve énemli 6zel-
lik ise, gelen gortintiniin ¢ok sayida kiiglik delik igeren bir diyafram-
dan gegmesidir. Bu diyafram, sadece odaklanan plandan gelen goriin-
tiyl arkasina gecirmekte, bunun disindaki istenmeyen gortntileri
ise gecirmemektedir (3,15). iste temelde bu iki 6zellik yardimiyla kon-

fokal mikroskobu, gok yiksek rezoliisyona (lateral diizlemede 0.2 mik-
ron, uzaysal dizlemde 0.4 mikron) ve kontrasta sahip gorinti olus-
turur.

Bir baska avantaji, yvukaridaki ozellikleri yvardimiyla dokuyu
uzaysal duzlemde de inceleme olanagl saglamasidir. Boylece, klasik
151tk mikroskobunda incelenen doku kesitlerinin yaklasik 100 kat1 (500
mikron) kalinhigindaki dokular incelenebilir. Bu avantaji, ozellikle
floresan modunda galisirken ¢ok énem kazamr. Zira kalin bir doku
parcasinda, farkl planlardan gelen zayif floresan isaretli objelerin de
gorintisi alinabilir (3,10,14). Bu islem bugiin klasik 1s1k mikrosko-
bunun saglayamadig1 son derece gereksinim duyulan bir 6zelliktir.

Son bes yilda, daha iyiye dogru yvapilan ¢alismalar sonucunda bu-
gun, artik konfokal mikroskop mikemmele hemen hemen ulasmis du-
rumdadir. Glintimiuzde kullanilan mikroskoplarda 1sik kaynagi, cok
ince ve duz bir 151k olan laser (light amplification by stimulated emis-
sion of radiation)'dir. Béylece objenin noktasal aydinlatilmas: sagla-
nir. Bir bagka tstunliik tarama tnitesidir. Yani gérintii, laserin ob-
jeyi nokta nokta taramasiyla olusur ki, bu da ii¢ boyut olusumundaki
o6nemli farktérlerden biridir. Bu tarama islemi insan géziiniin bir si-
mulasyonu seklinde cisimleri 7-10 derecelik aci1 farkiyla iki kez tarar ve
daha sonra, bu iki agidan gelen goéruntiileri bilgisayar esliginde bir-
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lestirerek énemli bir ézelligimiz olan <«binokiiler stereopsis» gibi son
derece yiiksek islem kapasitesi gerektiren olay1 basarmis olur (11).

Konfokal mikroskoba uygulanabilen ¢ok yararh bir bagka ozellik,
bilgisayar esliginde kullanmilabilir olmasidir. Bunun en 6nemli avan-
taji, cok sayidaki goriuntiyii hafizada saklayabilme ve daha sonra
saklanan tim goriintiilerin ¢agirilarak ¢ boyutlu gérinti olugtur-
masidir (15), Bu islemle ayn1 zamanda kantitatif caligma yapmak da
miimkiindiir. Bir baska avantaji1 da istenirse kolayca, laseri ve igne-
deligi diyaframi devre dis1 birakarak non-konfokal modunda (klasik
151k mikroskobu karsihigidir) galisma yapmaya olanak tanimasidir.

KULLANILDIGI TIP ALANLARI

Genel kapsamda, bu mikroskobu kullanarak ¢alisma yapilan tip
alanlary; hiicre biyolojisi, patoloji, immiinoloji, genetik, néroloji, far-
makoloji ve toksikoloji, mikrobiyoloi ve biyofizik ile bu alanlara ilig-
kin ¢alismalarin yvapildigi konulardir.

Giuniimuzde en c¢ok kullamlan konfokal mikroskobu modu, flo-
resan olamidir (3,4). Bunun disinda, yansitilan 151k (reflected light)
ile gecirilen 151k (transmitted light) modunda da kullanim mimkiin-
diir (3,7). Tibbi alana yonelik calismalarin ¢ogunlugu, bir takim flo-
resan (immin floresan veya dogal floresan) boyalar ile floseran mo-
dunda yapilmaktadir. Bunun yanminda, transmitted 1s1gm kullanildig
calismalarin basinda kromozomlara yonelik kalitatif ve kantitatif ca-
lismalar gelmektedir.

Simdi, bir érnekle li¢ boyutlu gorinti olusumunu agiklayalim :
inceleme yapilacak hiicre, insan beyni kortikal néronlarindan biri ol-
sun. Bu hiicrenin boyutlar: yaklasik 150x150x80 mikron kadardir. Goz-
lem sirasinda rezoliisyon giicii 0.5 mikron olan bir objektif kullaniyo-
ruz ve bu nedenle hiicremizde, her kesit en fazla 0.5 mikron olacak
sekilde bir dizi optik kesit alarak incelememizi yapiyoruz. Hiicrenin
digey eksende tiimiini inceleyebilmek i¢in (80 mikron) toplam 160
adet goriunti topluyoruz. Topladigimiz. goriintiller mikroskoba bagh
bilgisayardaki basit bir program ile hafizada saklamiyor. Gorunti top-
lama islemi bittiginde tiimiint hafizadan gagirip ti¢ boyutlu final go-
riintimiizi olusturuyoruz.
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Bu béltimde, bu mikroskop yardimiyla yvapilmis bazi tipik calig-
malardan da érnekler vermek istiyoruz. .

Bunlardan bir béliimi diagnostik patolojiyve yomelik olanlardir.
Bu alanda en ¢ok galisma, tiumor hiicreleri tizerinde olmustur. Timeér
hiicrelerinin proliferasyonunu saglayan anormal diferansiasyona ne-
den olan onkogenler izlenerek bunlardaki translokasyon ve transkrip-
siyon anomalileri ortaya konmustur. Tumédr hilcrelerine iliskin, bhir
baska arastirma da timorin invazyonu ve metastazina iliskin done-
me aittir. Son wllarda bazi tiunoér tlrlerinde hiicre gekirdek sekli ile
timoérin invazyonu arasinda bir iliski oldugunu goésterilmistir (8,12,
16). Ornegin lenf nodu metastazi olan bir meme kanser hticresi ile
grantlosa hicreli tiimorlerde hiicre seklinde kantitatif bir takim de-
gisimler gozlenmektedir. Iste bu degisimleri {i¢ boyutlu ortaya koyma-
st agisindan konfokal mikroskobu secilecek tek mikroskoptur. Boylece
elde edilen bulgu ile tiimér prognozu hakkinda direkt bir iliski sap-

tanmis olur.,

Konfokal mikroskobunun floresan isaretleyiciler ile birlikte kul-
lamldig calismalar arasinda, hiicre bélinmesi sirasinda 6zgin bir
dizilim goésterdigi varsayilan mikrotubulinin ve mitoz iplikciklerinin
topografik geklinin antitubulin antikorlar: ile isaretlenerek floresan
yontemlerle gosterilmesi (Sekil 2) (17), plazmasitom hicre kiltirle-
rinde endoplazma retikulumunun hicre ici tic boyutlu dizilimi (8),
nematod embriyonlarinin blastosist safhasindaki pluripotent hiicrele-

$ekil 2 : immiin floresan yénteinle antitubulin antikorlar ile isaretlenmis Hela hiicreleri-
nin interfaz donemindski mikrotiibl yapisi kenvansiyonel 1sik (A-C) ve konfokal (D-F) mik-
roskoplan ile gdzlenmistir. Konfoka! gériintiilerdeki yikselk kontrast ve fokus disi gériin-
tinln bulunmayisi dikiati ¢ekiyor. Beyaz ¢ubuk = 10 mikron, (Kaynak No : 17)
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rin bdlinme mekanizmalarmm incelenmesi (17), normal olarak endop-
lazma retikulumuna bagl olan bir grup hiicre ici proteinin hiicre ici
sitoplazmik dagilimi (9) gibi degerli ¢alismalar vardir.

Genetik alanindaki galismalar, klasik 151k mikroskobunun ¢éziim
glicinin Ustliinde olan kromozom Uzerindeki enine bantlarmn lokali-
zasyonunda kullamilmistir (10) (Sekil 3).

Bir baska grup arastirmaci, insan polimorfontikleer ldkosit kul-
tiirlerinde floresan konjuge antokorlar ile bu hiicrelerin kemotaksi
ozelligini saglayan reseptérlerin identifikasyonunu ve bunlarin kemo-

Sekil 3 : «Chironamus thumimisden einen paliten keomoromlarmin nonkon{okal (a-c) ve
konfokal (d-f) floresan gérintileri izlenmekts. Konfokal miocundaki gorintilerdeki yiiksek
kontrast ve rezelisyon belirgin olarak zleniyor. Optik kesitier 4 mikren araliklarle hiicre
cekirdegi diizeyinden almmigtir. Beyaz gubuk = 10 mikron. (Kaynak No : 10)
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taksi sirasindaki davraniglarini hiicre yuzeyinde ti¢ boyutlu olarak
gostermislerdir (2).

Yukarida sz edilen ¢alismalardaki bulgular klasik 1s1tk mikros-
kobu sonuclan ile kiyaslanarak, bunun saglayvamadig yonler konfo-
kal mikroskobu ile gosterilerek bu teknigin tistlinliigll ortaya konmus-
tur.

SONUC

Konfokal mikroskobu, hiicresel galismalarda kullanilan ¢ok giicli
ve yeni bir ara¢ olup konvansiyonel 1s1k mikroskobunun tiim model-
leri ile uyumludur. Ozel doku hazirlama teknigi gerektirmemesi ya-
ninda son derece kisa bir siire iginde canli veya henliz alinmis bir do-
kuda inceleme yapma olanag saglar.

Teknolojinin son yeniliklerinin kisa slire iginde adapte edilebildigi
bu mikroskop tipi, bu konuda yayinlanan makalelerin sayisindaki hiz-
I artistan da anlasilaca@ giki, gerek li¢ boyutiu gériintii, gerekse belli
dizlemdeki gérintliyl ¢ok net olusturabilmesi agisindan, biyolojik ya-
pilarda bugline kadar 6ne stritlen bazi hipotezlerde kodkli degisiklik-
lere neden olmaktadir.

Ulkemiz acisindan degerlendirirsek, hiicre arastirmalarini zor ve
pahali kilan doku hazirlama ve degerlendirme islemlerini en az insan
hatas: ile minimuma indirmesi yona ile bile konfokal mikroskobunu,
kullanmamiz gereken bir ara¢ olarak gdormekteyiz. Bu yéntem kulla-
nilarak vapilacak galismalarin bilimsel dayanagmnin diger tekniklere
kiyasla daha fazla olmas: da getirecegi bir baska ve belki de daha
6nemli avantajidir. Rutin laboratuvar galhismalarinda olmasa bile ya-
pilacak her tlurlt mikroskobik arastirmada, dzellikle immunoloji, ge-
netik, patoloji ve nérolojik bilimlerde basvurulmas: gerekli bir aragtir.
Yapilan c¢alismalar, bazi durumlarda konfokal mikroskobun gegirim
ve tarama elektron mikroskobuna Ustiinlik sagladigim da gostermis-

tir.

OZET

Konvansiyonel 15tk mikroskobu ile kiyaslandiginda konfokal mik-
roskobu, dzellikle 151k kaynag: olarak laserin kullanildiglr durumlarda
151k duyarhigmda ve uzaysal dizlemdeki ¢oziim giicindeki artis ile ka-
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rakterizedir. Bu dzellikler, hiicre ve dokulardaki ince yapiyl daha spe-
sifik, hassas ve kesin sekliyle ii¢ boyutlu olarak ortaya cikarma ve de-
gerlendirme olanag: taniwr. Bu mikroskobun en énemli 6zelliklerinden
birisi de fokus dis1 gorintiilerin, dizlem kesit alma 6zelligi ve igne
deligi diyafram yardimiyla final gorintiyu etkilemesini énlemesidir.
Bu ozellikleri ile bu mikroskebun klinik alanlardaki kullamim potan-
siyeli tartisilmis ve etkisinin son derece yararl oldugu sonucuna varil-
mistir.

SUMMARY

Confocal Microscope :
Most Important Improvement On Linght Microscopy In The Last Decade

Compared with conventional light microscopy (LM), confocal mic-
roscopy (CM) is characterized in part by increased light sensitivity

and higher spatial resolution particularly in using the laser beam as
a light source. These characteristics permit the detection and discri-
mination of minor structures in cells and tissues in three dimensions
with a more specific, sensitive and accurate way. One of the most im-
portant feature of this microscope is to avoid the effects of out-of-focus
images in the final image by means of object plane sectioning and pin-
hole diaphragm. Poiential clinical applications related to these cha-
racteristics of confocal microscopy are discussed and concluded that
its clinical impact is obvious.
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